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La Enfermedad de Alzheimer

1. Aspectos generales

1.1 Epidemiologiay etiologia

La enfermedad de Alzheimer (EA), descrita por Alois Alzheimer en 1907, es una
enfermedad neurodegenerativa crdnica y progresiva. Es la causa mas comun de demencia,
afecta a un 7% de las personas mayores de 65 afos y al 40% de los mayores de 80 afios.

En Espafa el numero de pacientes se ha duplicado en 7 afios, probablemente debido a
un cambio en el patrén diagndstico por parte de los médicos, de tal forma que en los ultimos
afios se han diagnosticado como EA casos que antes no eran catalogados como tales. En
Espaia en el afio 2007, el Alzheimer estuvo implicado en el 2.6% de todas las defunciones
(1.5% en hombres y 3.8% en mujeres). Desde 1990, el riesgo de mortalidad por esta
enfermedad se ha multiplicado por 5 en hombres y por 7 en mujeres. El nUmero de pacientes
actualmente supera los 800.000, se calcula que en 15 anos podria llegar a ser 1.2 millones en
Espafia y segun las Naciones Unidas hay 50 millones de afectados en todo el mundo.

Existen dos tipos de EA, segun su origen: la familiar y la esporadica.

La de origen familiar, es la menos frecuente (con una incidencia menor del 1% de
todos los casos), la enfermedad se inicia entre los 40 y 60 afios y su origen son mutaciones
monogénicas. Estas mutaciones tienen lugar en tres genes principalmente, que expresan las
siguientes proteinas: la proteina precursora del amiloide (APP) en el cromosoma 21; la
presenilina-1 en el cromosoma 14 y la presenilina-2 en el cromosoma 1, las dos ultimas son
componentes esenciales de la y-secretasa, enzima responsable del procesamiento aberrante
del APP, para la produccién de péptidos amiloides.

La enfermedad de origen esporadico se inicia mas tarde que la familiar, a partir de los
65 afios y es la que tiene mayor incidencia en la poblacién (99%). Aunque su etiologia es
desconocida, si se conocen algunos factores de riesgo: el género, ya que es mds comun en
mujeres que en hombres, hecho probablemente relacionado con la disminucidn de los niveles
de estrogenos post-menopdusicos (Farrer et al., 1997); el bajo nivel educativo; altos niveles de
estrés oxidativo; infarto; hipertension; diabetes; depresidn; infecciones; tumores; deficiencias
vitaminicas; exposicion a quimicos. Otros factores de riego incluyen la presencia de ciertos
polimorfismos genéticos (Brown et al., 2005): apolipoproteina E4 (Apo E4, cromosoma 19),

fundamental para el metabolismo de triglicéridos y del colesterol (Farrer et al., 1997); a2-
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macroglobulina (cromosoma 12); un componente de la a-cetoglutarato deshidrogenasa
(cromosoma 14); variante K de la butiril-colinesterasa por su interacciéon con la APO E4; asi
como mutaciones en el genoma mitocondrial relacionadas con susceptibilidad a estrés

oxidativo (Law et al., 2001).

1.2 Sintomas

La principal caracteristica de la enfermedad es una pérdida progresiva e insidiosa de la
memoria. Al comienzo el paciente muestra incapacidad para realizar las actividades cotidianas,
dificultades para escribir, hablar, desorientacion espacial y una marcada reduccion en la
capacidad para resolver problemas. Madas adelante van apareciendo sintomas
comportamentales como hiperactividad, alteraciones en los ciclos del suefio, pérdidas de las
capacidades sociales y agresividad, que aparecen de forma continuada y creciente. Ademas
desarrollan sintomas no cognitivos, como ansiedad, depresion, delirio y alucinaciones.

Algunos de los sintomas clinicos son incontinencia, disfagia y pérdida de peso. En las
etapas terminales de la enfermedad, los pacientes no son capaces de reconocer a nadie, estan
anclados a la cama y pierden la capacidad de comprension. Normalmente la muerte
sobreviene por complicaciones secundarias a la enfermedad y al debilitamiento que conlleva,
como neumonia, embolia pulmonar o sepsis (Steele et al., 1990).

Desde el comienzo de los primeros sintomas, la enfermedad dura una media de 7 a 10
afios, durante los cuales va aumentando la dependencia de los enfermos (Law et al., 2001), lo
que conlleva un elevado gasto econdmico tanto para el sistema de salud, como para la familia.
Por ello el desarrollo de nuevas terapias que permitiesen, no ya acabar con la enfermedad,
sino retardar su establecimiento o alargar la vida, serian fundamentales en una sociedad como

la nuestra cada vez mds envejecida.

2. Neuropatologia de la enfermedad

La enfermedad de Alzheimer es un proceso neurodegenerativo que se caracteriza por
una serie de anomalias que afectan a regiones cerebrales especificas: neocortex, area
entorrinal, hipocampo, nucleos amigdalinos, nucleo basal de Meynert, tdlamo anterior y
nucleos monoaminérgicos del tronco encefalico (locus coeruleus y complejo del rafe).

La disfuncién y muerte de neuronas en las regiones afectadas se asocia con

alteraciones citoesqueléticas y sindpticas en las regiones a las que proyectan. La distribucion
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de las anomalias sigue patrones caracteristicos siendo las neuronas piramidales
glutamatérgicas las mas afectadas en corteza y, por ejemplo, las colinérgicas en el nucleo basal
de Meynert.

En el cerebro de un enfermo de Alzheimer se pueden encontrar dos tipos de lesiones,
los ovillos neurofibrilares y las placas seniles, asi como lesiones axdnicas y dendriticas (neuritas
distréficas). Los ovillos (Figura 1, B) son inclusiones intracelulares, que contienen filamentos
helicoidales apareados. Estos filamentos estdn compuestos por la forma hiperfosforilada de
una proteina estabilizadora de microtlbulos, la proteina Tau, la cual en circunstancias
normales no se encuentra anormalmente agregada (Michaelis et al., 2002).

Los ovillos neurofibrilares (ONF), no son exclusivos de la EA, también pueden
encontrarse en la pardlisis supranuclear, demencia pugilistica, enfermedad de Pick,
parkinsonismo postencefalitico, demencia frontotemporal... (Hardy and Orr, 2006). Estas
lesiones, junto con las lesiones axo-dendriticas, afectan al transporte axonal y por tanto a la
funcionalidad sindptica y la viabilidad celular.

Las otras lesiones que aparecen en los cerebros de los afectados por la enfermedad
son las placas seniles (amiloideas o neuriticas) (Figura 1, A). Estas lesiones son depdsitos de
péptidos amiloides que se encuentran rodeados de axones y dendritas distréficas, asi como de
astrocitos y microglia activada. Este tipo de lesiones se localizan principalmente en regiones
limbicas (hipocampo y amigdala) y también en regiones corticales y subcorticales. Ademas de
en el neuropilo el AR se deposita alrededor de los vasos sanguineos afectando a su

funcionalidad, lo que se denomina, angiopatia amiloidea.

Los péptidos amiloides resultan del corte proteolitico de la proteina precursora del

A

Figura 1. Placas seniles y ovillos neurofibrilares en un cerebro de un enfermo de EA. A, fotografia
representativa de placas seniles marcadas con un anticuerpo especifico anti-AB4,, barra de escala
125um. B, fotografia representativa de ovillos neurofibrilares marcados con un anticuerpo especifico
anti-PHF1, barra de escala 62.5um (LaFerla and Oddo, 2005).

amiloide (en inglés, amyloid precursor protein, APP), mediante dos proteasas (B y y-

secretasas).
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Era un hecho conocido el que los pacientes
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Disfuncion y muert neuronaheurofibrilares
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el espacio extracelular como la causa primaria de la

] ) ) Figura 2. Hipotesis de la cascada amiloide.
muerte neuronal asociada al Alzheimer (Figura 2). Secuencia de eventos patogénicos que dan

lugar a la EA.

2.1 EI APP, su procesamiento

El APP es una proteina transmembrana tipo |, con un Unico dominio intramembrana cuya
funcién es aun desconocida. Existen, al menos, 4 formas de la proteina APP en humanos,
obtenidas por splicing alternativo de los exones 7 y 8, todas estas formas tienen alrededor de
700 aminoacidos. El APP se localiza en todos los tipos celulares y su RNAm representa el 0,2%
del RNAm total en neuronas. Se puede encontrar en todos los mamiferos vertebrados e incluso
se conoce una proteina APP-like en drosophila, es decir, estd muy conservada evolutivamente.
Por lo que podria ser un gen house-keeping, regulador. También existen otras 2 proteinas
APP-/ike en humanos (APP1 y APP2). El dominio N-terminal es extracelular y mas largo que el
C-terminal. Entre la regidn extracelular y la transmembrana se localiza el dominio AP que dara
lugar a los péptidos amiloides al ser procesada la proteina APP (de 40-42 aa).

APP es procesado proteoliticamente mediante secretasas (proteasas que se localizan
en membrana plasmatica): a, By y.
La a-secretasa corta al APP entre las posiciones 16/17 de la region AB, generando un

fragmento N-terminal soluble, que contiene un fragmento de la regién AB, y un fragmento C-
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terminal transmembrana de 11,5 kDa que quedard anclado a la membrana. El fragmento
transmembrana de 83 aminoacidos (C83) tiene una vida media de 4 horas, tras las cuales es
internalizado por endosomas y degradado al fusionarse con lisosomas. Sufrira un segundo
corte por la y-secretasa, liberando un fragmento que no posee la secuencia Ap completa y que
carece de potencial amiloidogénico (Panegyres, 1997) y un fragmento C-terminal intracelular
al que se denomina AICD (APP intracelular domain).

La B-secretasa, cuya actividad se atribuye a una Unica proteina (8 site APP Cleavage
Enzyme; BACE), corta a la proteina APP dejando libre un fragmento N-terminal soluble y un
fragmento C-terminal de 99 aminoacidos (C99) que contiene la secuencia AR completa. Este C-
terminal puede sufrir un segundo corte proteolitico a través de la y-secretasa (Gotz and Ittner,
2008). La actividad de la y-secretasa depende de 4 proteinas: nicastrina, APH-1 (Anterior
pharynx-defective 1), Presenilina-1 (PEN1) y Presenilina-2 (PEN2). PEN1 y PEN2 son
componentes fundamentales de la regidn catalitica de la enzima, sus mutaciones pueden dar
lugar a EA familiar.

Tras el corte proteolitico de las B y y-secretasas se obtendra el fragmento C-terminal
intracelular AICD, que posee actividad transcripcional, algunos de los genes que pueden verse
regulados por este fragmento son APP, neprelisina, CD68 y EGFR. También parece estar
implicado en la sefializacién mediada por Ca** e incluso parece relacionado con memoria
espacial (Wolfe and Guenette, 2007).

El otro fragmento que se obtiene del corte mediante B y y-secretasas es el AB (péptido
amiloide). Los péptidos amiloides pueden tener una longitud de 40-42 aminodcidos y el ratio
normal de sintesis es de 1:10 (40:42). El AB adopta una estructura en lamina-B, birrefringente
cuando se tifie con rojo congo, estas laminas B pueden agregarse para formar oligémeros y
protofibrillas, que son los componentes principales de las placas neuriticas. Se resumen las
rutas de procesamiento del APP en la Figura 3.

AB4; es el primero en agregar, formando oligdmeros y protofibrillas, que actuaran
como nucleos sobre los que el A4 podra formar oligdmeros mas facilmente. Ambos (AB4, y
AB4) forman parte de las placas seniles. Aunque se sabe que su capacidad para agregar esta
relacionada con su neurotoxicidad, el mecanismo exacto de ésta, no estd del todo claro.
(Pimplikar, 2009).

Un posible mecanismo neurotéxico podria ser el siguiente. El AB,, puede inducir
peroxidacidn lipidica y oxidacidn proteica in vivo e in vitro, hecho relacionado con Ia
produccién de radicales libres y H,0, (que aumentan el potencial redox). La Tyr en posicién 10
del AB forma un complejo con 3 histidinas en posiciones 6,13 y 14, el radical tiroxil quedaria

libre para interaccionar con Cu(ll) y liberar H,0,. Esto se ha podido averiguar gracias al estudio
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de diversas mutaciones familiares. También se sabe que el péptido truncado AB,s.35, contiene
la regién minima para ser neurotéxico (Irie et al., 2005).

Aunque las mutaciones en el gen del APP fueron las primeras en descubrirse, hoy
sabemos que son las mutaciones menos frecuentes de entre las que pueden dar lugar a la EA.
Actualmente se conocen mas de 220 mutaciones familiares de la EA, de las cuales 180 estan
relacionadas con PEN1, 20 con PEN2 y mas de 30 con APP (Pimplikar, 2009). Las mutaciones en
la proteina APP se encuentran en regiones préximas a las zonas de corte de las B y vy
secretasas, promoviendo un corte mayoritario por esta via en lugar de por la de la a-secretasa;
o bien una mayor produccidn de AR, frente a AB4g; 0 una agregacion o potencial neurotéxico
mayores. Sin embargo, las mutaciones en las presenilinas, promueven un corte mayoritario a
través de la B-secretasa fundamentalmente.

Pero cual es el papel del AB y cuales son las funciones del APP, son dos puntos sobre

los que vale la pena centrar la atencién para comprender la patologia de la EA.

C Memb. Plasmatica )

NH,- APP -COOH
A
)
a-secretasa )
Presenilina 1
- )
C ) Presenilina 2
L 2
| [0 BN | B-secretasa y-secretasa " nicastrina
APPsoluble C83 BACE
APH-1
\ 4
y-secretasa [ | [ |
APPsoluble Cc99

I ] | |
Peptido No AICD
Amiloidogénico

Mayor potencial fibrilogénico A2

Forma fibras sobre nucleos Bao AB AICD
de AB4, oligomerizados

Figura 3. Rutas de procesamiento del APP. APP (proteina con un dominio transmembrana). El
procesamiento a través de a-secretasa corta al APP entre los residuos 16/17 de la secuencia AR
(previniendo la formacion de péptidos amiloides). La ruta de la B-secretasa deja libre el extremo N” de la
secuencia AB, la y-secretasa cortara el péptido resultante liberando AB y AICD. Modificado de La Ferla 'y
colaboradores, 2005.

Debemos destacar que ni las funciones del APP estan claras, ni los mecanismos

neurotéxicos del AR han sido aln desentrafiados, sin embargo gran nimero de estudios se han
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dedicado al estudio de ambos aspectos, intentaremos hacer un breve resumen de los hallazgos

mas relevantes.

Funciones del APP y de sus fragmentos no amiloidogénicos:

Una de las primeras fue su papel como receptor. La idea surgié gracias al
descubrimiento de que la via de sefalizacidon del receptor Notch actuaba a través de un
mecanismo muy similar a la ruta de procesamiento de APP (Selkoe and Kopan, 2003). Sin
embargo la busqueda de ligandos no esta siendo muy fructifera, algunos de los propuestos han
sido, F-espondina (proteina secretada por neuronas) y reelina (proteina de matriz extracelular
fundamental en desarrollo); parecen estar implicadas en interacciones proteina-proteina;

receptor Nogo-66 (relacionada con crecimiento axonal en adulto) (Wolfe and Guenette, 2007).

ipa PAK3
Nucleo JAre APP-BP1
CD68 Grb2
Tr'ansporte OO DNA lEGFR
anterégrado (Pat1) Regulacion de la trascripcion
\ & /
-~

. s LDL
Exocitosis‘———/ & \Internallzacmn de

receptor (ARH)

y-secretasa

F-espondina

Posibles .
lingandos Reelina G
Interaccion con APP de FUNCIONES

otras células Molécula NOgO-GG

Interaccion con proteinas Adhesig Receptor V
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Figura 4. Funciones del APP y de sus fragmentos no amiloidogénicos. EI APP como proteina
transmembrana puede actuar bien como molécula de adhesidn a través de su unidn a otras moléculas de
APP 0 a componentes de matriz; o bien como receptor siendo sus posibles ligandos, F-espondida, reelina
y Nogo-66. El fragmento AICD intracelular puede intervenir en procesos de exocitosis, transporte
anterdgrado o endocitosis del receptor de LDL, asi mismo puede regular el ciclo celular (a través de las
proteinas PAK3, APP-BP1, Grb2). Pero su funcién mas destacada es la de regulador de la transcripcién de
genes como APP, Neprelisina, CD68 o EGFR.
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También parece actuar como molécula de adhesidon. Se une a proteinas de matriz
extracelular como heparina y coldgeno. Puede formar homo- y hetero- dimeros con las
diversas proteinas de la familia APP que se encuentren en distintas células por un mecanismo
similar al de las cadherinas y nectinas (Multhaup et al., 1994; Beher et al., 1996).

El fragmento APP soluble puede actuar como molécula de sefalizaciéon, ya que parece
jugar algun papel en el crecimiento de fibroblastos en cultivo. También es neuroprotector para
neuronas en cultivo, previniendo elevaciones de Ca’" intracelular (Park et al., 2006).

El fragmento AICD también parece tener diversas funciones. Numerosas proteinas
interactuan con éste incluyendo proteinas con un papel en el transporte vesicular y el trafico
de proteinas como Mintl y 2 (exocitosis de vesiculas) o Patla (interacciona con microtubulos
para el transporte anterégrado de APP) y proteina ARH (para la internalizacion del receptor de
LDL) (Muresan and Muresan, 2005; Kuan et al., 2006). Otras de las proteinas que interactian
con AICD estan implicadas en la regulacién del ciclo celular (Gy, PAK3, APP-BP1, Grb) (Chen et
al., 2003). Este fragmento, asi mismo, es sustrato de enzimas: la y-secretasa, kinasas (Ser7The
kinasas, GSK-3B) (Hsu et al., 2007; Hernandez et al., 2009). Sin embargo el papel que mas
interés ha generado es el de activador de la transcripcion, a través del trimero con Fe65 y la
histona acetiltransferasa tip60 (Cao and Sudhof, 2001; Wolfe and Guenette, 2007).

En la Figura 4 se puede observar un resumen de las funciones de la proteina APP y del

fragmento intracelular AICD.

Mecanismos de accion del AB:

El AB interacciona con diversos receptores: RAGE (Receptor for Advanced Glycated End
products), receptores del péptido formilado etc... A través de estos receptores promueven la
liberacion de quimioquinas, factores de crecimiento,...

En sistema inmune AP activa las vias del complemento promoviendo la opsonizacion
de si mismo y por tanto su fagocitosis la cual es insuficiente para resolver la patologia (Bradt et
al., 1998).

AB puede interaccionar con las vias de sefializacion de insulina y Wnt, promoviendo un
aumento de la actividad de GSK3 (Glucdgeno sintasa kinasa 3). Del mismo modo, en los casos
esporadicos de la EA isoformas de APOE interaccionan con un correceptor de Wnt. La funcion
de la GSK3 en la EA es multiple. GSK3 regula la actividad de la proteasa MMP2, capaz de
degradar los péptidos amiloides (aunque también pueden ser degradados por otras enzimas,
como IDE y neprelisina). Ademas puede modificar a la propia APP, promoviendo la liberacion
de péptidos amiloides (Phiel et al., 2003). Por ultimo, un incremento en la actividad de GSK3 da

lugar a la fosforilacidon indiscriminada de sustratos que pueden resultar téxicos para las
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neuronas corticales, tales como la proteina estabilizadora de microtubulos Tau (Hernandez et
al., 2009).

AB puede interaccionar con el receptor de productos de glicosilacion avanzada (RAGE),
gue promueve su entrada desde la circulacién periférica a través de la barrera hemato-
encefalica (BHE). Ademas, la interaccién AB-RAGE, puede activar la via de sefializacion de NF-
kB (nuclear factor) y por consiguiente promover apoptosis y una respuesta inflamatoria (Deane

et al., 2004, Citron, 2010).
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> -
l e
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Figura 5. Dianas de AP relacionadas con los mecanismos de neurodegeneracion. El AB extracelular puede
interaccionar con diversos receptores de superficie, promoviendo la activacion de rutas de sefializacién
relacionadas con los procesos degenerativos, como la apoptosis o la generacion de ovillos neurofibrilares.
Algunas de estas dianas también pueden ser intracelulares y promover rutas similares. Estos receptores
estan localizados en neuronas y algunos, como el receptor de TNF también en microglia. Modificado de
Longo v colaboradores (2004).

En neuronas puede interactuar con infinidad de receptores, que median su toxicidad:
p75NTR (receptor de neurotrofinas p75), RAGE, BBP-1, APP. También tiene dianas
intracelulares en reticulo endoplasmico: ERAB (dehidrogenasa acoplada a AB). Asi mismo
puede llevar a cabo acciones independientes de receptor, formando canales de Ca** o
modulando canales de K* (Longo and Massa, 2004). En la Figura 5 se puede ver un resumen de

los receptores de AP asociados con los procesos degenerativos

2.2 El componente inflamatorio de la EA y la microglia
La respuesta inmune en cerebro es limitada y poco comun. Debido a la presencia de la

BHE, el paso de moléculas y células a su interior es restringido por lo que se le considera un

dérgano inmuno-privilegiado. La célula encargada de desarrollar la respuesta inmune en
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cerebro es la microglia, célula derivada de la estirpe mieloide de médula dsea que penetra en
cerebro durante el desarrollo (Lucin and Wyss-Coray, 2009).

El primer indicativo del componente inflamatorio de la enfermedad fueron una serie
de estudios epidemiolégicos en los que se ponia de manifiesto un menor riesgo de padecer EA
en personas que habian recibido tratamiento con antiinflamatorios no esteroidicos, NSAID
(Non steroidic Anti-Inflammatory Drugs) (Breitner et al., 1994; McGeer and McGeer, 2007). La
respuesta inmune que tiene lugar durante la EA es inespecifica y se denomina gliosis reactiva
(Zipp and Aktas, 2006). Esta gliosis implica tanto a los astrocitos como a la microglia, de hecho
alrededor de las placas seniles se acumula microglia activada.

La microglia en reposo (Figura 6, B) tiene una morfologia muy ramificada, cada rama
sensa un area cerebral de 30-50um que solapa con las ramas de la microglia cercana. Aunque
estos movimientos son aleatorios, en pocas horas son capaces de sondear todo el espacio
extracelular cerebral. Este movimiento se ve potenciado ante aumentos de la actividad
sindptica o liberacion de neurotransmisores purinérgicos (ATP, ADP, UTP) (Raivich, 2005).

La inflamacion, en general se entiende como una mezcla de efectos constructivos y
destructivos. En la EA, podriamos considerar que el AB promueve la activacién de la microglia
hacia 3 fenotipos distintos (Schwartz et al., 2006). La microglia destructiva, que induce una
respuesta inmune primaria, ante la presencia de AB hace que el cerebro actie como si
estuviese siendo invadido por un microorganismo. Este tipo de respuesta va acompafnada por
la secrecién de mediadores de inflamacion (citoquinas proinflamatorias: TNF-a, IL-6, IFN-y, IL-
1B, IL-8,...), potencialmente tdxicos para las neuronas cercanas y sus procesos. La expresion de
RNAm de estas citoquinas se ha detectado no solo en modelos in vivo o in vitro, también en
cerebro de pacientes de EA (Rogers et al., 2002).

En segundo lugar, aparece la microglia beneficiosa (Figura 6, C), aquella que lleva a
cabo una respuesta quimiotdctica y fagocitica hacia los depédsitos de AB, reduciéndolos. Esta
respuesta se ha estudiado tanto in vitro, como in vivo (Rogers et al., 2002).

En tercer lugar se encuentra la microglia distréfica (Figura 6, A) o senescente. En un
estudio reciente, Streit y colaboradores (2009), observaron que estructuras degenerativas
neuronales positivas para proteina Tau, colocalizaban invariablemente con microglia distréfica-
no activada y que este tipo de patologia precede a la dispersion de la patologia Tau. Esta
microglia presenta una morfologia fragmentada en sus procesos y se considera que estan
sufriendo un proceso de degeneracién llamado citorrexis (fragmentacidn citopldsmica). Estas
células han podido observarse tanto en pacientes de EA, como individuos control, por lo que
se piensa que preceden a la neurodegeneracion y que representa una pérdida de proteccion

microglial (Streit et al., 2009). Un aumento de microglia distréfica correlacionaria con una
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disminucién de la neuroproteccion mediada por la microglia y un aumento de la

neurodegeneracion.

A B C

Figura 6. Imagenes representativas de los distintos tipos de microglia. (A) microglia distrofica (se
observa citorrexis en las prolongaciones); (B) microglia en reposo y (C) microglia activada
(hipertrdfica), barra de escala 20um, (Streit et al., 2009) .

Otros investigadores definen dentro de la microglia dos fenotipos inflamatorios que
aparecen cuando se produce un dafio neuronal. Una vez se produce se liberan al neuropilo
ATP, neurotransmisores, factores de crecimiento y citoquinas, que activan a la microglia
circundante. Si el dafio es pequefio se liberaran citoquinas y factores de crecimiento; si el dafio
es grande se liberaran factores neurotdxicos. En situaciones de dafio mantenido, como la EA se
obtienen fenotipos neurotdxicos: M1 o M2. M1, activacidn cldsica, produce elevadas
cantidades de citoquinas pro-inflamatorias y éxido nitrico. Y M2, activacion alternativa, con
una reducida produccién de 6xido nitrico y aumento de la produccién de citoquinas anti-
inflamatorias. El balance entre ambos tipos microgliales podria ser fundamental para la
progresion de la enfermedad (Lucin and Wyss-Coray, 2009).

Algunos estudios han mostrado, asi mismo, la asociacion entre las infecciones
sistémicas y el progreso de las enfermedades degenerativas crénicas, como la EA. En un
cerebro envejecido o dafiado las sefiales de inflamacion sistémica provocan una respuesta
exagerada que contribuye a la progresién del dafo. Existen tres vias de comunicacién entre el
resto del organismo y el parénquima cerebral. En primer lugar las aferencias sensoriales del
nervio vago; segundo, citoquinas y otros mediadores de inflamaciéon entran al torrente
sanguineo donde interaccionan con macréfagos situados en drganos circunventriculares donde
no existe BHE; y por ultimo las citoquinas, otros mediadores o los propios microorganismos
pueden atravesar la BHE si estuviera comprometida e interactuar directamente con el
parénquima cerebral (Perry et al., 2007). Analisis retrospectivos de bases de datos médicas
han sacado a la luz que la presencia de dos o mds episodios infecciosos en un periodo de
cuatro afos, en personas envejecidas, incrementa el riesgo de padecer EA 2 veces. Ademas la

presencia de proteinas inflamatorias plasmaticas (proteina C-reactiva, IL-6) se vio
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notablemente incrementada 5 afios antes de establecerse la demencia. Asi mismo las
inflamaciones sistémicas y los elevados niveles plasmaticos de IL-1B se han visto asociados a
un mayor deterioro cognitivo (Holmes et al., 2009). Del mismo modo los niveles plasmaticos de
TNF-a aumentados, como consecuencia de un proceso infeccioso reciente, incrementaron el
progreso del deterioro cognitivo de los pacientes de EA, mientras que los que no los sufrieron
no presentaban ningln progreso (Holmes et al., 2009b). Es decir los procesos inflamatorios
periféricos contribuyen activamente tanto al establecimiento, como a la progresién de la EA

La microglia activada puede producir éxido nitrico (NO). El NO es sintetizado por tres
enzimas, NO sintasas (NOS), la inducible (en microglia y astrocitos, iNOS), la endotelial (en
vasos sanguineos, eNOS) y la neuronal (nNOS). Tiene papeles fisioldgicos en SNC ya que actua
como sefializador intracelular; es un compuesto vasoactivo y durante el desarrollo actua sobre
el crecimiento axonal y la sinaptogénesis (Downen et al., 1999; Law et al., 2001). En una
situacién de demencia, como la EA, tiene un papel fundamentalmente neurotéxico, aunque
también se le ha descrito como neuroprotector.

En pacientes de EA se han descrito cambios en los niveles de nNOS en corteza, hipocampo
y cerebelo (Dorheim et al., 1994; Norris et al., 1996). En diversos estudios histolégicos se han
observado incrementos en la expresion de las distintas isoformas en distintos subgrupos de
células en la EA (Vodovotz et al., 1996; Luth et al., 2002; Fernandez-Vizarra et al., 2004). El NO
puede reaccionar con el radical superéxido generando el radical peroxinitrito, que puede dar
lugar a nitracién de proteinas, y consecuentemente a su inactivacidn. De hecho, los niveles y
expresion de proteinas nitradas en tirosina también se encuentran significativamente
aumentados en corteza cerebral y otras regiones (Fernandez-Vizarra et al., 2004; Ramirez et
al.,, 2005). El AB puede generar estrés oxidativo por si mismo (como vimos en la seccion
anterior), pero también puede hacerlo a través de la generacion de NO (en microglia y
astrocitos), o de una manera mas indirecta, activando a células T CD4+, que liberaran
citoquinas (IFN-y), que a su vez activardn a la microglia (Dickson et al., 1993). La microglia
activada aumentara sus niveles de iNOS, la cual producirda NO. El NO aumenta los radicales
libres, con el dafo oxidativo que conlleva y la muerte celular.

La microglia, como célula inmune residente en sistema nervioso central, constituye un

importante punto central para el desarrollo y evolucién de la EA y debe ser tenida en cuenta a
la hora de llevar a cabo cualquier investigacion que pretenda estudiar una posible terapia para

esta enfermedad.
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3. Diagnostico

Actualmente el diagndstico definitivo de la EA se realiza postmortem, tras el andlisis
neuropatoldgico del tejido cerebral y la deteccién de placas seniles y ovillos neurofibrilares en
el mismo.

El diagnéstico de los pacientes, por tanto, no es de certeza sino de probable Alzheimer
(llegando a un 90% de acierto (Michaelis, 2003)), basandose en una serie de test clinicos y
neuropsicolégicos, no siendo ni sencillo ni efectivo. Un diagndstico temprano de la
enfermedad (imposible a dia de hoy) seria util tanto para el seguimiento y estudio de la
enfermedad desde sus fases mas tempranas, como para el establecimiento de terapias
preventivas eficaces.

El primer paso es el diagndstico genérico de demencia, el siguiente seria averiguar el
tipo de demencia que se padece. Para simplificar me restringiré a tres tipos: EA, demencia
vascular y deterioro cognitivo leve (DCL). Las dos primeras son las mas comunes, el patrén de
deterioro cognitivo en ambas es muy similar y en ocasiones ocurren de manera simultanea.
Mientras que en la EA “pura” solo se observan placas y ovillos, la demencia vascular se origina
por infartos cerebrales. Sin embargo se considera que en la EA también existe un componente
vascular. De hecho el 80% de los pacientes presentan angiopatia amiloidea, en la que los
péptidos amiloides se depositan en los vasos sanguineos ademas de en las placas seniles
(Kalaria, 2002). Por otro lado esta el DCL, toda demencia y por ende la EA comienza como un
DCL, pero no todas las personas que padecen DCL evolucionan a EA. Seria interesante
averiguar si en las personas con DCL existen marcadores que puedan ayudarnos a saber qué
riesgo tienen de sufrir Alzheimer, y en el caso de ser asi poder plantearse estrategias
preventivas para impedirlo.

Por tanto para desarrollar un diagndstico efectivo, serd importante tanto la capacidad
de deteccidn de la EA, como de posibles indicadores de conversion de DCL a EA. Las estrategias
diagndsticas incluirian tres grandes tipos de pruebas: neuroimagen, andlisis de biomarcadores
sanguineos y analisis de biomarcadores en liquido cefalorraquideo (LCR) (Figura 7), a parte de
las pruebas neuropsicoldgicas.

En lo que respecta a la neuroimagen, el capitulo Ill de esta introduccidn se encuentra
dedicado a ella. Solo destacaré que las medidas volumétricas del cerebro mediante Imagen de
Resonancia Magnética (MRI) muestran reducciones en EA respecto a controles sanos; y
descensos en el metabolismo de glucosa cerebral observado mediante tomografia por emision

de positrones (PET). También para PET se han desarrollado ligandos para la visualizacién de
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depdsitos de AP in vivo (compuesto de Pittsburg). Sin embargo, estas técnicas resultan

demasiado costosas para su utilizacién rutinaria.

Marcadores sanguineos:

Se divide en marcadores plasmaticos y Técnicas:

PET IRM
Patologia: IRM funcional
Placas seniles IRM estructural
Funcién neuronal

séricos, y existe un numero de estudios muy

elevado al respecto de este tema con resultados

Tej.
- . . Vol. cerebral
tanto coincidentes como contradictorios entre Cerebral IR cometricos Péasmal
, . . uero
si. Esto se debe a la variedad de pacientes e
e culee ~ Técnicas:
utilizados, a las diversas técnicas, en el caso de (EalélnSQﬁti{;A Proteémica  EA ELISA, RIA Proteémica
,_ Genomica
utilizar ELISAS a los distintos anticuerpos en m;\iﬁ- Patologia:
; Tau total y fosforilado LIy CIE e
Juego, etc. B oo APP Procesamiento APP
. . : f Inflamacion
Hye vy col. (2006) identificaron Met. Lipoproteinas (R /Met Lipoproteinas

recientemente 11 proteinas plasmaticas que
diferian significativamente entre los pacientes
de Alzheimer y controles sanos, posteriores

analisis confirmaron elevaciones en los niveles
Figura 7. Diagrama esquematico
de Factor del complemento H vy a2- marcadores para DCL y EA, en diferentes

macroglobulina en el plasma de EA (Hye et al,, (song et al., 2000)
2006). Ambas proteinas se han detectado en
placas seniles (Thambisetty et al., 2008).

Zhang y col. (2004) encontraron una serie de biomarcadores séricos: haptoglobina,
hemoglobina vitronectina, apolipoproteina B100, fragmento del factor H, glicoproteinas ricas
en histidina, se encontraron elevadas en pacientes de EA, mientras que la glicoproteina acida
al se vio reducida (Zhang et al., 2004).

Dado que las concentraciones plasmdticas de Tau son inferiores a los niveles de
deteccion de la mayor parte de las técnicas analiticas, éstas se han centrado en los péptidos
amiloides. La mayor parte del AR en plasma estd conjugado con la albdmina y solo una
pequefia parte estd libre. Existen ademds una serie de factores que influyen en sus niveles
plasmaticos como son el metabolismo, estado de la patologia, edad, enfermedad
cerebrovascular, catabolismo hepatico y excrecidn renal. Sus niveles son 10 veces menores

que en LCR. Algunos estudios han mostrado una correlacién entre reduccién de niveles de AB;.

42 pero no AB,.4 plasmaticos y el agravamiento de la EA (Mayeux et al., 2003).

tejidos. Patologias y técnicas modificado de
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La presencia de microglia activada incrementa el nivel de citoquinas proinflamatorias:
IL-1, IL-6, TNF-a, asi como la presencia de proteinas de fase aguda: proteina-C reactiva, al-
antiquimiotripsina. Sin embargo los resultados en circulacién periférica son controvertidos
(Song et al., 2009).

La isoforma €4 de la apolipoproteina E es un factor de riesgo para padecer EA
esporadico (Farrer et al., 1997) y también esta relacionado con el agravamiento de la funcién

cognitiva en los pacientes de DCL (Albert et al., 2007).

Marcadores en liquido cefalorraquideo (LCR):

Algunos cambios bioquimicos que ocurren en el cerebro se reflejan en el LCR.
Incrementos en la proteina Tau-hiperfosforilada en LCR de hasta 3.2 veces superiores en los
enfermos que en los controles son consistentes en la bibliografia (Blennow, 2004).

