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RESUMEN

Hoy en dia existe una limitacion en el manejo de enfermedades
neurodegenerativas debido a que los tratamientos farmacologicos existentes van
dirigidos a paliar su sintomatologia, y no a modificar su evolucion clinica. Por ello, es
necesario el desarrollo de nuevas estrategias que aborden patologias como la
enfermedad de Alzheimer (EA) o la enfermedad de Parkinson (EP) mediante una
aproximacion etiolégica. En este sentido, recientemente se ha evaluado el papel que
podria jugar el sistema endocannabinoide, y mas concretamente la modulacién del
receptor cannabinoide CB2 (rCB2) conforme a los resultados que sugieren su
capacidad neuroprotectora. Por tanto, el objetivo de este trabajo es realizar una
revision bibliografica sobre el potencial terapéutico del rCB2 en el manejo de
enfermedades neurodegenerativas, y sobre los mecanismos que estarian implicados.

Se hizo una busqueda bibliografica en la base de datos Medline, a través de su
buscador Pubmed. Se emplearon combinaciones de descriptores en inglés y
operadores boleanos, y se aplicaron una serie de criterios de inclusién y exclusién
para realizar la seleccién final de los articulos analizados. Las referencias que se
incluyeron contienen aquellos estudios realizados a nivel preclinico (experimentos in
vitro y modelos animales) y clinico (muestras cerebrales post-mortem de pacientes con
EA y EP) relacionados con la tematica objeto de analisis. Los resultados mostraron
que el potencial terapéutico del rCB2 se asocia en gran parte a sus propiedades
antiinflamatorias y antioxidantes, disminuyendo la liberacion de citoquinas
proinflamatorias como IL-1B, IL-6 y TNF-a, y compuestos que producen estrés
oxidativo como glutation y MDA. Ademas, la modulacion farmacologica o genética del
rCB2 en modelos animales podria mejorar las alteraciones cognitivas con las que
cursa la EA mediante una menor deposicién del péptido B-amiloide, asi como las
alteraciones motoras de la EP mediante la proteccion de las neuronas dopaminérgicas
nigroestriatales.

A pesar de que sigue siendo necesaria la realizacion de mas estudios,
especialmente a nivel clinico, los resultados obtenidos hasta ahora sugieren que el
rCB2 esta muy implicado en el proceso neurodegenerativo de patologias como la EA o
la EP. La manipulacion farmacologica del rCB2 parece ofrecer la posibilidad de
conseguir un abordaje neuroprotector, pudiendo constituir una nueva herramienta
terapéutica que ayudaria de forma significativa en la mejora del tratamiento y la
calidad de vida de los pacientes que padecen este tipo de enfermedades

neurodegenerativas.



1. INTRODUCCION
1.1 Descubrimiento y caracterizacion del sistema endocannabinoide

El uso medicinal del cannabis (Cannabis sativa spp) se remonta al segundo
milenio A.C. cuando los asirios aprovechaban los efectos psicoactivos de los
cannabinoides que contiene la planta para el tratamiento de diversas dolencias
médicas. Una de las denominaciones que recibio el cannabis fue ganzi-gun-nu
(“droga que se lleva la mente”) debido a sus notables efectos psicétropos. Entre
sus primeros usos médicos cabria destacar el alivio de alteraciones musculares
(calambres) y el tratamiento de dolores de tipo reumatico y menstrual?.

El cannabis fue introducido en Europa por los soldados napolednicos que
regresaban de Egipto y por médicos britanicos que regresaban de la India, y los
efectos psicolégicos de las preparaciones de cannabis se hicieron conocidos a
través de las escrituras de los miembros del famoso club parisino “Le Club des
Hashischins”, particularmente de Baudelaire, Gautier y Moreau2. Este ultimo,
psiquiatra francés, describié en su libro “Hachis y enfermedad mental™ los efectos
psicologicos que producia el consumo de cannabis en sujetos experimentales,
siendo algunos de éstos sentimiento de felicidad, emocion, errores de espacio y
tiempo, impulsos irresistibles y alucinaciones. Moreau informé que sus voluntarios
podian experimentar un estado de locura real que cursaba, entre otros, con
alteraciones cognitivas como el empeoramiento de la memoria o trastornos de tipo
psicético. Sin embargo, actualmente los consumidores de cannabis suelen referir
un aumento de la relajacion y posible mejora de los sentidos (probablemente por la
diferencia en las cantidades consumidas), hecho que promueve notablemente su
uso recreacional e incrementa el riesgo de desarrollar patologias psiquiatricas
como la esquizofrenia o la adiccion.

Debido a las acciones que el consumo de cannabis produce a nivel del
sistema nervioso central (SNC), fue creciendo el interés en conocer los
compuestos cannabinoides responsables de producir tales efectos a nivel cerebral.
De esta forma, seria en el afio 1964 cuando se descubrié por primera vez el
principal componente psicoactivo de la planta, el A9-tetrahidrocannabinol (THC)
por parte del Dr. Raphael Mechoulam junto a su compafero Gaoni*. Ambos
explicaron que el THC tiene una actividad farmacolégica bifasica produciendo
efectos incluso opuestos segun se administre a dosis bajas o altas. De forma

simultdnea al descubrimiento del THC, se continu6é el estudio para tratar de



identificar los principales componentes presentes en el cannabis y se descubrid
otro compuesto cannabinoide mayoritario de la planta, el cannabidiol (CBD), cuya
estructura fue dilucidada por Mechoulam y Shvo en el afio 1963°. La raz6n por la
que durante mas de un siglo hubiera numerosos intentos para aislar los principales
componentes activos del cannabis y estos fracasaran, se debe a que hay mas de
100 compuestos cannabinoides presentes con estructuras y propiedades fisicas
similares, haciendo muy dificil su separacion®.