Los niveles totales de péptidos amiloides se encuentran ligeramente disminuidos en
enfermos. Los niveles de ABi.1; se han hallado reducidos en un 40-50% en la mayor parte de
los estudios realizados (Blennow et al., 2001), mientras que los niveles de AB;..o no se han visto
alterados. El descenso de los niveles de AB en LCR y sangre se relacionan, en principio, con la

formacidn de placas seniles y el agravamiento de la enfermedad.

4. Tratamientos

Actualmente no existe ningln tratamiento de eficacia probada contra el Alzheimer. Los
tratamientos que se estan desarrollando y estudiando se basan en uno de estos tres puntos:
patologia, genética o epidemiologia. En lo que respecta a la patologia, las posibles terapias se
centran en los ovillos, las placas y los cambios bioquimicos que tienen lugar en un cerebro de
EA. Las terapias basadas en aspectos genéticos parten de la asuncién de que los principios que
rigen la EA familiar son los mismos que los de la EA esporadica. Por ultimo, las terapias basadas
en factores epidemioldgicos se centran en factores de riesgo como la depresidn, dafio cerebral
agudo, factores cardio y cerebro vasculares, nivel social, cultural, etc que parecen

correlacionar con un aumento del riesgo.

Tratamientos basados en la pérdida de inervacion colinérgica:

La pérdida de neuronas colinérgicas en el nucleo basal de Meynert fue una de las
primeras observaciones bioquimicas en la EA. De hecho el Unico tratamiento aprobado por la

FDA para el Alzheimer son inhibidores de la acetilcolinesterasa (donezepil, tacrina, rivastigmina
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y galantamina). Estos farmacos estabilizan el deterioro cognitivo durante un corto periodo de

tiempo (Michaelis, 2003).

Tratamientos basados en AB:

Modulacion de la produccion de AB,,: ya sea por inhibicidn de la B o y-secretasas o
activacion de la a-secretasa. La B-secretasa se expresa en todo el organismo, aunque sus
niveles cerebrales son superiores, por lo que los efectos colaterales serian impredecibles, de
hecho sélo una compaiiia ha conseguido datos clinicos con uno de sus inhibidores. En cuanto a
la y-secretasa, el estudio de sus inhibidores comenzé en los afios 90, siendo éstos bastante
problematicos. Por un lado, es una enzima muy compleja con al menos 4 componentes por lo
que el desarrollo de inhibidores resulta muy complicado. Por otro, esta implicada en otras vias
de sefializacién como la del receptor Notch, con los efectos secundarios que esto conlleva.
Actualmente Eli Lilly & Company tiene un inhibidor de y-secretasa en ensayo clinico en fase II.
Por ultimo, se baraja la posibilidad de potenciar la via de la a-secretasa, que es mayoritaria,
incluso en situacién patoldgica; las consecuencias de esta potenciacidon son desconocidas. Si se
han conseguido desarrollar agonistas M1 muscarinicos que activan esta via de procesamiento,

pero no se ha conseguido que sean lo suficientemente especificos (Citron, 2010).

Inhibicion de la agregacion de AB8: El tramiprosato es una pequeiia molécula que se
une a los monémeros de AB y los mantiene en forma soluble, su ensayo clinico estd en fase I,
aunque no ha mostrado ser efectiva para reducir la patologia si ha reducido los niveles de AR,
en LCR. Los isdmeros ciclohexanohexol estabilizan AR en su conformacién no tdxica in vitro,
aunque no han entrado en fase clinica. Y compuestos atenuadores de las interacciones metal-
proteina (que se ha visto que contribuyen a la patologia), como el clioquinol, y que ha
resultado efectivo en reducir la patologia de modelos animales, se encuentra actualmente en

fase Il.

Aumentar el aclaramiento de A8: potenciando bien la degradacidn, bien el transporte
fuera del SNC. Existen 3 enzimas relacionadas con la degradacion del AR (neprelisina, Insulin-
degrading enzyme IDE y plasmina). Puesto que el desarrollo de activadores es mucho mas
complicado que el de inhibidores, se ha abordado el problema desarrollando bloqueantes de
los inhibidores de estas enzimas, como la PAI-1 (plasmin activator inhibitor-1). Para promover
la movilizacion del AP hacia la periferia se pueden modular 2 receptores; inhibicién RAGE, que

potencia el paso de AB desde circulacién periférica a SNC (Pfizer tiene patentado el farmaco
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PF-044947000, en fase Il de ensayo clinico); y activacion LRP-1 (protein receptor-related

protein 1) que media el paso de AB desde cerebro a circulacién periférica.

Inmunoterapia: Desde los afios 90 mas de 10 agentes de inmunoterapia han llegado a
la fase clinica. Este campo de investigacion comenzd con la publicacién de un trabajo (Schenk
et al., 1999), en el que tras la vacunacién con AB,, agregado de un modelo murino transgénico,
se observé una marcada reduccidn de la patologia amiloide. Comenzaron entonces una serie
de estudios clinicos prometedores, un nimero reducido de casos de encefalitis y hemorragias
cerebrales, hicieron que se detuviesen. Algunos de los que siguieron adelante, tras un
seguimiento de 6 afios no mostraron mejoras significativas en ese tiempo. Actualmente siguen
estudiandose los mecanismos de accidn de una terapia inmune frente a AB y existen 3 ensayos
clinicos en fase lll: bapinezumap (Elan pharmaceutics), solanezumap (Lilly) e inmunoglobulina

G intravenosa (Baxter).

Tratamientos antiinflamatorios:

Como ya se ha dicho anteriormente, la microglia activada presente en los cerebros de
EA libera mediadores inflamatorios, ademas personas que han recibido un tratamiento a largo
plazo con NSAIDs ven reducido el riesgo de padecer EA un 50%. Algunas estrategias
terapéuticas se basan en potenciar los efectos positivos de los NSAID, como es la inhibicién de
la ciclooxigenasa-2 (inducible) (calecoxib, rofecoxib) o la inhibicion COX-1/2 (naproxeno), cuyos
ensayos clinicos no han mostrado beneficios, probablemente porque sus efectos son sdlo
preventivos. Por otro lado se encontraria la activacién del receptor PPAR-y, ya que los
agonistas son antiinflamatorios y antiamiloidogénicos en modelos, aunque la rosiglitazona en

ensayo clinico en fase lll, no parece tener efecto beneficioso.

Tratamientos anti-tau:

La inhibicién de la hiperfosforilacion de tau se encuentra con un problema y una
ventaja. El problema es que auln no se ha identificado inequivocamente la kinasa responsable
de su fosforilacion (los candidatos son CDK5R1, MARK1 y GSK3). La ventaja es que los farmacos
inhibidores de kinasas ya se utilizan en la clinica para el tratamiento del cancer, por lo que ya
han pasado una serie de controles, aunque se desconocen las consecuencias de un
tratamiento a largo plazo.

Una de las terapias basadas en Tau mds avanzadas es el azul de metileno, capaz de
disolver agregados de Tau aislados de cerebros de EAy de prevenir su formacidn in vitro, se

encuentra en Fase Il (Citron, 2010).
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En la Figura 8 se pueden observar esquematicamente las vias terapedticas para el

tratamiento de la EA, sin incluir las que incluyen el tratamiento de la ruta colinérgica.

F NSAID
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Figura 8. Representacion esquematica de los sitios de accion de terapias para contrarrestar la EA. Las
posibles vias terapéuticas para el tratamiento de la EA incluyen tanto inhibidores de las enzimas
responsables de la sintesis de AB (A), como del tau hiperfosforilado (B); también contempla la creacion
de farmacos que destruyan tanto las placas seniles (C), como los ovillos neurofibrilares (D) o que
impidan la agregacion de estos ultimos (E); otra via seria la modulaciéon del proceso inflamatorio
concomitante a la enfermedad (F). Modificado de (Citron, 2010).

5. Modelos de la enfermedad

Para el estudio tanto del desarrollo de la patologia, como de posibles terapias es
fundamental contar con buenos modelos animales y celulares que nos permitan analizar los

mecanismos moleculares de la enfermedad y la efectividad de posibles terapias.

5.1 Modelos farmacoldgicos

La marcada afectacion de los sistemas colinérgicos de la corteza cerebral y del hipocampo
fue caracterizada histoldgica y neuroquimicamente hace décadas. Esto explica que en los

primeros modelos clasicos de la EA frecuentemente se haya manipulado el sistema colinérgico.
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En primer lugar se utilizd la administracion sistémica de anticolinérgicos como la escopolamina
(Heise et al., 1976; Lo Conte et al., 1982), la cual altera la memoria inmediata, provoca
desorientacidn y confusion. También se han utilizado excitotoxinas para destruir las neuronas
colinérgicas del nucleo basal de Meynert (Dunnett, 1985; Whishaw et al., 1985). Las
consecuencias de las lesiones de las neuronas colinérgicas son similares a las que se obtienen
con neurotoxinas (Lo Conte et al., 1982). Otra estrategia es la devascularizacién cerebral en la
que se destruyen los microvasos sanguineos de la zona fronto-parietal provocando la
degeneracion retrégrada de las neuronas del nucleo basal de Meynert que envian sus
proyecciones a esa zona (Maysinger et al., 1988). La utilizacién de inmunotoxinas es, en
cambio, mucho mas reciente. El factor tréfico de crecimiento nervioso (NGF) esta implicado en
el mantenimiento de las células colinérgicas basalocorticales y actlda a través del receptor de
baja afinidad p75NGFR. Se ha utilizado un anticuerpo monoclonal que reconoce
especificamente dicho receptor conjugado con la toxina saponina, que inactiva los ribosomas.
Asi, esta molécula se une selectiva e irreversiblemente al receptor p75 bloqueando la sintesis
de proteinas en neuronas colinérgicas, danandolas o destruyéndolas (Wiley et al., 1991; Wiley,
1992).

Desde los trabajos del grupo de Yankner con el BA tanto in vitro como in vivo, se han
venido tratando ratas con el péptido amiloide, bien por administracién focal o intraventricular,
con el animo de desarrollar un modelo de EA. En muchos trabajos se ha encontrado pérdida
neuronal y expresién de patologia tipo Alzheimer tras la administracion in vivo del BA,
evidenciando tanto activacion microglial como astrogliosis (Frautschy et al., 1991; Kowall et al.,
1991; Giordano et al., 1994). En cuanto a los sistemas colinérgicos se ha descrito que el BA
disminuye la inmunotincidon para la colinoacetiltransferasa en nucleo basal de Meynert
(Giovannelli et al., 1995) o la actividad de esa enzima en corteza (Emre et al.,, 1992). La
liberacion de acetilcolina inducida por potasio o por nicotina también se ha encontrado
reducida en ratas tratadas con el péptido (Giovannelli et al., 1995; Itoh et al., 1996) utilizando
microdialisis in vivo. En nuestros estudios hemos descrito una disminucidon en receptores
muscarinicos en corteza cerebral, aunque no en hipocampo, que parecia estar relacionada con
los cambios en la innervacién colinérgica, tanto en su lugar de origen como en su area de
proyeccion (Pavia et al., 2000). Los efectos obtenidos in vivo con el BA dependian del grado de
agregacion de los péptidos amiloides utilizados (Giordano et al., 1994), de modo similar a las
acciones promovidas tras su adicidn a cultivos celulares (Pike et al., 1993; Pike et al., 1995).
También se ha comprobado que los animales asi tratados mostraban distintas alteraciones
comportamentales, en particular déficits en aprendizaje y memoria, valorados en distintas

pruebas (ver revisién (Tran et al., 2002)). Resumiendo este modelo mimetiza muchas de las
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alteraciones de la enfermedad neuroldgica, y aunque no se ha conseguido que desarrollen los
marcadores neuropatolégicos de la enfermedad (placas seniles y ONF), y constituye un modelo

valido desde el punto de vista farmacoldgico.

5.2 Modelos transgénicos

Estan 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 puede llevar o no, mutaciones en los genes de las presenilinas y/o la proteina
Tau.

En general estos modelos se generan partiendo del gen de la proteina humana que
contiene la mutacién que da lugar a la EA (el gen completo, fragmentos significativos del
mismo o el cDNA) se utilizan para generar constructos que se insertaran en el genoma del
ratdn y que se expresaran bajo promotores adecuados, como por ejemplo, el promotor de la
proteina pridnica del hamster.

Las mutaciones en posicién 717 fueron las primeras en describirse (London V717I;
lowa V717F), se utilizaron para crear uno de los primeros modelos transgénicos el PDAPP.
Estos ratones presentan una elevada produccion de AB,4, y desarrollan placas neuriticas a partir
de los 9-10 meses de edad, ademds de neuritas distrdficas positivas para Tau, pérdida sinaptica
y gliosis (Philipson et al., 2010).

Mutacion sueca (KM670/671NL), localizada justo fuera del extremo N-terminal del
dominio APP, incrementa los niveles de AB,, entre 6 y 8 veces. Se ha utilizado para crear uno
de los modelos transgénicos de la enfermedad mas utilizados, el Tg2576. Esta mutacion
redirige el procesamiento del APP hacia vesiculas en ruta hacia la superficie celular, en lugar de
hacia endosomas como ocurre en el APPwild type (Wt). En este modelo se puede encontrar
angiopatia cerebral amiloidea. Una gran proporcién de los animales transgénicos mueren muy
jévenes y la severidad depende, en gran parte, del fondo genético (cepa C57). Los depdsitos
extracelulares de AP son evidentes a partir de los 14-16 meses de edad y contienen hasta un
75% de AP4o (Hsiao et al., 1996).

Partiendo de la mutacidn sueca se ha generado el transgénico APP23, que lleva inserta
la proteina APP751 con la mutacion sueca dentro del casete Thy-1, que promueve su expresion
en neuronas postmitéticas a partir de los 7 meses de edad (Kuo et al., 2001).

Otro tipo de modelos transgénicos son los que llevan varias mutaciones
simultdneamente. Tras la identificacién de las mutaciones humanas en las PSEN 1 y 2

comenzaron a generarse los primeros modelos murinos transgénicos para PS1 y PS2, pero
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estos ratones carecen de fenotipo tipo EA. Los niveles de AB42 y su velocidad de deposicion se
vieron incrementados en los modelos dobles transgénicos APP/PS1, como el PSAPP (Tg2576 +
PS1) o el PS2APP (APPswe + PS2). Aunque no se conoce ninguna mutacién en el gen de la
proteina Tau que origine EA, si se conocen mutaciones suyas causantes de otro tipo de
enfermedades, como la demencia fronto-temporal. Estas mutaciones se han utilizado, con
combinacion con la mutacién en APP o APP y PS1 para generar modelos multiples transgénicos
de la EA: el Tg2576 x Tau (P301L) o el triple transgénico APPswe x PS1 x Tau (P301L)

desarrollado por La Ferla y colaboradores (Oddo et al., 2003).
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Los Cannabinoides

1. Historia de los cannabinoides

Los cannabinoides son los compuestos activos de las plantas del género Cannabis, del cual
existen tres especies (C. sativa; C. indica y C. ruderalis) cominmente conocida como
marihuana. Actualmente se distribuye por la mayor parte del planeta, pero es nativa de Asia
central. No estd claro ddonde se cultivé por primera vez, probablemente fue en China, donde
tuvo numerosos usos técnicos (uso de sus fibras para fabricar telas y cuerdas), aunque también
era utilizada por sus efectos psicoactivos. Ha sido utilizada en la India durante toda su historia
y también existen evidencias de su uso en Europa como sustancia psicoactiva tres mil afios
antes de Cristo (como el hallazgo de una pipa en Rumania, datada en la edad de bronce).

También se utilizé en el antiguo Egipto para elaborar cuerdas (Butrica, 2002).

MARIHUANA

Figura 9. Cannabis sativa.
Plantas masculina y femenina

Pero lo mas interesante fue el uso médico que se le dio desde muy temprano, sobre todo
en Grecia y Roma, donde Plinio el viejo registré en su “Historia Naturalis” los usos de la planta
para tratar la impotencia, las obstrucciones auditivas, la gota, quemaduras, tumores y
erupciones (Butrica, 2002).

Sus aplicaciones terapéuticas continuaron hasta comienzos del siglo XX, para el
tratamiento de diversas dolencias: reumatismo, epilepsia, tétanos.. pero su uso fue
decayendo con la aparicidn de tratamientos mds eficaces. En 1940 se prohibié como sustancia
de uso farmacéutico en los Estados Unidos.

Son plantas didicas (masculinas y femeninas) (Figura 9), y tanto una como otra tienen

componentes psicoactivos, en las inflorescencias se acumulan la mayor parte de los mismos.
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Dentro de los 400 compuestos sintetizados por la planta, 60 de ellos se consideran dentro del
grupo de los cannabinoides. El cannabinoide arquetipico, el A>-THC, ademas de ser el principal
responsable de sus propiedades psicoactivas, fue aislado por Gaoni y Mechoulam en 1964
(Gaoni and Mechoulam, 1964; Dewey, 1986).

Dado el cardcter lipofilico de estos compuestos en principio se considerd que ejercian su
accién mediante interacciones inespecificas con lipidos de membrana. Mds adelante estudios
sobre la relacién estructura-actividad sugirieron mecanismos mediados por receptor. A dia de
hoy solo se han clonado dos receptores para cannabinoides: CB, (Matsuda et al., 1990) y CB,
(Munro et al.,, 1993), de los cuales hablaremos mas adelante. El descubrimiento de estos
receptores de membrana llevd a la comunidad cientifica a la busqueda de ligandos enddgenos

para los mismos y, por tanto, al descubrimiento del sistema endocannabinoide.

2. El sistema endocannabinoide

El primer cannabinoide enddgeno se identificé a partir del extracto lipidico obtenido de
cerebro de cerdo, la anandamida (araquinodoil etanol amina; AEA) (Devane et al., 1992), el
cual resulté ser la amida de un acido graso poli-insaturado, el acido araquiddnico. Mas tarde, a
partir de intestino de perro se aislé el 2-araquidonil glicerol (2-AG) (Figura 10) (Mechoulam et
al., 1995), el noladin éter a partir de cerebro de cerdo (Hanus et al., 2001). Otros ligandos
enddgenos del sistema cannabinoide son la virodamina, con actividad antagonista de
receptores CB; (Porter et al., 2002) y la N-araquidonil-dopamina, ligando de los receptores
vaniloides VR1 (Huang et al., 2002). Estos hallazgos fueron las primeras evidencias de la
existencia de un sistema cannabinoide enddgeno, el cual estd siendo investigado desde
entonces.

Este sistema parece estar implicado en funciones como: coordinacién motora, aprendizaje
y memoria, asi como antinocicepcion, control de las emociones, desarrollo neuronal,

modulacién inmune y procesos a nivel cardiovascular (Pertwee, 1997).

2-Araquidonoilglicerol

oo™ CX:%OKD—Q’;

Anandamida

Figura 10. Estructura quimica de los endocannabinoides AEA y 2-AG.
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Los receptores CB; y CB,, pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas
G, con siete dominios transmembrana y varias rutas para la transduccidn de la sefial (Shire et

al., 1995).

2.1 Biosintesis y liberacion de los endocannabinoides

Las observaciones electrofisiolégicas y farmacoldgicas han mostrado que tanto el aumento
de niveles intracelulares de Ca®*, como la activacion de receptores metabotrépicos, pueden
inducir la sintesis de endocannabinoides.

Al contrario que otros neurotransmisores no son almacenados en vesiculas presinapticas.

, sino que se producen “a demanda” por hidrélisis de sus precursores, presentes en
membrana celular. La anandamida se sintetiza a partir de la fosfatidil-etanolamina (PEA), que
gracias a la accién de la N-acetiltransferasa (NAT) da lugar a la N-araquidonoil-
fosfatidiletanolamina (NAPE). EI NAPE por accion de la fosfolipasa D (PLD) (Di Marzo et al.,,
1994) liberara AEA (Sugiura et al., 2002; Freund et al., 2003).

El 2-AG, por el contrario, se sintetiza a partir de fosfatidil inositol (PI) por accion de la

fosfolipasa C (PLC) que da lugar al diacil glicerol (DAG), el DAG es procesado por la diacilglicerol

P N-acetil Fosfo lipasa D
transferasa (NAT) (PLD)
PEA

NAPE

P Fosfo lipasa C Diacil glicerol
(PLC) 6 lipasa (DAGL)
Pl

2-AG

Figura 11. Via de sintesis y liberacion de los endocannabinoides AEA y 2-AG. A partir de fosfolipidos
de membrana.

lipasa (DAGL) para sintetizar el 2-AG (Figura 11). Ambos endocannabinoides poseen vias de
sintesis alternativas (De Petrocellis et al., 2004). La AEA puede ser sintetizada a partir de acido
araquiddénico y etanolamina, por la amido hidrolasa de &acidos grasos (fatty acid amido
hidrolase; FAAH) actuando de forma reversa, cuando ambos sustratos se encuentran en

elevadas concentraciones (no fisioldgicas, en principio). Y el 2-AG a partir de Pl por accién de la
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fosofolipasa A (PLA) dara lugar a liso-fosfolipidos, que por accién de la Lyso-PLC daran lugar al
2-AG (Sugiura et al., 2002; Freund et al., 2003).

Una vez han sido sintetizados, los endocannabinoides necesitan ser liberados al espacio
extracelular para actuar sobre sus receptores. Esta liberacidn parece tener lugar por un
mecanismo de difusion facilitada (Freund et al., 2003), al transportador responsable se le ha
denominado AMT (anandamide membrane transporter).

Los endocannabinoides son sintetizados tanto por las neuronas como por las células

gliales, astrocitos y microglia (Walter et al., 2002; Carrier et al., 2004).

2.2 Finalizacién de la sefializacion endocannabinoide

Las moléculas con funciones neuromoduladoras presentan mecanismos de inactivacion
para terminar las respuestas inducidas por ellas. Para los endocannabinoides el sistema de
terminacion consta de dos etapas: primero la recaptaciéon de la molécula mediada por una
transportador de membrana (AMT) y segundo, la hidrdlisis de la molécula.

Para la recaptacion celular, se consideré que debido a su caracter lipofilico, el transporte
a través de la membrana se realizaba por difusidon pasiva, siempre que la concentracién
intracelular fuese inferior a la extracelular. Sin embargo, la cinética observada indicaba una
tasa de transporte superior a la esperada presentando propiedades de saturabilidad vy
competitividad, que revelaban wun transporte facilitado. Las primeras evidencias
experimentales se obtuvieron en 1997 (Hillard et al., 1997) en astrocitos y neuronas. Las
caracteristicas del AMT de AEA son: rapidez (vida media en el espacio extracelular < 5min.),
que es saturable, especifico, dependiente de temperatura e independiente de iones sodio y de
ATP (Freund et al.,, 2003). Pero la molécula responsable no ha sido aun clonada. Lo mas
probable es que la translocacidn de los cannabinoides a través de la membrana plasmatica se
realice gracias a varios mecanismos coexistentes, difusion pasiva, difusién facilitada por
proteinas de membrana o por los lipid rafts (regiones de membrana plasmatica ricas en lipidos,
receptores y transportadores de membrana) (Bari et al., 2006; Ehehalt et al., 2006). La
recaptacion de endocannabinoides puede ser inhibida por compuestos acilados, como el
AMA404 o el VDM11 (Piomelli et al., 1999).

Se sabe que es sensible a dxido nitrico, que aumenta la actividad de la AMT. Teniendo en
cuenta que la activacion de receptores de cannabinoides puede estimular la NOS, es altamente
significativo que el producto de reacciéon de esta enzima, el NO, sea capaz de activar la

recaptacion de la anandamida (Maccarrone et al., 1998).
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Una vez dentro de la célula la hidrdlisis de los endocannabinoides es catalizada por la
enzima FAAH. Enzima asociada a membrana descubierta una década antes que la propia AEA.
En animales Knock out para FAAH los niveles de AEA aumentan hasta 15 veces, pero los de 2-
AG no varian, esta fue la primera evidencia de la existencia de hidrolasas adicionales para 2-AG
(Lichtman et al., 2002b). La monoacil glicerol lipasa (MAGL) esta encargada de la hidrdlisis del
2-AG, se encuentra en membrana y citosol (Dinh et al., 2002). La AEA se hidroliza a acido
araquiddnico y etanolamina; el 2-AG a acido araquiddnico vy glicerol (De Petrocellis et al.,
2004). Podemos ver un esquema de estos procesos en la Figura 12. La identificacién de la
FAAH se vid acompaiiada por el descubrimiento de un inhibidor de la misma, el PMSF (fenil
metil sulfonil fluoruro), que carece de efecto per se, pero que potencia los efectos de la AEA
(Deutsch and Chin, 1993). Otro de los inhibidores de la FAAH es el URB597 (Fegley et al., 2005),
que puede interaccionar con otras lipasas. En el caso de la MAGL, se han identificado
inhibidores bastante selectivos, pero se han propuesto el URB602 (Vandevoorde et al., 2007) y
el URB754 (Saario et al., 2006).

La expresion de la FAAH parece estar regulada por progesterona y leptina (aumento);
estrogenos y glucocorticoides (disminucion) (Waleh et al., 2002). También se ha sugerido que
la propia FAAH puede facilitar la internalizacion de endocannabinoides (Glaser et al., 2003),

como se habia apuntado anteriormernte.

Difusién
facilit
A

\ Etanol amina

FAAH +
|

Ac. araquidoénico

/ Ac. araquidonico
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’ Glicerol

Figura 12. Recaptacion y degradacion de los endocannabinoides. Desde el espacio
extracelular entran en las células por mecanismos de difusidn pasiva o facilitada y una vez
dentro son degradados por lipasas especificas, FAAH y MAGL
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2.3 Receptores y sefializacion celular

El primer receptor caracterizado fue el receptor cannabinoide central o CB; (Devane et
al.,, 1988), su estructura molecular se identificd en rata (Matsuda et al.,, 1990) y en el ser
humano (Gerard et al., 1991). Estda compuesto por 472-473 aminodacidos y posee la estructura
tipica de los receptores acoplados a proteina G (7 secciones transmembrana). Se localiza
fundamentalmente en el sistema nervioso central. Se ha estudiado su distribucidn en cerebro
de rata (Tsou et al., 1998) mediante estudios inmunocitoquimicos o autoradiograficos (por ej.
Hekenman et al., ). La mayor densidad se encuentra en los ganglios basales, cerebelo y ciertas
partes del hipocampo. Y también hay estudios sobre la distribucion de estos receptores en
cerebro humano (Katona et al., 2001), corteza cerebral, hipocampo, ganglios basales y

cerebelo (ver Figura 13).

s o =5

T \
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Figura 13. Localizacion del receptor CB1 en un cerebro de rata y en un cerebro humano. A;
hibridacion in situ en rata 1, caudado-putamen; 2, globo pdlido; 3, nicleo ecto peduncular; 4,
sustancia nigra; 5, cerebelo; 6, hipocampo; 7, corteza cerebral. B; inmunoreactividad en
humano, caudado-putamen, hipotdlamo, hinocampo (De Petrocellis et al., 2004).

Los receptores CB; también se encuentran presentes a nivel periférico en bazo,
amigdalas, préstata, Utero, ovario, corazén y en los terminales periféricos simpaticos (Galiegue
et al., 1995; Ishac et al., 1996).

El segundo receptor de cannabinoides, CB,, fue clonado en 1993 por Munro y col.
(Munro et al.,, 1993). Posee una homologia con CB; del 44%, un 68% en las regiones
transmembrana. La distribucién de los receptores CB, es muy distinta a la de los CB; son muy

abundantes en la membrana de células del sistema inmune (linfocitos B, monocitos y linfocitos
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T) (Galiegue et al., 1995; Schatz et al.,, 1997). Esta distribucion indica que intervienen en
funciones inmunomoduladoras (Klein et al., 1998). En sistema nervioso central se expresa en
células gliales: microglia (Carlisle et al., 2002), oligodendrocitos (Molina-Holgado et al., 2002) y
astrocitos, al menos tras lesion (Benito et al., 2007; Garcia-Ovejero et al., 2009). En neuronas
su expresion es controvertida, se ha hallado mRNA de CB, expresado en distintas zonas
cerebrales mediante hibridacién in situ, pero la inmunoreactividad CB, en neuronas resulta
muy débil (Van Sickle et al., 2005).

Ambos tipos de receptores estdn acoplados a proteinas G, que, una vez se ha
producido la unién del cannabinoide con sus receptores, pueden mediar diversos efectos
intracelulares: inhibicién de la adenilato ciclasa, regulacidon de canales idnicos o activacién de
la via MAP kinasa, entre otros (Howlett, 1998). Cuando el cannabinoide se une a su receptor, la
proteina G (formada por tres subunidades) se disocia en dos elementos: a y By (a estd unida a
GTP, al separarse del receptor se hidroliza a GDP, aumentando asi la afinidad de a por By,
entonces se recompone la proteina G permitiendo el inicio de un nuevo ciclo de activacién).
Las subunidades a y By activan distintos efectores (vias de transduccién). La subunidad a esta
acoplada a la adenilato ciclasa (AC), en su mayoria a través de proteinas Gy, disminuyendo los
niveles de cAMP intracelulares (Bonhaus et al., 1998) inhibiendo de este modo a la PKA y la
PKC, implicadas en la sintesis de endocannabinoides. Otra accidn de los cannabinoides es la
modulacién directa de canales idnicos por proteinas G. Las subunidades By, inhibiran canales
de calcio, disminuyendo sus niveles intracelulares (Schwartz et al., 2006) y activaran canales
potasio, elevando su entrada (Mackie et al., 1995). Consecuentemente los cannabinoides
modulan el potencial de membrana y la liberacidon de sustancias por exocitosis, por ejemplo,
de neurotransmisores.

Los cannabinoides también interaccionan con otros tipos de receptores y moléculas,
como el receptor vaniloide TRPV;. Es un receptor ionotrépico, permeable a cationes, que al ser
activado permite la entrada de Ca** y Na' y la salida de K*, despolarizando la membrana y
aumentando la probabilidad de generacion de potenciales de accidn. Sus ligandos enddgenos
parecen ser la AEA y la NADA (Huang et al.,, 2002). Sin embargo posee mecanismos de
activacidn adicionales, por protones, calor y cambios post-transduccionales (Zygmunt et al,,
1999). Se expresa en neuronas del tdlamo, hipotalamo, hipocampo, etc (Cristino et al., 2006) y
se localiza en la membrana plasmdticas y otras membranas intracelulares (reticulo
endoplasmico y vesiculas citosélicas) (Eun et al., 2001).

Se considera la existencia de un receptor acoplado a proteina Gy, sensible a

concentraciones micromolares de cannabidiol-anormal (abn-CBD) (Breivogel et al., 2001). Al
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ser activado, este receptor da lugar a migracién microglial (Franklin and Stella, 2003) y activa
corrientes de calcio (Begg et al., 2003).

Otro de los posibles receptores para cannabinoides es el receptor huérfano
metabotrdpico GPR55, (Baker et al., 2006; Ryberg et al., 2007). Su secuencia contiene regiones
para la glicosilacion y fosforilacién de PKC y PKA (Baker et al., 2006). El estudio de su expresién
por hibridacidn in situ la ha detectado en hipocampo y nucleos talamicos (Sawzdargo et al.,
1999).

Ademas de los efectos mediados por la inhibicién de la adenilato ciclasa (AC), se han
descrito otros sistemas de transduccidn de sefiales para los cannabinoides. Por ejemplo, son
capaces de modular el metabolismo de esfingolipidos, induciendo la liberaciéon y acumulacion
de ceramida (Sanchez et al., 2001) (Galve-Roperh et al., 2000). Una vez liberada, la ceramida,
activara la via de sefnalizacion de ERK-MAPK, que en lineas tumorales y modelos tumorales in

vivo, dara lugar a detencidn de ciclo celular y apoptosis (Guzman et al., 2002; Guzman, 2003).

2.4 Ligandos cannabinoides

Entre los agonistas cannabinoides, se encuentran los cannabinoides cldsicos y los no
clasicos. Entre los primeros encontramos los cannabinoides sintetizados por C. sativa (A*~THC,
A® —THC, cannabinol y cannabidiol (CBD)) y los disefiados por el grupo de Mechoulam (1998),
en la Universidad Hebrea de Jerusalén, el mas representativo de éstos es el HU-210. Los
cannabinoides no cldsicos son los andlogos bi- y tri-ciclicos del THC, sin el anillo pirano B,
sintetizados por Pfizer, representados por el CP55940 (menos lipofilico y mas potente que el
THC). También se incluye el levonantradol, a partir del cual los grupos de investigacion de
Merck han sintetizado compuestos mas afines por el receptor CB,. Los amiloalquilindoles,
representados por el WIN55212-2, son ademads inhibidores de la ciclooxigenasa. Otros
agonistas se han desarrollado para actuar selectivamente sobre uno de los dos receptores
conocidos, como el JWH-133 (Huffman et al., 2010), agonista selectivo de los receptores CB, o
el HU-308 (Hanus et al., 1999).

Los primeros antagonistas eficaces fueron sintetizados por el grupo de Sanofi Recherche.
En 1991 se sintetiz6 el SR141716, antagonista selectivo de CB; bloqueante de los efectos de
los cannabinoides tanto in vitro como in vivo; también se ha observado que produce efectos
por si mismo por lo que podria incluirse en el grupo de los agonistas inversos (MacLennan et
al., 1998). En 1995 el mismo grupo de investigacion sintetizd el primer antagonista selectivo de

CB, SR144528.
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2.5 Modulacion de funciones microgliales por cannabinoides

La microglia en cerebro adulto (como macréfago residente del cerebro) puede migrar,
proliferar y diferenciarse (Gordon et al., 1993). Cuando se produce una lesion o inflamacién en
SNC la microglia se activa, adquiriendo una morfologia ameboide (Leong and Ling, 1992),
proliferando y migrando hacia dicho lugar. También podria producir citoquinas (IL-6, TNF-q,
por ejemplo) y NO, expresar complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) para la
presentacion de antigenos y elaborar una respuesta fagocitica.

La microglia expresa los receptores cannabinoides CB; y CB, de acuerdo con resultados
inmunicitoquimicos, de expresién de proteina o de su mensajero (Carlisle et al., 2002; Franklin
et al, 2003; Walter et al.,, 2003; Ehrhart et al.,, 2005; Ramirez et al.,, 2005). Ciertas
investigaciones han mostrado que los niveles de CB, varian en la microglia en funcion del
estimulo activador de la misma (Carlisle et al., 2002). Carlisle y colaboradores (2002) analizaron
sus niveles en varios modelos in vitro (incluyendo microglia primaria de rata), y observaron que
el Lipopolisacarido bacteriano (LPS) disminuyeron la expresion del RNAm y de la proteina del
receptor CB,, mientras que el interferén-y (IFN-y), solo o en combinacidon con LPS, los
aumentaron (Carlisle et al., 2002). Los niveles de receptor CB, también se ven afectados en
enfermedades neurodegenerativas, se han observado aumentos del receptor en modelos de
esclerosis multiple (Loria et al., 2008) y de enfermedad de Huntington (Palazuelos et al., 2009).
En la EA, en concreto, se ha descrito la presencia del receptor CB, en las placas junto con la
expresion de parametros de activacién glial (Ramirez et al., 2005; Micale et al., 2007), de
acuerdo con la localizacién en microglia CD68 positiva en las placas de pacientes (Benito et al.,
2003). Por otro lado, en ratas que recibieron una sola inyeccion de AP intracortical se
encontrd un incremento tanto de la proteina del CB, como de su RNAm en hipocampo a los 7
dias (Esposito et al., 2007a). Este incremento podria ser transitorio ya que en otro trabajo la
administracién repetida durante 7 dias de AB intracerebroventricular no modificé la expresion
del CB, en corteza cerebral a los 2 meses de iniciada la administracion (Ramirez et al., 2005).
De modo que, la respuesta de la microglia a la estimulacién con distintos agentes in vitro o in
vivo puede ser muy variada, aunque parece que se van reuniendo evidencias de la asociacion
de una activacién microglial con incrementos en CB,.

Distintos agonistas cannabinoides son eficaces en disminuir la generacion de NO y la
expresion de la iNOS. Se ha estudiado como influyen estos compuestos en la produccion de NO

por astrocitos, neuronas y microglia. En la linea de neuroblastoma N18TG2 se observd que el
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CP55940 aumentaba la produccion de NO y la expresion de nNOS, efecto mediado
parcialmente por CB;. En astrocitos la liberacion de NO promovida por LPS, pudo ser
disminuida con agonistas como el HU210 o inhibidores de la recaptacién de AEA (UCM707),
efecto probablemente mediado por la disminuciéon de la expresidon de iNOS, y que fue
bloqueado por antagonistas CB; o CB, (Ortega-Gutierrez et al., 2005). En la linea C6 de glioma
de rata la estimulacidn con LPS e IFN-y durante 24 horas promovié la liberaciéon de NO vy el
aumento de la expresion de la enzima iNOS, que fue contrarrestado por el tratamiento con
WIN 55,212-2 o CBD (Esposito et al.,, 2001). En microglia primaria de rata Tham vy
colaboradores (2007) describieron que la estimulaciéon con LPS aumenta la expresion tanto de
COX-2, como de iNOS y que la inhibicién de la FAAH (URB597) revierte ambos efectos (Tham et
al., 2007). Del mismo modo agonistas cannabinoides pueden inhibir la produccion de NO y la
expresion de iNOS inducida por LPS en microglia, efecto mediado por receptor CB; (Compton
et al., 1993; Waksman et al., 1999) o por receptor CB, en microglia estimulada con IFNy o AB
en presencia de CD40L (Ehrhart et al., 2005).

Una de las respuestas mas destacadas de la microglia, en la inflamacidn, es la quimiotaxis
(movimiento hacia un gradiente quimioatrayente). El estudio de la respuesta migratoria en
macrofagos peritoneales ha proporcionado todo tipo de resultados. La respuesta podia estar
mediada exclusivamente por CB; (Stefano et al., 1998), por CB, (Sacerdote et al., 2005) o por
ambos tipos de receptores (Sacerdote et al., 2000), ademas los cannabinoides tanto podian
promover migracién como inhibirla (Miller and Stella, 2008). En microglia primaria se ha
comprobado que endocannabinoides, como la AEA o el 2-AG, y fitocannabinoides, como el
THCy el CBD, promueven la migracion a través de receptor CB, (Walter et al., 2003) en la linea
murina BV2. Es mas, el lipido palmitoiletanolamida, que no se une a receptores CB, o CB,, fue
capaz de incrementar la migracidn inducida por AEA o 2-AG (Franklin et al., 2003).

En cuanto a la regulacion de la generacion de citoquinas se sabe que distintos
cannabinoides la disminuyen. En el trabajo realizado por Puffenbarger et al. (2000) el THC, la
AEA y su andlogo estable meta-anandamida, y los cannabinoides sintéticos CP55,940 vy
levonantradol, disminuyeron la expresion de los genes para IL1a, IL1B, IL6 y TNFa en cultivos
de microglia de rata (Puffenbarger et al., 2000). A destacar que el efecto fue resistente a los
dos antagonistas SR1 y SR2 . También fue resistente a esos antagonistas la disminucién en la
liberacion de TNFa inducida por LPS en cultivos de microglia de rata tratada con AEA, 2AG,
CP55,940, WIN 55,212-2 y HU210 (Facchinetti et al., 2003). Del mismo modo la dramatica
liberacion de TNFa inducida por AR fue contrarrestada por el HU210, el WIN 55,212-2 vy el
agonista CB, selectivo JWH133 (Ramirez et al.,, 2005). El agonista CB, JWHO015 selectivo
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también inhibié la enorme liberacion de TNFa inducida por el LPS en microglia en cultivo y
atenud la inducida por INFy y AB combinadas con CD40L (Ehrhart et al., 2005).

En resumen podriamos decir, que el sistema cannabinoide modula la respuesta
inflamatoria de la microglia, lo cual presenta un importante potencial para el tratamiento de

enfermedades que, como la EA, presentan un componente neuroinflamatorio.

3. Neuroproteccion mediada por cannabinoides

El sistema cannabinoide enddgeno juega importantes papeles en diversas
enfermedades neurodegenerativas, como la EA o la enfermedad de Huntington. En relaciéon
con el sistema cannabinoide y la EA, existen tres hallazgos que se han encontrado tanto en
modelos de la enfermedad, como en cerebros de pacientes. Disminucidon de los niveles de
receptor CB; fuera de las placas (Ramirez et al., 2005), aumento de los niveles de receptores
CB, y CB, en microglia y sobre expresion de FAAH en astrocitos alrededor de las placas (Benito
et al., 2003; Micale et al., 2007).

El sistema cannabinoide se ha visto implicado en gran nimero de estudios que apoyan
su papel neuroprotector, tanto in vitro como in vivo. En estudios in vitro se ha observado que
el THC y el CBD disminuyen la toxicidad inducida por NMDA y AMPA en cultivos de neuronas
corticales de rata, el efecto no fue modificado por SR1 y en cambio las propiedades
antioxidantes de los compuestos fueron las responsables (Hampson et al., 1998). Otros
estudios han mostrado que WIN 55,212-2 y el CP55940 protegen a las neuronas hipocampales
de la neurotoxicidad inducida por incremento en la transmisién glutamatérgica, aunque no
tras aplicacién directa de glutamato, efecto mediado por receptores CB; (Shen and Thayer,
1998). Nagayama y colaboradores (1999) fueron los primeros en describir la acciéon
neuroprotectora del WIN en cultivos deprivados de oxigeno y glucosa como modelo de
isquemia cerebral.

En modelos in vivo de dafio isquémico, se ha observado que el WIN disminuye la
pérdida de neuronas hipocampales a través de CB; (Nagayama et al., 1999), y que el THC
protege de pérdida neuronal en el neocortex y el estriado, aunque no el hipocampo (Louw et
al., 2000). Asi mismo, diversos estudios han mostrado que 2-AG, enddégeno o administrado
exdogenamente, reduce el volumen de infarto, edema cerebral y dafio hipocampal producido
por dafio contusivo cerebral via CB; (Panikashvili et al., 2001; Panikashvili et al., 2005;
Panikashvili et al., 2006). Sin embargo también estarian implicadas en el efecto beneficioso del
2-AG en este modelo la disminucién de citoquinas proinflamatorias y sus efectos antioxidantes

(Panikashvili et al., 2006). Por otro lado se ha descrito que el WIN protege a astrocitos en
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cultivo del efecto citotoxico del lipido pro-apoptdtico ceramida, y mas importante también
protege a astrocitos hipocampales de la administracion focal de ceramida in vivo (Gomez Del
Pulgar et al., 2002).

Diversos estudios han mostrado que los cannabinoides son capaces de modificar los
niveles de factores tréficos, que puede contribuir a la neuroproteccién. Por ejemplo, A9-THC
administrado de forma crénica puede aumentar los niveles del factor neurotréfico derivado de
cerebro (BDNF) en diversas zonas cerebrales (Butovsky et al., 2005). También sabemos que en
el ratén KO para CB; no puede aumentar la produccién de BDNF ante excitotoxicidad por acido
kainico in vivo (Marsicano et al., 2003) e in vitro, resultando en una mayor pérdida neuronal
(Khaspekov et al., 2004). En la linea PC-3 el THC y la meta-anandamida inducen la liberacién de
NGF involucrando la activacion de la via PI3K/PKB (Sanchez et al., 2003).

Los agonistas cannabinoides también han demostrado ser eficaces en contrarrestar
distintos efectos frente a la administraciéon in vivo del AB. Asi la pérdida de marcadores
neuronales y el déficit en aprendizaje de ratas inyectadas de forma repetida con el péptido,
gue iba precedida de activacién glial, fueron prevenidos por la co-administracion de WIN
(Ramirez et al., 2005). El grupo de luvone ha hecho interesantes contribuciones con el
fitocannabinoide CBD, inicialmente en experimentos en cultivo y posteriormente en modelos
in vivo. El CBD, que tiene potentes propiedades antioxidantes, redujo la produccion de iNOS,
NO, p38Kinasa y de NFkB en células PC12 tratadas con AP (Esposito et al., 2006).
Anteriormente, en otro estudio se habia demostrado que el CBD disminuia la muerte neuronal
secuestrando especies reactivas de oxigeno y reduciendo la peroxidacion lipidica, efectos no
mediados a través de receptor CB; (luvone et al., 2004). El CBD fue capaz de contrarrestar la
neuroinflamacidon provocada por la inyeccion de AB en el hipocampo disminuyendo la
expresion y niveles de proteina acida gliofibrilar (GFAP), y reduciendo también el incremento
en la expresion de IL1B e iNOS, junto con la generacion de nitritos y de IL1B (Esposito et al.,
2007b). Por otro lado el tratamiento subcrénico con el inhibidor de la recaptacion de AEA,
VDM-11, de ratas que recibieron una Unica inyeccién de AP en corteza disminuyd los
incrementos en iNOS, COX-2 y otros parametros gliales, mientras que los animales mejoraron
su desempefio en una prueba de evitacidn pasiva (van der Stelt et al., 2006). En este mismo
estudio, van der Selt y colaboradores (2006) puntualizan que la efectividad de un posible
tratamiento con cannabinoides depende del momento en que se realice la intervencién
farmacoldgica.

Continuando con la neuroproteccidn promovida por la modulacién de reactividad glial por
cannabinoides hay que citar el trabajo de Esposito y colaboradores (2007). Estos autores

encontraron un control opuesto de la reactividad glial inducida en ratas por inyeccidon de AB
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dependiendo del receptor cannabinoide activado (Esposito et al., 2007b). El efecto anti-
inflamatorio del WIN parece el responsable de la mejoria en memoria de ratas viejas, ya que
reducia el nimero de microglia activada en hipocampo (Marchalant et al., 2007), ademas de
disminuir la expresion de citoquinas pro-inflamatorias y aumentar la neurogénesis en
hipocampo (Marchalant et al.,, 2009). Del mismo modo este compuesto, administrado
subcrénicamente, redujo la activacidn microglial en hipocampo de ratas infundidas con LPS
durante 3 semanas, aunque no mejord su desempefio en tareas de navegacion espacial

(Marchalant et al., 2007).

CB+
CBD lliberacién glutamato
(=7
() | [Ca2+]i AN
Secuestra ROS
Liberacién Il-18 INFKB A Sp
Produccion ROS

Producciéon de BDNF, NGF

Neurogénesis
Microglia ¢ ——

Neurona c ‘|'(-)

Agregacion de AB # A-THC

Figura 14. Lugares de accion de los cannabinoides para el tratamiento de la EA. La activacion de Rc.
CB, disminuye la formacidon de ROS vy la liberacidon de citoquinas en microglia. En neuronas, la
activacion del Rc. CB; disminuye el Ca intracelular, reduce también el estrés oxidativo y disminuye el
factor nuclear NFkB, asi como la liberacién de glutamato. El Rc. CB, aumenta la produccion de
neurotrofinas (BDNF, NGF) y promueve neurogénesis. El CBD es neuroprotector, sin mediar al Rc. CB;,
Y el THC puede inhibir directamente a la AChE y la agregacion de AR (Campbell and Gowran, 2007).

Otro de los mecanismos por el cual los cannabinoides pueden resultar beneficiosos en una
situacién de neurodegeneracion, es su capacidad para inducir neurogénesis en cerebro adulto.
De hecho hoy en dia existe amplia evidencia de que los procesos de aprendizaje y memoria
dependen de la neurogénesis. En andlisis post-mortem de cerebro de pacientes de EA se ha
visto un aumento de la neurogénesis en estas zonas cerebrales (Jin et al., 2004), insuficiente
para parar el avance de la enfermedad. Estudios recientes han descrito que los cannabinoides,
tanto enddgenos como exdgenos, son capaces de aumentar la neurogénesis, mientras que si
se compromete

En la EA se han descrito distintas alteraciones en el sistema endocannabinoide. Ya se ha
mencionado la localizacion del receptor CB, en las placas (Benito et al., 2003; Ramirez et al.,

2005). En estudios autorradiograficos se describid una disminucién en la fijacién en algunas
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regiones de la formacion del hipocampo (Westlake et al.,, 1994), aunque no en corteza
cerebral, corroborado por otros autores (Ramirez et al., 2005). Sin embargo, la expresién de la
proteina del receptor CB; se encontraba francamente reducida en la EA (Ramirez et al., 2005)
similar a lo observado en ratas inyectadas con AB. Ademas en la EA se encontré una mayor
tincién para FAAH en astrocitos reactivos rodeando a las placas en cerebros de pacientes
(Benito et al., 2003).

En la Figura 14, se puede ver un resumen de los lugares de accidon del sistema
cannabinoide para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

El potencial terapéutico de los cannabinoides para la EA solo se ha explorado en un par de
estudios. Asi, el dronabinol, preparacién oleosa de A’-THC, mejoré el apetito y el
comportamiento de pacientes de EA (Volicer et al., 1997; Walther et al., 2006). En cuanto a
otro posible mecanismo de accidn habria que tener en cuenta el reciente hallazgo de que el
THC es un inhibidor competitivo de la AChE y ademas previene la agregacion de AR promovida
por la propia enzima (Eubanks et al., 2006).

Resumiendo, los cannabinoides pueden ejercer sus acciones neuroprotectoras
interfiriendo con multitud de mecanismos neurodegenerativos: limitando la excitoxicidad,
disminuyendo los niveles intracelulares de calcio; secuestrando ROS; inhibiendo del
procesamiento de la caspasa-3 y reduciendo apoptosis; incrementando los niveles de factores

troficos o controlando la neuroinflamacion.
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Neuroimagen

1. Aspectos generales

El uso de la resonancia magnética (RM) en humanos se introdujo a principios de los afios

80 y desde entonces ha demostrado ser una técnica extremadamente versatil (gracias a la

cantidad de compuestos de contraste disponibles) para la evaluacion de diversos parametros

anatomicos y metabdlicos (Figura 15). El nimero de fendmenos susceptibles a su andlisis

mediante RM aumenta cada afio.

H

Metabolicas Anatémicas
Quimicas Hemodinamicas T1 Coeficiente
| /\ T2 de Difusiéon
Transferencia de (ADC)
Espectroscopia CBF BOLD Magnetizacion
/]\ CBV (MT)

31P

Técnicas de Resonancia Magnética

13C

Figura 15. Esquema de las técnicas de Resonancia Magnética. CBF (Cerebral Blood Flow),
CBV (Cerebral Blood Volume), BOLD (Blood Oxigenation Level Dependent) Modificado de
Choi et al. (2007).

La RM Se basa en el fendmeno fisico por el cual las particulas con un nimero impar de

electrones o neutrones pueden absorber energia electromagnética de radiofrecuencia. La RM

de H, principal componente del agua, muy abundante y de elevada sefial magnética, es la que

mas se utiliza en clinica y también en este estudio.
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Figura 16. Esquema de la obtencién de una sefial de resonancia magnética.
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Al colocar a un individuo bajo un campo magnético, todos sus nucleos de hidrégeno
entraran en resonancia con los pulsos de radiofrecuencia a los que estén siendo sometidos y
se alineardn con el campo magnético. Una vez eliminado el campo, las moléculas volveran a su
posicidn inicial, en un proceso denominado relajacion energética, durante el cual se emite una
sefal eléctrica que analizada convenientemente servird para obtener las distintas imagenes de

resonancia o los espectros (Figura 16).

El tipo y calidad de las imagenes obtenidas dependen de varios parametros, entre
ellos, los tiempos de relajacidén de los atomos: T1 (T2 de relajacién longitudinal) y T2 (T2 de
relajacion transversal). También son importantes la densidad de nucleos en resonancia o la
potencia magnética del aparato (medida en Teslas).

Agentes de contraste:

El objetivo de los agentes de contraste es aumentar la sensibilidad y la especificidad de
la deteccidon, para diferenciar zonas concretas. Las sefales de contraste deben modificar la
sefal de resonancia y pueden hacerlo tanto por exceso como por defecto. La materia se
comporta frente a un campo magnético, de acuerdo
a su configuracion interna y dicho comportamiento se cuantifica mediante la susceptibilidad
magnética (X). Un cuerpo se denomina diamagnético si X<0, sus nucleos no se moveran en
presencia del campo magnético, minimizando la sefial. Se denominan paramagnéticos, si X>0.
Este tipo de agentes alinean sus nucleos paralelamente al campo, y son el tipo de materiales

que se utilizan para generar agentes de contraste, como el Gadolinio.

2. Resonancia magnética nuclear (RMN) en EA

Como ya se ha dicho anteriormente, uno de los principales problemas de la EA es su
diagnostico precoz. La neuroimagen ha sido ampliamente utilizada para la evaluacién de la EA.
Tanto la imagen funcional como estructural estan siendo explotadas para su deteccidn
temprana.

Uno de los parametros mas utilizados y aceptados son las medidas volumétricas de las
regiones mas afectadas por la enfermedad, hipocampo y coértex entorrino, mediante
resonancia. Asi mismo, la tomografia y el PET, estan siendo explotadas para la discriminacién
de la EA respecto a otras demencias. Sin embargo con el SPECT (Single-Proton-Emission
Computed-Tomography) se estan evaluando las alteraciones regionales y globales del

metabolismo y el flujo sanguineo (Lee et al., 2003).
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2.1 Im&genes estructurales

Existe una nutrida bibliografia que muestra una reduccién del volumen del hipocampo en
pacientes de EA en comparaciéon con sujetos control, concomitante con un aumento del
tamafio de los ventriculos. Esta atrofia se ha valorado mediante tomografia y resonancia desde
comienzos de los afios 90 (Pfefferbaum et al.,, 1990; Jack et al., 1992). Al igual que con la
deposicién de AB, la atrofia comienza en la formacién hipocampal y el cértex entorrino, antes
de progresar hacia otras zonas cerebrales (Price and Morris, 1999).

Uno de los problemas para valorar este tipo de estudios es la falta de consenso a la hora
de establecer los limites precisos del hipocampo. Por otro lado esta la variabilidad de los
pacientes utilizados en cada uno de ellos, desde la demencia multiinfarto, hasta la EA, pasando
por el deterioro cognitivo leve (DCL) (Lee et al., 2003), asi como una gran variabilidad en la
edad de los pacientes utilizados en los estudios. También se puede encontrar este tipo de
atrofia en individuos sin ninguna patologia (formando parte del proceso normal del

envejecimiento) o en otro tipo de alteraciones como la enfermedad de los cuerpos de Lewy.

Diferencia

Figura 17. Secciones coronales en T1 del seguimiento de 3 individuos a lo largo de 2 afos. De
izquierda a derecha se pueden observar imagenes a tiempo cero (izg.), imagenes tomadas 2 afios
después (dcha.) y la diferencia entre ambas imagenes marcando en blanco tan solo las diferencias
(dcha.). De arriba abajo se muestran imagenes de 3 individuos representativos. Arriba: hombre de
72 afios sano (tasa de atrofia de 0.2%). Centro: Mujer de 70 afios que fue diagnosticada de DCL 6
afios después de la linea base (tasa de atrofia de 0.8%). Abajo: Hombre de 77 afios diagnosticado de
EA en el momento de la segunda imagen (tasa de atrofia del 1.3%). Los rectangulos sefialan el |6bulo
medio temporal (Rusinek et al., 2003).
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La mayor parte de las publicaciones, han estudiando de forma puntual individuos control y
enfermos de AD en distintos estadios. En la mayor parte de los estudios se han observado
reducciones significativas del volumen de hipocampo, |é6bulos temporal y medial, asi como Cx
entorrino (Ramani et al., 2006). Por otro lado estan los estudios longitudinales, que valora en
cada individuo la evolucién de los cambios en el tiempo. En este tipo de estudios para
visualizar las posibles diferencias basta con ajustar las diversas imagenes seriadas obtenidas a
distintos tiempos y sustraer unas de otras (Rusinek et al., 2003). La reduccidn de volumen se
expresaria como un porcentaje de pérdida de volumen respecto al tiempo inicial de cada
individuo. Dado que la pérdida de volumen es relativamente lenta, estos estudios han
mostrado ser especialmente sensibles a pequefias diferencias (Figura 17).

La principal ventaja de este tipo de analisis, seria la posibilidad de detectar la EA en

estadios presintomaticos para poder llevar a cabo estrategias preventivas.

2.2 Coeficiente de la difusion aparente del agua (ADC)

Gracias a la RM es posible cuantificar alteraciones en la difusidn del agua en los tejidos
(por ejemplo, en cerebro), ya que ésta da lugar a cambios microscépicos estructurales que
tienen consecuencias sobre los valores de T1y T2 (Lee et al., 2003).

El agua en cerebro se encuentra repartida en tres grandes compartimentos, los valores
de ADC para cada compartimento son fijos, lo que puede cambiar es la contribucién de cada
uno de ellos al volumen total. Estos compartimentos son: volumen intracelular (Vi), volumen
extracelular (Ve) y volumen vascular (Vv), la modificacién de cualquiera de estos volumenes
redundaria en la alteracién de los otros dos.

Existen diversas alteraciones que pueden modificar los volimenes mencionados. Por
ejemplo, los valores de ADC aumentan durante el desarrollo en cerebro (Sakuma et al., 1991),
debido a la mielinizacion progresiva del tejido. Mientras que en enfermedades
desmielinizantes (esclerosis multiple, adenoleucodistrofia) lo que se observa es una
disminucién de los valores de ADC (Nomura et al., 1994).

En el caso de la EA los diversos estudios realizados han mostrado, en general, un
aumento en la difusiéon del agua, aunque no todos han resultado significativos. Hanyu y col
(1998) no encontraron diferencias significativasen hipocampo, pero si en Cx. temporal;
mientras que Kantarci y col. (2001) y Sandson y col. (1999) observaron aumentos significativos

de ADC en hipocampo y Cx. Temporal.
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Por todo esto, a la hora de llevar a cabo el presente estudio, decidimos estudiar las

posibles alteraciones en ADC en el modelo Tg2576 de la EA.

2.3 Transferencia de Magnetizacion (MT)

Las imagenes de transferencia de magnetizacién estdn basadas en el intercambio de
magnetizaciéon entre los protones (siendo el agua el principal representante) libres y los
protones inmoviles, es decir, ligados a biomoléculas. Las biomoléculas que mas agua acopla

son los fosfolipidos.

2
CEREBRO
5 NORMAL Aumento de
10 macromoléculas en
Molécu suspension por lisis
la celular:
MT 1
Agua “invisible™ Agua “visible™
agua solvgta_dg acoplada a macr_omoleculas. agua no acoplada a macromoléculas. T2]tiempo de relajacion
1. Agua invisible: aumenta el tiempo que 2. Agua visible: gira 1radian/sec. 1 ; |
tarda en dar una vuelta completa ransversa

Figura 18. Representacidon esquematica de la transferencia de magnetizacion que puede observarse en los
tejidos. Las moléculas de agua ligadas a una macromolécula tienen unos valores de T2 muy bajos porque
transfieren su energia rapidamente a las moléculas proximas.

El agua acoplada a biomoléculas no transfiere magnetizacion a otras moléculas y se la
considera “invisible”, mientras que el agua libre si, siendo ésta la principal responsable de la
transferencia de magnetizacion observable (visible) (Figura 18).

Los valores de MT dependen de la concentracién, de la superficie quimica y de la
biofisica dindmica de las macromoléculas. Este pardmetro se ha utilizado desde hace tiempo
en el seguimiento de pacientes de esclerosis multiple, considerdndose que una disminucién en
los valores de MT es indicativo de un proceso desmielinizante (van Waesberghe et al., 1998).

En la EA la transferencia de magnetizacidn se ha utilizado en un reducido nimero de
estudios. De forma similar a lo ya comentado para ADC, los resultados obtenidos han sido
variables. Un estudio de 2002 mostré aumentos significativos al analizar el cerebro completo,
pero al centrarse en Iébulo temporal las diferencias desaparecian (van der Flier et al., 2002).
En otro estudio, por el contrario, se observé un disminucion significativa de los valores de MT
en lébulo temporal, en comparacién con controles sanos (Bozzali et al., 2001).En general se ha
obtenido una reduccién de los valores de MT en el hipocampo de los pacientes de EA (Hanyu

et al.,, 2000), e incluso en pacientes con deterioro cognitivo leve, en comparacién con
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individuos control (Hanyu et al., 2001). Aunque el mecanismo por el cual se puede observar
esta reduccién no esta del todo claro. Los hallazgos histopatoldgicos mostraron una pérdida de
neuronas piramidales acompanada de un aumento en el nimero de astrocitos, microglia y
oligodendrocitos, asi como de placas seniles y ovillos neurofibrilares. Es decir un aumento de la
celularidad y de las particulas capaces de acoplar agua podria ser la responsable de un

aumento en los valores de MT en la EA

3. Espectroscopiain vivo por Resonancia Magnética

Los espectros de resonancia se representan como graficos en los que el drea bajo cada
pico constituye la concentracidn relativa de una especie quimica dada (Figura 19).

Técnicamente fue mejorando y simplificdndose, sobre todo, a partir de 1995 cuando la
FDA (Food And Drug Administration) aprobd la utilizacidén de la secuencia PROBE (PROton Brain
Examination), para la espectroscopia de voxel Unico para protén. Esta permite la obtencién de
un espectro de protén para un volumen de interés en 6 minutos, aproximadamente (Soares
and Law, 2009).

La espectroscopia de RM de protdn es la mds comunmente utilizada por su gran
sensibilidad magnética en comparacién con otros nucleos, como fésforo, carbdn, sodio, etc
que requieren de amplificadores especificos para su deteccion. Ademads el hardware es el
mismo que para una obtencidn de imagenes de resonancia convencional. La Unica limitacion

es que no pueden obtenerse espectros con campos magnéticos inferiores a 1Tesla.

Figura 19. Espectro normal.

En el eje de las x se representa el cambio
quimico en partes por millén, en el eje de las
y la amplitud relativa de la sefial o Ia
concentracion para cada metabolito.

Los metabolitos que pueden ser identificados mediante una resonancia de protones
dependen, en parte, del Echo Time (TE). A 1.5 Teslas y con un TE entre 144 y 288ms, se pueden
visualizar los siguientes metabolitos: N-Acetil Aspartato (NAA), Colina (Cho), Creatina (Crea) y

posiblemente Alanina (Ala) y lactato. TE inferiores a 40ms permiten la visualizacién, ademas de
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los ya indicados, de Myoinositol (Myo), Glutamato, Glutamina, Glucosa y algunas proteinas y
lipidos (Kwock, 1998). Con el aumento de la potencia magnética, también aumenta el nimero

de metabolitos que pueden ser detectados.

3.1 Significado bioldgico de los metabolitos

N-Acetil aspartato: Esta presente en todas las dreas cerebrales con pequefias
diferencias regionales que no exceden un incremento del doble. Es mas abundante en
sustancia gris que en sustancia blanca (Miyake et al.,, 1981). Va aumentando durante el
desarrollo, y en cerebro adulto estd confinada en neuronas, por ello la modificacion de sus
niveles se consideran directamente relacionados con efectos neuronales (Choi et al., 2007). En
los ultimos afios esta ganando interés clinico ya que disminucion de sus niveles se considera
indicativo de pérdida neuronal o de funcidon (Demougeot et al., 2004). Este hecho se sustenta
en que sus niveles se ven reducidos en enfermedades neuronales como esclerosis multiple,
encefalopatia hipdxica o también tumores cerebrales. Su funcién, a dia de hoy, sigue siendo
desconocida, cierta literatura sugiere que actia como un osmolito cerebral (reduciendo el
estrés neuronal) y reservorio de aspartato (Baslow, 2000).

En la EA distintos estudios han mostrado una consistente disminucidén en los niveles de
NAA/Cre que refleja la muerte neuronal que ocurre. En el trabajo de Kantarci y colaboradores
(2000) la relacion NAA/Cre disminuyé en l6bulo superior temporal y giro posterior del cingulo
en pacientes de EA en comparacién con individuos con DCL y controles, siendo los valores del
I6bulo occipital medio similares en todos los grupos. En otro estudio, en cambio, la NAA se
encontré disminuida tanto en pacientes de EA como de DCL versus individuos control,
existiendo una correlaciéon entre ese parametro y el deterioro cognitivo, y el volumen
ventricular (Kantarci et al., 2007). También se ha encontrado disminuido en individuos

presintomaticos con EA familiar (Godbolt et al., 2006).

Colina: es un marcador metabdlico de la integridad y densidad de las membranas
(sintesis y degradacién de fosfolipidos). Indica la concentracion de precursores de membrana
(colina y fosfo-colina) libres. Sus niveles pueden variar en sustancia gris y sustancia blanca. Los
tumores malignos muestran un aumento en los niveles de colina debido al incremento en la
celularidad (Demougeot et al., 2004). La glia presenta niveles de colina de 2 a 3 veces
superiores a las neuronas, por lo que podria servir como marcador de gliosis (Urenjak et al.,

1993; Choi et al., 2007).
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En la EA se han descrito un aumento en niveles Cho/Crea en comparacidn con sujetos
con DCL o controles en corteza cingulada posterior (Kantarci et al., 2000) o valores muy
similares en todos los grupos en hipocampo y area cingulada posterior (Wang et al., 2009).

Otros metabolitos como el myo-lnositol (ml), se encuentran presentes en
concentraciones muy superiores en células gliales respecto a neuronas, por lo que también
resulta un buen marcador de gliosis (Choi et al., 2007). Pettegrew y col. (1997) mostraron un
aumento en los niveles de myo-inositol en pacientes de Alzheimer, concomitante con una
disminucién en NAA. Del mismo modo otros autores han observado incrementos en corteza

cingulada tanto en la EA como en el DCL (Kantarci et al., 2000; Griffith et al., 2007).

4. Tomografia por Emision de Positrones de FDG

La tomografia por emisidn de positrones (PET) es una tecnologia de imagen analitica, que
utiliza compuestos marcados con radioisétopos emisores de positrones (isétopos de oxigeno,
%0 >0; nitrégeno, ©N; carbon, 'C) para obtener imagenes y valorar procesos bioquimicos in
vivo, ya que tienen una vida media muy corta (Phelps, 2000).

El trazador de PET mas utilizado es la 2-['®F]fluoro-2deoxy-D-glucosa (FDG), este trazador
es inyectado de manera intravenosa en los sujetos y transportado al interior de las células por
el transportador de glucosa, donde es fosforilado por la hexoquinasa a FDG-6-fosfato, el cual
no puede ser metabolizado, quedando asi atrapado en la célula, donde su acumulacidn puede
ser medida mediante un scanner de PET (Herschman, 2003).

Figura 20. Esquema del
A Radio B proceso de deteccion de la

lioando ~ .
511keV ~ sefial de un tomégrafo.
photon @, E— 'Lev A, los positrones emitidos

h ¢ por los radioligandos
Eventos
_ Coincidentes

colisionan con electrones
liberando 2 fotones en
direcciones opuestas. B,
los fotones que golpean
simultaneamente

detectores opuestos son
511 keV/ Eventos | | registrados como  un
photon Coincidentes evento. Modificada de

Current Opinicn in Immunology (Herschman, 2003)

El mecanismo fisico, mediante el cual pueden detectarse estos ligdndos, como el FDG, es el
. . . . 1 , . .
siguiente. Los radioisdtopos (en este caso ‘®F) poseen nucleos inestables que al desintegrarse

liberan energia en forma de positrones que al colisionar con un electrén sufren un proceso de
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aniquilacién que liberara 2 fotones con la misma energia en direcciones opuestas 1809, solo se

detectaran eventos, cuando colisionen simultdneamente en detectores opuestos (Figura 20).
Las imdgenes de PET tienen una resolucién anatémica muy pobre, por lo que, para poder

identificar con exactitud el origen de la sefial se suelen superponer a éstas, imagenes de RM,

en las que se seleccionan las regiones de interés con precision.

4.1EL PET en la EA

El metabolismo de glucosa proporciona el 95% de la energia de ATP requerida para
una correcta funcién del cerebro. El FGD se ha considerado tradicionalmente como un
indicador del consumo de glucosa, y por tanto de la actividad cerebral, y dado que en la EA hay
una marcada reduccién del nimero de neuronas, principales consumidoras de glucosa. Desde
el comienzo de este tipo de estudios siempre se esperd una reduccion en los niveles de FDG en
cerebro de pacientes de EA (Figura 21).

Se han identificado reducciones en el metabolismo de glucosa en corteza de asociacién
parietotemporal e hipocampo, mientras que se ha visto preservado en otras zonas como los
ganglios basales. Las diferencias son significativas entre EA severa y controles, pero no entre
EA moderada y EA media (Kumar et al., 1991; Minoshima et al., 1998). También se han descrito
diferencias entre el establecimiento del deterioro metabdlico de la EA temprana y la EA tardia,
la primera comienza por Cx. cingulado parietal y posterior, y la segunda por sistema limbico y
I6bulo frontal-medial (Mielke et al., 1992; Yasuno et al., 1998; Sakamoto et al., 2002). Por otro
lado se ha encontrado que los sujetos predementes que presentan ApoE4 y una reduccién del
consumo de glucosa similar a la observada en pacientes, acabaran desarrollando demencia
(Reiman et al., 1996; Small et al., 2000). Otra de las utilidades del PET es la monitorizacion de
los tratamientos, sélo se ha utilizado para el tratamiento con donezepil, con un ligando para
los receptores de Ach (N-[*'C]-metilpiperidin-4-il-acetato) (Shinotoh et al., 2001; Bencherif et
al., 2002).

Insistimos en la necesidad de un diagndstico precoz que permita distinguir a la EA de
otras demencias. A este respecto el PET proporciona una herramienta muy util a la hora de
detectar la enfermedad hasta 3 afos antes que con los sistemas de diagndstico convencionales
con una fiabilidad de hasta el 93% (Phelps, 2000).

Algunos estudios se han llevado a cabo en sujetos asintomdticos de familias con EA
familiar y han descubierto déficits metabdlicos (detectables mediante PET) correlacionados
con la presencia del factor de riesgo APOE4, 5 afos antes de la aparicidon de los primeros

sintomas (Small et al, 2002).
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Figura 21. Descenso de la actividad metabdlica cerebral tipica de la EA. Las zonas que presentan
un metabolismo de glucosa reducido son el cértex cingulado posterior, cértex parietotemporal y
areas precuneales. Se indican estas areas sobre imagenes de Resonancia Magnética (Ishii, 2002).

4.2 PET en animales transgénicos

Fue a partir de 1999 cuando comenzaron a desarrollarse scanners para animales
pequefios con una resolucién de 2° mm?, hasta llegar a los 1* mm?® de resolucidn espacial
actual (Herschman, 2003). Estos nuevos aparatos han permitido obtener imagenes
moleculares in vivo en roedores similares a las de humanos. Este tipo de aparatos ya han sido
utilizados en el contexto de la enfermedad de Alzheimer, para la visualizacién de placas seniles
en modelos transgénicos de la enfermedad gracias a radioligandos especificos (Valla et al.,
2002; Maeda et al., 2007).