Tras conseguir la identificacion de los compuestos cannabinoides en la
planta, la investigacion se centr6 en identificar las dianas que mediaban sus
efectos a nivel central’. A partir de aqui se fueron identificando uno a uno los
componentes del sistema endocannabinoide y, para ello, se disefiaron diferentes
derivados cannabinoides sintéticos (como el CP-55,245) que permitieron revelar
qgue el THC actua a través de sitios de accion especificos para producir sus efectos
psicotropicos tipicos, lo que condujo a la identificacion de los receptores
cannabinoides en 19888. El primer receptor que se identifico fue el CB1 (rCB1) en
1990, seguido del CB2 (rCB2) en 1993, y finalmente también se identificaron sus
ligandos enddgenos, la anandamida (N-araquidonil-etanolamida) y el 2-araquidonil-
glicerol (2-AG), en 19950, El gran descubrimiento de los receptores cannabinoides
sugiri6 que las moléculas enddgenas (endocannabinoides) pueden modular su
funcionalidad a través de su activacion, lo que se traduce en una inhibicion de la
enzima adenilato ciclasa que, como consecuencia, impide la conversion de ATP
(adenosin trifosfato) a AMP ciclico (adenosin monofosfato). Ademas, a diferencia
de la mayoria de los neurotransmisores (como acetilcolina, dopamina (DA) o
serotonina), los endocannabinoides no se almacenan en vesiculas, sino que se
sintetizan cuando y donde sea necesario.

Ademas de la anandamida y el 2-araquidonil-glicerol, que son los ligandos
mayoritarios del sistema endocannabinoide, se conoce también la existencia de
otros ligandos enddgenos como podria ser la O-araquidonil-etanolamina
(virodhamina) y la N-araquidonil-dopamina (NADA). En cuanto a su metabolizacion
tras la correspondiente activacion de los receptores cannabinoides, cabe destacar
gue la anandamida se hidroliza en la neurona postsinaptica debido a la accion de
la enzima amidohidrolasa de acidos grasos (Fatty acid amide hydrolase, FAAH)
dando lugar a glicerol y acido araquidénico, mientras que el 2-araquidonil-glicerol
es hidrolizado en la neurona presinaptica por la accion de la enzima

monoacilglicerol lipasa (MAGL), y se obtiene etanolamina y acido araquidoénico.



En la Figura 1 pueden apreciarse los principales componentes del sistema
endocannabinoide, incluyendo los rCB1 y rCB2, asi como sus ligandos enddégenos

y las enzimas de sintesis y metabolizacion.
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Figura 1. Representacion grafica de los principales componentes del sistema cannabinoide
endogeno. MAGL: enzima monoacilglicerol lipasa, 2-AG: 2-araquidonilglicerol, EMT: sistema de
transporte de cannabinoides enddgenos, NAT: enzima N-aciltransferasa, NArPE: N-araquidonil-
fosfatidiletanolamina, = NAPE-PLD: enzima  fosfodiesterasa  selectiva de  N-acil-
fosfatidiletanolamina, FAAH: enzima amidohidrolasa de 4&cidos grasos, DAGL: enzima
diacilglicerol lipasa.

Centrandonos en los receptores cannabinoides, el rCB1 y el rCB2, ambos
pertenecen a la misma familia de receptores acoplados a proteinas G,
diferenciandose principalmente en el modo de transmitir la sefial tras la unién del
correspondiente ligando enddgeno, asi como en su distribucion en los tejidos. Los
rCB1 son los méas abundantes a nivel del SNC, pues se encuentran distribuidos
ampliamente en diversas regiones cerebrales, la médula espinal y el sistema
nervioso periférico (SNP). En menor medida también se encuentran en glandulas
endocrinas, glandulas salivales, leucocitos, bazo, corazon y aparatos reproductor,
urinario y gastrointestinal. A nivel cerebral, los rCB1 se expresan tanto en

neuronas como en glia y tienen distintas implicaciones funcionales por su



presencia en multitud de regiones del cerebro pudiendo destacar, por ejemplo,
aquellas responsables del movimiento como el cerebelo y el estriado, del
procesamiento de la memoria como el hipocampo, de la regulacion de las
emociones como el ndcleo accumbens y la amigdala, y de la modulacion del dolor
como la sustancia gris periacueductal''. Sin embargo, los rCB2 son menos
abundantes a nivel cerebral y poseen una importante funcion en la regulacion de la
respuesta inmune a nivel periférico, de ahi que se encuentren principalmente en
las células inmunitarias (linfocitos), en el bazo y en las amigdalas??. Los rCB2
también se expresan en menor cantidad en otros tejidos del organismo como
miocardio, rifién, pulmén, estbmago o higado?'s.

Hasta hace unos afios se pensaba que los rCB2 estaban presentes
principalmente a nivel periférico desempefiando una funcion inmunomoduladora, y
gue soblo se expresaban a nivel cerebral cuando se producia algun tipo de dafio,
lesion, o ante un proceso neurodegenerativo. Sin embargo, esta afirmacion era
errénea y seria en el afio 2005 cuando Sickle y cols.* describieron la presencia del
rCB2 en el cerebro de raton, rata y hurédn en condiciones normales (no
patoldgicas). Este descubrimiento hizo pensar que podia tener una importante
implicacién funcional a nivel del SNC. De hecho, poco después se caracterizaria la
distribucién del rCB2 mediante técnicas inmunohistoquimicas en el cerebro de
rata, tal y como se puede observar en la Figura 2.
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Figura 2 - Representacion esquemética de las estructuras inmunopositivas al rCB2 marcadas
con cruces (dendritas y axones) y puntos (somas) en diversos cortes coronales de cerebro de
rata. Imagen extraida de: Gong, J.P., et al., Brain Res, 200612,



Ademas, cabe destacar que a diferencia de los efectos psicotropos
negativos que se producen tras la activacion de los rCB1 a través de, por ejemplo,
el consumo de cannabis (alteraciones cognitivas, trastornos psicoticos, adiccion,
ansiedad, etc.), la activacion de los rCB2 se caracteriza por la ausencia de esos
efectos adversos incrementando notablemente el interés de su modulacion

farmacoldgica con fines terapéuticos.

1.2 Implicacion  funcional del receptor CB2 en procesos

neurodegenerativos

Debido al aumento en el nimero de personas afectadas por enfermedades
neurodegenerativas como pueden ser el Alzheimer o el Parkinson, y que su
etiologia no estd completamente definida, se han iniciado estudios que han
mostrado que el sistema endocannabinoide, y mas concretamente el rCB2, tiene
un importante papel a nivel del SNC modulando la funcién neuronal, glial y
endotelial produciendo asi efectos neuromoduladores, vasodilatadores,
neuroprotectores y antiinflamatorios'?. Este sistema se encarga de modular la
respuesta de otros sistemas de neurotransmision, controlando la liberacién y la
funcionalidad de los principales neurotransmisores como la DA, la serotonina, el
acido y-aminobutirico (GABA) o el glutamato, entre otros.

El Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa devastadora en la que
se produce, entre otros fendmenos, una neuroinflamacién cronica debido a la
liberacion de citoquinas pro-inflamatorias como interleuquinas (IL), mas
concretamente IL-1B y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a)'®. Entre la multitud
de estudios recientes, cuyo objetivo principal es valorar la implicacion del rCB2 en
el proceso neurodegenerativo y la posible utilidad terapéutica de su modulacion
farmacoldgica, se ha observado precisamente que utilizando un agonista selectivo
del rCB2 como es el JWH-133, se mejoran las funciones cognitivas (memoria) y se
produce un descenso de los procesos neuroinflamatorios, reduciendo asi la
expresion de marcadores como la ciclooxigenasa 2 (COX-2), TNF-a, o especies
reactivas del nitrdgeno (N), entre otros. Ejemplos como éste sugieren un
importante papel neuroprotector del rCB2 en el proceso neuroinflamatorio de la

EAS, el cual serda motivo de revisién en el presente trabajo.



Por otra parte, el Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa
mas comun que se caracteriza por la pérdida progresiva de produccion de DA
debido a la degeneracién de las neuronas dopaminérgicas que se encuentran en la
sustancia negra (SN) y proyectan hacia los nucleos caudado y putamen. Ademas,
el proceso neurodegenerativo se asocia a una activacion microglial que produce un
aumento en la liberacion de citoquinas proinflamatorias. De hecho, McGreer y
cols.'” describieron en 1988 el fenébmeno neuroinflamatorio que acontece en la EP,
observando una activacion de la microglia que daba lugar, al igual que en la EA, a
un aumento en los niveles de ciertos mediadores inflamatorios como TNF-q, IL-13,
IL-2, IL-4 e IL-6. En este punto es relevante sefalar que la microglia es una
poblacion celular de macrofagos especializados que se encuentra en el SNC,
encargada de la defensa inmunoldgica activa para un correcto mantenimiento de la
funcién neuronal. Ante cualquier tipo de insulto o dafio la microglia reacciona
activando su funcién fagocitaria, eliminando las células que estén dafiadas o los
agentes que den lugar a un estado patologico. Hoy en dia, se emplean
tratamientos centrados en la mejora de la sintomatologia motora de la EP entre los
gue cabe destacar la levodopa (L-DOPA), que se suele administrar junto con un
inhibidor de la DOPA-descarboxilasa como la benserazida o la carbidopa. Sin
embargo, se carece de abordajes terapéuticos que permitan modificar el curso de
la enfermedad, cuyo objetivo sea tratar de ralentizar su progresion. En este
sentido, recientemente se han realizado estudios para comprobar el efecto
neuroprotector que podria aportar el rCB2. Entre éstos se podria destacar el
publicado por Ternianov y cols.’®, en el que se emplean ratones modificados
genéticamente para que sobreexpresen el rCB2. A estos ratones se les administra
6-hidroxidopamina (6-OHDA), una neurotoxina que permite reproducir en los
ratones la pérdida de neuronas dopaminérgicas nigroestriatales que acontece en la
EP, para asi simular el principal proceso neuropatoldgico. Tras la administracion,
los ratones fueron sometidos a distintas pruebas para valorar comportamiento
motor, conducta emocional y estado cognitivo, pudiendo observar con el paso del
tiempo como los ratones que sobreexpresan el rCB2 presentan menos
alteraciones motoras y, ademas, que los marcadores inflamatorios y de oxidacion
se encuentran mas reducidos en relacion a los ratones control. Este hallazgo
sugiri6 que la mayor presencia y funcionalidad del rCB2 proporcionaba un efecto

protector frente a la lesion dopaminérgica inducida por la 6-OHDA, hecho que



sirvio de estimulo para pensar en la utilidad terapéutica que podria tener su
modulacion en la EP.

De forma general, los rCB2 se expresan en baja proporcion en el tejido
cerebral de sujetos sanos. Sin embargo, su expresion aumenta de forma
significativa, especialmente en la microglia y los astrocitos (aunque también en
neuronas), cuando se produce algun fendmeno lesivo que ademas implique
neuroinflamacion. De hecho, hay estudios post-mortem con cerebros de pacientes
con Alzheimer'® o Parkinson?°, donde se ha mostrado un aumento considerable de
estos receptores. Hasta el momento, los datos que se han recopilado apuntan
hacia un importante papel neuroprotector por parte del aumento de la expresion de
los rCB2 en condiciones patologicas. La mayor presencia del rCB2 o su activacion
farmacoldgica se ha relacionado con la restriccion de algunos procesos
inflamatorios y oxidativos que, por su parte, contribuyen al empeoramiento de la
funcién neural caracteristica de los trastornos neurodegenerativos. En este
sentido, el empleo de agonistas del rCB2 puede mejorar, mediante diversos
mecanismos que se revisaran mas adelante, los procesos neuroinflamatorios que
caracterizan a la EA y la EP, y que tienen lugar principalmente por el depdsito
andmalo de las proteinas B-amiloide y a-sinucleina, respectivamente.

En los ultimos afios, se han producido grandes avances en relacion al papel
gue desempefia el sistema endocannabinoide, y en particular el rCB2, en las
alteraciones neurobiolégicas que acontecen en diversas enfermedades
neurodegenerativas como el Parkinson y el Alzheimer. Este trabajo de revision
bibliografica presenta especial interés debido a que el rCB2 podria constituir una
nueva diana terapéutica que ayudaria en la mejora del tratamiento de estas
enfermedades para las que desgraciadamente, hoy en dia, no hay un tratamiento
curativo o etioloégico, sino meramente sintomatolégico. Ademas, es necesario
destacar que, el avance hacia nuevas terapias que logren modificar el curso de la
enfermedad es imprescindible con el objetivo de conseguir mejorar la calidad de
vida del paciente y enlentecer la progresion de la enfermedad. Gracias a las
propiedades neuroprotectoras y antiinflamatorias del rCB2 que se han descrito
hasta ahora, este objetivo podria lograrse y de hecho numerosos estudios avalan

esta hipotesis como se mostrara mas adelante.
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2. MATERIALES Y METODOS

La metodologia empleada para esta revision se ha basado en una
busqueda bibliogréfica en la principal base de datos biomédica Medline a través de
su buscador PubMed. Para ello, se han incluido los articulos mas relevantes
publicados en los ultimos 5 afios, relacionados con el ambito de estudio, incidiendo
principalmente en aquellos que hacen referencia al papel neuroprotector del rCB2
en patologias neurodegenerativas como la EA o la EP. La busqueda se ha
realizado en inglés, por ser la principal lengua vehicular en el campo médico.

Las palabras clave utilizadas fueron receptor CB2, neuroproteccion,
Alzheimer y Parkinson. Sin embargo, para realizar la busqueda fue necesaria su
conversién a descriptores, pues son éstos los que actian como lenguaje Unico de
indizacion y permiten centrar la busqueda en un concepto determinado, evitando
asi, emplear palabras similares con disparidad de significado.

Para ello se empleé la base de datos “DeCs” (Descriptores en Ciencias de

Salud, http://decs.bvs.br/E/} htm). Brevemente, una vez dentro de la

pagina web se accede a la opcion “Consulta al DeCS” y se busca la palabra clave
en indice permutado, obteniendo asi el descriptor para realizar la basqueda en
PubMed. Tras encontrar el descriptor, se comprueba el significado y se obtiene su
equivalencia en inglés, correspondiendo con los denominados Medical Subject
Headings (MeSH).

Palabra clave DeCS MeSH

Receptor CB2 Receptor Cannabioide CB2 | Receptor, Cannabinoid, CB2
Neuroproteccién | Neuroproteccion Neuroprotection

Alzheimer Enfermedad de Alzheimer Alzheimer Disease
Parkinson Enfermedad de Parkinson Parkinson Disease

Una vez en el buscador PubMed, se utilizaron los términos “MeSH” junto
con el operador boleano utilizado como conector “AND”. El objetivo es centrar la
basqueda en articulos especificos y validos en relacién al objetivo de la revisién y
por ello se empled “AND” con el fin de conectar dos palabras aumentando la
sensibilidad y la especificidad de la busqueda.

A continuacion, se detallan los criterios de inclusion y exclusién que se han

aplicado para la seleccién de las referencias que se han manejado:
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e Criterios de inclusion:

(@]

o

o

Referencias cientificas publicadas en los ultimos 5 afios.
Articulos originales de caracter preclinico o clinico relacionados con
los mecanismos de neuroprotecciéon mediados por el rCB2, y su
implicacion en trastornos neurodegenerativos (EA y EP).
Se aceptan revisiones sistematicas 0 meta-analisis recientes

relacionados con el tema de estudio.

e Criterios de exclusion:

Referencias cientificas no escritas en lengua inglesa o espariola.
Articulos no centrados en el papel neuroprotector del rCB2 en
enfermedades neurodegenerativas.

No tener acceso al articulo a través de internet mediante el acceso

personalizado de la UMH.

Seguidamente, se muestran las cajas de busqueda que se emplearon

conforme a los bloques tematicos en los que se ha subdividido el apartado de

resultados del presente trabajo.

1. Mecanismos implicados en el efecto neuroprotector del rCB2.

+ “Receptor, Cannabinoid, CB2” AND “Neuroprotection”

2. Utilidad terapéutica del rCB2 en el tratamiento de las alteraciones

cognitivas de la enfermedad del Alzheimer.
+ “Receptor, Cannabinoid, CB2” AND “Alzheimer Disease”

3. Utilidad terapéutica del rCB2 en el tratamiento de las alteraciones

motoras de la enfermedad de Parkinson.

+

“Receptor, Cannabinoid, CB2” AND “Parkinson Disease”

La figura que se muestra a continuacion (Figura 3) recoge el proceso de

basqueda y seleccion de los resultados que se ha llevado a cabo, aplicando los

criterios de inclusion y exclusion descritos anteriormente.
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exclusién incluidas finalmente
en el analisis
>

Figura 3 - Representacion grafica del algoritmo que se ha seguido para el cribaje y seleccién
de las referencias bibliograficas que finalmente se han analizado en el presente trabajo.
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3. RESULTADOS

En este apartado se abordaran en diferentes bloques los aspectos
relacionados con el papel neuroprotector que podria ejercer el rCB2 a nivel del
SNC y su potencialidad terapéutica en enfermedades neurodegenerativas. Primero
se revisardn los mecanismos que subyacen a los efectos antiinflamatorios y
antioxidantes mediados por los rCB2, intimamente relacionados con su capacidad
neuroprotectora (bloque 3.1). Posteriormente, se comentaran las evidencias
cientificas acerca de la utilidad terapéutica de la manipulacién funcional del rCB2
en la EA (bloque 3.2) y la EP (bloque 3.3).

3.1 Mecanismos implicados en el efecto neuroprotector del receptor CB2

En los ultimos afios, se ha observado que el rCB2, a través de multiples
mecanismos que producen en Ultima instancia un efecto antiinflamatorio o
antioxidante, puede ejercer un papel neuroprotector que podria ser muy Util en el
manejo terapéutico de diferentes trastornos neurodegenerativos como el Alzheimer
o el Parkinson. En este blogue se van a mostrar los resultados tras la revision de
diversos trabajos que estudian estos mecanismos, y su implicacion en el manejo
de las patologias neurodegenerativas nombradas anteriormente. Para ello, en los
trabajos revisados se han empleado diferentes modelos preclinicos (in vitro o in
vivo) cuya utilidad es reproducir parcialmente las alteraciones neuropatolégicas
que caracterizan a la EA y la EP. De esta forma, se puede conocer mejor la utilidad
que tendria la manipulacion farmacolégica o genética del rCB2 principalmente en
la modulacién de los procesos inflamatorios y oxidativos, muy implicados en el
fenbmeno neurodegenerativo que acontece en estas patologias neurolégicas.