En cuanto al metabolismo de glucosa en los modelos transgénicos, los primeros
estudios se realizaron mediante autoradiografia. Valla y colaboradores (2002), utilizando el
transgénico PDAPP vy el radioligando FDG observaron una reducciéon en el marcaje del Cx.
cingulado posterior, significativa respecto a los controles Wt. Otros estudios autorradiograficos
recientes utilizando el radioligando 2-DG ([**C]-2-deoxiglucosa) en los modelos APP-PS1 y PS1
de 15 meses de edad, han mostrado una reduccién de la captacion de glucosa en algunas
regiones cerebrales (Cx. cingulado, Cx. retrosprenial, tdlamo y subareas de hipocampo),
aunque en otras hubo un incremento (Dubois et al.,, 2010). Por ultimo, Kuntner y
colaboradores (2009), utilizando FDG y el modelo Tg2576 no observaron diferencias
significativas en la captacion de glucosa en ninguna zona cerebral (Kuntner et al., 2009) a los

13-15 meses.
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4.3 Otros radioligandos para la EA

Compuesto de Pittsburgh: la primera evidencia para la visualizacion y cuantificacidon
de las placas seniles in vivo, en un modelo de la EA fue presentada por Maeda y col. en 2007.
Tras la administracién intravenosa del N-['C]metil-2-(4"-metilaminofenil)-6-hidroxibenzotiazol
( o [**CIPIB por “Pittsburgh Compound-B”), ratones transgénicos Tg APP23 mostraron una
elevada radioactividad en regiones ricas en péptidos amiloide (hipocampo), presumiblemente,

placas (Figura 22).

(%ID/ml)
1.5

Figura 22. Deteccion de placas in vivo en un modelo Tg APP a distintas edades. Imagenes de PET
generadas como la media de imagenes tomadas durante 30-60min tras la administracidon del compuesto
PIB, superpuestas a una imagen de RM. De arriba abajo se muestran: (arriba) un animal control;
animales Tg APP23 de 17, 24 y 29 meses de edad respectivamente. De izda. a dcha. se muestran
imagenes coronales a 0, 2, 3 y 7 mm posteriores a bregma. En la escala se observa que el rojo es el
maximo vy el azul el minimo de sefial. (Maeda et al., 2007).

Pocos estudios se han llevado a cabo en humanos utilizando este compuesto. En 2010
(Shin et al., 2010) realizaron tomografias de pacientes de EA y sujetos control utilizando
ademas del PIB, FDG y un tercer ligando, y observaron que ciertas regiones cerebrales (cortex
parietal, temporal y frontal) de EA presentaban un marcaje mas intenso del compuesto PIB

que los controles.
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El papel neuroprotector de los cannabinoides in vivo e in vitro es conocido, pero el

mecanismo a través del cual llevan a cabo su accién neuroprotectora, en el contexto de la EA,

no habia sido abordado en su conjunto. Los objetivos del presente trabajo son:

Estudiar el efecto de distintos agonistas cannabinoides, en particular aquellos carentes
de efectos psicoactivos, sobre funciones microgliales tales como la generacidon de

nitritos o la migracién, que puedan ser relevantes para la terapia de la EA.

Comprobar si el tratamiento prolongado con cannabinoides previene la hipoactividad y
los déficits cognitivos que muestran ratones Tg APP vy si estos cambios estan asociados
a una menor activacion glial, a una disminucién en pardmetros inflamatorios ¢ a

niveles de ApB.

Investigar las modificaciones en la expresion y localizacion de receptores
cannabinoides y niveles de sus ligdndos enddgenos, en el modelo transgénico de la EA

y comprobar el efecto del tratamiento prolongado con cannabinoides.

Estudiar el metabolismo cerebral in vivo por técnicas de tomografia por emision de
positrones (captacion de glucosa) o por espectroscopia de resonancia magnética de
protdn (niveles relativos de N-acetilaspartato y colina) en ratones Tg APP y el efecto

del tratamiento prolongado con cannabinoides.

Valorar in vivo mediante técnicas de resonancia magnética de protén (coeficiente de
difusion aparente y transferencia de magnetizacidn) si existen cambios cuantificables
debidos a la patologia tipo EA en el Tg APP y al efecto del tratamiento con

cannabinoides.
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Ensayos in Vitro

1. Cultivos

1.1 Cultivos primarios de microglia

Se prepararon a partir de cortezas de animales neonatales (P0O-P1) (de ratones de la
cepa C57BL/6 o ratas Wistar). Las cortezas se disgregaron mecanicamente y se sembraron en
frascos de 75 cm? en DMEM con alto contenido en glucosa (Lonza), suplementado con 10% de
suero fetal bovino (FCS) y 40 pug/ml de gentamicina. Las células se cultivaron en una atmdésfera
de 5% CO, / 95% de aire a 372C. Se realizaron cambios de medio a las 24 horasy alos 7y 14
dias de iniciar el cultivo.

Tras 2 semanas en cultivo, aproximadamente, las células alcanzaron la confluenciay a
los 2-3 dias se agitaron durante 3 horas a 250 rpm, se recogio el medio con las células en
flotacién y se centrifugaron a 1.000 rpm durante 10 min para su recuento.

En todos los casos las células se sembraron en placas recubiertas con poli-L-Lisina (10
ug/ml) a la densidad especificada en cada caso. Los cultivos de microglia eran 99% puros, de
acuerdo criterios inmunocitoquimicos: tincion positiva para Lectina de tomate (1:200; Sigma) y

OX42 (1:50; ICC) y negativa para el marcador de astrocitos GFAP (1:900, DAKO) (Figura 23).
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Figura 23. Cultivos de microglia primaria de rata positivos para lectina de tomate y OX42. A, ausencia
de marcaje con proteina acida fibrilar glial, especifica de astrocitos (GFAP; 1:900). B, marcaje con lectina
de tomate, especifica de microglia (LT; 1:200). C, marcaje con OX42, especifico de la estirpe microglial
(OX42 1:50). Microfotografias tomadas a 200 aumentos.

1.2 Cultivo de lineas microgliales

Linea microglial N13:

La linea microglial N13 fue generada por el grupo de Righi y colaboradores (1989).

Inmortalizaron cultivos primarios de microglia de cerebro de ratdon embrionario con retrovirus
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oncogénicos murinos. Generaron varios clones que expresaban marcadores de superficie
microgliales (F4/80, Mac-1) y producian IL-1, IL-6 y TNFa utilizando ensayos de actividad
bioldgica y analisis por Northern Blot (Righi et al., 1989).

Las células N13 se expandieron y cultivaron en RPMI-1640 (Sigma) suplementado con
10% FCS y 40 pg/ml de gentamicina. Una vez confluentes, las células fueron tratadas
enzimaticamente con tripsina-EDTA durante 10 minutos, que fue inactivada por adicién de
medio con suero. Se sembraron en placas recubiertas con poli-L-Lisina (10 pg/ml) a la densidad
indicada en cada caso. El nimero de pases maximo tras la descongelacién de cada alicuota fue

de 5.

Linea microglial BV-2:

La linea microglial BV2 fue generada por Blasi y colaboradores (1990) en la
Universidad de Perugia, Italia. La linea fue establecida a partir de cultivos de microglia primaria
infectados con retrovirus portadores del oncogen v-raf/v-myc (Blasi et al., 1990).

Las células BV-2 se expandieron y cultivaron en RPMI 1640 (Sigma) suplementado con
10% FCS, L-glutamina 0.2 mM y gentamicina 40 pg/ml. Las células se obtuvieron por agitacion
manual de los frascos, ya que crecen en semiadherencia. Se sembraron en placas recubiertas
con poli-L-Lisina (10 pg/ml) a la densidad indicada en cada caso. El nimero de pases maximo

tras la descongelacién de cada alicuota fue de 12.

1.3 Ensayos de migracion

Migracidn:

Se realizaron ensayos similares a los realizados en camara de Boyden. Se utilizaron
placas de 24 pocillos (Transwell COSTAR 3422, Corning Incorporated) con insertos de 6.5 mm
de didametro con una membrana de policarbonato porosa (tamafio de poro 8um). Las células,
N13, se sembraron sobre el inserto a una densidad de 90.000 células/pocillo en un volumen
final de 100 pl en RPMI con 0.1% FCS. Inmediatamente después de sembrarlas se activaron
tratandolas durante 24 h con LPS a una concentracion de 3 pg/ml, tanto en la cdmara superior
como en la inferior. En ensayos preliminares se comprobd la necesidad de la activacién con LPS
para obtener una respuesta migratoria. A las 24 h se retird el medio de ambas camaras y se
sustituyd por medio fresco con 0.1% FCS, y en la cdmara inferior se afadieron los distintos

tratamientos cuyos potenciales migratorios iban a ser evaluados. Posteriormente las células se
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incubaron durante 3 horas a 379C, tiempo suficiente para que las células atravesaran la

membrana porosa hacia la cdmara inferior sin desprenderse de la misma (Figura 24).
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Figura 24. Esquema del ensayo de migracion.

Para contabilizar el nimero de células que habian atravesado la membrana las células
se fijaron (PF 4%, durante 20 min), y tras tres lavados con PBS, se tifieron con azul Coomassie
al 0.2%. Para la visualizacidn de las células se extrajeron las membranas de los insertos y se
montaron en portas con la cara inferior de la membrana hacia el lado del cubre, en
Tris/glicerol (9/1). Se tomaron 4 fotografias por membrana a 400 aumentos, con el objetivo de
inmersién, y se contaron el nimero de células por campo. Los resultados se expresaron en

porcentaje de migracion respecto al control (vehiculo).

Migracion sobre secciones humanas:

Desarrollamos un ensayo para valorar la posible migraciéon de células microgliales
inducida por los depdsitos de AB presentes en cerebro de Alzheimer, con mayor relevancia
fisiolégica que el ensayo a través de membranas.

Asi, secciones (40 um) fijadas de corteza frontal de pacientes de EA o sujetos control se
montaron sobre cubres gelatinizados de 24 mm de lado, y se conservaron a
-202C hasta su uso. Dichas secciones se colocaron en placas de 6 pocillos y sobre ellas se
sembré una suspension de 300.000 células/pocillo de la linea celular N13, marcadas con Fast
Blue (ver mas abajo), en RPMI con 0.1% FCS. Se afiadieron los compuestos en estudio y se
incubaron durante 24 h a 372C. Transcurrido este tiempo se fijaron las secciones con PF 4%
durante 30 min, se lavaron con PBS y se montaron sobre portas gelatinizados en Tris/glicerol

(1/1) (Figura 25).
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Se tomaron 3 fotografias por seccion en un microscopio de fluorescencia (Leika
DMI6000B; Camara de fluorescencia DFC350FX; Software Leika Application suite 2.3.4.) a 200
aumentos, con filtro exc: 330-385 nm y emi: 400 nm, para la visualizacién de las células N13 y
el filtro Ex/Em = 488/507 para visualizar la anatomia de la seccidn (autofluorescencia). Para la

valoracion final se fundieron ambas imagenes.
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Figura 25. Esquema del ensayo de migracion sobre secciones de Cx Humana.

Marcaje de las células con producto fluorescente Fast Blue:

Una vez tripsinizadas, las células (3.3 x 10° células/ml) se incubaron en RPMI 10% FCS
con una décima parte el volumen de la suspensidn consistente en Fast Blue disuelto en agua a
una concentracion final de 6 pug/ml, durante 30 min a 379C, con agitacion manual periddica,
para evitar su adhesidn al tubo y en oscuridad. El exceso de Fast Blue se elimind mediante dos
lavados con el doble del volumen de incubacidn y las correspondientes centrifugaciones (5
min, 1000 rpm). Por ultimo, las células se resuspendieron en RPMI 0.1% FCS y se sembraron

sobre las secciones.

3.12pg/ml

12.5ug/ml

Figura 26. Marcaje de células N13 con Fast Blue. Efecto dependiente de
concentracion. Imagenes de fluorescencia a un aumento inicial de 200X. En negrita
se indica la concentracidn utilizada finalmente en el ensayo.
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En estudios preliminares se comprobd la concentracién de FB necesaria para el
correcto marcaje fluorescente de las células microgliales, sin alterar su viabilidad (ensayo de

MTT) a las 24 h de incubacién (Figura 26).

1.4 Valoracion de Nitritos:

Se llevéd a cabo por el método de Griess (Sigma).

En placas de 96 pocillos recubiertas con Poli-L-Lys se sembraron células microgliales
BV-2 (50.000 células/pocillo) o microglia primaria de rata (40.000 células/pocillo) en medio
suplementado con 10% FCS, tras 24 h de incubacién se sustituyd por medio fresco 0.1% FCS. Se
afiadieron los compuestos en estudio y se valord la generacién de nitritos tras 24 h de
incubacion adicionales. Se determinaron los efectos de los cannabinoides sobre la liberacién
de nitritos promovida por LPS [100ng/ml].

Se recogieron 80 pul del medio de cultivo y se le adicionaron 80 pl de reactivo de Griess,
tras incubar 15 minutos a temperatura ambiente se valoré la absorbancia a 540 nm. La curva

de calibracién se realizé con cantidades crecientes de nitrito sddico.

1.5 Transporte através de barrera hematoencefélica

Los ensayos de transporte a través de barrera hematoencefalica fueron realizados por
la Dra. E. Carro en el Servicio de Neurologia del Hospital 12 de Octubre.

Para mimetizar la barrera sangre-liquido cefalorraquideo en estudios in vitro se
realizaron cultivos de doble cdmara de células epiteliales de plexos coroides (Carro et al.,
2002). Las células se cultivaron durante 24 h sobre un inserto, tras las cuales se afiadid ABi.4
[1uM] a la cdmara superior en presencia o ausencia de los compuestos. Se tomaron muestras
de medio del compartimento inferior a distintos tiempos y se cuantificd la cantidad de ABi.49
que habia atravesado la barrera mediante ELISA. El curso temporal (1h-48 h) del transporte se

valord en ensayos de Western blotting.
Ensayos in Vivo

1. Animales
Se utilizaron ratones macho de la linea transgénica Tg2576, linea knock-in

heterocigota, que lleva inserta la proteina APP humana con la doble mutacién sueca de la
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enfermedad de Alzheimer (K670N, M671L) y como controles, machos wild type de la misma
colonia (Hsiao et al., 1996). Los animales tenian 7 meses de edad al inicio de los experimentos,
fueron mantenidos en condiciones controladas de temperatura (23 * 22C) y humedad (55-
60%), con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas y con acceso libre a comida. El consumo de agua,
aunque no se vio restringido, si fue controlado puesto que el tratamiento se administré en el
agua de bebida.

Se cumplié la normativa dictada en el Real Decreto 223/1988 del 14 de Marzo sobre la
proteccion de los animales para experimentacién y otros fines cientificos (BOE n2 67 de Marzo
de 1998, pp 8509-8512).

Todos los experimentos se realizaron siguiendo las regulaciones éticas para el uso y
cuidado de animales de laboratorio dictado por la Unidn Europea y el Ministerio de Agricultura

Espafiol, y los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Bioética del CSIC.

2. Genotipado de los transgénicos

El genotipado de los animales se llevd a cabo por reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) en extractos de DNA procedente de la cola de los animales, teniendo en cuenta que el Tg
APP es una linea heterocigota, se utilizo el gen de insercion (PrP, de la proteina pridnica) como
control positivo de la reaccion.

La extraccién de la fraccidén de acidos nucleicos totales se llevé a cabo con tampdn de
digestion (NID-Buffer: KCI 50mM; Tris-HCI pH 8.3, 50mM; MgCl, 50mM; gelatina 0.05%; IGPAL
CA 630 Sigma 0.45%; Tween 20 0.4%, proteinasa-K 0.1ug/ul) en Thermomixer (3 horas a 562C a
1400 rpm, y 20 min. a 962C a 500 rpm). Se eliminaron los restos de la digestion centrifugando
1,5 min a 8.000 rpm a 42C, conservando sdlo el sobrenadante.

Mediante PCR se amplificaron para cada animal y en el mismo tubo, la secuencia
control PrP (presente en todos los animales) en que va inserto el gen APP humano vy la
secuencia del gen APP (presente tan solo en los animales heterocigotos para el transgen).

Las secuencias de los primers utilizados en el genotipado se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencias de los Primers utilizados en el Genotipado de los animales.

Secuencia

PrP-forward* CCTCTTTGTGACTATGTGGACTG
PrP-reverse GTGGATACCCCCTCCCCAGCCT
APP-forward CCGAGATCTCTGAAGTGAAGATG

(PrP-forward* sirve como reverse del gen APP)
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3. Tratamiento subcrdnico con agonistas cannabinoides

ratones C57 inyectados con A

Se utilizaron ratones macho de la cepa C57 de 12 semanas de edad. A los cuales se inyecté
intracerebro-ventricularmente (icv) 3ug de AB..4 fibrilado disuelto en salino estéril, a los
animales control se les inyectd el péptido AP,s3s (fragmento activo) de secuencia alterada
(scrambled, SCR). Al dia siguiente de realizar la inyeccidn icv se comenzé el tratamiento con
los farmacos cannabinoides (Cannabidiol 20mg/kg/dia; WIN 55.212-2, JWH-133, y HU-308
0.5mg/kg/dia) mediante inyeccidn intraperitoneal (ip). El tratamiento se administrd
diariamente durante las primera semana y durante las dos semanas siguientes cada 2 dias por
las tardes, para evitar el efecto agudo de los fdrmacos sobre los ensayos de comportamiento.
Se detallan los grupos experimentales y el nimero de animales de cada uno de ellos en la

Tabla 2.

Tabla 2. Grupos experimentales del tratamiento subcrénico con agonistas
cannabinoides.

Vehiculo WIN55.121-2 JWH-133 CBD HU-308
SCR 6 - - - -
AB 6 8 7 8 7

A los 8 dias de realizar la inyeccion icv se comenzd un ensayo de laberinto de agua de
Morris, a los 15 dias se comenzé un ensayo de reconocimiento de objeto nuevo y se
sacrificaron al finalizar el mismo, a los 19 dias desde el inicio del ensayo, mediante dislocacién
cervical y se extrajeron los cerebros para su posterior andlisis. En la Figura 27 se detalla el

desarrollo del experimento.
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Figura 27. Cronograma del tratamiento subcrénico con agonistas cannabinoides a ratones
inyectados icv con AB.
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4. Tratamiento oral prolongado de los animales

Transgénicos APP

Este ensayo constd de los grupos experimentales que se detallan en la Tabla 3, al
comienzo del ensayo cada grupo contaba de 10 animales debido a la elevada edad de los
animales y los procedimientos a los que fueron sometidos algunos animales fallecieron

durante el desarrollo del mismo por lo que muestroel numero de animales al final del ensayo.

Tabla 3. Grupos experimentales del tratamiento oral prolongado de animales
Tg APP.

Vehiculo WIN 55.212-2 JWH-133
Animales Wild Type 10 8 8
Animales Tg APP 10 7 9

Los animales tenian 9 meses de edad en el momento de comenzar el tratamiento con
los farmacos cannabinoides, una edad en la que aun no presentan sintomas cognitivos, y
recibieron tratamiento durante 4 meses ininterrumpidos con farmacos cannabinoides (WIN o
JWH) o el vehiculo en que fueron diluidos (Etanol) a razén de 0.2mg/kg/dia en el agua de
bebida. El consumo se controld cada 2 dias, para evitar el deterioro de los farmacos y controlar
la dosis de los mismos.

Para realizar un seguimiento de los animales, a los dos meses de comenzar el
tratamiento, se les realizaron una serie de ensayos para evaluar su estado motor y cognitivo
(Actividad motora y Laberinto de agua de Morris); asi como imagenes de resonancia magnética
(MRI). A los cuatro meses de comenzar el tratamiento se repitieron los ensayos cognitivos, a
los que se sumo el ensayo de reconocimiento de objeto nuevo y, ademas de MRI se les realizo
tomografia por emisidon de positrones (PET).

Al finalizar este periodo se sacrificd a los animales por dislocacidon cervical y se
extrajeron sus cerebros, mas adelante se especifica que muestras se extrajeron y como fueron
procesadas con detenimiento.

En la Figura 28 se detalla el cronograma del experimento.
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Figura 28. Cronograma del tratamiento oral prolongado y de los ensayos de comportamiento y
neuroimagen realizados, hasta el sacrificio de los animales.

5. Tests de Comportamiento
Todos los tests de comportamiento se realizaron a la misma hora del dia (8:30- 15:00

hrs) durante la fase diurna del ciclo circadiano de los animales.

5.1 Actividad Motora
Se registro en cajas de actividad con células fotoeléctricas (Digiscan Instruments Inc.,
USA) durante 30 min en una habitacién aislada e insonorizada, escogiéndose como parametros
a valorar los siguientes: actividad horizontal, actividad vertical (rears) y movimientos

estereotipados.

5.2 Laberinto de agua de Morris (water maze)

Se utilizé para determinar la capacidad de aprendizaje y memoria de los animales.
Consiste en una prueba de navegacion espacial en la cual se entrena a los ratones para que
encuentren una plataforma escondida en una piscina circular de agua de 100 cm de diametro,
con cuatro claves intra-laberinto, que consisten en figuras geométricas sencillas equidistantes.
La temperatura del agua se mantuvo constante durante el ensayo a 21 + 22C. El tiempo de
latencia maximo para encontrar la plataforma se establecié en 60 segundos y si el animal no
conseguia encontrarla se le situaba sobre la misma durante 15 segundos. Se realizaron 4
entradas cada dia, separadas entre si 30 min, comenzando desde cada una de las claves. El

entrenamiento se repitié durante 5 dias consecutivos.
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Figura 29. Esquema del laberinto de agua de 4
Morris.

5.3 Reconocimiento de objetos

Otro test utilizado para evaluar el estado cognitivo de los animales fue el test del
reconocimiento de objeto nuevo. Esta prueba se realiza en una caja cuadrada de 40x40x40 cm
con el suelo cubierto de serrin (usado por los mismo animales para evitar las pistas olorosas
por saturacién ambiental), durante tres dias consecutivos. El primer dia se habitta al animal a
la caja vacia durante 15min, el segundo dia se realizan 2 entradas de 10 min separadas por un
intervalo de 10 min exponiéndolo a 2 objetos iguales (entrenamiento), el tercer dia se cambia
uno de los objetos por otro nuevo y se realiza una Unica entrada de 10 min (prueba).

En cada una de las entradas se registra el tiempo que dedica el ratéon a explorar cada uno
de los objetos, considerandose como actividad exploratoria la aproximacion de la nariz del
animal al objeto a una distancia de 2 cm o menor. Los datos se expresaron como porcentaje de
exploracién respecto al tiempo total de exploracién en el dia de prueba. También se valoré el
tiempo dedicado a explorar los objetos en el dia de entrenamiento y se consideré como

indicativo de la atencion del animal.

Dia 1 Dia2 Dia3

Habituacidn Entrenamiento Test
15 min. 2 %10 min. 10 min.

Figura 30. Esquema del ensayo de reconocimiento de objeto
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6. Sacrificio de los animales y recogida de muestras

Al finalizar los cuatro meses de tratamiento los animales fueron sacrificados por
dislocacion cervical y se extrajo el cerebro entero, del cual se eliminaron mediante un corte
limpio el cerebelo y los bulbos olfatorios, posteriormente se dividi6 en dos mitades
sagitalmente, tomdndose las siguientes muestras para su posterior analisis:

Un hemicerebro se postfijo durante 24 horas en PF al 4%, se crioprotegié con
cantidades crecientes de sacarosa y finalmente se congeld a -802C en hexano. Las muestras se
conservaron a -202C hasta su posterior procesado histolégico.

Se diseccionaron la corteza e hipocampo de la otra mitad del cerebro, las muestras, se

congelaron inmediatamente en hielo seco y se mantuvieron a -802C hasta su analisis.
7. Analisis bioguimicos

7.1 Analisis de las proteinas por Western Blotting

Los tejidos se lisaron en tampon de lisis [HEPES (pH 7.9, 20mM, NaCl 100mM,EGTA
1mM, EDTA 1mM, Tritdn X-100 1%; como inhibidores de fosfatasas DTT 5mM, ortovanadato
soddico ImM y NaF 2mM, y Complete Mini (Roche) como inhibidores de proteasas)], seguido de
sonicado y centrifugacion (15.000g a 49C). Las proteinas de los lisados (40 pg/muestra) se
separaron por electroforesis SDS-PAGE (10%) y se electrotransfirieron a una membrana de
nitrocelulosa. Para bloguear uniones inespecificas se utilizé Tris 2.5mM, NaCl 13.7mM, pH 7.4
con 5% de leche en polvo desnatada, 0.1% Tween-20, durante 1 hora a RT. El anticuerpo
primario se incubd O/N a 42C (se detallan las concentraciones y referencias de los anticuerpos
en la Tabla 4) en el tampdn anterior con BSA al 1% en vez de leche. Se utilizaron anticuerpos
secundarios conjugados con HRP (1:10.000, Jackson Immuno Research Laboratories) y se

reveld por quimioluminiscencia (Amershan Biosciences)

Tabla 4. Anticuerpos utilizados en los ensayos de Western Blotting.

Anticuerpo Compaiiia (referencia) Concentracion
Anti-CB; Generado en el I. Cajal (a-CC2A) 1:4.000
Anti-CB, Affinity (PA1-746) Mackie 1:10.000
Anti-COX2 abCam (ab24591) 1:100
Anti-GFAP DAKO (G3893) 1:10.000

Anti- GSK3p BD Tran. Labs (610201) 1:5.000

Anti- P-GSK3p Cell Signaling (9336) 1:1.500

Anti- B-Tubulina Promega (G7121-G712A) 1:10.000
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7.2 Valoracion de ABio Y AB14> mediante ELISA

Para la valoracion de los fragmentos amiloidogénicos del APP se utilizaron los mismos
lisados de corteza que para la valoracidn de proteinas diluidos 5 veces.

Se utilizaron los siguientes kits de ELISA en fase sdlida (BioSource. Inc.; Covance,
respectivamente). Los pocillos estaban recubiertos por un anticuerpo especifico anti ABy.4, O
AB1.40. A continuacion se anadieron las muestras o los estandares, y posteriormente el
anticuerpo secundario biotinilado, siguiendo los protocolos de incubacidn del fabricante. Se

reveld con estreptavidina-peroxidasa y se valord la absorbancia en un fluorimetro FluoStarqy,.
7.3 Valoracion de los niveles de Endocannabinoides

Los niveles de cannabinoides enddgenos (AEA y 2-AG) fueron valorados en muestras
de hipocampo en el Mass Spectrometry Service del Institute of Medical Sciences de la
Universidad de Aberdeen (Reino Unido).

Las muestras se homogenizaron en 600ul de acetonitrilo/metanol (50/50), sobre hielo,
con un homogenizador de tejido Ultra Turrax. Como estandar interno se afiadieron 6 pmol de
d4-anandamida. Las muestras se llevaron a 70% agua afiadiendo 1.4 ml de agua y se
conservaron a -802C antes de la extraccion en fase sélida. Los estandares se prepararon de la
misma manera.

La extraccion en fase sélida se realizéd en un procesador de presidn positiva CEREX
System 48, con columnas poliméricas en fase reversa Strata-X, equilibradas con 1 ml de
metanol seguido de 1 ml de agua. Las muestras descongeladas se centrifugaron a 2.500 rpm
durante 20 min a 42C y los sobrenadantes se aplicaron a las columnas, mientras que en los
pellets se valoré la cantidad de proteina, para la normalizacion de los resultados.

El andlisis fue realizado en cromatdgrafo de liquidos Thermo Surveyor acoplado a ESI-
TSQ espectrometro de masas Quantum, controlado mediante el software Xcalibur v2.06, que
también sirvid para la adquisicion de datos. El analisis cromatografico, en condiciones
isocraticas, fue realizado en columnas ACE 5um C8 (150x2.1mm, Hichrom), utilizando como
fase mévil agua/metanol/ac. Férmico (15/85/0.5 v/v/v) a un flujo de 200 pl/min. La columna
se mantuvo a 302Cy la bandeja de muestras a 42C durante el analisis.

La AEA eluyd en un solo pico, mientras que el 2-AG lo hizo en forma de doblete dada la
presencia de isdmero 1(3)-AG. Las areas correspondientes a ambos picos del 2-AG fueron

consideradas en las valoraciones.
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7.4 Anélisis de la expresion génica

Para analizar los cambios en la expresidon de diversos genes de interés se extrajo el
RNA total de corteza, a partir del cual se sintetizd el DNA copia (cDNA) y se analizaron sus
niveles de expresion por PCR cuantitativa.

El RNA de las cortezas se extrajo mediante el reactivo TRIzol de acuerdo con el
protocolo del fabricante (Invitrogen). Se retrotranscribié un total de 1 ug de RNA (cuantificado
por espectrofotometria) de cada muestra, se empled para la reaccion de sintesis de cDNA 5U
de retrotranscriptasa del virus de la Myeloblastosis aviar en presencia de 20U de RNAsin

(Promega). Dicha reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 20ul durante 75min a 42°C.

Tabla 5. Secuencias de los primers utilizados en las PCR cuantitativas (5°a 3°).

Forward Reverse

B-actina TGTTTGAGACCTTCAACACC CGCTCATTGCCGATAGTGAT
TNF-a CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC
IL-6 GAGGATACCACTCCCAACAGACC AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA

Después se amplificé el cDNA con oligonucleotidos especificos. Como control interno
de amplificacidn y para asegurar que empledbamos la misma cantidad de cDNA por reaccion,
se amplificd el gen B-actina, cuya expresidn es constitutiva. La reaccion se llevd a cabo en un
volumen final de 25pl, se utilizo Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied biosystem) y 5
pmol de los primers. Tras una desnaturalizacidn inicial de 10min a 952C, las condiciones de PCR
fueron 15 seg a 95°C (desnaturalizacion); 30 seg a 602C (anillamiento); 30 seg a 602C
(elongacidn), el nimero de ciclos fue de 40 en todos los casos. El andlisis se basé en el método
de ACt. La cuantificaciéon se realizd con el software StepOne (Applied Biosystem). Las

secuencias de los primers utilizados se detallan en la Tabla 5.

8. Estudios de neuroimagen
8.1 Imagenes por Resonancia Magnética (IRM)

Los experimentos de IRM fueron realizados en un espectrémetro horizontal Bruker
Pharmascan® (Bruker Medical Gmbh, Ettlingen, Alemania) utilizando un iman superconductor
de 7,0 T, equipado con una resonador de volumen selectivo para 'H de 38 mm de didmetro y

un inserto de gradientes Bruker de 90 mm de diametro (intensidad maxima 360 mT/m). Todos
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los estudios fueron adquiridos en una consola Hewlett-Packard mediante el programa
Paravision (Bruker Mediacal Gmbh) operando sobre una plataforma Linux.

Los animales fueron anestesiados mediante inhalacion de oxigeno (1L/min.) con un
contenido de 3% de isofluorano y se mantuvieron anestesiados durante el ensayo con un 2%
de anestésico. La temperatura del animal se mantuvo constante a 372C aproximadamente,
utilizando para ello una manta térmica de agua. El estado fisioldgico de los animales fue
monitorizado en todo momento gracias al monitor fisiolégico Biotrig (Bruker) que controlaba
la tasa respiratoria y la temperatura corporal. Se tomaron todas las medidas necesarias para
minimizar el sufrimiento de los animales.

Para cada animal se adquirieron diversos tipos de imagenes y datos, unas con un fin
anatomico y otras funcional, dentro de la primera categoria se encuentran las imagenes
potenciadas en T2. Este tipo de imagenes presentan un elevado contraste entre tejidos por lo

gue muestran una gran definicién anatdmica.

Imagenes potenciadas en T2 (T2W):

Fueron adquiridas mediante secuencias de eco de espin con los siguientes parametros
de adquisicidn: TR = 2500 ms, TE = 60 ms, promedios = 6, matriz de adquisicion = 256 x 256

gue corresponde a una resolucién en plano de de 90 uz.

Mapas de Coeficiente de Difusion Aparente del Agua (ADC):

Los mapas de ADC se obtuvieron a partir de imagenes potenciadas en difusién del agua
(DWI). Las imagenes DW reflejan el movimiento relativo translacional de las moléculas de agua
en los diferentes tejidos. A partir de las mismas de puede obtener el valor del ADC de las
moléculas en cada regién. Usualmente cambios en los valores de ADC reflejan la presencia de
edema citotdxico o vasogénico (Schaefer et al., 2000) (Rovira et al., 2002), asi como un
aumento/disminucién de la celularidad.

Las imagenes de difusion se obtuvieron utilizando la secuencia de eco de espin de
Stejeskal-Tanner y empleando los siguientes parametros: TR = 4000 ms, TE = 25 ms, prodedios
= 1, duracién del gradiente de difusion (3) = 4 ms, separacidn de los gradientes de difusién (A)
= 16 ms, matriz de adquisicién = 128 x 128 que corresponde a un resolucién en plano de 195 x
195 p2, valores del factor b = 100, 400 y 1000 s/mm?2. Los mapas de ADC se obtuvieron por
medio de un ajuste lineal del logaritmo de la intensidad de la sefial (Sb) frente al valor del
factor b segun la expresion: log Sb = log Sy + b x ADC, donde Sb es el valor de la intensidad de

sefal de un pixel determinado en presencia de un valor b dado.
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Adquisicion de los mapas de Transferencia de Magnetizacién (MT):

La MT es una técnica de IRM que genera un contraste cuyo mecanismo se fundamenta
en el intercambio de magnetizacién entre los patrones de agua y los que forman parte de
macromoléculas grandes y con poca movilidad, como la mielina. Con las imagenes de puede
obtener un mapa indirecto de la concentracién de mielina en el parénquima encefdlico. Esta
técnica identifica la presencia de alteraciones en la sustancia blanca de apariencia normal, que
se atribuye a la existencia de lesiones desmielinizantes microscdpicas (Hanyu et al., 2000).

Los mapas de MT se obtuvieron a partir de dos secuencias idénticas de eco de espin,
una de ella con un tren de pulsos de MT conectado y la otra con el tren de pulsos
desconectado. Se utilizaron los siguientes parametros: TR = 2500 ms, TE = 10 ms, promedios =
1, matriz de adquisicién = 128 x 128 que se corresponde con una resolucién en plano de 195 x
195 uz, ndmero de pulsos de tren de MT = 50, intensidad de cada pulso de MT = 5,5 uT. Los
mapas se expresaron en porcentaje y se obtuvieron pixel a pixel aplicando la siguiente
ecuacion matematica: % MT = [(Sg — Swmr) / So] X 100 donde Syt es la intensidad de un pixel
determinado en la secuencia en que se aplica el pulso de MT y Sy en la intensidad de ese

mismo pixel en la secuencia en que no se aplica.