En relacion al estudio de los efectos antiinflamatorios de los rCB2, Ehrhart y
cols.?! emplearon cultivos in vitro de células microgliales activadas con interferén-y
(IFN-y) expuestas al péptido B amiloide. Esta molécula se encuentra alterada en la
EA dando lugar a procesos patolégicos entre los que destacaria la activacion
microglial, responsable en parte del proceso neurodegenerativo. La exposicion a
dicho péptido se utiliza para reproducir la activacién microglial patolégica que se
produce en la EA con el objetivo de poder valorar el efecto de diferentes
sustancias o farmacos. De esta forma, en este estudio se administré el farmaco
JWH-015, agonista cannabinoide sintético selectivo de los rCB2, dando lugar a un
aumento de la fagocitosis del péptido B amiloide que a su vez se traduce en una

reduccion en la activacion de las células microgliales. Estos efectos se producen
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probablemente como consecuencia de una disminucion de los niveles de Oxido
nitrico (NO) y TNF-a, cuya liberacion se induce por parte del IFN- y. Este estudio
demuestra que la activacion de los rCB2 produce una reduccién en los niveles de
mediadores inflamatorios in vitro, sugiriendo su posible utilidad en el manejo de los
procesos neuroinflamatorios. Del mismo modo, Ramirez y cols.?? emplearon un
modelo in vitro en el que se utilizaban células microgliales expuestas al péptido B-
amiloide y como consecuencia se producia la activacién microglial patolégica. Este
fendmeno se atenué de forma significativa cuando se administrO el agonista
selectivo CB2, JWH-133, observandose una disminucion en la liberacion de TNF-
a.

Con el fin de obtener informacion in vivo sobre el posible efecto
antiinflamatorio del rCB2, se han realizado experimentos en modelos animales en
los que se inducen fendmenos neuroinflamatorios mediante determinadas
modificaciones genéticas o la administracion de neurotoxinas. Martin-Moreno y
cols.'® emplearon un modelo transgénico en ratén de la EA denominado Tg2576,
cuya modificacion genética implica la sobreexpresion de una isoforma mutada de
la proteina precursora amiloide (del inglés Amyloid Precursor Protein, APP)
consiguiendo reproducir parcialmente el proceso neuropatolégico. Se
administraron distintos agonistas selectivos del rCB2, como el ya mencionado
JWH-133 (0,2 mg/kg, via oral (v.0.)), observandose un bloqueo de la activacion de
la microglia que tiene como consecuencia la disminucién en el nivel de citoquinas
proinflamatorias, mas concretamente del TNF-a.

Asimismo, Price y cols.?® utilizaron un modelo neurotéxico en ratones
macho C57BL/6N a los que inyectaron intracerebralmente la neurotoxina 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP), que produce la destruccion de neuronas
dopaminérgicas de la via nigroestriatal, simulando asi el principal proceso
neuropatoldgico y los sintomas propios de la EP. Con el fin de demostrar el efecto
antiinflamatorio se administré el agonista CB2 selectivo JWHO015 (4mg/kg, via
intraperitoneal (i.p)), y el agonista no selectivo CB1/CB2 WIN55,212-2 (4mg/kg,
i.p.), que produjeron la activacion del rCB2 y en consecuencia el cese de la
activacion microglial. Esta conjugacion de efectos podria estar relacionada con
fendbmenos de neuroproteccion que implicarian una reduccién de la muerte
neuronal y un mejor mantenimiento de las funciones neuronales, pues se observé
un aumento de los niveles de DA en la SN de los ratones lesionados con MPTP y

tratados con los farmacos cannabinoides mencionados anteriormente.
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Otro estudio en el que también se valora el posible efecto antiinflamatorio
del rCB2, utilizando un modelo neurotoxico con MPTP en ratones macho C57BL/6,
seria el publicado por Chung YC y cols.?* El objetivo fue demostrar que utilizando
farmacos que modulasen de forma selectiva el rCB2 se podria bloquear el
aumento de expresion de citoquinas proinflamatorias inducido mediante la
administracion de MPTP, como IL-1B8 y TNF-a, y de la enzima Oéxido nitrico
sintetasa inducible (INOS) que interviene en la sintesis de mediadores
inflamatorios. Al tercer dia desde la ultima inyeccion de MPTP, se extrajeron los
cerebros de los ratones que posteriormente se diseccionaron para evaluar
mediante inmunohistoquimica el marcaje con el anticuerpo MAC-1, que sirve para
detectar la activaciéon de la microglia. Ademas, se determinaron los niveles de
expresion génica de citoquinas y mediadores inflamatorios mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real. En la Figura 4 se
pueden observar los resultados de expresion génica relativos a las citoquinas
proinflamatorias, IL-18 y TNF-a, y al mediador inflamatorio, iINOS, en la SN.
Cuando se administra MPTP (véase en la Figura 4 el grupo M) se produce un
aumento significativo de las citoquinas proinflamatorias e INOS con respecto al
grupo control (grupo C). Sin embargo, cuando se administra un agonista CB1/CB2
(WIN55,212-2, 10ug/kg, i.p., grupo MW) o un agonista selectivo CB2 (JWH-133,
4mgl/kg, i.p., grupo MJ), previamente y posteriormente a la administracion del
MPTP, se produce una reduccion muy notable de los niveles de las citoquinas
proinflamatorias e INOS alcanzando valores cercanos a los del grupo control,
fendmeno que estaria asociado al cese de la activacion de la microglia. Después
se administra de forma conjunta el agonista cannabinoide, WIN55,212-2 o JWH-
133, y el antagonista selectivo CB2 AM630 (grupos MWA y MJA,
respectivamente), con el objetivo de valorar si el efecto de ambos agonistas sobre
los niveles de citoquinas proinflamatorias e INOS estaria mediado de forma
especifica por el rCB2. De esta forma, la Figura 4 muestra que el antagonismo del
rCB2 impide que se produzca el efecto de ambos agonistas, alcanzando valores
similares a los del grupo tratado con MPTP (grupo M). Por tanto, este resultado

sugiere que el efecto estaria mediado de forma especifica por parte del rCB2.
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Figura 4 —Analisis de la expresién génica de las citoquinas proinflamatorias IL-18 y TNF-qa, y
del mediador inflamatorio iINOS, mediante PCR a tiempo real. Imagen extraida de: Chung, Y.C.,
et al., Exp Mol Med, 201624. C: grupo control, M: grupo MPTP, MW: grupo MPTP + WIN55,212-
2, MJ: grupo MPTP + JWH-133, MWA: grupo MPTP + WIN55,212-2 + AM630, MJA: grupo
MPTP + JWH-133 + AM630.

Del mismo modo, el efecto antiinflamatorio que se acaba de comentar
también puede apreciarse en el articulo de Javed H y cols.?°, cuyo fin es demostrar
que la activacién del rCB2 protege contra la neuroinflamacion y el estrés oxidativo
asociado a la EP. Para ello utilizaron un modelo neurotoxico en el que se
administra rotenona (ROT, i.p.) a ratas macho de la cepa Wistar. La ROT es un
pesticida que, al igual que el MPTP, produce la destruccion de las neuronas
dopaminérgicas de la SN que proyectan hacia el nucleo estriado, dando lugar a
alteraciones motoras similares a las que sufren los pacientes con EP. En este
trabajo se utiliza un agonista selectivo CB2 para valorar si se pueden revertir los
efectos inflamatorios y oxidativos que induce la administracion de ROT. Dicho
compuesto es el Beta-cariofileno (BCP), compuesto cannabinoide extraido de la
planta Cannabis sativa que se caracteriza por sus potentes propiedades
antiinflamatorias y antioxidantes. En la Figura 5 se puede observar que al
administrar ROT se produce un aumento de las citoquinas proinflamatorias en el
mesencéfalo (region cerebral en la que se localiza la SN), mas concretamente de
IL-18, IL-6 y TNF-a con respecto al grupo control (grupo CONT). Sin embargo,
cuando se administra BCP (50mg/kg, i.p.) al grupo tratado con ROT (grupo ROT +
BCP) se produce una reduccion significativa de los niveles de las citoquinas
proinflamatorias. Para averiguar si se trata de un efecto mediado de forma
especifica por el rCB2, se administré de forma conjunta el agonista BCP con el
antagonista CB2 AM630 (grupo ROT + BCP + AM630). Como se muestra en la
Figura 5, el bloqueo farmacoldgico del rCB2 evitdé que se alcanzara el efecto del
BCP con la consecuente elevacion de los niveles de citoquinas proinflamatorias

(similares a los obtenidos en el grupo ROT).
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Figura 5 —Analisis de los niveles de citoquinas proinflamatorias (IL-18, IL-6 y TNF-a) mediante
la técnica ELISA. Imagen extraida de: Javed, H., et al., Front Neurosci, 201625. CONT: control,
ROT: rotenona, BCP: beta-cariofileno.

En la Figura 6 se puede observar que al administrar ROT también se
produce un aumento en la expresion de enzimas que participan en la sintesis de
mediadores inflamatorios y oxidativos en el tejido estriado, como son la
ciclooxigenasa-2 (COX-2) e iNOS, con respecto al grupo control (CONT). Sin
embargo, cuando se administra BCP (grupo ROT + BCP), se impide el aumento
gue induce la ROT en la expresién de COX-2 e INOS. De nuevo, el efecto que se
consigue mediante la administracion del BCP estaria mediado especificamente por
el rCB2, dado que la administracion conjunta de BCP y AM630 produjo un blogueo
del efecto del BCP, con la consecuente elevacion de los niveles de COX-2 e iINOS
(grupo ROT + BCP + AMG60).
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Figura 6 —Analisis de los niveles relativos de expresion de las enzimas COX-2 e iNOS
mediante la técnica Western blot. Imagen extraida de: Javed, H., et al., Front Neurosci, 201625,
CONT: control, ROT: rotenona, BCP: beta-cariofileno.
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Ademas de los efectos antiinflamatorios que se producen mediante la
activacion selectiva del rCB2 conforme a los resultados que se han mostrado,
Javed H y cols.?> también evaluaron los efectos antioxidantes. Tras administrar
ROT (véase Figura 7, grupo ROT) no solo se produce un aumento de los
mediadores inflamatorios tal y como se ha descrito, sino que también se puede
observar que la neurotoxina causa dafio oxidativo, evidenciado por la reduccion en
la expresion de enzimas con efecto antioxidante y alteraciones en los niveles de
nitrito, glutation reducido (GSH) y malondialdehido (MDA), que son compuestos
que evidencian que se estd produciendo estrés oxidativo. El glutation es el
principal antioxidante que se genera debido a la vida de la célula y participa
directamente en la neutralizacion de radicales libres y especies reactivas de
oxigeno, indicando que se produce estrés oxidativo cuando aumenta la forma
oxidada del glutation (GSSG) y disminuye la forma reducida (GSH). Por tanto, si el
ratio GSSG:GSH es elevado, implicara un mayor nivel de estrés oxidativo. Otro
compuesto que podria indicar estrés oxidativo es el MDA, producto final de la
peroxidacion de los lipidos, que conduce a su vez a la produccion de peroxidos y
sus derivados, dando lugar a una pérdida de la funcion de la membrana. Por lo
tanto, con el fin de identificar un posible efecto antioxidante mediado por el rCB2,
se administré BCP (grupo ROT + BCP) y se observo que se producia un blogueo
de la alteracion que induce la ROT en los niveles de nitrito, GSH y MDA en el
mesencéfalo. Sin embargo, dicho efecto es anulado cuando se administra de
forma conjunta BCP y AM630 (grupo ROT + BCP + AM630), siendo un indicativo
de la implicacion especifica del rCB2 en los efectos antioxidantes mediados por el
BCP.

Tras la administracion de ROT se produce una disminucién en el nivel de
las enzimas antioxidantes como son la enzima superdxido dismutasa (SOD) y la
enzima catalasa (CAT), con lo que este proceso también seria indicativo de estrés
oxidativo. Con respecto a las enzimas antioxidantes, en la Figura 8 se puede
observar que las ratas a las que se les inyecta ROT experimentan una bajada en el
nivel de SOD y CAT en comparacion con el grupo control. Sin embargo, cuando se
les administra BCP se produce una menor reduccién en los niveles de las enzimas
antioxidantes en comparacion con el grupo ROT. Una vez mas, se comprueba que
el efecto farmacoldgico estd siendo mediado especificamente por el rCB2 tras

administrar de forma conjunta el agonista BCP y el antagonista AMG630,
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observandose una disminucién de los niveles de SOD y CAD similar a la que

induce la ROT.
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Figura 7 —Analisis de los niveles de nitrito, GSH y MDA. Extraida de: Imagen extraida de:
Javed, H., et al., Front Neurosci, 20162>. CONT: control, ROT: rotenona, BCP: beta-cariofileno.
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Figura 8 —Andlisis de los niveles de SOD y CAT. Imagen extraida de:Javed, H., et al., Front
Neurosci, 2016%5. CONT: control, ROT: rotenona, BCP: beta-cariofileno.