Valoracion de ADC y MT en las distintas zonas cerebrales:

A partir de imagenes potenciadas en T2 con la misma geometria que los mapas
paramétricos de ADC y MT se seleccionaron las siguientes regiones de interés (ROIls) en cada
seccion: corteza motora e hipocampo. Empleando el programa libre Image J (Image processing
and analysis in Java, NIH, EE.UU) se seleccionaron a mano alzada regiones de entre 35 y 45

pixels (que se corresponden con una regién anatémica en cada caso de 9-12 mm?) (Figura 31),

Imagen en T2* Mapa ADC Mapa MT

Figura 31. Ejemplo de la seleccion de las zonas de cerebrales para su analisis en mapas de ADC y MT. En
rojo se indica la zona de corteza y en azul hipocampo.

de cada uno de los ROl y de, al menos, 2 secciones por cada animal. Se obtuvo la media de

cada regién por animal y la de cada grupo experimental.
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8.2 Espectroscopia in vivo por Resonancia Magnética

Todos los andlisis de ERM localizada fueron llevados a cabo en el equipo Bruker

Pharmascan de 7,0 T en animales anestesiados (2% Isoflourano). Se adquirieron en todos los

Estriado

Hipocampo

Figura 32. Imagenes representativas de la localizacion de los voxels de espectroscopia.

casos los espectros empleando una secuencia PRESS (Point REsolved SpectroScopy) con una

secuencia VAPOR para suprimir la sefial del agua y los siguientes parametros de adquisicion: TR
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Animal Wt-Vehiculo (Cédigo 5B7) Animal APP-Vehiculo (Cédigo F80)

Figura 33. Espectroscopias representativas de un animal Wt-Veh y un animal APP-Veh. Se
indican los picos correspondientes a la colina (Cho), la creatina (Crea) y el acido N-acetil
aspartico (NAA).
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= 3000 ms, TE = 35 ms, nimero de adquisicines = 128, tamafio del voxel =3 x3 x 3 mm?> (27
plL).

Las regiones estudiadas fueron hipocampo medial y estriado. Se situaron 2 voxeles de
3x3x3 mm (Figura 32), uno en cerebro anterior (estriado) y otro en cerebro posterior
(hipocampo). El véxel localizado en cerebro anterior identifica mayoritariamente el estriado,
aunque también contribuyen algunas regiones de la corteza cerebral, por ej corteza cingulada,
prelimbica, motora. El véxel localizado en cerebro posterior, en cambio, valora el hipocampo,
aunque también incluye parte del talamo o del mesencéfalo.

Los metabolitos valorados fueron en todos los casos: acido N-acetilaspartico (NAA),
compuestos derivados de creatina (Cr) y compuestos derivados de colina (Cho). Los datos
fueron procesados mediante el programa de analisis de espectros MestRec © Los valores se
normalizaron respecto a la Cre y/o Cho como metabolitos que pueden ser utilizados como

estdndares internos, podemos ver dos espectros representativos en la Figura 33.

8.3 Captacion de 18F-Fluorodeoxiglucosa (18-FDG) por Tomografia por
Emision de Positrones

Los animales fueron anestesiados mediante inhalacidon de oxigeno 1L/min con 2% de

isofluorano e inyectados intraperitonealmente  con'®FDG  (300uCi/200ul  salino;

InstitutoTecnolégico PET, Madrid). Tras un periodo de incorporacién de 45 min, se realizo la

adquisicion de imagenes tomograficas durante otros 30 min. Para ello se utilizd el equipo de

microPET Albira, de 8 detectores (Oncovision, Espafia).

% s oo 22y ferra |

Hipocampo, Talamo Cerebelo, Tronco Estriado

Figura 34. Imagenes representativas de la seleccidn de los Volumenes de Interés (VOIs) de PET.
Seleccionados sobre imagenes de Resonancia, para analizar los datos obtenidos por PET.

Con el fin de delimitar las estructuras cerebrales en estudio, las imagenes PET se

corregistraron con una imagen de resonancia potenciada en T2 (Bruker Biospin, Alemania).
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Posteriormente, sobre dicha imagen de resonancia, se trazaron los volimenes de interés
(VOIs) correspondientes a las estructuras cerebrales a analizar (Figura 34).

Todo este proceso de visualizacidn, delimitacién de VOIs y cuantificacién se realizé con
el programa PMOD 2.9 (PMOD Technologies, Suiza). Las regiones de interés analizadas fueron:

corteza frontal, corteza parieto-temporal, estriado e hipocampo.

9. Inmunohistoquimica

Estos experimentos se llevaron a cabo mediante técnicas estandar en secciones de
criostato de 40 um (conservadas en PBS/ Azida 0.01% a 42C) y en flotacidn libre.

Como paso previo se lavaron las secciones en PBS 5 minutos (3 veces). Se bloqued la
peroxidada enddgena con metanol y H,0, 1% y las uniones inespecificas en tampdn fosfato
50mM o PBS con las concentraciones de suero normal de cabra (NGS) y Tx-100 que se indican
en la Tabla 6. Los anticuerpos primarios se prepararon en el mismo tampdn que se indica en
dicha tabla y se incubaron el tiempo indicado en cada caso a 42C. Tras atemperar las secciones
se incubaron con el anticuerpo secundario acoplado a biotina (Jackson SA) durante 90 minutos
a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo se reveld por sistema indirecto usando el

complejo avidina-biotina peroxidasa (método ABC, Pierce) preparado en PBS 30 minutos antes

Tabla 6. Anticuerpos utilizados en ensayos de Inmunohistoquimica: se indican la compaiiia,
dilucién, buffers de incubacion y anticuerpos secundarios.

ario

Compaiiia Concentracion Anticuerpo 2
Anticuerpo Buffer incubacion
(referencia) (Incubacidn) (DAB)
WAKO (019-
PB/NGS 1%/ Tx-
Iba-1 19741) 1:1000 (ON) 1:200
100 0.2%
a-Rabbit
Generadoenel l.
PB/ NGS1%/ Tx-
CB1 Cajal 1:800 (2dias) 1:100
100 0.1%
(a-CC2A)
Sigma (G3893) PB/NGS 1%/ Tx-
GFAP 1:1500 (ON) 1:200
a-Mouse 100 0.2%
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de su utilizaciéon y se visualiz6 mediante la oxidacion de 3,3'-diaminobenzidina (DAB),
como cromédgeno, sin intensificar o intensificando con sulfato de niquel amonio (se indica en
cada caso, Tabla 6).

Finalmente las secciones se montaron secuencialmente en portas gelatinizados y tras
dejarlas secar durante 24 horas, se deshidrataron en alcoholes de concentraciones crecientes y

en xileno, y se colocaron los cubreobjetos con DEPEX (BDH).

Anadlisis de imagen:

Tras el montaje de las secciones se tomaron fotografias representativas de las regiones
de interés (Corteza e Hipocampo) en microscopio Axiolab (Zeiss), equipado con una cdmara
digital Nikon DS-Fil.

El analisis de imagen se realiz6 mediante el software MCID Image Analysis System 1y
(InterFocus Imaging Ltd, UK) o mediante el programa libre Image) (Image processing and
analysis in Java, NIH, EE.UU).

En los resultados de la inmunocitoquimica para GFAP se analizaron 4 imagenes por
animales a 4 aumentos de hipocampo, para valorar la DOR (Densidad 6ptica relativa, en MCID)
en 5 regiones que abarcan stratum radiatum y stratum lacunosum moleculare y se hace la
media de los 5 valores obtenidos.

Para los resultados de la inmunocitoquimica de Iba-1se analizaron el numero de
células multipolares positivas para Iba-1por seccién (Imagel), en 2 fotografias por seccion a 20

aumentos, en la region de corteza.

10. Estadistica

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism versién 5.0.
Las comparaciones se realizaron por andlisis de la varianza de una o dos vias, segun
corresponda, seguido del test Newman-Keuls de multiples comparaciones, o del test de

Student desapareado. Se consideraron significativos valores de p<0.05.
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Efectos de los cannabinoides sobre funciones de la

microglia (ensayos in vitro)
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1. Localizacion de receptores cannabinoides en microglia

A lo largo de esta seccidon examinaremos la influencia de los farmacos cannabinoides sobre
diversas funciones microgliales.

Era importante averiguar, si tanto los cultivos primarios, como las lineas celulares
utilizadas en los posteriores experimentos, expresan los receptores cannabinoides y si, por lo
tanto, serian capaces de responder a los farmacos utilizados.

Para investigar la localizacion de los receptores cannabinoides en la microglia primaria
de rata y la linea celular N13 se utilizaron técnicas inmunocitoquimicas con anticuerpos
especificos frente a ambos tipos de receptores (CB; y CB,). La inmunoreactvidad tanto frente a
CB; (1:900; Anticuerpo generado en el |. Cajal-CC2A) como a CB, (1:900; anticuerpo de Affinity)
se localizaba en todo el cuerpo celular, citoplasma y nucleo, asi como en los lamelipodios

(Figura 35).
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Figura 35. Localizacion de los receptores cannabinoides en microglia primaria de rata. Ay B
microglia primaria de rata; C y D Linea microglia N13. A y C, tincién inmunohistoquimica para el
receptor CB;. B y D, tinciédn inmunocitoquimica para el receptor CB, localizada en todo el cuerpo
celular. Fotos realizadas a 40x.

2. Ensayos de Migracion microglial en la linea N13

En esta serie de ensayos se abordd el estudio de la funcién migratoria microglial

promovida por farmacos cannabinoides y el péptido AP.
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La primera serie de ensayos se llevd a cabo utilizando la linea microglial N13, valorando la
migracion de estas células a las 3 horas de haber afiadido los distintos compuestos a la cdmara
inferior de los cultivos. Los estudios con LPS y fMLP se realizaron tras 4 horas de incubacién.

En primer lugar determinamos la migracidn de las células N13 inducida por
concentraciones crecientes de dos compuestos (Lipopolisacarido, LPS y péptido Formilado,
fMLP) de conocida capacidad migratoria (Cui et al., 2002). En dichos ensayos preliminares
observamos que ambos compuestos eran capaces de inducir de manera concentracion
dependiente la migracion de las células a través de la membrana porosa que separaba ambas
camaras (Figura 36). Asi el LPS incrementd significativamente el nimero de células que habian
migrado, observandose su efecto maximo (150% respecto al control no estimulado) a la
concentracidon de 6 pg/ml. El efecto del péptido fMLP fue algo mas potente, pues la mayor

concentracion ensayada (200 ng/ml) indujo un 130% de migracion respecto al control.
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Figura 36. Inducciéon de la migracién microglial por LPS y fMLP. A, induccién de la migracion de la
linea microglial N13 a través de una membrana porosa por LPS de manera concentracion
dependiente. B, inducciéon de la migracion de la linea microglial N13 por fMLP de manera
concentracion dependiente. Los resultados se expresan como porcentaje de células que atraviesan
la membrana respecto al control (n=3).Media + ESM.

Una vez demostrado que la linea celular era capaz de responder a estimulos migratorios, a
continuacién se estudié el efecto de los agonistas cannabinoides, WIN 55.212-2 y JWH-133.
Ambos cannabinoides fueron capaces de promover la migracion de las células N13. El efecto
fue muy pronunciado desde concentraciones bajas (50nM) y no parecia ser concentracién
dependiente. Probablemente esto se debia a la capacidad migratoria de esta linea microglial.
En los siguientes experimentos decidimos utilizar una concentracion intermedia de 200nM.

El resultado de la adicién tanto de WIN como de JWH fue un aumento de la migracién
de la linea N13, a través de la membrana, de aproximadamente un 20% respecto a los

controles (Figura 37, B).
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El efecto del WIN sobre la migracién no fue alterado ni por el antagonista CB; selectivo
SR141716 (200nM; SR1) ni por el antagonista CB, selectivo SR144528 (200nM; SR2). Para
inhibir el efecto de WIN fue necesario combinar ambos antagonistas (Figura 37, B).

En el caso del JWH, el efecto sobre la migracién fue totalmente antagonizado por el
antagonista CB,, y no fue modificado por el antagonista CB; Los antagonistas carecieron de
efecto sobre la migracion.

El péptido amiloide fibrilado (AB) (2 uM) también promovié la migracidn de la linea
N13 (Figura 37, A) en una proporcidon muy similar (20% de incremento) a la de los agonistas
cannabinoides. Sin embargo, la adicién conjunta a los cultivos del AB con los cannabinoides, no

modificé los efectos observados (resultados no mostrados).

140+

oy)

*xk *xk

130+

120+

110+

% cels vs control

100+

Figura 37. Los farmacos cannabinoides WIN y JWH promueven la migracion de la linea N13 activando
receptores cannabinoides CB; y CB,. A, Imagen representativa del incremento de la migracién inducida por Fib,
WIN y JWH respecto al Vehiculo. B, WIN y JWH promueven la migracidn, el efecto del WIN fue bloqueado por la
combinacién de los antagonistas SR1 y SR2; mientras que el efecto del JWH se antagonizé con SR2. Los
resultados se expresan como la media + ESM de n=5 experimentos independientes. *** p<0.005 vs control (C);
T p<0.05 vs el cannabinoide.

3. Ensayos de migracion microglial en microglia primaria de

rata

Una vez valorados los efectos de los cannabinoides sobre la migracidn de una linea de
microglia inmortalizada procedimos al analisis de estos en cultivos de microglia primaria de
rata.

El AB fibrilado, en un amplio intervalo de concentraciones (25 - 250 nM) promovid la

migracion de manera concentracién dependiente (Figura 38, A). El WIN (0.1nM -10uM)
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promovio la migracion de la microglia de rata de manera concentracion dependiente entre las
concentraciones de 0.1 y 50nM (Figura 38, B). El JWH (0.5nM — 1uM) posee un efecto bifésico

(Figura 38, C), promueve migracion de manera concentracidn dependiente entre las

AB (Fibrilar) WIN 55.212-2 JWH-133
500- 400- 400
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Figura 38. Tanto el péptido amiloide fibrilado, como los cannabinoides WIN y JWH promueven
migracion de la microglia primaria de manera concentracion dependiente. A, efecto concentracidn
dependiente del AP Fib sobre la migracion de la microglia primaria. B, efecto concentracién
dependiente del WIN entre 0.1 y 50nM. C, efecto bifasico del JWH. Los resultados son la media (n=5
experimentos independientes) y estan expresados como porcentaje respecto al control.

concentraciones de 0.5nM y 200nM.

Ademas de los dos agonistas estudiados en los ensayos anteriores, analizamos el efecto de
otros dos compuestos cannabinoides. Por un lado, el cannabidiol (CBD) un fitocannabinoide
gue posee una baja afinidad por los receptores CB, y CB, y por otro lado HU-308, agonista
sintético CB, selectivo (Figura 39).

En la Figura 39 se recogen todos estos resultados. Por razones comparativas también se ha
incluido el efecto sobre la migracion del LPS (3ng/ml) y del ABi4 Fibrilar (200nM) que

indujeron una respuesta migratoria de aproximadamente el 250% respecto a los controles
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Figura 39. Los farmacos cannabinoides promueven la migracion de la microglia primaria, efecto
mediado por receptores. LPS 3ng/ml, Fib 215nM, WIN 150nM, JWH 200nM, CBD 400nM, HU-308
400nM. Resultados expresados como porcentaje de células que atraviesan la membrana respecto a
control (n = 5) Media = ESM. ** p<0.01; 1 p<0.05.
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(Figura 39). De acuerdo con estos resultados la microglia primaria posee una capacidad
migratoria superior a la que mostraban las células N13 (alrededor del 120% respecto al
control).

Todos los compuestos ensayados promovieron de una forma eficaz la migracién de
microglia de rata en cultivo, incrementando en un 100-150% la migracién respecto a los
controles. La potencia relativa de los compuestos fue WIN 55,212.2>JWH-
133>cannabidiol=HU308. El efecto del WIN y del CBD fue bloqueado tanto por el SR1 como
por el SR2. En cambio, la migracién promovida por los dos agonistas CB, selectivos (JWH y HU)

solo fue antagonizada por el SR2.

4. Migracion de la linea microglial N13 sobre secciones de

enfermos de Alzheimer e individuos control

Con el fin de comprobar la posible migracién promovida, en este caso, por el AB presente
en las placas seniles de corteza cerebral de pacientes afectados por la EA, se utilizaron como
sustrato secciones de estas zonas cerebrales, y sirvieron como controles secciones de
individuos sanos. Asi, se marcaron células N13 con Fast Blue y se cultivaron durante 24 h en

presencia o ausencia de los compuestos en estudio.

A Control 60 (20X):

B EA 573 (20X):

C

Figura 40. Los cannabinoides aumentan la migracion de
microglia sobre secciones de CxFrontal de EA: fotos de
sustancia gris, N13 en azul y el tejido en verde. A, En las
secciones de sujetos control no se observan células FB 4
positivas. B, En las de EA, si se observan células y su densidad Dep6sitos AB
aumenta en presencia de los cannabinoides. C, Se observaron
depdsitos de AB por inmunohistoquimica en secciones
adyacentes.
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En la Figura 40 (A) podemos observar la ausencia de marcaje con Fast Blue en secciones de
un sujeto control tratadas con vehiculo, como en las tratadas con uno u otro cannabinoide. Es
decir no se encontraron células adheridas a las secciones de individuos control después de 24
h.

Sin embargo si se observaron células fluorescentes sobre secciones de corteza de
pacientes de EA (Figura 40, B), con una distribucién similar a los depdsitos de AB (Figura 40, C).
Por otro lado, los tratamientos con WIN y JWH (200nM) en el medio de cultivo aumentaron el
numero de células marcadas con Fast Blue en la seccidon, en comparacién con las secciones

tratadas con vehiculo.

5. Reduccion de la produccion de nitritos en microglia

promovida por LPS mediante farmacos cannabinoides

Distintos agentes dan lugar a la activacidon microglial generando NO e incrementando
los niveles de nitritos en el medio de cultivo y los cannabinoides son capaces de disminuir su
concentracién. En este caso utilizamos la linea microglial BV2 para evaluar la produccién de
nitritos y el efecto de los fdrmacos cannabinoides en estudio.

La liberacién de nitritos al medio de cultivo fue promovida por LPS a una concentracion
de 10uM, a razén de unos 15 pg/ml de nitritos totales en 24 horas.

En células microgliales todos los cannabinoides redujeron la produccién de nitritos
promovida por LPS de manera concentracién dependiente (Figura 41). La potencia relativa de
los agonistas cannabinoides en reducir la generacion de nitritos fue CBD=HU>JWH>WIN. De
hecho, como puede observarse en la Figura 41 (B), CBD 300nM, HU 400nM, JWH 500nM y WIN
1uM, redujeron la produccidn de nitritos en un 50% aproximadamente.

En microglia primaria de rata, la adicion de los cannabinoides a una concentracién de
500 nM dio lugar a una reduccidn similar (alrededor del 50%) en los niveles de nitritos (Figura
41, C).

Para analizar si estos efectos estaban mediados por receptores cannabinoides
combinamos los farmacos a las concentraciones IC50 con los antagonistas SR1 y SR2 a 1uM
(Figura 42). Pudimos observar que los antagonistas por si mismos no tienen efecto sobre la

produccién de nitritos y que ninguno de los antagonistas revertio el efecto de los agonistas.
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Figura 41. Los cannabinoides inhiben la produccién de nitritos promovida por LPS tanto en la linea BV2
como en microglia primaria. A, Inhibicidon concentracidon dependiente inducida por los cannabinoides en las
células BV-2. Se indica la IC50 en cada caso. B, inhibicion de la produccion de nitritos por cannabinoides en la
linea microglial BV-2. C, inhibicion de la produccién de nitritos en microglia primaria de rata inducida por los

cannabinoides. Resultados expresados como porcentajes respecto al control (n =
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Figura 42. La inhibicidn de la produccion de nitritos mediada por cannabinoides es independiente de
receptores cannabinoides. Todos los compuestos, excepto el control se combinaron con LPS 3uM. Los
antagonistas solos no tuvieron efecto sobre la produccion de nitritos, ni modificaron el efecto de los
cannabinoides de manera significativa. Por otro lado la combinacién de CBD con los otros
cannabinoides tampoco tuvo efectos significativos. (n = 3) Media + ESM. * p<0.05 vs LPS; # p<0.05 vs

control.
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Efectos in Vivo del tratamiento subcrénico con
agonistas cannabinoides en ratones C57 inyectados
con AB
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En estudios previos se habia demostrado que la administracion icv de AP da lugar al
desarrollo de déficits cognitivos y a una respuesta inflamatoria similar a la que ocurre en la
enfermedad de Alzheimer. Decidimos utilizar este modelo farmacoldgico de EA para evaluar la
posible eficacia terapéutica de los cannabinoides. Asi, tras una Unica inyecciéon de AP icv se
traté a los animales con los compuestos durante dos semanas y se realizaron una serie de test

cognitivos. Tras el sacrificio de los animales se analizaron, mediante PCR cuantitativa, los

niveles de dos citoquinas proinflamatorias: TNF-a e IL-6

1. Efectos del tratamiento subcrénico con cannabinoides

sobre distintos parametros de comportamiento

Para determinar las alteraciones cognitivas que ocurrian en este modelo se realizaron dos

ensayos de comportamiento: Aprendizaje de una tarea de navegacion espacial y Prueba de la

novedad.

a. Prueba de navegacion espacial (Water Maze):

A los siete dias de la inyeccion icv se sometié a los animales a una prueba de aprendizaje

A B
CBD & WIN (Agonistas mixtos) JWH & HU (Agonistas CB2)
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Figura 43. Efectos de los cannabinoides sobre el aprendizaje de una tarea espacial.

de la representacion grafica. ANOVA de medidas repetidas * p<0.05vs Scr; T p<0.05 vs Fib.

A los 7 dias de la

inyeccién de AP icv y tras la administracién diaria de los farmacos (CBD 20mg/kg/dia; WIN, JWH y HU
0.5mg/kg/dia). Se valoré el tiempo de latencia (seg) en encontrar la plataforma escondida en la piscina. A,
animales inyectados con SCR o Fib + WIN/CBD. B, animales inyectados con SCR o Fib + JWH/HU. Los datos son
la media de 7-8 animales por grupo y se expresan en segundos. No se representa el ESM para mayor claridad
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de navegacion espacial (water maze) (Figura 43). Los animales control (SCR-Veh) aprendieron a
encontrar la plataforma escondida a lo largo de 5 dias de entrenamiento.

Los animales que fueron inyectados con AP icv mostraron déficits en aprender la tarea de
navegacion espacial (Figura 43, A) ya que los tiempos de latencia para encontrar la plataforma
fueron significativamente mayores (aprox. 35 seg) respecto a los animales inyectados con el
péptido control (aprox. 20seg.), durante los tres ultimos dias del ensayo.

En la Figura 43, A, se recogen los resultados obtenidos tras la administracion de CBD y
WIN. Los agonistas cannabinoides CBD y WIN, fueron capaces de prevenir el deterioro
cognitivo inducido por la inyeccion de AR de manera significativa entre los dias 3 y 5, los
tiempos de latencia en encontrar la plataforma fueron similares a los de los animales control
(SCR).

En cambio los agonistas CB, selectivos, JWH y HU (Figura 43, B), no fueron capaces de

mejorar el efecto del AR administrado icv.

b. Prueba de reconocimiento de objeto nuevo:

La prueba de la novedad se llevé a cabo a los 15 dias de la inyeccién de AB icv. Se
desarrolla en 3 dias consecutivos, durante el dia del aprendizaje todos los animales exploraron
durante un 50% del tiempo cada uno de los objetos iguales que les eran presentados, es decir,
no existia ninglin sesgo en cuanto a la posicion del objeto que pudiera falsear los resultados de

la prueba (datos no mostrados).

TEST

80- Figura 44. Memoria de trabajo tras la
*% *x *% ok administracion icv de AP Fibrilar. Se valoré

T T ** *% T mediante la prueba de la novedad a los 15

60+ dias de la administracién icv de AB vy tras la
administracion subcrénica de CBD

40- 20mg/kg/dia, WIN/JIWH/HU 0.5mg/kg/dia.
Tras una habituacién a la caja, se presentd a

cada animal dos objetos iguales y al dia

20 siguiente se cambioé uno de los objetos por un
objeto nuevo (Test). Todos los grupos

oL AL aE experimentales fueron capaces de distinguier

S & O IS O o

el objeto nuevo respecto al viejo Datos
expresados como porcentaje de tiempo

SCReveh  Veh  WIN  JWH CBD HU308 empleado en el reconocimiento del objeto

+ESM, ** p<0.01

(OV-Objeto Viejo; ON-Objeto Nuevo). Media
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El tercer dia se cambid uno de los objetos por otro totalmente distinto, este dia todos los
animales, independientemente del tratamiento, exploraron mas el objeto nuevo que el viejo
(Figura 44).

No se observaron diferencias significativas ni entre los animales inyectados con el péptidos
control y los inyectados con AP icv, ni entre los animales sometidos a tratamiento ip con los

distintos cannabinoides.

2. Efectos del tratamiento con cannabinoides sobre los
niveles de citoquinas proinflamatorias en ratones inyectados
con AB

Basandonos en los resultados obtenidos en las pruebas de comportamiento, analizamos la
expresion de dos citoquinas proinflamatorias: IL6 y TNFa, en la corteza cerebral de los grupos
experimentales cuyo tratamiento (WIN y CBD) fue capaz de prevenir el deterioro cognitivo
inducido por el AB (Fib-Veh):, ademas del grupo control (SCR-Veh).

TNFa es una molécula mediadora, entre otros efectos, de apoptosis y elevacion de los
niveles de éxido nitrico. En la Figura 45 (A), se observa un incremento en la expresién de TNFa

en el grupo inyectado icv con AB y tratado con vehiculo, respecto a los animales control. WIN
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Figura 45. Efectos de la administracion icv de AP Fibrilar y del tratamiento con cannabinoides
sobre los niveles de expresion citoquinas en corteza cerebral. Analisis mediante PCR en tiempo
real de los niveles de mRNA. A, Los niveles TNFo aumentaron en los animales inyectados icv con AB
Fibrilar y ninguno de los cannabinoides pudieron revertir este efecto. B, IL-6 aumento 6veces sus
niveles con la inyeccién icv de Fibrilar, tanto WIN como JWH (0.5mg/kg/dia) redujeron de manera
altamente significativa este efecto (hasta niveles control). Media £ ESM, *** p<0.005.
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no redujo de forma estadisticamente significativa la expresion de esta citoquina y CBD
tampoco alterd este incremento.

IL-6 constituye un importante mediador de la respuesta inflamatoria en fase aguda y
regula la expresion de otras citoquinas y quimioquinas. Podemos observar (Figura 45, B) que
los niveles de mensajero de IL-6 se encontraban marcadamente elevados (6X) en el grupo
inyectado con el péptidos AB Fibrilar 20 dias antes. En este caso, el tratamiento tanto con WIN

como con CBD redujo de manera altamente significativa la expresion de IL-6.
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Efectos in Vivo del tratamiento oral prolongado con

agonistas cannabinoides en el modelo Tg APP

95



RESULTADOS

96

El segundo modelo experimental utilizado para ensayar el mecanismo neuroprotector de
los cbs en la EA fue uno de los multiples modelos transgénicos de la enfermedad, en concreto
el transgénico 2576 (Tg APP). En este modelo los primeros sintomas cognitivos aparecen a los
9 meses de edad. Por ello, como una estrategia preventiva comenzamos el tratamiento con los
farmacos a los 7 meses. La administracidn se realizé en el agua de bebida.

Los farmacos utilizados en este ensayo fueron el WIN 55-212.2 y el JWH-133 cuyo papel
neuroprotector habia sido demostrado en estudios anteriores (Ramirez et al., 2005). El
tratamiento se llevo a cabo durante 4 meses ininterrumpidos a una dosis de 0.2mg/kg/dia. Asi
mismo se monitorizé el consumo de agua y las variaciones en el peso de los animales durante
todo el estudio.

Se realizd un seguimiento exhaustivo de los animales durante este periodo, a los 2 y 4
meses de tratamiento se sometid a los animales a una serie de ensayos cognitivos y pruebas

de neuroimagen, las cuales nos permitieron estudiar el estado cerebral de los animales in vivo.

1. Efecto del genotipo y de los cannabinoides sobre la

actividad motoray parametros cognitivos

Para determinar las posibles alteraciones cognitivas que ocurrian a los 2 y 4 meses de
tratamiento se realizaron dos pruebas comportamentales: aprendizaje de una tarea de
navegacion espacial y la prueba de reconocimiento de un objeto nuevo. También se estudio la

actividad motora de estos animales.

1.1 Efecto agudo del WIN sobre la actividad motora:

Se analizé la actividad motora de los animales tras la administracion aguda del
agonista cannabinoide WIN a la misma dosis que se utilizaria en el tratamiento crénico
(0,2mg/kg) o del vehiculo (ver Figura 46). Para comparar el efecto agudo con el subcrénico. La
actividad horizontal se vio reducida en los animales Wt tras el tratamiento agudo con WIN, los
TgAPP presentaban una reduccion significativa de la distancia recorrida y el tratamiento con
WIN no modificéd este efecto del genotipo (Figura 46, A). El nimero de elevaciones se vid
reducido en los Wt por efecto del tratamiento, los TgAPP, mostraron una reduccién
significativa de este parametro y el tratamiento con WIN no modificé este efecto (Figura 46,
B). Observamos que las esterotipias no se vieron afectadas ni por el genotipo, ni por el

tratamiento (Figura 46, C).
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Figura 46. Efecto agudo del tratamiento con WIN 0.2mg/kg sobre la actividad motora en animales
de 12 meses Wt y TgAPP. A, la actividad motora expresada como distancia recorrida en cm, se
encontré significativamente disminuida en los transgénicos, el tratamiento con WIN redujo este
pardmetro en los animales Wt, pero no en los TgAPP. B, los TgAPP vieron disminuido el nimero de
elevaciones respecto a los Wt, el WIN redujo el nimero de elevaciones en los Wt pero no afecto a los
TgAPP. C, el numero de esterotipias no se vio afectado ni por el genotipo ni por el tratamiento. Los
datos muestran la actividad registrada durante 30 minutos, los valores son la media + ESM, (n = 7-8)
animales por grupo. ** p<0.01 vs Wt-Veh; * p<0.05 vs v. ANOVA de 1-via, post-hoc N-K.

1.2 Actividad motora

Dado que los ensayos de aprendizaje implican una respuesta motora, se estudiaron
previamente los posibles efectos del tratamiento con los cannabinoides WIN y JWH sobre la
conducta motora. Se valord la actividad horizontal, el nimero de elevaciones o posturas

erguidas (rears) y el de esterotipias (Figura 47).

2 meses tratamiento (9 meses de edad):

La actividad horizontal (Figura 47, A), expresada como distancia recorrida en cm, no se
vio afectada por los tratamientos en los animales silvestres, mientras que los animales
transgénicos vieron disminuido este pardmetro en comparacidon con los Wt en un 30%
aproximadamente. Los animales transgénicos, tratados con WIN aumentaron la distancia
recorrida a niveles de control, mientras, el tratamiento con JWH no tuvo efecto significativo.

La actividad vertical o n2 de elevaciones, estad recogida en la Figura 47, B. En los
animales silvestres, tanto el WIN como el JWH aumentaron el nimero de elevaciones
significativamente hasta un 140% respecto a los tratados con vehiculo. Los Tg APP mostraron
una reduccion significativa de este pardmetro respeto a los animales Wt de un 40%. El

tratamiento con WIN no tuvo efecto significativo sobre el numero de elevaciones de los Tg
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APP, mientras que JWH aumento significativamente a el doble este parametro respecto a los
tratados con vehiculo.

Por otro lado el nimero de esterotipias no se vio afectado ni por el genotipo ni por el

tratamiento (Figura 47, C).
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Figura 47. Actividad motora tras 2_meses de tratamiento oral con WIN y JWH (0.2mg/kg/dia). A, la
actividad motora expresada como distancia recorrida en cm, se encontré muy significativamente disminuida
en los transgénicos, efecto que se revertié con el WIN. B, ambos tratamientos incrementaron el numero de
elevaciones en los WT, se vieron reducidas en los transgénicos, en este caso fue el JWH el que contrarresto
su alteracién. C, el numero de esterotipias no se vio afectado ni por el genotipo ni por el tratamiento. Los
datos muestran la actividad registrada durante 30 minutos, los valores son la media £ ESM, n = 7-8 animales
por grupo. ## p<0.01 vs Wt-Veh; * p<0.05 vs control; ** p<0.01 vs control.

4 meses de tratamiento (11 meses de edad):

Tras otros dos meses mas de tratamiento, volvimos a analizar la actividad motora de
los animales (Figura 48).

La actividad motora horizontal (Figura 48, A) en los animales silvestres (314 + 30) se vio
aumentada significativamente por el tratamiento con WIN (507 + 70). Se observé una
disminucién significativa en los transgénicos (230 + 38) respecto a los Wt. En los Tg APP el
tratamiento con WIN aumento (340 + 20) la distancia recorrida respecto a los animales
tratados con vehiculo. El JWH no tuvo efecto en los transgénicos.

El nimero de elevaciones (Figura 48, B), fue incrementado tanto por WIN como por
JWH (47%) en los animales silvestres (34 + 4). Este pardmetro se redujo en los Tg APP

(alrededor del 50%) respecto a los Wt y los cannabinoides no modificaron esta alteracién en
los transgénicos. El nimero de esterotipias (Figura 48, C) no se vio afectado ni por el genotipo

ni por el tratamiento, al igual que ocurria a los 2 meses de tratamiento.
Cabe destacar que tanto en actividad horizontal, como en el nimero de elevaciones, se

puede observar una reduccidon de estos pardmetros en todos los grupos experimentales desde
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los 2 a los 4 meses de tratamiento. En la actividad horizontal pasan de unos 600cm de media a
los 2 meses a 400cm a los 4 meses de tratamiento. Mientras que en las elevaciones pasan de
100 elevaciones de media a 40. Esto nos indica que los animales son capaces de recordar el
entorno, ya que en tan solo dos meses no se ha podido producir un deterioro tan grave de sus

capacidades fisicas.
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Figura 48. Actividad motora tras 4 meses de tratamiento oral con WIN y JWH (0.2mg/kg/dia). A, distancia
recorrida en cm, se encontro significativamente disminuida en los transgénicos, efecto que se revertié con el
WIN, que incrementdé la actividad locomotora de los Wt. B, el niumero de elevaciones aumento
significativamente en los Wt debido a los tratamientos y se vio reducido en los transgénicos. C, el numero de
esterotipias no se vio afectado ni por genotipo ni por tratamiento. Los datos muestran la actividad registrada
durante 30 minutos, los valores son la media + ESM, n = 7-8 animales por grupo. # p<0.05 vs Wt-Veh; *
p<0.05 vs control; ** p<0.01 vs control.

1.3 Prueba de navegacion espacial (Water Maze):

Una de las estructuras cerebrales que primero se ven afectadas en la EA y en este modelo
de la enfermedad es el hipocampo. Una de las funciones del hipocampo es la codificacion de
las memorias espaciales, por ello, el aprendizaje de una tarea espacial (como es el caso el
Water Maze) constituye una herramienta fundamental en la evaluacion de la efectividad de los

tratamientos.

2 meses de tratamiento (9 meses de edad):

Se sometid a los animales al aprendizaje de una tarea de navegacion espacial a los 2
meses de iniciar los tratamientos con WIN y JWH (0.2mg/kg/dia).
Todos los animales aprendieron a encontrar la plataforma sumergida a lo largo de los 5

dias de entrenamiento, pasando de los 60seg. de latencia del primer dia a 15-20 seg. en el
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ultimo dia (Figura 49, A). No se observaron diferencias significativas entre los grupos
experimentales durante los primeros 4 dias de entrenamiento.