Otro articulo que evalia los mecanismos que podrian subyacer a los
efectos neuroprotectores del rCB2 es el publicado por Ternianov y cols.'® En este
trabajo se emplearon ratones modificados genéticamente que sobreexpresan el
rCB2 (CB2xP), asi como sus respectivos controles wild type (WT). Estos se
exponen a la administracion intracerebral de 6-OHDA, neurotoxina que induce la
muerte de neuronas dopaminérgicas en la via nigroestriatal dando lugar a la
sintomatologia motora caracteristica de la EP. Con el objetivo de valorar la

capacidad antioxidante que tendria en este caso el aumento de la presencia del
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rCB2 a nivel cerebral, los autores evaluaron el ratio GSSG:GSH y los niveles de
MDA en muestras de corteza y nucleo estriado. Cuando se administra la
neurotoxina en ratones WT, se produce un aumento significativo del ratio
GSSG/GSH y de los niveles de MDA, lo que indica un elevado nivel de estrés
oxidativo que se asociaria al proceso neurodegenerativo dopaminérgico que
induce la administracion de 6-OHDA (ver Figura 9). Sin embargo, en los ratones
CB2xP no se modifica el ratio GSSG/GSH, y la elevacion de MDA que induce la 6-
OHDA es mucho menor en comparacion con los ratones WT, lo que sugiere un

efecto protector del rCB2 contra el estrés oxidativo.
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Figura 9 — Analisis del ratio GSSG/GSH y de los niveles de MDA en muestras de corteza y
estriado de raton tras la administracion de la neurotoxina 6-OHDA. Imagen extraida de:
Ternianov, A., et al., Neurobiol Aging, 201218,

Por otro lado, Nader J y cols.?6 analizaron los mecanismos mediante los
cuales los ligandos endocannabinoides proporcionarian neuroproteccion contra la
pérdida de DA inducida por la administracion de metanfetamina (METH) en ratones
macho C57BL/6J. Para ello utilizaron el farmaco JZL184, inhibidor de la enzima
MAGL que participa en la metabolizacion del ligando cannabinoide endégeno 2-
AG. De esta forma, en la Figura 10 se puede observar en primer lugar que la
administracion de METH (grupo Veh+Veh+METH) produce una reduccion
significativa en el marcaje de tirosina hidroxilasa (TH), enzima encargada de la
transformacion de tirosina a DA, que se revierte completamente al inyectar JZL184
(16mg/kg, i.p.) (grupo Veh+JZL+METH). Con el objetivo de averiguar qué
receptores cannabinoides mediaban el efecto neuroprotector, se utilizaron
antagonistas selectivos del rCB1 (rimonabant) y del rCB2 (AM630). Dichos
antagonistas se inyectan 1 hora antes de la inyeccion de METH y 20 minutos antes
de la inyeccion de JZL184. Mientras que la administracion de rimonabant no es
capaz de producir el bloqueo del efecto inducido por el farmaco JZL184 (grupo
Rim+JZL+METH), la administracion de AM630 si que modifica dicho efecto (grupo
AM630+JZL+METH). Estos resultados ofrecen importantes claves sobre la

implicacién especifica que tendrian los rCB2 (y aparentemente no los CB1) en los
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efectos neuroprotectores mediados por la elevacion de los niveles del ligando

endogeno 2-AG.
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Figura 10 — Andlisis del efecto de JZL184 sobre la reduccion de los niveles de marcaje de TH
inducida por METH mediante la técnica Western blot y evaluacién de la implicacién de los rCB1
y rCB2 mediante la administracion de rimonabant y AM630. Imagen extraida de: Nader, J., et
al., Neuropharmacology, 201426, Veh: vehiculo, Sal: salino, METH: metamfetamina, Rim:
rimonabant.

Hasta este punto, se han comentado los posibles modelos experimentales
(in vitro o in vivo) a través de los que se podria demostrar el efecto neuroprotector
mediado por los rCB2 en enfermedades de tipo neurodegenerativo. Sin embargo,
un aspecto a tener en cuenta, que impulsa hacia una investigacion mas profunda y
traslacional sobre los mecanismos implicados en dicho efecto y su posible utilidad
terapéutica, es la existencia de evidencias de un posible papel neuroprotector del
rCB2 en muestras bioldgicas de origen clinico. Tales evidencias pueden
encontrarse en articulos como el publicado por Mulder y cols.?’, donde se comenta
que la EA se caracteriza por la formacion de placas seniles formadas por la
agregacion del péptido B-amiloide, visibles en cerebros post-mortem de pacientes
con dicha enfermedad, en los que ademas se encuentra una sobreexpresion de los
rCB2 en células asociadas a dichas placas. Del mismo modo, en el articulo de
GOmez-Galvez y cols.?, se realiza un estudio con muestras cerebrales post-
mortem de pacientes con EP en los que se observa un aumento en el nivel de
expresion de los rCB2 en la SN, asi como su presencia en células de la microglia.
Recientemente, Navarrete y cols.?® emplearon un amplio nimero de muestras
cerebrales de pacientes con EP para realizar estudios de expresion génica e
inmunohistoquimicos. Se midid la expresion génica relativa de rCB1 y rCB2, y de
la enzima MAGL, mediante la técnica de PCR a tiempo real. Los resultados
revelaron cambios significativos en la expresion de los rCB1 y rCB2, asi como de
la enzima MAGL, pudiendo destacar un aumento de aproximadamente 4 veces en

la expresion del rCB2 en la SN en relacion a los pacientes control. Ademas, se
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estudi6 mediante microscopia confocal la localizacion del rCB2 en la SN,
evidenciando que so6lo se encontraba presente en los astrocitos. Por lo tanto, estos
hallazgos en muestras de pacientes con EA o EP refuerzan ain més la idea de
que la modulacién farmacologica del rCB2 podria representar una nueva
herramienta terapéutica potencial para el manejo de ambas patologias.
Finalmente, en la imagen que se muestra a continuacion?®, se recopilan todos los
mecanismos de tipo antiinflamatorio y antioxidante a los que da lugar la activacién
del rCB2, en las situaciones patoldgicas caracteristicas de la EA y la EP (depdsito

de B-amiloide y de a-sinucleina, respectivamente).
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Figura 11 — Representacion esquematica de los mecanismos antiinflamatorios y antioxidantes
producidos por la administracion de agonistas del rCB2, la EA y la EP. Imagen extraida de:
Cassano, T., et al., Front Neurosci, 20172°,