Durante el quinto y ultimo dia del ensayo (Figura 49, B) pudo observarse como los
animales Tg APP presentaban un aumento significativo en el tiempo de latencia en encontrar
la plataforma respecto al grupo de animales control (Wt-Veh). Ni WIN ni JWH modificaron el

efecto del genotipo en los transgénicos, ni la respuesta de los animales Wt.
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Figura 49. Aprendizaje de una tarea de navegacion espacial (water maze) a los 9 meses de
edad, tras 2_meses de administracién oral de WIN y JWH (0.2mg/kg/dia). A, no se
observaron diferencias significativas ni por genotipo ni por tratamiento en los 4 primeros dias
de entrenamiento. B, en quinto dia del ensayo el grupo Tg APP-Veh mostrd un tiempo de
latencia significativamente superior al de los Wt-Veh, los cannabinoides no modificaron este
efecto. En la grafica A no se presentan los ESM para mayor claridad de la representacion. Los
datos muestran el tiempo de latencia en encontrar la plataforma sumergida en seg (n = 7-8).
** p<0.05.

4 meses de tratamiento (11 meses de edad):

Tras dos meses mas de tratamiento volvimos a analizar el estado cognitivo de los
animales, de nuevo mediante un ensayo de water maze, manteniendo la plataforma
sumergida en la misma posicién en que se encontraba durante el ensayo realizado 2 meses
antes.

Lo primero que nos encontramos, es que los tiempos de latencia iniciales se situaban
alrededor de los 25 seg, por lo que existia una fuerte retencidon de la memoria de navegacion
espacial (Figura 50). Ademas todos los animales parecen ser capaces de mejorar su

rendimiento en el entrenamiento.
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No pudimos observar diferencias significativas ni por genotipo ni por tratamiento,
aunque si se apreciaba una tendencia a un mayor tiempo de latencia durante todo el ensayo
en el grupo Tg APP tratado con WIN.

Resumiendo, el aprendizaje espacial no estaba comprometido.

1.4 Reconocimiento de Objeto Nuevo:

Una vez habiamos comprobado que a los 4 meses de tratamiento, el ensayo de Water
Maze no detectaba alteraciones en el estado cognitivo de los animales, inmediatamente
llevamos a cabo otro ensayo para evaluar si la memoria de trabajo de los animales se veia

afectada en el modelo y como modificaban los tratamientos un posible efecto del genotipo.

4 meses de tratamiento (11 meses de edad):

En la prueba de la novedad, que se realiza en tres dias consecutivos, se entrena a los
animales a reconocer dos objetos iguales y el Ultimo dia se cambia uno de estos objetos por
otro nuevo. Durante el dia de entrenamiento, todos los animales exploraron cada uno de los
objetos iguales durante un 50% del tiempo, demostrando que no existia ningln sesgo en

cuanto a la posicién de los mismos (datos no mostrados).
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Durante el tercer dia del ensayo (Test) (Figura 51) se evalio la memoria de
reconocimiento de objetos. Observamos que todos los animales silvestres,
independientemente del tratamiento recibido durante los 4 meses previos, permanecian un
20% mas de tiempo explorando el objeto nuevo respecto al viejo. Los animales Tg APP
(tratados con vehiculo) permanecieron durante un 50% del tiempo explorando cada uno de los
objetos, y por lo tanto no fueron capaces de distinguir uno de otro. El tratamiento con WIN no
modifico este comportamiento en los Tg APP, mientras que el JWH revertié el efecto del

genotipo hasta los niveles de Wt-Veh (explorando un 20% mas el objeto nuevo).
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I I durante 4 meses. Administracién diaria de
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En resumen, la memoria de trabajo se vio afectada en los animales Tg APP a los 11 meses
de edad, y el tratamiento con el Cannabinoide CB, selectivo durante 4 meses mejord este

efecto del genotipo.

2. Estudios longitudinales de neuroimagen

Los estudios de neuroimagen estan siendo ampliamente explotados en el contexto de las
enfermedades neurodegenerativas en la actualidad. En concreto, en la EA se ha visto que en
estadios avanzados de la enfermedad, las imagenes de alta resolucion anatémica, T2*
muestran una reduccién en el volumen cerebral de corteza muy marcado, asi como un

aumento del tamario de los ventriculos (Lee et al., 2003).
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Uno de los objetivos principales de los estudios aqui presentados era el de evaluar el
potencial diagndstico y de seguimiento de las técnicas de neuroimagen en el contexto de la
EA, ya que uno de los principales inconvenientes de la enfermedad es que no existen métodos
de seguimiento del estatus cerebral durante un posible tratamiento preventivo, que tendria
lugar en etapas presintomaticas.

Los estudios de neuroimagen llevados a cabo podrian dividirse en tres categorias:
imagenes por resonancia magnética (IRM), espectroscopia in vivo por resonancia magnética y
captacion de "®FDG por Tomografia por Emision de Positrones (PET).

Los dos primeros se llevaron a cabo a los 2 y 4 meses de tratamiento, mientras que el
tercero solo se realizd a los 4 meses de tratamiento.

Dentro de las imagenes por resonancia magnética (IRM) se obtuvieron tres tipos de
imagenes para cada animal: las imagenes en T2*, los mapas de Coeficiente de Difusidon
Aparente del Agua (ADC) y los mapas de transferencia de magnetizacion.

Las imagenes en T2* se utilizaron para la localizacién de zonas anatémicas concretas y su
posterior analisis. No se pudo obtener de ellas ningun tipo de informacidon anatdmica
diferencial entre los grupos experimentales.

En la Figura 9 de la seccién Material y Métodos, se muestra un ejemplo de cémo se

seleccionaron estas zonas, basandonos en las imagenes en T2

2.1 Mapas de Coeficiente de Difusion Aparente del Agua (ADC):

2 meses de tratamiento (9 meses de edad):

A los dos meses de tratamiento (Figura 52) podemos observar que en corteza (Figura
52, A) la administracién de los cannabinoides (WIN y JWH) no afectd a los niveles de ADC en
los animales silvestres (0.5+0.02). Los animales Tg APP tratados con vehiculo (0.75%0.14)
muestraron valores de ADC significativamente superiores a los de los animales Wt-Veh y el
tratamiento con ambos cannabinoides normalizé esta elevacién a niveles de control.

Por otro lado, en hipocampo (Figura 52, B) no se observan efectos significativos en los
niveles de ADC, en los animales transgénicos respecto a los silvestres. Y los tratamientos con
los cannabinoides carecieron de efectos significativos tanto en los animales Wt como en los

animales Tg APP.
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Figura 52. Valores de coeficiente de difusién aparente del agua en corteza e hipocampo tras 2 meses
de tratamiento oral con cbs. WIN y JWH se administraron a una dosis de 0.2mg/kg/dia durante 2 meses.
A, valores de ADC en corteza, se observd un aumento significativo en los Tg APP revertido por ambos
cbs, no hubo un efecto significativo de los tratamientos en los animales Wt. B, No se encontraron
efectos significativos ni por genotipo ni por tratamiento en Hipocampo. Datos expresados como
mediazESM (n = 5-6).

4 meses de tratamiento (11 meses de edad):

Tras otros dos meses mas de tratamiento volvimos a analizar a los animales mediante
Resonancia Magnética, para realizar un analisis longitudinal.

En la Figura 53 podemos ver los resultados de ADC a los 4 meses de tratamiento. En
corteza (Figura 53, A) los cannabinoides siguen sin afectar a los niveles de ADC de los animales
silvestres. No encontramos el efecto significativo del genotipo que habiamos visto a los 9
meses de edad (Figura 52, A), y los cannabinoides no modificaron los niveles de ADC
observados en los Tg APP. Los niveles de ADC en corteza se mantuvieron muy similaresa 2y 4
meses de tratamiento.

En hipocampo (Figura 53, B) los farmacos continuaron sin afectar a los niveles de ADC
en animales Wt, aunque en el caso del JWH se observé una tendencia a aumentar sus valores,
que no llegd a ser significativa. Los Tg APP no presentaron valores significativamente
diferentes respecto a los Wt y los cannabinoides no modificaron los valores de ADC de los
animales transgénicos tras 4 meses de tratamiento continuado. En contraste con lo observado
en corteza, los valores de ADC en hipocampo, en general, son menores a los 11 meses de edad

respecto a los 9 meses de edad (pasando de 0.8 a alrededor de 0.6).
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Figura 53. Valores de coeficiente de difusidén aparente del agua en corteza e hipocampo tras 4 meses
de tratamiento oral con cbs. WIN y JWH se administraron a una dosis de 0.2mg/kg/dia durante 4 meses.
A, valores de ADC en corteza. B, valores en hipocampo. No se observan efectos significativos ni por
genotipo ni por tratamiento. Datos expresados como mediazESM (n = 6-8).

2 meses vs 4 meses de tratamiento (11 meses de edad):

En corteza (Figura 54, A) no se observaron diferencias significativas entre los valores
de 2 y 4 meses de tratamiento. Sinembargo en hipocampo (Figura 54, B) los valores de ADC a 2
meses de tratamiento resultaron significativamente superiores a los de los 4 meses de

tratamiento.

A  Corteza 2vs4 meses B Hipocampo 2vs4 meses
1.0 1.0
0.8 0.8
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Figura 54. Valores de ADC en corteza e hipocampo, comparacion de 2 y 4 meses de tratamiento
oral con cannabinoides. WIN y JWH 0.2mg/kg/dia. A, valores de ADC en corteza, no se observan
diferencias significativas entre 2 y 4 meses. B, valores en hipocampo, los valores a los 2 meses son
en general, superiores a los de los 4 meses de tto. Datos expresados como mediazESM (n = 6-8) *

p<0.05 vs 2meses de tratamiento.
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2.2 Mapas de Transferencia de Magnetizacion (MT):

Los valores de MT estan relacionados con la cantidad de moléculas de agua libres en el
tejido, es decir, no ligadas a ninguna biomolécula. Una de las biomoléculas que mas agua
acoplan son los fosfolipidos. Las moléculas de agua ligadas a macromoléculas tienen unos
valores de T2 muy bajos porque transfieren su energia rapidamente a las moléculas préximas,
se las considera moléculas “invisibles”, mientras que las moléculas no ligadas a
macromoléculas (o libres), se las considera “visibles”, puesto que son aquéllas cuyo
movimiento es apreciable por Resonancia magnética.

Un aumento del nimero de moléculas en suspension (por ejemplo, debido a lisis
celular) daria lugar a un aumento en los valores de MT, mientras que un aumento del agua
(por edema, por ejemplo) provocaria lo contrario.

Se ha visto, en estudios recientes, que la EA se asocia con modificaciones de los valores
de MT cerebrales, en concreto reducciones en los niveles en hipocampo (Hanyu et al., 2000).
Por ello se selecciond este parametro para el estudio longitudinal del tratamiento crénico con

cannabinoides en el modelo Tg 2576.

2 meses de tratamiento (9 meses de edad):

Tras dos meses de tratamiento oral con los farmacos (WIN y JWH), no pudimos
observar ningun efecto ni por genotipo, ni por tratamiento, en ninguna de las 2 zonas

estudiadas (corteza e hipocampo) (Tabla 7).

Tabla 7. Resultados de la Transferencia de magnetizacion en corteza e hipocampo a los 2

meses de tratamiento oral con los cannabinoides. WIN y JWH administrados a 0.2mg/kg/dia.

Corteza Hipocampo

Mean + SEM N Mean + SEM N

Wt Veh 42.41+0.71 10 42.39+1.80 10
WtWIN 44.34+120 6 4489+ 1.21
WtIJWH 4515+1.84 7 4476177

APP Veh 41.12+0.75 10 40.01+1.03 11
APPWIN 4468+1.46 6 41.14+2.48
APP JWH 43.04+£0.79 8 44.49+0.90




RESULTADOS

4 meses de tratamiento (11 meses de edad):

A los 4 meses de tratamiento oral con los cannabinoides tampoco pudimos ver efectos
significativos ni por genotipo, ni por tratamiento, en ninguna de las dos zonas estudiadas como

podemos observar en la Tabla 8.

Tabla 8. Resultados de la Transferencia de magnetizacion en corteza e hipocampo a los 4
meses de tratamiento oral con los cannabinoides.

0.2mg/kg/dia.

WIN y JWH administrados a

Corteza Hipocampo
Mean N Mean N
Wt Veh 48.10+3.12 6 47.44+278 6
Wt WIN 50.28+1.92 8 48.83+1.86 8
Wt JWH 50.07+1.90 7 50.85+1.31 7
APPVeh 4479+2.05 6 43.93+1.69 6
APP WIN 46.99+3.07 6 47.06+2.26 6
APP JWH 50.19+£1.05 8 4956+1.82 7

2 meses vs 4 meses de tratamiento (11 meses de edad):

Lo que si que pudimos observar claramente es que si comparabamos los valores

Corteza 2vs4 meses Hipocampo 2vs4 meses
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Figura 55. Valores de MT tras 2 y 4 meses de tratamiento oral con WIN y JWH en corteza e
Hipocampo. Dosis diaria de 0.2mg/kg. Datos expresados como mediatESM. * p<0.05

obtenidos a los 2 meses con los obtenidos a los 4 meses, la tendencia general era un aumento

en los niveles de MT en ambas areas y todos los grupos a los 4 meses, excepto en el grupo Tg

APP+Veh, en los que se mantuvieron muy similares durante todo en estudio (Figura 55).
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Resultaron significativas las diferencias en los Tg APP + JWH en Cx y en los Wt + JWH y Tg APP +

JWH en hipocampo.

2.3 Espectroscopiain vivo por Resonancia Magnética:

En los andlisis de espectroscopia se obtiene informacién sobre las cantidades de
metabolitos de una zona cerebral concreta contenida en un voxel de 27mm?. Los metabolitos
mas destacados son N-acetil-aspartato (NAA), Creatina (Crea) y Colina (Cho). La cuantificacion
de los mismos no es absoluta, sino que debe ser normalizada frente a un standard interno, en

este caso Crea.

2 meses de tratamiento (9 meses de edad):

Tras dos meses de tratamiento oral con WIN y JWH, el anélisis de los niveles de

metabolitos cerebrales (Figura 56) mostrard los siguientes resultados.
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Figura 56. Niveles de los metabolitos cerebrales valorados por espectroscopia a los 2 meses de
tratamiento. WIN y JWH (0.2mg/kg/dia). A y B, los niveles de NAA/Crea no mostraron
modificaciones significativas ni por efecto del genotipo, ni por efecto de los tratamientos. C, los
animales Wt no presentaron un efecto significativo del tratamiento con ninguno de los
cannabinoides, el WIN disminuyd los niveles de Cho significativamente, mientras que JWH no tuvo
efecto sobre los mismos en Tg APP. D, Los niveles Cho en hipocampo no se vieron afectados ni por el
genotipo ni por el tratamiento. Los resultados se expresan como cocientes respecto a Crea. Datos
mediazESM (n=6-8). * p<0.05 vs TgAPP+Veh.
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Los niveles de NAA/Crea en estriado (Figura 56, A y B) no mostraron modificaciones
significativas ni por genotipo ni por tratamiento, aunque el tratamiento con WIN tendi6 a
disminuir los niveles de NAA/Crea en estriado tanto en los animales Wt como en los Tg APP. En
hipocampo todos los grupos experimentales presentaron niveles de NAA/Crea muy similares.

En los valores de Cho/Crea en estriado de animales silvestres(Figura 56, C) a los dos
meses de tratamiento, no se observaron efectos significativos de los. Tampoco hubo un efecto
significativo del genotipo. Sin embargo en los Tg APP el WIN disminuyd significativamente los
niveles de Cho/Crea y JWH no tuvo ningtn efecto.

Por ultimo, en los niveles de Cho/Crea en hipocampo (Figura 56, D), no se observaron

diferencias significativas ni por genotipo ni por tratamiento.

4 meses de tratamiento (11 meses de edad):

A los cuatro meses de iniciar el tratamiento oral volvimos a analizar la composicién
metabdlica del cerebro por espectroscopia (Figura 57).
Al igual que lo observado a los dos meses de tratamiento, los niveles de NAA se

mantuvieron sin cambios debidos ni al genotipo ni al tratamiento en estriado e hipocampo
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Figura 57. Niveles de los metabolitos cerebrales valorados por espectroscopia a los 4 meses de
tratamiento. WIN y JWH (0.2mg/kg/dia). A y B, los niveles de NAA no muestran modificaciones
significativas ni debidas al genotipo, ni por efecto de los tratamientos ni en estriado ni en hipocampo,
respectivamente. C y D, los niveles Cho en estriado e hipocampo tampoco se ven afectados por
genotipo ni por tratamiento. Los resultados se expresan como cocientes respecto a Crea. Datos
mediazESM (n=6-8).
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(Figura 57, Ay B).

Por otro lado en los niveles de Cho/Crea en estriado (Figura 57, C) no se observa
ningun efecto significativo ni del WIN, ni del JWH, ni en los animales silvestres, ni en los Tg
APP. Los niveles de Cho/Crea en hipocampo siguieron sin mostrar efectos significativos ni del
genotipo, ni de los tratamientos (Figura 57, D).

2 meses Vs 4 meses de tratamiento (11 meses de edad):

Los niveles de NAA/Crea en estriado mostraron una reduccion de los valores a los 11
meses de edad respecto a los 9 meses de edad en el grupo Wt-Veh (Figura 58, A), mientras que
tanto en los animales silvestres como Tg APP tratados con WIN y JWH, no se observd esa
reduccion.

En hipocampo, por el contrario, se observd un aumento de los niveles de NAA/Crea

(Figura 58, B) al aumentar la edad de los animales. El tratamiento con WIN y JWH anulé este

A Est NAA/Crea2y4meses B Hip NAA/Crea2y4meses
1.5+ 1.5+
1.0- rl 1.0 D H
0.5- 0.5-
0.0- 0.0-
S S S A O S S S A O
[ Wt+Veh [ Tg APP+Veh
B WH+HWIN Bl Tg APP+WIN
. Wt+JWH B Tg APP+JWH
C EstCho/Crea2y4meses D Hip Cho/Crea2y4meses
1.5+ 1.5+
1.0 1.0
0.5 0.5-
0.0- 0.0-
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Figura 58. Comparacion de los niveles de metabolitos cerebrales a 2 y 4 meses de tratamiento
con WIN y JWH. (0.2mg/kg/dia). A, los niveles de NAA en estriado se vieron reducidos a los 4
meses de tratamiento, el resto de los grupos no mostraron ninguna modificacion. B, los valores
de NAA en hipocampo aumentaron a los 4 meses en los Wt-Veh, los Tg APP-Veh, no se vieron
modificados, el tratamiento con JWH de los Tg mostré una modificacion similar a la de los
controles. C y D, los niveles de Cho no se vieron alterados a los 4 respecto a los 2 meses de
tratamiento ni por genotipo ni por tratamiento, ni en estriado ni en hipocampo. Los resultados
se expresan como cocientes respecto a Crea, como normalizador. Datos mediatESM (n=6-8).
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efecto en los animales silvestres. Los Tg APP mostraron los mismos niveles de NAA/Creaa2y4
meses, el tratamiento con WIN no modificd este efecto, mientras que JWH resolvié la situacion
a niveles de control.

Los niveles de Cho/Crea tanto en estriado como en hipocampo no mostraron
modificaciones significativas a los 4 meses respecto a los 2 meses de tratamiento, como se

puede observar en la Figura 58, Cy D.

2.4  Tomografia por Emision de Positrones (PET) FDG a los 4

meses de tratamiento:

En esta serie de estudios se evalud la captacién de glucosa marcada radiactivamente
por los cerebros de los animales que habian sido tratados durante 4 meses con los farmacos
cannabinoides WIN y JWH. En una primera aproximacion, se estudiaron las posibles diferencias
en captacion de glucosa entre los animales silvestres y los Tg APP. Se observd una marcada
reduccion de la captacién de glucosa en los animales transgénicos, respecto a los silvestres,

como puede observarse en la Figura 59, Ay B.

Figura 59. Imagenes de PET de un animal silvestre y un transgénico APP. En cada panel se
observan, de arriba abajo: imagenes de MRI; imagenes de PET y superposicién de ambos tipos de
imagenes (en planos coronal, sagital y transversal). A, ejemplo de animal Wt en el que se
observaron altos niveles de captacion de glucosa en todas las zonas cerebrales. B, ejemplo de un
animal Tg APP donde se observé una reduccion general de la captacion de glucosa. Cuanto mayor
sea la captacion de glucosa, mayor sera la sefial, siendo el rojo el maximo y el azul el minimo.
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Figura 60. Efectos sobre la captacion de glucosa, valorada mediante PET, del tratamiento
oral durante 4 meses con WIN y JWH. Los cannabinoides se administraron a 0.2mg/kg/dia. A,
niveles en Cx frontal; B, niveles en Cx temporo-parietal; C, niveles en Estriado y D, niveles en
Hipocampo. En A, By D los Tg APP mostraron una captacion significativamente inferior a la de
los Wt, el WIN disminuyd la captacion en los Wt y no tuvo efecto en los Tg APP. JWH aumenté
la captacion de glucosa en los Tg APP. En C tan solo pudo observarse que JWH aumentaba la
captacion de glucosa en los transgénicos. Los datos muestran la captacién de glucosa
normalizada respecto a los niveles en cerebelo y a la actividad inyectada. Resultados son
mediazESM (n=3-4).

Se analizaron especificamente cuatro zonas cerebrales: Cx frontal, Cx temporal-
parietal, estriado e hipocampo.

En Cx frontal, temporo-parietal e hipocampo se observaron resultados similares
(Figura 60, A, B y D). En los animales Wt, el tratamiento con WIN redujo de forma significativa
los niveles de captacién, mientras que el JWH no tuvo ningun efecto sobre los mismos. Los
animales Tg APP, mostrarédn asimismo una disminucién significativa respecto a los WT, el
tratamiento con WIN no resulté efectivo en mejorar este efecto, mientras que el JWH

aumento la captacion de manera muy significativa.
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El estriado (Figura 60, C) fue la uUnica zona cerebral que no mostré diferencias
significativas debidas al genotipo en la captacion de FDG. Ninguno de los tratamientos tuvo
efecto sobre la captacién de glucosa en los Wt. Sin embargo, pudo observarse un incremento
significativo en los Tg APP cuando fueron tratados con JWH durante 4 meses.

Los resultados de neuroimagen aqui presentados, muestran que la resonancia de proton,
no parece herramienta util en el seguimiento de este modelo de la enfermedad, mientras que
los estudios de PET, revelan tener un gran potencial en el seguimiento del modelo para futuros

estudios.

3. Analisis multivariante de los resultados in vivo

Una vez terminados los estudios in vivo, llevamos a cabo un andlisis estadistico
multivariante, para averiguar si la interaccién de varios pardmetros nos permitia distinguir, los

animales silvestres de los transgénicos.

Tabla 9. Anilisis de la correlacién entre los diversos pardametros de comportamiento y

neuroimagen a los 2 meses de tratamiento (9 meses de edad).

Wty Tg APP tratados con
Vehiculo Wty Tg APP tratados con WIN Wty Tg APP tratados con JWH
r P r P r P
ADC (Hip.) ADC (Hip.) MT (Hip.)
MT (Hip.) 0.813 0.014* Chol/Crea (Est.)  0.765  0.006** ?Eifgcrea 0.545 0.036*
ADC (Cort.)
Water Maze (5° )
Dia) 0.954 0.001** ADC (Cort.) NAA/Crea(Hip.)
NAA/Crea(Hip.) 0.784  0.004** Dist. Horizontal  0.597 0.024**
MT (Hip.)
MT (Cort.) 0.576 0.040* Cho/Crea(Hip.) Dist. Horizontal
Dist. Horizontal ~ 0.515  0.049** Esterotipias 0.849 0.0001**
Elevaciones 0.763 0.002**
Dist. Horizontal Water Maze(5° Dia)
Esterotipias 0.802 0.001* Elevaciones 0.598  0.018*
Elevaciones 0.922 0.0001***

Abreviaturas: Hip: Hipocampo; Est: Estriado; Cort: Corteza. r: coeficiente de correlacidon de Pearson. P: nivel

de significacion.
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De modo que investigamos la posible correlacion entre los distintos parametros de

comportamiento, con los pardmetros obtenidos en neuroimagen. En la Tabla 9 se muestran las

correlaciones que resultaron ser significativas a los 2 meses de tratamiento.

Los pardmetros de neuroimagen parecen estar muy relacionados entre si, como cabia

suponer. De hecho en los animales tratados con vehiculo se observd una significativa

correlacién entre el ADC y la MT en hipocampo y la MT en las dos regiones analizadas. Esto no

fue evidente tras los distintos tratamientos. Asi mismo, existe una importante correlacion

Tabla 10. Andlisis de la correlacidon entre los diversos parametros de comportamiento y

neuroimagen a los 4 meses de tratamiento (11 meses de edad).

Wty Tg APP tratados con

Wty Tg APP tratados con WIN

Wty Tg APP tratados con JWH

Vehiculo
r P r P r P
MT (Hip.) ADC (Hip.) MT(Hip.)
MT(Cort.) 0.944 0.001* | MT (Hip.) -0.69  0.014* MT(Cort.) 0.826 0.001**
MT (Cort.) -0.64  0.024*
MT(Cort.)
Dist. Horizontal MT(Hip.) NAA/Crea(Est.) 0.719 0.008**
Elevaciones 0.895 0.0001* | MT (Cort.) 0.866 0.0001** | Dist. Horizontal 0.673 0.012*
Dist. Horizontal ~ 0.555 0.04*
MT (Cort.) NAA/Crea(Est.)
NAA/Crea(Est.) -0.55 0.043*
NAA/Crea(Hip.) 0.721  0.005** NAA/Crea(Hip.) 0.627 0.029*
Cho/Crea(Hip.) -0.57 0.043* Water Maze
Dia) 0.564 0.044*
Cho/Crea(Est.) Cho/Crea(Est.)
Water Maze -0.77 0.001** . .
(5°Dia) Dist. Horizontal 0.556 0.049*
Elevaciones 0.708 0.007**
Cho/Crea(Hip.) Dist. Horizontal
Dist. Horizontal ~ -0.56 0.037* | Estereotipias 0.545 0.036*
Elevaciones 0.879 0.0001**

Abreviaturas: Hip: Hipocampo;
de significacion.

Est: Estriado; Cort:

Corteza. r: coeficiente de correlacion de Pearson. P: nivel

con los parametros de comportamiento. En los animales tratados con vehiculo o JWH durante

2 meses, la distancia horizontal (distancia recorrida) estuvo correlacionada con los valores de

114



RESULTADOS

esterotipias o las elevaciones (actividad vertical). Por otro lado el rendimiento de los animales
en el laberinto de agua, se correlaciond con la actividad vertical solamente en los animales
tratados con WIN. Los resultados mads interesantes son los que se refieren a las correlaciones
entre ambos tipos de resultados. Sélo se apreciaron correlaciones significativas entre
neuroimagen y comportamiento, cuando los animales recibieron tratamientos cannabinoides,
mientras que en los grupos control no se apreciaron.

También analizamos las posibles correlaciones entre neuroimagen y comportamiento a
los 4 meses de tratamiento, los resultados significativos pueden observarse en la Tabla 10.

En este caso, cabe destacar que la cantidad de correlaciones significativas, en general,
es muy superior en los grupos tratados con los cannabinoides, que en el grupo control. Al igual
que a los 2 meses de tratamiento, existen correlaciones entre los pardametros de neuroimagen
o los de comportamiento, sobre todo en los grupos tratados con cannabinoides. En la

discusion se analizaran en detalle estos resultados.

4. Estudios bioquimicos e histoldgicos tras el tratamiento
oral prolongado con agonistas cannabinoides en el

modelo Tg 2576 de la enfermedad de Alzheimer:
En esta seccion se recogen los resultados correspondientes al andlisis bioquimico de

expresion génica y de estudios histoldgicos de los animales que habian recibido un tratamiento

continuado con los cannabinoides WIN y JWH durante 4 meses.

4.1 Niveles de B-Amiloide y valores de P-GSK3 en corteza

cerebral

a) Niveles de AB en corteza cerebral

Se analizaron los niveles de los fragmentos amiloidogénicos del APP, AB1.40 Y AB1.43, €N
los extractos proteicos solubles de las cortezas de los animales que habian recibido un
tratamiento oral con los cannabinoides, WIN 55.212-2 y JWH-133, durante 4 meses.

La insercion del gen humano de la APP, con mutaciones correspondientes a casos de
EA familiar, en los ratones TgAPP da lugar a una elevacion en los niveles de AB. Para su
cuantificacion se utilizaron ELISAs que detectan especificamente ABi.49 0 AB14, humano. Los

animales silvestres, utilizados como controles, sélo expresan el péptido murino en la misma
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medida que los TgAPP. De cualquier modo se analizaron muestras de 2 animales Wt-Veh,
cuyos valores no fueron detectados (resultados no mostrados).
Los niveles de APi.4, (Figura 61, A) en los animales Tg APP tratados con vehiculo, se

encontraron alrededor de los 5.4+0.7 pg/mg de proteina, mientras que, tanto en los animales
tratados con WIN como con JWH estos niveles descendieron alrededor de un 30% (3.8+0.7 y

3.5+0.8, respectivamente).
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Figura 61. Niveles de AP en corteza cerebral de los animales Tg APP tratados durante 4 meses
con WIN y JWH. A, los niveles de AB,.4, se vieron reducidos por el tratamiento tanto con WIN
como con JWH (Dosis 0.2mg/kg/dia). B, los niveles de AB;.4 sélo se vieron reducidos por el
tratamiento con JWH. Los resultados se expresan como la media £ ESM (n = 6). * p<0.05 vs
tratados con veh test de la t de Student’s.

Por otro lado, los valores de AP, (Figura 61, B) detectados en la corteza de los
animales Tg APP-Veh fueron de 267.1#19, el tratamiento con WIN no modificd
significativamente estos niveles (254.6+30), mientras que el tratamiento con JWH los redujo
significativamente (197.6+23).

También analizamos los niveles de AP insolubles en el hipocampo de estos animales,
pero los valores obtenidos fueron minimos (datos no mostrados), esto se debe a que a la edad
analizada los animales no presentan practicamente placas, por lo que no era de esperar
encontrar grandes cantidades de A insoluble.

Estos resultados indican que el tratamiento con cannabinoides es eficaz en disminuir el

incremento en los niveles de A en Tg APP.

b) Transporte a través de barrera hematoencefalica de AB1-40

Un aumento en el transporte del AR desde el cerebro hacia la periferia podria ser
responsable de la disminucidn de sus niveles en cerebro. Se valord el transporte de ABq.4 €n

un modelo in vitro de barrera liquido cefalorraquideo-sangre y la capacidad de los
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cannabinoides en estudio de potenciar este transporte. Mediante Western blotting se
comprobd que, en los controles, el péptido iba apareciendo gradualmente en la camara
inferior a partir de las 12 h de incubacién y hasta las 48 h (Figura 35, A). Sin embargo, en
presencia de WIN o de JWH (1 mM) el péptido era transportado muy rapidamente durante las
primeras horas (1-3-6 h). Es decir los cannabinoides aceleran el transporte del AB.

Estos resultados se cuantificaron mediante ELISA. En la Figura 62, B, se observa el
marcado incremento en el transporte del péptido AB1.4 en presencia de ambos cannabinoides

(WIN y JWH a 200 nM) en comparacién con el vehiculo, a 1y 3 horas de incubacion.
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Figura 62. El transporte a través de BHE de AR, se ve acelerado por los cannabinoides WIN y
JWH. A una dosis de 200nM. A, De arriba abajo podemos observar Blots para AB1.49 €n una situacién
control (transporte maximo a las 24-48 horas), cuando se trata a las células con JWH (transporte
maximo a las 1-3 horas) y por ultimo, tratadas con WIN (transporte maximo a las 1-3 horas). B,
cuantificacién mediante ELISA de el transporte a través de barrera LCS, indica un marcado aumento
del transporte de AB1.40tanto €N presencia de WIN, como de JWH.

c) Niveles de expresién de P-GSK 33

Una de las consecuencias de la acumulacidn de AB en cerebro es la activacion de rutas
de sefializacidn intracelulares con diversas consecuencias. Entre estas rutas se encuentra la
activacion de glucégeno sintasa kinasa-3B (GSK3pB), la cual se encuentra implicada en la
fosforilacién de la proteina tau estabilizadora de microtubulos, siendo la forma fosforilada de
la enzima, la inactiva.

Se observé que los niveles de la forma inactiva de la GSK3f (Figura 63, A) no se vieron
afectados por los tratamientos con los cannabinoides (WIN y JWH). Sin embargo en los
animales transgénicos tratados con vehiculo se detectaron niveles significativamente
reducidos de P-GSK3B respecto a los Wt-Veh, el tratamiento con WIN fue capaz de

contrarrestar estd reduccidn, mientras que JWH no contrarresto el efecto del genotipo.

WIN JWH
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Por otro lado los niveles de GSK3p totales no se vieron afectados, ni por el genotipo de
los animales, ni por el tratamiento recibido, de forma significativa (Figura 63, B).

Puesto que la cantidad de GSK3p inactiva se encuentre reducida, es de esperar que
aumente la forma activa y con ello la fosforilacién de proteinas, proceso importante para la EA,

como ya vimos en la introduccién.
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Figura 63. Reduccion de la expresion de P-GSK3B en animales Tg2576 durante 4 meses de
tratamiento. Efecto de la administracién oral de WIN y JWH. Dosis 0.2mg/kg/dia durante 4 meses. A,
la expresion de P-GSK3B se vid reducida en los Tg APP, el tratamiento con WIN contrarestd este
efecto. B, la expresion de GSK3p no se vio afectada ni por genotipo ni por tratamiento. Los resultados
se expresan como la media + ESM (n = 6-8). * p<0.05.

4.2 Modulacion de parametros inflamatorios en corteza cerebral

a) Expresion de proteinas implicadas en inflamacidn

A continuacién analizamos algunos marcadores implicados en el proceso inflamatorio,
ya que los cannabinoides actian como modulares del sistema inmune, tienen propiedades
anti-inflamatorias y en la EA la inflamacién es una diana terapedutica.

Por un lado se estudid la expresidn de la cicloxigenasa inducible (COX-2) (Figura 64, A),
enzima implicada en la produccién de acido araquidénico y prostaglandinas, mediadores
lipidicos de inflamacién. En los animales silvestres, el tratamiento con WIN no tuvo un efecto
significativo sobre los niveles de la enzima, mientras que el tratamiento con JWH los redujo

significativamente. En los animales Tg APP se pudo observar un aumento muy significativo
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(50%) de la expresién de COX-2 en corteza, que se vid contrarestado por el tratamiento tanto
con WIN como con JWH durante 4 meses consecutivos.

La expresidn de GFAP se estudid porque sus niveles dan una idea de la activacion
astrocitaria en la regién cerebral en estudio (Figura 64, B). Aunque la variabilidad de este
pardmetro resultd6 muy marcada, no se observaron efectos significativos debidos ni al

genotipo, ni al tratamiento.
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Figura 64. Modulacion de la expresion de marcadores de inflamacion en la corteza e animales
Tg tratados con WIN y JWH durante 4 meses. Dosis 0.2mg/kg/dia. Valorados por Western
Blotting en lisados de corteza A, la expresion de COX-2 se vio aumentada en los Tg APP, el
tratamiento tanto con WIN como con JWH mejoré este efecto. B, la expresion de GFAP no se vio
afectada ni por genotipo ni por tratamiento. Los resultados se expresan como la media + ESM (n =
6-8). * p<0.05, **p<0.01 vs Wt+Veh. ##t# p<0.005 vs Tg APP+Veh.

b) Expresidn de citoquinas proinflamatorias

Los expresidn génica de la citoquina pro-inflamatoria interleuquina-6 (IL-6) no se vié
afectada en los animales transgénicos APP y los cannabinoides no modificaron su expresion ni
en los animales silvestres, ni en los Tg APP (Figura 65, A), manteniéndose en todos los casos
alrededor de 1.

La expresion de TNF-a, en corteza (Figura 65, B) de animales control (Wt-Veh), no
resultd afectada por el tratamiento con los cannabinoides durante 4 meses. Sin embargo en
los animales transgénicos pudimos observar un aumento de 6 veces los niveles respecto a los
Wt-Veh. El tratamiento con WIN redujo los valores de TNF-a hasta 1.5, y JWH a 3.2 respecto a

la expresidn de los Wt-Veh.
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Figura 65. Efectos del tratamiento oral prolongado con WIN y JWH a animales Tg 2576 sobre los
niveles de expresion de citoquinas en corteza cerebral. Analisis mediante PCR en tiempo real de los
niveles de mRNA. A, Los niveles IL-6 no se vieron afectados ni por el genotipo ni por el tratamiento. B,
la expresidon de TNF-a aumento 6 veces sus niveles en los animales Tg APP, tanto WIN como JWH
redujeron de manera significativa este efecto. Los resultados se expresan como la media + ESM (n = 6-
8). *** p<0.005 vs Wt+Veh. # p<0.05, ## p<0.01 vs Tg APP+Veh.

4.3 Modulacion del sistema endocannabinoides en los Tg APP a
los 12 meses de edad, tras 4 meses de tratamiento oral con
WINy JWH

a) Niveles de expresion de los receptores cannabinoides

En la EA se han descrito alteraciones en la expresion y/o funcionalidad de distintos
elementos del sistema endocannabinoide, ademas habiamos estado administrando farmacos
cannabinoides durante 4 meses, por tanto era interesante estudiar si la expresidon de ciertos
componentes del sistema endocannabinoide habia resultado afectada.

En primer lugar estudiamos la expresién de los dos receptores de cannabinoides
conocidos, CB; y CB,, en lisados de corteza cerebral.

Los niveles de receptor CB, (Figura 66, A) valorados mediante Western Blotting, no se
vieron afectados en los animales silvestres ni por el WIN ni por el JWH administrados durante 4
meses. En los animales Tg APP se pudo observar un aumento significativo de la proteina del
receptor CB1 (150% vs Wt-Veh), el tratamiento con WIN no modificé este efecto, mientras que

el JWH redujo sus niveles significativamente hasta un 50% respecto a los Wt-Veh.
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Los niveles de expresién del receptor CB, (Figura 66, B) en animales Wt solo se vieron
reducidos por el tratamiento con JWH en un 50 % mientras que WIN no tuvo ningun efecto.
Los niveles de CB, no se vieron modificados en los animales Tg APP, el tratamiento tanto con
WIN como con JWH de los transgénicos redujo sus niveles hasta aproximadamente un 25%

respecto a los Tg APP-Veh.
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Figura 66. Modulacion de la expresion de receptores cannabinoides en la corteza de animales Tg
tratados con WIN y JWH durante 4 meses.. Valorados por Western Blotting en lisados de corteza A, la
expresion de CB, se vio aumentada en los Tg APP, el tratamiento (Dosis 0.2mg/kg/dia) con WIN no
mejord este efecto y JWH redujo la expresién. B, la expresion de CB, no se vio afectada por el
genotipo, el tratamiento con WIN y JWH redujo su expresion en los Tg APP. Los resultados se expresan
como la media + ESM (n =5-8). *p<0.05, **p<0.01 vs Wt+Veh. #p<0.05; ### p<0.005 vs Tg APP+Veh.

b) Valoracién de los niveles de endocannabinoides

Posteriormente analizamos los niveles de dos cannabinoides enddgenos mediante
espectrometria de masas, concretamente 2-Araquidonoilglicerol (2-AG) y
Araquidonoiletanolamina (AEA), en extractos de hipocampo de los animales tratados durante
4 meses con los cannabinoides sintéticos WIN y JWH.

Los niveles de 2-AG (Figura 67, A) mostraron valores entre 1000 y 1500 pmol/mg de
proteina en los 6 grupos experimentales, sin presentar diferencias significativas debidas, ni al
genotipo, ni al tratamiento.

Los niveles de AEA (Figura 67, B) en animales silvestres tratados con vehiculo fueron de
244125 nmol/mg, el tratamiento tanto con WIN como con JWH en animales Wt redujo los

niveles de AEA a 13418 y 13818 respectivamente. Los animales Tg APP tratados con vehiculo
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presentaron niveles significativamente reducidos de AEA (175%23 nmol/mg). El tratamiento
con WIN no modificé este efecto, mientras que JWH potencié esta reduccidn llegando a

alcanzar los 9815 nmol/mg de AEA en este grupo experimental.
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Figura 67. Niveles de endocannabinoides en Hipocampo de animales Tg APP tratados durante 4
meses con WIN y JWH. Dosis 0.2mg/kg/dia. A, los niveles de 2-AG no se vieron alterados
significativamente ni por el genotipo ni por el tratamiento. B, los valores de AEA se vieron reducidos
significativamente en animales Wt tanto por WIN como por JWH, los Tg APP mostraron, también, una
reduccién significativa de los niveles de AEA, WIN no modifico este efecto y JWH acentud esta
reduccion. Los resultados se expresan como la media £ ESM (n =5-8). *p<0.05, ***p<0.005 vs Wt+Veh.
#p<0.05 vs Tg APP+Veh.

4.4 Resultados de los analisis Inmuno histoquimicos:

a) Marcaje inmunohistoquimico con GFAP

Mediante técnicas de inmunohistoquimica analizamos la expresion de marcadores de
astrocitos y microglia en el hipocampo de los animales que habian sido tratados durante 4-5
meses con los farmacos cannabinoides. En el caso del la proteina glial fibrilar acida (GFAP) no
observamos una modificacién en el marcaje en hipocampo, perceptible macroscépicamente,
ver Figura 68.

Al valorar cuantitativamente este marcaje pudimos apreciar que, si bien las diferencias
no resultaron significativas, el JWH mostrd una tendencia a reducir el marcaje GFAP tanto en

los Wt, como en TgAPP (Figura 69).
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Figura 69. DOR del marcaje con GFAP
en hipocampo en secciones de
animales TgAPP y Wt tratados durante
4-5 meses con cannabinoides.

No se observaron diferencias
significativas ni por el genotipo, ni por
el tratamiento. A Si pudo observarse
una tendencia en los animales tratados
con JWH a reducir la expresion de
GFAP.

Hipocampo (DOR)

Figura 68. Expresion de GFAP en secciones de hipocampo de animales TgAPP y Wt que habian
recibido un tratamiento de 4-5 meses con cannabinoides. WIN y JWH dosis 0.2mg/kg/dia. No se
observan diferencias macroscopicas en los marcajes Fotografias a 4 aumentos.

b) Marcaje inmunohistoquimico con lba-1

Existe un amplio consenso en la existencia de microglia activada alrededor de las
placas tanto en cerebros de pacientes de EA como en sus modelos transgénicos. El Tg APP
utilizado en el presente trabajo a los 12 meses de edad todavia no presenta placas y era
interesante conocer si existian cambios en esta poblacidn celular involucrada en inflamacion.
Para su marcaje se utilizd un anticuerpo frente a Iba-1, que permite visualizar la morfologia,
con multiples procesos, de estas células gliales. En animales Wt se observé un gran nimero de
microglia en corteza y en hipocampo, los procesos surgian del cuerpo en forma radial y tenian
algunas ramificaciones. En los ratones Tg APP la densidad parece incrementarse en corteza
(Figura 70). La morfologia en algunos casos no parecia alterada, pero en otros aparecian

algunas células activadas con procesos cortos y engrosados, y en otros se encontraron un
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DOS

menor numero de procesos y fragmentados, probablemente como consecuencia de la edad de

los animales.
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Figura 70. Recuentos de las células Iba-1 positivas
en secciones de animales TgAPP y Wt tratados
durante 4-5 meses con cannabinoides en corteza.
WIN y JWH (dosis 0.2mg/kg/dia). Los TgAPP
muestran un mayor numero de células positivas
para lba-1 que los controles, el tratamiento con
WIN redujo el nimero de células positivas en los
TgAPP, los animales Wt no vieron modificado el
numero de células Iba-1 positivas con ninguno de
los dos tratamientos recibidos. Nimero de células
positivas por campo. Los resultados se expresan
como la media + ESM (n =5-8).*p<0.05 vs Wt+Veh;
#p<0.05 vs TgAPP+Veh.

El WIN no alterd ni la densidad ni la morfologia de la microglia en Wt o Tg APP. En

cambio, los animales tratados con JWH mostraron, en general, una densidad menor, células

con procesos muy cortos y/o fragmentados independientemente del genotipo (Figura 71).

Figura 71. Inmunoreactividad para Iba-1 en secciones de corteza de animales TgAPP y Wt tratados
0 no con cannabinoides de manera subcrénica. WIN y JWH (dosis 0.2mg/kg/dia). Podemos observar
ejemplos de las fotografias utilizadas para los contajes a 20 aumentos (fotografias grandes) y
fotografias en detalle para observar alguna de las caracteristicas de la microglia (insertos a 40
aumentos) Los TgAPP muestran un mayor nimero de células positivas para Iba-1 que los controles, el
tratamiento con JWH redujo el nimero de células positivas en los TgAPP, los animales Wt no vieron
modificado el nimero de células Iba-1 positivas con ninguno de los dos tratamientos recibidos.



c) Localizacién y expresidn del receptor CB1

La localizacién y la expresidon del receptor CB; se estudié por inmunocitoquimica, con
un anticuerpo generado en nuestro laboratorio, dirigido frente al extremo N-terminal
extracelular, purificado por afinidad utilizando el péptido antigénico. Este anticuerpo da lugar
a una tincion especifica de acuerdo con los estudios en el ratén KO para CB4, y marca tanto los
cuerpos neuronales, como terminales.

En la Figura 72 se encuentran imagenes representativas de los cambios observados en
corteza tras el tratamiento prolongado con WIN y JWH durante 4 meses, en ratones WT y Tg
APP. En la corteza de animales Wt se observd IR (inmunoreactividad) CB; en terminales
homogéneamente distribuidos, ademas de en los cuerpos neuronales con un marcaje intenso,
que corresponden a interneuronas GABAérgicas y algunas neuronas piramidales, localizadas en
capas llI-V, cuyo marcaje resultd menos intenso. En hipocampo, se observaron multitud de
interneuronas intensamente teiiidas, aparte de IR en todas las regiones del asta de Ammodn
(CA1 a CA3) y en el giro dentado, que fue algo mas débil. En ratones Wt tratados con WIN las
neuronas piramidales CB; positivas eran mas evidentes y no hubo cambios notables en las

interneuronas intensamente marcadas.

Wit

TgAPP

Figura 72. Secciones de corteza de animales TgAPP y Wt marcadas con Ab-CB1. Animales tratados
con WIN o JWH (dosis 0,2mg/kg/dia).
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En cambio en hipocampo el WIN redujo la IR existente en la capa piramidal y parecian
existir menos neuronas positivas en distintas regiones. El JWH en ratones Wt no produjo
cambios notables en la corteza cerebral, y en el hipocampo el nimero de neuronas positivas
fue menor en distintas regiones, ademds de disminuir la IR en giro dentado y aumentarla en

CA3.

TgAPP

Veh

WIN

JWH

Figura 73. Secciones de hipocampo de animales TgAPP y Wt marcadas con Ab- CB;. Animales
tratados con WIN o JWH (dosis 0,2mg/kg/dia). Se sefiala con un recuadro de linea continua los
cambios en la region CA1, y con un recuadro de linea discontinua los cambios en la region del
giro dentado. En CA1, se observa una reduccion del marcaje en los TgAPP, que es recuperada
con JWH. En el giro dentado se pierdo el marcaje en la zona granular en los TgAPP, al menos
parcialmente, con WIN y JWH.

En los animales Tg APP fue muy evidente el incremento en la tincidn de las neuronas
piramidales, en casi todas sus capas, no existiendo cambios evidentes en las interneuronas
positivas (Figura 73). La IR disminuyé marcadamente en CAl y aln mas en giro dentado,

aunque aumenté en CA3. El nimero de interneuronas CB; también disminuyé de forma
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notable por todo la extension del hipocampo. EIl WIN en Tg APP aumenté mucho mds la tincion
de las neuronas piramidales en corteza. En CA1 la tincién continud siendo reducida como en
los Tg APP tratados con vehiculo, pero fue mucho menor en el caso del giro dentado, vy el
numero de interneuronas siguidé siendo menor que en los Wt que recibieron veh. Comparando
la IR de neuronas y neuropilo en corteza de Tg APP que recibieron JWH con la de los Wt + veh
no se observaron cambios, y si mejoria en comparacién con los Tg APP. La tincidn de los
distintos elementos (terminales y neuronas) en hipocampo por JWH en Tg APP no mostrd
grandes variaciones, exceptuando la tincidn incrementada de CA3 y la reduccién en IR en CAl
gue parecieron normalizarse.

Estos resultados en conjunto muestran una regulacién de la expresién de CB, por los
tratamientos que recibieron los animales, por un lado, y en un modelo de EA por otro. En el
caso del WIN no parece contrarrestar los cambios que existen en el Tg APP en cuanto a
expresion del receptor CB;, en cambio el JWH parece haber prevenido algunas de las

alteraciones tras su administracién prolongada.
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En la EA existe activacidn glial, en particular alrededor de las placas, que es responsable de
la neuroinflamacién presente en la enfermedad y farmacos anti-inflamatorios son eficaces en
prevenir el riesgo de padecer la enfermedad neurolégica. Previamente se demostré que la co-
administracién de WIN con AP intraventricular prevenia la activacién microglial, los dafios
cognitivos y la pérdida de marcadores neuronales inducidos por el péptido. Ademds en
estudios in vitro se comprobd que tanto el WIN como el JWH contrarrestaron la
neurodegeneracion inducida por la activacion microglial con el AB. Estos resultados fueron el
primer paso, para considerar la modulacidon microglial mediante farmacos cannabinoides una
atil herramienta para intentar prevenir la patologia de la EA (Ramirez et al., 2005). Por ello
quisimos profundizar en los mecanismos de estas acciones terapéuticas de los cannabinoides
relevantes para la EA, con particular énfasis en los posibles efectos anti-inflamatorios de esos

agentes.

1. Accion de los cannabinoides sobre funciones

microgliales “in vitro”

Estudiamos algunas de las funciones de microgliales in vitro, como son la migraciéon y la
produccién de nitritos, fundamentales en la propagacién del efecto inflamatorio de la EA. En la

Tabla 11 se puede ver un resumen de los resultados obtenidos en los ensayos in vitro.

Tabla 11. Tabla resumen de los resultados obtenidos en los ensayos realizados in vitro en microglia

primaria y en las lineas N13 y BV2.

WIN JWH CBD HU AB
Migracion N13
sertos MH**(CB,/CBy)  P***(CB,) - - ***(Fib)
Migracion
microglia 1°™ PErE AAxE ExE AFR N**+(Fib)
Insertos
Migracién en
secciones EA 0 T - - -
N13
Nitritos BV2 * $* L* v* -
Nitritos
microglia 1°™ v v v v -
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Distintos estudios han comprobado la existencia de receptores CB; y CB,, tanto por
técnicas inmunocitoquimicas como por PCR, en microglia primaria de ratdén o en las distintas
lineas microgliales (Walter et al., 2003; Ramirez et al., 2005). De acuerdo con ellos, como se
esperaba, se detectd la expresidén, por técnicas inmunocitoquimicas, de los receptores
cannabinoides CB; y CB,, tanto en la linea microglia N13, como en microglia primaria de rata,
destacando la expresion de CB, en el borde de los lamelipodios.

Los cannabinoides se han mostrado como prometedores agentes para el tratamiento de
diversas enfermedades neurodegenerativas. Sobre todo, los cannabinoides sin efectos
psicoactivos, agonistas selectivos de los receptores CB, o agonistas con baja afinidad por
receptores cannabinoides (como el CBD), son interesantes para el traslado a la clinica.

La activacion de la microglia por AP se asocia con respuestas quimiotacticas hacia los
lugares en los que se acumula el mismo. Esto se corresponde con zonas de elevada densidad
de microglia activada alrededor de las placas seniles en cerebros de pacientes de EA. Por ello
se ha estudiado el efecto del AB.40y de los cannabinoides sobre la migracién.

Se sabe que el AP induce migracion, a través de membranas porosas, al interaccionar con
receptores quimiotacticos, FRP2 y FRP-/ikel (Cui et al., 2002) en microglia y otras células de la
estirpe inmune (Le et al., 2001; Tiffany et al., 2001). Estos receptores estan acoplados a
proteinas Gj, y pueden modular los niveles de AMP ciclico y Ca®" intracelulares (Cui et al.,
2002; Franklin et al., 2003), mecanismos por los cuales pueden modular la respuesta
quimiotactica. En los experimentos aqui presentados, ha sido necesario activar a la microglia
previamente con LPS, tanto en el caso de la linea N13, como de la microglia primaria, para
obtener una respuesta quimiotactica. Esto podria deberse a que el LPS promueve un aumento
de la expresién de los receptores quimiotdcticos FRP, necesarios para que las células lleven a
cabo una respuesta quimiotactica (Cui et al., 2002).

En el presente estudio hemos observado que los péptidos amiloides inducen respuestas
guimiotacticas en células microgliales (tanto en la linea N13, como en la microglia primaria) en
cultivo. Estudios previos habian mostrado que los fito y endocannabinoides inducen migracion
en la linea microglial BV2 (Franklin and Stella, 2003; Walter et al., 2003). No se habia estudiado
el efecto de los cannabinoides de sintesis. En nuestro trabajo hemos observado el agonista
CB1/CB, WIN y el CB, selectivo JWH promueven la migracion en la linea N13 y que a
concentraciones similares (100-200nM), el efecto observado en microglia primaria fue
superior. En los ensayos de Walter y colaboradores (2003), el efecto de los cannabinoides
estaba mediado por receptores cannabinoides CB, y el receptor para Abn-CBD. En nuestros
estudios, los efectos sobre la migracion de la linea N13, también fueron promovidos por el

receptor CB,, ya que dos agonistas CB, selectivos, JWH y HU, promovieron migracion que fue



bloqueada por el antagonista CB,, SR2, pero no por el antagonista CB; (Tabla 11). Sin embargo,
al contrario de lo descrito previamente, la activacién de receptores CB, también fue efectiva,
de hecho la migracion inducida por WIN (agonista mixto CB;/CB,) y por CBD, fue prevenida por
el antagonista CB; selectivo. El CBD no alteré la migracién inducida por los cannabinoides
sintéticos en estudio, por tanto no se comporté como un antagonista al contrario de lo
descrito por Walter y colaboradores (2003). Los cannabinoides no alteraron la respuesta
guimiotactica inducida por el AB en células N13.

La activacidn glial, induce la expresidon de la iNOS, que puede dar lugar a generacion
excesiva de NO que promueve neurodegeneracion. La activacion de microglia con AP puede
dar lugar a generacién de nitritos, en particular cuando se combina con otro agente activador
como IFN-y o CD40L (Goodwin et al., 1995; Ehrhart et al., 2005). Sin embargo otros autores no
obtuvieron respuesta alguna (Casal et al., 2002) o necesitaron concentraciones micromolares
del péptido para obtener generacion de nitritos (Novarino et al., 2004). Por ello estimulamos
las células microgliales con LPS para obtener una respuesta robusta en cuanto a generacion de
nitritos, y que podria modelar una activacién microglial.

Hemos observado un descenso concentracién-dependiente en los nitritos presentes en el
medio de cultivo de microglia (linea BV2 o microglia primaria) estimulada con LPS. De acuerdo
con un trabajo previo en que se utilizdé un cannabinoide sintético CB;/CB, CP55940 en
microglia estimulada con LPS/IFN-y (Waksman et al., 1999). En la linea BV2, CBD y HU (300-
400nM) fueron mas potentes a la hora de reducir la concentracién de nitritos que el WIN o el
JWH, mientras que en la microglia primaria todos los cannabinoides fueron equipotentes
(500nM) y la inhibicion fue mayor (Tabla 11). En cambio otros autores necesitaron una
concentracion de 5uM del JWHO15 para inhibir los nitritos generados por LPS/CD40L o
AB/CD40L en microglia primaria de ratéon (Ehrhart et al., 2005). El efecto de los cannabinoides
fue independiente de receptor, puesto que los antagonistas ensayados no alteraron sus
efectos, lo cual contrasta con el antagonismo del efecto del CP55940 con el SR1 (Waksman et
al., 1999). Es cierto que estos autores afiadian los compuestos 8 horas antes de estimular la
microglia con LPS, lo que podria explicar la discrepancia entre los resultados obtenidos y los
descritos previamente.

La ausencia de efecto de los antagonistas CB; y CB, ensayados podria explicarse por la
interaccion de los agonistas con otros receptores, sabemos que la farmacologia de los fito- y
endocannabinoides va incrementando su complejidad. Podria ocurrir que el efecto se deba a la
interaccion de los cannabinoides con otros receptores conocidos, pero menos estudiados

como el TRPV, GPR55 o el receptor de Abn-CBD.
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De acuerdo con estudios de afinidad en células transfectadas con receptores CB; y CB,
humanos, el CBD mostré muy baja afinidad (2-4uM) por estos receptores (Showalter et al.,
1996). Uno de los aspectos mas interesantes de nuestro estudio es que el CBD ha mostrado
efectos sobre funciones microgliales a concentraciones nanomolares (similares a las de otros
cannabinoides), y que muchos de estos efectos parecen mediados a través de receptor CB,.
Esto podria haber pasado desapercibido dado que la expresion de CB, en un cerebro normal es
muy pequefia, siendo observable tan solo por PCR cuantitativa, por ello puede que la accién de

CBD a través de CB, haya resultado dificil de detectar en estudios anteriores.

2. Efectos del tratamiento ip subcrénico con cannabinoides

sobre un modelo farmacoldgico de EA “in vivo”

Una vez comprobado que el CBD y otros agonistas cannabinoides eran eficaces en
modificar funciones de la microglia en cultivo se estudid si serian capaces de contrarrestar el
déficit cognitivo inducido por AP en ratén y reducir marcadores de inflamacién, como la
expresion de citoquinas pro-inflamatorias.

La utilizaciéon de este modelo se ve justificada por estudios previos, en los que la
administracién repetida de AP,.ss icv a ratas durante 7 dias, originaba disminucion de
receptores muscarinicos (Pavia et al., 2000) y alteraciones cognitivas en tareas de navegacién
espacial (Ramirez et al., 2005). Es mds Mazzola y colaboradores (2003), observaron déficits en
el ensayo de evitacion pasiva en ratones a los 7 dias de la administracion de una Unica dosis de
AB,s.35 0 AR, (Mazzola et al., 2003). Otros autores (van der Stelt et al., 2006) mostraron que
una sola inyeccidn intracortical de AP interferia con el aprendizaje en ese mismo ensayo a los
12 dias. Por ultimo, Medeiros y colaboradores (2007), al inyectar intracerebroventricularmente
AB4O0 fibrilado consiguieron un déficit cognitivo en water maze a los 7 dias de la administracion
del AB que pudieron revertir con anticuerpos frente a TNF-a (Medeiros et al., 2007).

En nuestros estudios los animales que habian recibido una Unica inyeccion de AR
mostraron un peor desempefio en la tarea de aprendizaje espacial que los animales control,
que aprendieron tras 5 dias de entrenamiento. Los ratones sometidos a un tratamiento
subcrénico con WIN y CBD manifestaron un mejor aprendizaje de la tarea, en comparacién con
los animales tratados con vehiculo, a los 7-14 dias de haber recibido la inyeccién de AB (iError!
No se encuentra el origen de la referencia.). Sin embargo, en este modelo los agonistas CB,
(JWH y HU) no fueron efectivos. Estos resultados estan de acuerdo con la eficacia del WIN en
prevenir los déficits cognitivos inducidos por AP, co-administrados intraventricularmente

(Ramirez et al., 2005) y con la del tratamiento subcrénico con un agente que aumenta la



disponibilidad de endocannabinoides, como el inhibidor de la recaptacion VDM11, en ensayos
de evitacion pasiva (van der Stelt et al., 2006).

También se estudid la posible implicacién de la modulacion glial a través de la medida de la
expresion de citoquinas. En animales inyectados con AB, se observé un marcado incremento
de la expresion de IL-6 y TNF-a. El tratamiento con WIN y CBD disminuyd la expresién de IL-6,
mientras que tan solo WIN pudo reducir parcialmente, la expresiéon de TNF-a (Tabla 12). De
manera que en este modelo farmacolégico in vivo de la EA los cannabinoides mostraron
beneficiosos efectos sobre pardmetros cognitivos (water maze), lo cual podria estar mediado
por la modificacion de la activacion glial.

Existen distintas evidencias de la inhibicidn de la liberacion y/o expresién de TNF-a por
WIN en cultivos de microglia (Facchinetti et al., 2003; Ramirez et al., 2005) que explicarian su
efecto in vivo tras su administracién subcrdnica. Ademds en otros estudios con este
cannabinoide CB;/CB, se ha observado una disminucidn en la activacién microglial inducida
por LPS (Marchalant et al., 2007). Por otro lado, se ha descrito que la administracién aguda de
CBD disminuye los niveles circulantes de TNFa en un modelo de inflamacién con carragenina
(Lodzki et al., 2003; Costa et al., 2004) y la disminucion tanto de la astrogliosis como de
distintos parametros de activacion glial, como GFAP, iNOS e IL-1B (Esposito et al., 2007a) en

ratones que habian recibido una inyeccidn intrahipocampal de AB.

Tabla 12. Resumen de los resultados obtenidos en el tratamiento in vivo de ratones C57 con AB y el

efecto de cuatro cannabinoides de distinto perfil farmacoladgico.

SCR+Veh AB+Veh AB+WIN AB+IWH AB+CBD AB+HU
Water maze Ref. * Normaliza * Normaliza H*
TNF-a Ref. ARk Rk - E* -
IL-6 Ref. PEx* Normaliza - Normaliza -

Las diferencias se expresan respecto al grupo experimental SCR+Veh, indicdndose con el término “Ref”
(grupo de referencia). En el caso de water maze la flecha indica, aumento o disminucién en el T2 de

latencia para encontrar la plataforma.

No queda claro porqué los agonistas selectivos CB, HU y JWH, que mostraron una
eficacia similar en cuanto a funciones microgliales no modificaron en absoluto el deterioro
cognitivo inducido por el AB in vivo. Por un lado el JWH, que también disminuyé la liberacidn
del TNFa in vitro (Ramirez et al., 2005), tuvo un efecto terapéutico en ratones Tg APP (ver mas
adelante), y disminuyd la activacion glial y distintos parametros anti-inflamatorios en modelos

de enfermedades neuroldgicas (Correa et al., 2007; Palazuelos et al., 2009). La informacion
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relativa al HU es escasa, pero Hanus et al. (1999) habian comprobado su efecto anti-
inflamatorio. Es mas, en un modelo de isquemia/reperfusién el HU administrado de manera
preventiva, disminuyd los niveles de TNFa y de caspasa-3, entre otros pardmetros (Rajesh et
al., 2007).

No hay duda de que en la EA ocurre una inflamacién en la que estdn implicados
astrocitos y microglia. La respuesta inflamatoria posee efectos tanto beneficiosos, como
perjudiciales para el desarrollo de la enfermedad. La microglia activada libera moléculas
téxicas, como NO o citoquinas pro-inflamatorias que pueden contribuir a la
neurodegeneracion. Al mismo tiempo, estas células liberan factores tréficos, migran hacia las
zonas afectadas y fagocitan neuronas muertas, contribuyendo a la neuroproteccién. El
resultado de los procesos inflamatorios sera una combinacion de ambos efectos. Parece que
los cannabinoides regulan estas funciones de forma positiva. De hecho estos compuestos
contrarrestan el incremento de citoquinas proinflamatorias, como TNF-a y la consecuente
neurodegeneracion tras su administracion in vivo e in vitro (Ramirez et al., 2005). Ademas los
cannabinoides promueven migracion, mecanismo que, en Uultima instancia, permitira la
fagocitosis de los depdsitos de AB. Por tanto, este tipo de farmacos, con propiedades
neuroprotectoras y efectos antiinflamatorios (Walter and Stella, 2004) son interesantes para la
prevencion de la inflamacidon de la EA. Concretamente los agonistas CB, selectivos resultan
especialmente interesantes, al carecer de efectos psicoactivos (Hanus et al., 1999; Sanchez et

al., 2001).

3. Efectos del tratamiento créonico con cannabinoides sobre

un modelo transgénico de EA

El modelo transgénico Tg2576 de la enfermedad de Alzheimer es un modelo ampliamente
utilizado para el estudio de la EA, en el que los animales desarrollan algunos de los sintomas
cognitivos y neuropatoldgicos de la enfermedad. Presentan niveles detectables de AB1.40 Y AB1-
4 a partir de los 6 meses de edad (Hsiao et al., 1996) y comienzan a aparecer placas a partir de
los 12-14 meses (Arendash and King, 2002). Por esta razén y, ademas porque el desarrollo de
las alteraciones comportamentales y neuropatolégicas es mas lento que en otros modelos,
proporcionando asi un marco temporal mas amplio para el estudio de estrategias preventivas,
elegimos este modelo experimental.

Otro aspecto importante a tener en cuenta en el presente estudio, es la via de
administracién utilizada para los cannabinoides, oral, en el agua de bebida. En un estudio

previo se habia utilizado la coadminstracion intraventricular de los cannabinoides con AP



(Ramirez et al., 2005). La ventaja de aquella via de administracion es doble, evita una
manipulacion excesiva y estresante para los animales durante un periodo prolongado y por
otro lado constituye una via de facil traslado a la clinica en humanos. Elegimos esta
administracién basandonos en trabajos previos (Steffens et al., 2005; Gertsch et al., 2008), en
los que administraban THC 0.1 mg/kg/dia. Durante los 4 meses que durd el estudio se
monitorizd tres veces por semana el consumo de agua y no se encontraron diferencias en los
niveles de consumo de los distintos grupos experimentales. Esto parece indicar que los
animales no rechazaban los compuestos en la bebida, y que tampoco existian efectos

reforzantes a la dosis utilizada.

3.1. Pruebas de comportamiento

Es bien sabido que los cannabinoides inducen hipoactividad tras su administracidon aguda y
que se trata de un efecto dosis-dependiente (Tulunay et al., 1982; Jarbe et al., 2006). En este
trabajo el WIN incluso a una dosis baja de 0.2 mg/kg disminuyé de forma significativa la
actividad motora, tanto la actividad horizontal, vertical como las esterotipias. En cambio el
JWH, a la misma dosis, carecid de efecto, de acuerdo con estudios anteriores (Sanchez et al.,
2001). Por otro lado el WIN a esa dosis redujo en menor medida la actividad motora en los
ratones Tg APP, que indicaria una menor sensibilidad de los receptores CB; que median dicho
efecto.

Los ratones Wt tratados con WIN y con JWH durante 2 meses recorrieron la misma
distancia que los tratados con vehiculo, y mostraron un incremento en la actividad vertical.
Tras 4 meses de tratamiento sélo el WIN incrementé la actividad horizontal, y ambos
compuestos incrementaron las elevaciones de los ratones Wt. En el caso del primero se podria
pensar en el desarrollo de tolerancia fuera el responsable (Hollister, 1978; Hampson et al.,
2003), y que la tolerancia continta progresando con la duracidn del tratamiento. En el caso del
agonista CB, cabria en cambio pensar que continla siendo selectivo en cuanto a actividad
locomotora se refiere y por tanto carente de efecto psicoactivo.

Los ratones Tg APP (9 y 11 meses de edad) mostraron hipoactividad respecto a los Wt
(Tabla 13). Esto, en principio, contradice los resultados obtenido por otros grupos, en los que
los Tg2576 presentan por lo general un aumento de la actividad locomotora (Hsiao et al., 1996;
Lalonde et al., 2003; Gil-Bea et al., 2007). Sin embargo la disparidad entre nuestros resultados
y los de otros grupos se explica al profundizar en los protocolos utilizados; Gil-Bea vy

colaboradores sometieron a los animales a dos sesiones de 30 minutos con 24 horas de
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Tabla 13. Resumen de las alteraciones encontradas en el modelo TgAPP durante su seguimiento, y
efectos del tratamiento crénico con agonistas cannabinoides in vivo (a los 2 y 4 meses de tratamiento)

y post mortem (11-12 meses de edad).
| Wt | Wt+WIN | Wt+JWH Tg Tg+WIN Tg+JWH EA
Distancia
horizontal Ref. = = Nk Normaliza I **
2meses ©
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, o c
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Ref. * Prx AL J*** Normaliza S 8
2meses - £
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, s 3
© Dist. = 32
% Horizontal Ref. PN = * Normaliza J* @ .:_35
£ -
g 4meses <
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g Ref. N* N * Normaliza Normaliza
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Water Maze
Ref = = E* E* PE
5°Dia 2meses a
------------------------------------------------------------------------------------------------------- 2
Water Maze =
Buena retencién de memoria oo
4meses 8
R U Q
a Rec. de S
- ) =
S objetos Ref. = = ddiscriminacién (. discriminacién Normaliza Q
& | 4meses
ADC Cx
Ref. = = * Normaliza Normaliza »
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S
g PET
g CXF/CxPF/Hp Ref. N = I I Normaliza J
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2
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5 % IL6 Ref = = = = = 1,
=
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m %’é’-]&é"""""""k'éf """" = = = = = 02
o T
o d
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Las diferencias que se expresan respecto a los grupos experimentales Wt o Tg, indicandose
en cada caso con el término “Ref.” (grupo de referencia). CxF, cortex frontal; CxPF, cortex

138



parietal frontal; Hp, hipocampo. Aquellas modificaciones que resultan positivas para
mejorar la patologia se indican en verde. En la ultima columna se indican algunas de las
alteraciones que se observan en la EA, destacando en azul aquellas que mimetiza el modelo
transgénico utilizado. En el caso de water maze la flecha indica, aumento o disminucién en
el T2 de latencia para encontrar la plataforma.

diferencia teniendo en cuenta solo la segunda, en la que los animales estdn
habituados. Lalonde y colaboradores utilizan 3 sesiones de 5 minutos en 3 dias consecutivos, y
otros investigadores utilizan sesiones de tan solo 3 minutos (Deacon et al., 2008). Estos
autores llevaron a cabo habituacion de los animales a la arena previo a las valoraciones,
mientras que los Wt se movian menos al conocer la arena, los Tg APP reaccionaban a ella como
si fuera nueva y la exploraban. Por tanto es ldgico que los resultados de nuestros animales,
gue no han sido habituados a la arena, presenten discrepancia con los de otros investigadores.

Destacamos que con el tratamiento con los cannabinoides las estereotipias no se vieron
afectadas, independientemente del genotipo o del tratamiento recibido (Tabla 13). En cuanto
a los transgénicos, el JWH elevd a niveles normales el nimero de elevaciones a los 2 meses,
mientras que a los 4 meses el WIN mejord la distancia horizontal recorrida. Es decir, los
cannabinoides pueden modificar positivamente algunas de las alteraciones motoras presentes
en el modelo.

Algunos cannabinoides que inducen efectos psicoactivos interfieren con el aprendizaje y
procesos de memoria (Lichtman et al., 2002a), efecto que es dosis-dependiente. Asi, la
administracion aguda de WIN a partir de 1mg/kg, aunque no a las dosis de 0.1 o 0.3 mg/kg,
interfiere en el desempefio en el water maze (Varvel and Lichtman, 2002), mientras que en el
laberinto de ocho brazos la dosis EDs, fue de 2,2 mg/kg (Lichtman et al., 1995). Sin embargo ni
el WIN ni el JWH administrados en el agua de bebida modificaron el curso del aprendizaje en
comparaciéon con los tratados con el vehiculo. Una explicacion seria la dosis baja que habia
sido elegida, ya que otro cannabinoide mixto CB;/CB,, el CP55,940, administrado durante 21
dias a dosis crecientes entre 0.15 y 0.3 mg/kg no alterd el reconocimiento de objeto nuevo en
ratas adultas (O'Shea et al., 2004) y en el caso del WIN se podria invocar a una posible
tolerancia a su efecto agudo (Abood and Martin, 1996; Hampson et al., 2003).

En nuestro estudio no observamos alteraciones significativas en el aprendizaje de la tarea
espacial (water maze) en ratones Tg APP de 9 meses de edad (2 meses de tratamiento), tan
solo una ligera diferencia durante el ultimo dia del ensayo. Estos resultados estan de acuerdo
con los obtenidos por otros autores. Asi Hsiao y colaboradores (1996) fueron los primeros en
describir que las alteraciones en el aprendizaje espacial (water maze y Y-maze) comienzan
entre los 9 y 10 meses de edad. Estudios posteriores han descrito resultados contradictorios,

Arendash y colaboradores (2002) no observaron diferencias significativas al estudiar el modelo
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entre los 3 y los 19 meses de edad utilizando un protocolo muy similar al de nuestro estudio
(Arendash and King, 2002; King and Arendash, 2002). Tampoco en hembras de 15 meses de
edad se observaron alteraciones en el aprendizaje espacial (Bizon et al., 2007). Otros estudios,
en los que utilizaron un protocolo de water maze cued (plataforma visible) describieron que las
alteraciones comienzan entre los 6 (Westerman et al.,, 2002) y 9 meses de edad (King and
Arendash, 2002).Es cierto que el ligero deterioro cognitivo observado en el quinto dia por los
Tg APP no fue contrarrestado por los cannabinoides, pero cabria destacar que los farmacos no
empeoraron el aprendizaje en ninguno de los animales tratados. Dos meses después, se repitio
el ensayo de aprendizaje espacial y los animales mostraron una buena retencién de la
memoria espacial, que no se vio afectada ni por el genotipo, ni por el tratamiento. Este es el
primer trabajo (hasta donde nosotros sabemos) en el que se ha tratado y analizado a la misma

cohorte de animales durante un periodo prolongado de tiempo.

El siguiente ensayo de comportamiento, reconocimiento de objeto nuevo, se llevé a cabo
tan solo a los 4 meses de iniciar el tratamiento. Este ensayo habia sido utilizado previamente
en el Tg2576 por Taglialatela y colaboradores (2009), los cuales detectaron un deterioro de la
retencién de la memoria a los 5 meses de edad a las 4 y 24 horas. Es importante tener en
cuenta que mientras que el laberinto de agua estd asociado a funcionalidad del hipocampo, el
reconocimiento de objetos esta asociado a corteza perirrinal (Barker et al., 2007) y por lo tanto
no reflejan exactamente el mismo tipo de alteraciones. Los resultados obtenidos muestran una
alteracion del reconocimiento de un objeto nuevo en los transgénicos en comparacion con los
controles, que fue prevenido por el tratamiento oral con JWH durante 4 meses, de nuevo, un
agonista CB, resulté mas efectivo que uno mixto CB,/CB,. También es importante destacar que
ninguno de los cannabinoides alteré el aprendizaje de los animales control. Resumiendo el
tratamiento oral prolongado con WIN y JWH no es perjudicial en cuanto a aprendizaje y
memoria se refiere en ratones Wt y el déficit cognitivo del modelo de EA fue normalizado por

el tratamiento con JWH.

3.2. Estudios longitudinales de neuroimagen

Uno de los aspectos mas interesantes del trabajo aqui presentado es la utilizacién de
técnicas de neuroimagen para el seguimiento de un modelo transgénico de la enfermedad y su
tratamiento crénico con cannabinoides. El objetivo que perseguiamos era doble, el

seguimiento de la patologia tipo EA, y el potencial traslado de protocolos de seguimiento a la



clinica. Ademds de estudiar la utilizacion de técnicas multi-paramétricas como una
herramienta util en el diagndstico de la EA.

Antes de comenzar a valorar los resultados obtenidos debe tenerse en cuenta que las
técnicas de resonancia estan optimizadas para humanos y que los aparatos fabricados para su
utilizacion experimental en animales pequefios estdn implementados para su uso en ratas,
siendo su utilizacién en ratones un desafio (Choi et al., 2007). Por lo que los resultados aqui
presentados poseen un valor aun mayor.

La difusién del agua se ve afectada por los componentes estructurales (organulos y
macromoléculas); las barreras fisicas (membranas celulares) y las propiedades fisico-quimicas
del tejido (viscosidad, temperatura). Diversas alteraciones patoldgicas de la EA pueden afectar
al movimiento del agua: el edema, alteraciones de la homeostasis idnica, alteraciones del
citoesqueleto, la celularidad, asi como la aparicién de depdsitos proteicos intra y
extracelulares. En conjunto, las alteraciones de la EA, dan lugar a la alteracién de las barreras
gue de forma natural impiden el movimiento del agua; variando, de este modo, los valores de
ADC. En enfermos de EA se ha descrito de forma general un aumento en los valores de ADC en
pacientes de EA respecto a individuos sanos; sobre todo en sustancia blanca, ya que la muerte
neuronal y la consecuente pérdida de fibras reducen las barreras para el movimiento del agua
(Hanyu et al., 1998; Kantarci et al., 2001). Estos estudios no han sido capaces de diferenciar
entre EA y DCL. No existen demasiados estudios realizados en modelos transgénicos sobre los
coeficientes de difusion del agua. El primer estudio, hasta donde sabemos, se realizé en el
modelo APP23, en el cual se encontré una disminucion en los valores de ADC en caudado-
putamen a los 25 meses de edad que se adscribié a un aumento en la gliosis (celularidad) y los
depdsitos de AP (Mueggler et al., 2004). En estudios llevados a cabo en el modelo Tg2576 no
se observaron alteraciones en las imagenes de la tensidén en la difusion del agua (parametro
ligeramente distinto al ADC) en animales de 8 meses de edad (Sun et al., 2005). En animales de
12-16 meses de edad del modelo TgCRNDS8 no se han encontrado diferencias significativas en
ninguna de las zonas estudiadas (Thiessen et al.). En nuestro estudio hemos encontrado un
aumento en los valores de ADC en el cortex de animales TgAPP respecto a los transgénicos a
los 9 meses de edad, lo que coincide con los resultados obtenidos en la EA por Hanyu y
colaboradores (1998) y Kantarci y colaboradores (2001). Lo mas interesante es que el
tratamiento tanto con WIN como con JWH durante dos meses revertié este efecto, sin afectar
a los valores de ADC de animales Wt. No observamos alteraciones en hipocampo, lo que
coincide con los resultados de Hanyu y colaboradores (1998) en humanos en pacientes de EA.
Existe una relacidn inversa entre alta celularidad (valores de ADC bajos) y los niveles Cho/Crea

(Gupta et al., 1999). Cuando existe edema citotoxico también existe una reduccién en ADC
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(Schaefer et al., 2000). Sin embargo, un incremento en ADC se considera indicativo de edema
vasogénico (McManus et al., 1995) y se ha descrito en la intoxicacién aguda con amonio en
distintas regiones cerebrales (Cauli et al., 2007) y en enfermedades neuroldgicas crdénicas (Gass
et al.,, 2001). Cuando comparamos los resultados obtenidos a 2 y 4 meses de tratamiento,
observamos que en cortex no existen diferencias significativas, mientras que en hipocampo
existe una tendencia general a disminuir los niveles de ADC a los 4 meses de tratamiento,
efecto que se debe seguramente a un efecto compensatorio que desarrollan con la edad.

La transferencia de magnetizacidon aumenta cuanto mayor es el numero de
biomoléculas en solucidn capaces de solvatar agua, cuando existe muerte celular se liberan
biomoléculas, pudiendo incrementarse este pardmetro. En humanos se han encontrado
resultados variables, desde aumentos en los valores de MT en lébulo temporal (Hanyu et al.,
2000; Bozzali et al., 2001); hasta disminuciones respecto a los controles en la zona del
hipocampo (Hanyu et al.,, 2001). Los estudios de Hanyu y colaboradores, destacan que la
correlacién entre los resultados obtenidos en el test mini-mental y los valores de MT podrian
ayudar a distinguir la demencia tipo Alzheimer de la no tipo Alzheimer. Sin embargo no
existian estudios previos realizados en modelos transgénicos de la EA que nos pudiesen
orientar. Para este caso es importante destacar que, en el modelo utilizado en nuestro estudio,
no existe muerte neuronal, por lo que es légico que la transferencia de magnetizacién no se
vea afectada en el mismo, ya que al no haber muerte neuronal no se liberan fosfolipidos al
medio que pudieran solvatar agua y con ello modificar la MT, como de hecho ha ocurrido.
Tampoco observamos un efecto del tratamiento con cannabinoides, cuyo efecto sobre la
transferencia de magnetizacion no se habia estudiado anteriormente.

La espectroscopia nos da una idea de la composicidn quimica de un volumen tisular. En
diversos estudios recientes llevados a cabo en pacientes de EA y DCL se han encontrado una
serie de hallazgos consistentes, como son una reduccidon en los cocientes NAA/Crea
principalmente en hipocampo vy distintas regiones corticales, de alrededor de un 10% en los
pacientes de EA respecto a individuos sanos (Kantarci et al., 2000; Griffith et al., 2007; Kantarci
et al., 2007; Wang et al., 2009). Ademas en individuos presintomaticos que portan mutaciones
de EA familiar también se encontré NAA/Crea disminuidos (Godbolt et al., 2006). Existe algo
mas de controversia respecto a si existen diferencias entre EA y DCL, Wang y colaboradores
(2009) no encontraron diferencias entre EA y DCL en hipocampo; mientras que Kantarci y
colaboradores (2000) describieron mayores niveles de NAA/Crea en pacientes de DCL que en
los de EA, aunque en otras zonas cerebrales, |6bulo temporal y I6bulo cingulado. Otro hallazgo
persistente en enfermos de EA es el aumento de los niveles de ml/Crea en EA respecto a

controles, alrededor de un 19% (Kantarci et al., 2000; Wang et al., 2009). Otros metabolitos



que se han visto afectados en la enfermedad son: scyllo-Inositol/Crea que se ha visto
aumentado el EA (Griffith et al., 2007) o incrementos de la Cho/Crea en pacientes de EA
(Kantarci et al., 2000; Kantarci, 2007) versus controles o DCL. También existen una serie de
estudios de MRS realizados en modelos transgénicos de la EA, el primer estudio se realizé en el
modelo utilizado por nosotros, el Tg2576, en animales de 19+2 meses; en el analisis in vitro de
muestras de corteza encontraron una reduccidn en los niveles de NAA, glutamina y glutation,
ademads de una elevacién en los niveles de taurina; in vivo, por el contrario, solo se
encontraron reducidos los niveles de NAA y aumentados los de taurina (Dedeoglu et al., 2004).
El resto de los estudios realizados, hasta donde nosotros sabemos, se han llevado a cabo en
dobles transgénicos APP-PS1 y APP-PS2. En el APP-PS1 se han observado disminuciones en los
niveles de NAA y Glu y aumentos de Myo-I a partir de los 3 meses de edad (Marjanska et al.,
2005); en un estudio posterior vieron que el myo-I se veia aumentado desde los 2,5 meses de
edad, mientras que el NAA y el Glu disminuian desde los 6,5-9 meses (Oberg et al., 2008) y que
las alteraciones eran muy destacadas al afo de vida (Woo et al., 2010). En lo que respecta al
APP-PS2 la disminucion de NAA/Crea comienza a ser detectable a partir de los 20 meses de
edad (von Kienlin et al.,, 2005). Dados estos antecedentes resultaba ldgico investigar las
posibles alteraciones presentes en nuestros sujetos de estudio, sin embargo, no hemos
encontrado ninguna diferencia entre los animales Wt y TgAPP; a ninguna de las dos edades
analizadas. Resulta légico que no hayamos encontrado diferencias a los 9 y 11 meses de edad
puesto que estudios anteriores en el mismo modelo encontraron disminuciones de NAA a
partir de los 19 meses de edad y en dobles transgénicos (cuya evolucién es mas rapida) las
alteraciones aparecen a los 9 meses (APP-PS1) o 20 meses de edad (APP-PS2). Tampoco
observamos ninguna influencia del tratamiento crénico con los cannabinoides, sobre los
niveles de NAA/Crea ni Cho/Crea en ninguna de las dos zonas cerebrales estudiadas (estriado e
hipocampo). Es cierto que Hermann y colaboradores (2007), observaron una disminucion
significativa del ratio NAA/Crea en individuos consumidores de cannabis respecto a sujetos
control en corteza prefrontal dorsolateral, ademas de una correlacidon significativa en
putamen/globo palido entre los niveles de CBD (analizados en el cabello) y el ratio NAA/Crea
en los consumidores. Este cambio era similar al que ocurre en esquizofrénicos. Por tanto la
ausencia de efecto puede considerarse positiva, ya que el tratamiento crdénico con dosis bajas
de cannabinoides (0,2mg/kg/dia WIN y JWH) no ha alterado los niveles de los metabolitos
cerebrales.

De acuerdo con resultados obtenidos previamente en un estudio longitudinal (Mosconi
et al.,, 2009), o estudios puntuales (Kumar et al., 1991; Minoshima et al., 1998), ambos en

pacientes de EA; y los obtenidos en modelos transgénicos de la EA (Kuntner et al., 2009),
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hemos hallado una reduccién en la captacion de glucosa en los animales TgAPP respecto a los
Wt a los 11 meses de edad. Este hallazgo se corresponde con una alteracién cognitiva
observada en el ensayo de reconocimiento de objetos a los 11 meses de edad. Esta reduccion
en la captacidon de glucosa se pudo observar en 3 de las 4 zonas (ROIs) analizadas; cortex
frontal, cortex temporal-parietal e hipocampo; mientras que en estriado no encontramos
diferencias estadisticamente significativas, esto coincide con el hecho de que es la zona menos
afectada tanto en el modelo como en la EA. El WIN disminuyé significativamente el consumo
de glucosa en los Wt. Parece que este hecho, de nuevo, indica tolerancia al efecto agudo del
compuesto que dio lugar a un modesto aunque estadisticamente significativo aumento en la
captacién de glucosa (PET). Estos ultimos resultados son similares a los obtenidos en secciones
de hipocampo in vitro tras adicion de WIN, y que dado que el antagonista CB; AM251
disminuye la captacion de glucosa indican que existe un control endocannabinoide mediado
por el receptor CB; (Kofalvi, comunicacidn personal). El JWH mejoré significativamente, hasta
niveles control, la captacidn de glucosa en los transgénicos, lo que se asocia con la mejora de
parametros tanto cognitivos, como bioquimicos (Tabla 13).

En el contexto de la neuroimagen resulta especialmente interesante el andlisis
conjunto de todos los parametros analizados, analisis multivariante. Llevamos a cabo este tipo
de analisis para intentar profundizar en las interrelaciones existentes entre los resultados
obtenidos. En general, encontramos correlaciones entre distintos pardametros de neuroimagen
y entre distintos parametros de comportamiento, como era de esperar. Uno de los resultados
mas interesantes es la correlacién a 2 meses de tratamiento (9 meses de edad) entre ADC en
corteza, con el resultado de water maze el 52 dia de entrenamiento en los animales tratados
con vehiculo, lo que demuestra que las alteraciones en ADC se reflejan en alteraciones en
aprendizaje. Esta correlacién se pierde cuando se trata a los animales tanto con WIN como con
JWH. A los 4 meses de tratamiento (11 meses de edad) no encontramos correlacidon entre
pardmetros de neuroimagen y cognitivos en animales tratados con vehiculo, probablemente
debido a la edad y a la ausencia de efecto de los tratamientos. A los 4 meses de tratamiento
los animales tratados con WIN o JWH presentan un mayor numero de correlaciones que los
tratados con vehiculo, en general, quizd debido a que los cannabinoides revierten, en cierto

modo los efectos de la edad en estos animales, lo que seria beneficioso.



3.3. Estudios bioquimicos

a) Niveles de AB en corteza, transporte de AB a LCR y niveles de GSK3p

Cuando iniciamos este estudio no existia ninguna evidencia que nos hiciese pensar que los
cannabinoides fuesen capaces de modificar los niveles de AB en un modelo transgénico de la
EA. Uno de los estudios mas completos sobre los niveles cerebrales, sanguineos y en LCR de
ABa4o y AB.4 soluble e insoluble en el Tg2576 fue realizado por Kawarabayashi y colaboradores
(2001). En este estudio vieron que los niveles de AR, en general, aumentaban
exponencialmente en cerebro, entre los 6 y 10 meses de edad; mientras que, de manera
simultdnea, en LCR y sangre observaban una disminucién paulatina de los mismos
(Kawarabayashi et al., 2001). De la misma manera, hemos encontrado elevados niveles de AB4
y AB4, soluble en la corteza de animales Tg2576 de 11-12 meses de edad. Kawarabayashi y
colaboradores (2001) mostraron que las placas amiloides eran evidentes a partir de los 12
meses de edad pero en pequeiio numero. Coincidiendo con estos resultados, en estudios
inmuhistoquimicos de nuestros animales de 11-12 meses de edad, encontramos sélo alguna
placa aislada, en alguna seccién de los animales Tg2576. En cuanto a los animales que habian
recibido un tratamiento oral con cannabinoides durante 4 meses, observamos que WIN redujo
los niveles de AB.,, mientras que JWH disminuyé tanto los niveles de AB4,, como los de AB.o,
en corteza. En otro estudio, la administracién crénica del HU210 a la dosis de 50 pg/kg en
ratones Tg APP/PS1 durante no modificé en absoluto ni el area ocupada por las placas ni los
niveles de AB, ademas de resultar toxico para los animales (80% de mortalidad) (Chen et al.,
2010). Por lo tanto es la primera vez que se describe este efecto, que podria ser muy
beneficioso para la progresion de la enfermedad, especialmente en el caso de JWH, ya que
reduce los niveles de ambos fragmentos amiloides y que carece de efectos psicoactivos.

El mecanismo mediante el cual los cannabinoides llevan a cabo esta reduccién era
desconocido, para esclarecerlo, estudiamos el transporte a LCR a través de los plexos coroides.
El transporte del AB cerebral hacia circulacién periférica o LCR es una estrategia terapéutica
que esta siendo estudiada activamente hoy en dia. Asi, diversos estudios han mostrado que el
transporte de AB a LCR a través de los plexos, es mediado por el receptor de la megalina y el
factor de crecimiento similar a insulina-1 (IGF-1), y que la modulacién de este transporte tiene
efectos neuroprotectores (Carro et al., 2002; Carro et al., 2005). De manera que los niveles de
AB en LCR estdn, intimamente relacionados con sus niveles cerebrales, por lo que era légico
analizar si los cannabinoides pueden modificar el transporte de AP a través de los plexos

coroides. Por otro lado, la primera descripcidon de la presencia de componentes del sistema
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endocannabinoide en los plexos coroides, se realizé en el afio 2000 cuando se detectd la
presencia de la FAAH (Egertova et al., 2000), enzima de degradacién de AEA. Mas tarde, en el
2004, se describid la presencia de receptor CB; en las células endoteliales de los plexos (Ashton
et al.,, 2004). En los estudios de transporte a través de los plexos presentados en nuestro
estudio, observamos que tanto WIN como JWH, aceleraban el transporte de AB4 a través de
los plexos, siendo el efecto de este ultimo mucho mds marcado. Esto podria explicar porqué
los animales tratados oralmente con WIN y JWH presentan reduccidn de los niveles de AB en
corteza, en comparacién con los tratados con el vehiculo, y porqué el efecto positivo de JWH
abarca mayor nimero de parametros.

Un rasgo invariable de la EA es el incremento en tau hiperfosforilado, la quinasa implicada
es la GSK3B. Es mas, el AB es capaz de aumentar la forma activa de la enzima (no fosforilada)
(Longo and Massa, 2004) y se estan investigando terapias para la EA que prevengan la
activaciéon de esta enzima. Hemos observado una disminucion de la forma fosforilada de la
GSK3B en animales transgénicos respecto a los Wt lo que supondria un incremento en la
fosforilacién de tau. La inactivacion por fosforilacion de GSK3[ podria ocurrir por la activacién
de la via PI3K/Akt (o PKB). Diferentes estudios han demostrado que los cannabinoides son
capaces de activar esta via de sefalizacion. Asi se ha descrito que el THC a través de receptor
CB,, era capaz de activar la via PI3K/PKB que al fosforilar a la GSK3p la inactivaba (Gomez Del
Pulgar et al., 2002; Ozaita et al., 2007). Otros autores habian visto que los receptores CB,
también estaban implicados en la activacién de la ruta de fosforilacion de la GSK3f (Molina-
Holgado et al., 2002). En nuestro estudio los cannabinoides WIN y JWH previenen la
fosforilacién de GSK3p, lo que disminuiria la fosforilacidn de tau, lo que podria ser beneficioso

para la progresion de la patologia.

b) Los cannabinoides modulan parametros inflamatorios del Tg2576

La inflamacién es un proceso fundamental en el desarrollo de la EA, y los cannabinoides
son unos conocidos agentes moduladores de la respuesta inflamatoria, por ello era importante
estudiar como habia afectado el tratamiento prolongado con WIN y JWH a algunos parametros
inflamatorios. Estudiamos la expresién de la enzima COX-2 en hipocampo porque estd
implicada en la sintesis de acido araquiddnico y otros mediadores de inflamacion. En la EA la
COX-2 se sobre-expresa en neuronas potenciando su deterioro redox (Pasinetti, 1998). En
nuestros resultados, los animales Tg2576 muestran una sobreexpresion de COX-2, que puede
estar implicado en el déficit de memoria observado en estos animales en el water maze vy el
reconocimiento de objetos, ya que, como vieron Andreasson y colaboradores (2001), ratones

transgénicos que sobre expresaban COX-2 presentaban importantes déficits de memoria



(Andreasson et al., 2001). Este aumento de la expresion de COX-2 se debe probablemente a la
expresién de AB en estos animales, puesto que en otros estudios se ha observado que la
administracién icv de AB,, induce un aumento en la expresion de COX-2, ademas de un déficit
cognitivo (Medeiros et al., 2010). En nuestros resultados vemos que JWH reduce la expresion
de esta enzima en animales Wt y que tanto WIN como JWH reducen la expresién a niveles
control en los TgAPP. En un estudio, Zhang y colaboradores (2008) consiguieron con 2-AG
reducir la expresiéon de COX-2 in vitro en neuronas tratadas con LPS, efecto mediado por
ambos receptores cannabinoides. Sin embargo, al contrario que en este estudio, donde
utilizaban concentraciones entre 1 y 10uM (Zhang and Chen, 2008), nosotros conseguimos
reducir la sobreexpresion de COX-2 in vivo con una dosis de WIN y JWH de tan solo 0.2mg/kg.

Otro parametro de inflamacién analizado fue la expresidn de la proteina acida fibrilar glial
(GFAP), que indica la presencia de astrocitos, aumentos de su expresion se relacionan con
astrocitos reactivos. En nuestro estudio no hemos encontrado un aumento en la expresion de
GFAP (Western blotting) debido al genotipo, sin embargo, dado que nuestros animales, por su
edad, aun no habian desarrollado placas seniles y que en estudios de muestras de pacientes de
EA se ha observado un aumento en la expresion de GFAP que localizaba con AB en ellas (Perez
et al., 2000), es logico que no encontremos este efecto en el modelo. Por otro lado, los
cannabinoides no han afectado a la expresién de GFAP ni en los TgAPP ni en los Wt, por lo que
el tratamiento prolongado con cannabinoides no varia la reactividad astrocitaria, de manera
que los efectos moduladores sobre la funcidon inmune que observamos en los animales podrian
adscribirse de forma exclusiva a la microglia. Esto se ve confirmado por los resultados
inmunohistoquimicos, en los que la expresién de GFAP no se me modificada, mientras que la
de Iba-1, marcador microglial, aumenta en los TgAPP.

La expresion de citoquinas proinflamatorias es un punto clave en la EA, se sabe que tanto
IL-6 como TNFa (Dickson et al., 1993), se ven aumentados en cerebros de pacientes respecto a
controles sanos. En el modelo Tg2576 se habia descrito un aumento de estas citoquinas por
inmunohistoquimica en estudios de animales a partir de 13 meses de edad (Mehlhorn et al.,
2000; Apelt and Schliebs, 2001) y en estudios de expresidon observaron aumentos de IL-6 a
partir de los 4 meses de edad (Tehranian et al., 2001).En este trabajo los niveles de IL-6 no
variaron ni por efecto del genotipo, ni por efecto del tratamiento; aunque es importante que la
técnica de valoracion de nuestro estudio es mas precisa que la de Tehranian y colaboradores
(2001). Describimos por primera vez que el aumento de la expresion de TNF-a en corteza,
valorado por PCR cuantitativa en el modelo TgAPP a los 11-12 meses de edad fue reducido
drasticamente por el tratamiento con WIN y JWH en los transgénicos, aunque no modificé los

niveles de los controles. Asi confirmamos la existencia de un proceso inflamatorio cerebral en
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el Tg2576 y que los cannabinoides son capaces de contrarrestarlo. Podemos relacionar,
ademas, la reduccion de TNF-a con la de COX-2, ya que Medeiros y colaboradores (2010)
vieron recientemente que el aumento de los niveles de COX-2 observado en animales que
habian sido inyectados icv con AB4, era bloqueado al utilizar anticuerpos frente a TNF-a. Este
aumento en los niveles de TNF-a puede estar directamente relacionado con el deterioro
cognitivo observado en estos animales y la normalizacidn de sus niveles tras el tratamiento con
los cannabinoides podrian explicar la mejora cognitiva que experimentaron los animales al

recibir el tratamiento con cannabinoides.

c) Sistema endocannabinoide en Tg APP y efecto del tratamiento prolongado

con cannabinoides

Una vez comprobado el efecto de los tratamientos sobre parametros inflamatorios,
analizamos el sistema endocannabinoide de los animales tras 4-5 meses de tratamiento oral
con WIN y JWH (0,2 mg/kg). Es la primera vez que se lleva a cabo un estudio de este tipo, en
animales que han recibido un tratamiento tan prolongado con farmacos cannabinoides.

En la EA anteriormente habiamos descrito una disminucion en neuronas CB; positivas
en corteza frontal, ademas de en la expresion y en su funcionalidad (Ramirez et al., 2005). Sin
embargo la expresion del receptor cannabinoide CB, (Western blotting e inmunocitoquimica)
en corteza de los animales TgAPP se encontré elevada. No esperdbamos una reduccién en CB,
ya que en este modelo de la EA no existe neurodegeneracién. Por otro lado dado que dicho
receptor esta presente tanto en neuronas como en células gliales se podria argumentar que su
expresion también se incrementara, con la activacion glial, por ejemplo. De cualquier modo
desconocemos si esta mayor expresion se pudiera traducir en receptores funcionales; ya que,
de hecho, la respuesta hipoactiva del WIN tras su administracion aguda se encontrd
disminuida en Tg APP. Por ultimo, si existiera una disminucidn en los niveles corticales de AEA
similar al encontrado en hipocampo, esta elevacién en la expresidn del receptor CB, podria ser
un mecanismo compensatorio para mantener la homeostasis del sistema endocannabinoide.
La administracién oral prolongada de los compuestos no alteré la expresién del CB,,
probablemente por la baja dosis de los compuestos o, de nuevo, porque se hubiera
desarrollado tolerancia a sus efectos agudos. Sin embargo, el WIN incrementd, aun mas, la
expresion del receptor CB;, junto con la inmunorreactividad en neuronas piramidales de
corteza cerebral. Cabria pensar en un fendmeno de “supertolerancia” al WIN, proceso
contrario a la disminucidon en la sensiblidad de los receptores tras administracion aguda, y que

pudiera estar relacionado con modificaciones en las cascadas de sefializacion tras la activacion



cronica de los receptores (Rhee et al., 2000). Es interesante destacar que el tratamiento con
JWH normalizé la expresiéon de CB; y que, al contrario del WIN, dio lugar a la normalizacion de
multitud de parametros, en particular del deterioro cognitivo y disminucién del metabolismo
de glucosa valorado por PET.

En el caso del receptor CB,, el tratamiento con el agonista CB, selectivo, JWH, redujo
su expresidn tanto en los WT como en los Tg, efecto que podria deberse a una regulacion a la
baja por estimulacidn crénica. Un incremento de la expresion de CB, en el Tg APP se
correlaciona con la activacién microglial mantenida en el tiempo que comprobamos en los
animales (incremento en expresién en citoquinas pro-inflamatorias e incremento en el nimero
de células lba-1 positivas) y que se ha descrito en otros modelos de enfermedades
neurolégicas (Correa et al., 2007; Palazuelos et al., 2009). Es mas, podria estar propiciado por
el AB ya que su administracion in vivo aumenta la expresién de CB, (van der Stelt et al., 2006;
Esposito et al., 2007a). Este aumento es beneficioso, ya que permite la oportuna modulacién
de la respuesta inflamatoria, y ésta se ha encontrado incrementada en el KO de CB, tras lesién
(Palazuelos et al., 2009).

Se desconocen los posibles niveles de endocannabinoides en la EA. Cuestiones técnicas
impiden su valoracién en tejido cerebral post-mortem (Palkovits et al., 2008). En un estudio
reciente no se han encontrado diferencias entre los niveles circulantes o en liquido
cefalorraquideo de endocannabinoides en pacientes de EA comparado con controles (Koppel
et al.,, 2009). Al contrario del aumento en 2-AG que ocurre en dafio agudo cerebral
(Panikashvili et al., 2006), en lesion medular (Garcia-Ovejero et al., 2009), en el modelo de
inflamacidn crdnica de granuloma (De Filippis et al.) o tras una uUnica inyeccion de AB (van der
Stelt et al., 2006), sus niveles en hipocampo no variaron en el Tg APP. Tampoco los
tratamientos alteraron sus niveles ni en Wt o Tg APP. Los niveles de anandamida disminuyeron
en los transgénicos y el tratamiento tanto con WIN como con JWH redujo los niveles tanto de
los Wt como de los Tg. Es légico que tras un tratamiento crénico con un agonista exégeno los
niveles del ligando enddégeno disminuyan. También el péptido amiloide podria estar
involucrado en la disminucién de AEA ya que su adicidn a cultivos de células C6 did lugar a ese
cambio (Esposito et al., 2007a).Ultimamente se le estd concediendo a la AEA un importante
papel como modulador de la inflamacion, por tanto una disminucidn en sus niveles seria
perjudicial ya que no limitaria la inflamacién mantenida que existe en ratones Tg APP.

Es interesante destacar que en hipocampo de Tg APP, ademas de una reduccidn en los
niveles de AEA, se encontré una marcada disminucion en inmunorreactividad CB; al contrario
de lo observado en corteza. Asi, describimos que el nimero de interneuronas positivas

disminuyd, junto con un marcado descenso de terminales positivos en CA1l y giro dentado. A
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destacar el efecto del JWH en el modelo, que normalizé la expresidon del receptor tras su

administracion crénica.
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Figura 74. Esquema de las bases celulares y moleculares de los efectos de los cannabinoides en un
modelo de la EA. Las flechas verdes describen rutas de sefializacién no patoldgicas; las moradas aquellas
relacionadas con el procesamiento del APP y las rojas indican las alteraciones observadas en la EA
analizadas en el presente estudio. En los recuadros se muestran los efectos del tratamiento con
cannabinoides en el modelo estudiado.

En resumen, el sistema endocannabinoide también se encuentra alterado en el

modelo transgénico de la EA, Tg APP, existiendo significativos cambios en la expresion de los
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receptores CB, y CB,, y en los niveles de anandamida. Algunas de esas alteraciones podrian
contribuir a las alteraciones comportamentales, metabdlicas y en la neuroinflamacién
existente en el modelo. Es mas el tratamiento con cannabinoides prolongado pueden

contribuir a su regulacion y a los efectos beneficiosos que hemos encontrado.
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Conclusiones

1. Los cannabinoides (WIN, JWH, CBD y HU) promueven la migracién de microglia en
cultivo por un mecanismo dependiente tanto de receptores CB, y CB,, y disminuyen la
generacién de nitritos inducida por LPS, efecto independiente de receptores
cannabinoides. EI WIN y el CBD previenen ademds el deterioro cognitivo y el
incremento en la expresion de las citoquinas proinflamatorias 11-6 y TNFa inducido por
la inyeccion de AR a ratones. Estos efectos podrian contribuir positivamente a retrasar

el avance de la EA.

2. El tratamiento oral prolongado con cannabinoides normaliza la hipoactividad de los
animales TgAPP, no modifica la adquisicion de una tarea de navegacidn espacial. El
agonista CB, JWH previene la deficiencia en el reconocimiento de objetos en el modelo
de EA. Ambos cannabinoides disminuyeron los niveles de AP, la activacidon microglial, y

normalizaron distintos parametros inflamatorios (COX-2, II-6, TNFa).

3. En el TgAPP hubo un incremento en la expresién del receptor CB, en corteza cerebral
qgue fue normalizado con el tratamiento con JWH durante 4 meses. El receptor CB, no
estd afectado en el modelo, pero fue regulado a la baja por JWH. Los niveles del
endocannabinoide 2-AG en hipocampo fueron similares en Wt y en TgAPP, pero los de
AEA fueron menores en el transgénico. El tratamiento prolongado con WIN y JWH

disminuyé los niveles de AEA.

4, Los metabolitos cerebrales en corteza y hipocampo, valorados por MRS, no variaron en
el TgAPP, ni fueron alterados por los tratamientos. Se observé un incremento en ADC
en corteza de los TgAPP a los 9 meses de edad, compatible con un edema vasogénico,
qgue fue normalizado por la administracidon de los cannabinoides durante dos meses.

No se observaron cambios en los estudios de transferencia de magnetizacion.

5. Se observé una reduccion de la captacion de glucosa, analizada por PET, en corteza e
hipocampo a los 11 meses de edad en el Tg2576, que fue normalizada por el
tratamiento durante 4 meses con JWH. Los estudios de PET parecen reflejar las
alteraciones metabdlicas en el modelo de EA mejor que el resto de las técnicas de

neuroimagen.
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CONCLUSIO.
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Conclusion final:
Los cannabinoides utilizados en el presente estudio han demostrado ser agentes

terapeuticos beneficiosos y no han causado efectos deletéreos importantes en los animales
control, siendo el agonista CB, selectivo, JWH-133, el mas eficaz de los dos a la hora de
contrarrestar los efectos de la enfermedad en el modelo. La modulacién de la activacion
microglial parece ser la responsable de los efectos de los cannabinoides. Los cannabinoides CB,

selectivos representan, por tanto, utiles herramientas para futuros tratamientos de la EA.
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