3.2 Utilidad terapéutica del receptor CB2 en el tratamiento de las

alteraciones cognitivas de la enfermedad de Alzheimer

La EA es la enfermedad neurodegenerativa mas comun que cursa con
demencia, pérdida del lenguaje, cambios de conducta, desorientacion en tiempo y
espacio, y se caracteriza por la apariciéon de lesiones que son distintivas de esta
enfermedad a lo largo del cerebro. Sus lesiones caracteristicas estan formadas por
péptido B-amiloide y ovillos neurofibrilares, compuestos por la acumulacion de
proteina tau hiperfosforilada®’. La deposicion de péptido B-amiloide tiene como
consecuencia la activacion de la microglia que a su vez libera moléculas
proinflamatorias y también puede influir en la produccion de iINOS, NO y TNF-a en
los astrocitos induciendo una hiperfosforilacion anormal de la proteina tau en las
neuronas, que dara lugar a los ovillos neurofibrilares3!. Con el fin de intentar

disminuir la neuroinflamacion producida por la deposicién anémala de placas de
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péptido B-amiloide, y atenuar las alteraciones cognitivas implicadas en los déficits
de los procesos de aprendizaje y memoria, en los ultimos afios se ha evaluado la
utilidad terapéutica que se podria derivar de la manipulacion funcional del rCB2.
Ademas, teniendo en cuenta que algunos estudios han mostrado que dichos
receptores se encuentran sobreexpresados en células asociadas a placas seniles
de cebreros post-mortem de pacientes con EA, parece plausible pensar que su
regulacion farmacoldgica podria resultar atil en el manejo de los sintomas
caracteristicos de la EA?’. Por tanto, en este segundo bloque se analizaran los
estudios centrados en evaluar el papel que jugaria el rCB2 en la modulacion de las
principales alteraciones cognitivas de esta patologia.

Una de las pruebas mas utilizadas en animales (roedores) para valorar los
déficits en los procesos de consolidacion de la memoria espacial y de trabajo en la
EA, y como se pueden mejorar mediante aproximaciones genéticas o
farmacoldgicas, es el laberinto acuatico de Morris®2. Brevemente, dicho test valora
la memoria de tipo espacial y consiste en un recipiente (o piscina) redondo lleno de
agua que se encuentra dividido en 4 cuadrantes (Q1, Q2, Q3 y Q4). En alguno de
éstos se encuentra situada una plataforma, que no llega a sobresalir sobre el nivel
del agua, que permite al roedor escapar colocandose sobre ella. El disefio
experimental de la prueba se divide en dos fases: adquisicion y retencion. Durante
la fase de adquisicidon el roedor debe aprender donde se encuentra situada la
plataforma para poder escapar y se mide el tiempo de escape, es decir, el tiempo
que tarda en encontrar la plataforma. En la Figura 12 se muestra una imagen
correspondiente al primer dia de entrenamiento en la que se puede observar que
la trayectoria que realiza el animal para alcanzar la plataforma sumergida no es
directa y el tiempo de escape es mayor. Sin embargo, después de un proceso de
entrenamiento, el roedor realiza una trayectoria mucho mas directa, tardando
menos tiempo en encontrar la plataforma (menor tiempo de escape), fruto del
proceso de aprendizaje y memorizacién de las claves contextuales externas a la
piscina. Después comienza la fase de retencion, en la que se retira la plataforma
del recipiente y se evalla cuanto tiempo discurre el animal en el cuadrante donde
antes se situaba dicha plataforma. Si el animal no presenta problemas en los
procesos de consolidacion de memoria, es capaz de recordar donde se encontraba
situada la plataforma y nadard durante mas tiempo en el cuadrante en el que

estaba situada (ver imagen de la fase de retencion en la Figura 12).
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Plataforma de escape

Sefales de orientacién
luminosa, 100-600 lux AN

FASE DE ADQUISICION ‘ 60-120 s

12 entrenamientos consecutivos

Intervalos de descanso de 4 min

@ Posicion de inicio

| FASE DE RETENCION ‘

48 h después del
ultimo entrenamiento

60-120 s

Sin plataforma

Figura 12 — Representacion esquematica del laberinto acuatico de Morris y las fases
experimentales de las que consta para la evaluacion de los procesos de consolidacion de la
memoria espacial y de trabajo. Imagen extraida de: Navarrete, F., et al., Rev Neurol., 200823,

Con el objetivo de evaluar el efecto de la modulacion del rCB2 sobre los
déficits cognitivos asociados a la EA, se han hecho numerosos experimentos
empleando modelos animales de la patologia. Shalini Jayant y cols.®* intentaron
demostrar los beneficios farmacolégicos que podria tener la modulacién selectiva
del rCB2 en la EA y para ello utilizaron un modelo neurotéxico murino en el cual
simulan la EA administrando estreptozocina (STZ) o tricloruro de aluminio + D-
galactosa (AICl3) a ratones Swiss albino (machos y hembras). Ambos modelos han
sido utilizados en numerosos estudios para la induccién de rasgos de la alteracion
cognitiva propia de la EA, ya que producen un deterioro en el aprendizaje y en la
memorias®. Se empleo el test de Morris, cuyo disefio experimental se ha explicado
anteriormente, en el que se evaluaron distintos grupos de tratamiento con el fin de
valorar cambios en el tiempo de escape. Tras la administracién de los distintos
tratamientos (véase Figura 13) se puede observar que en los ratones control
(grupo C), el tiempo de escape disminuye significativamente durante el cuarto dia
con respecto al dia 1, ya que han podido aprender donde se sitia la plataforma
para poder escapar. Sin embargo, los ratones tratados con STZ (grupo STZ),
presentan un mayor tiempo de escape durante el cuarto dia con respecto al resto
de grupos. Por tanto, se puede deducir que la administracion de STZ produce una

afectacion de la memoria como ocurriria de manera similar en un paciente con EA.
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Cuando se afiade 1-fenilisatina (P) (10/20mg/kg, v.0.), modulador selectivo del
rCB2 (grupos STZ+P D1y STZ+P D2), se observa que el tiempo de escape en el
cuarto dia disminuye con respecto al grupo STZ, alcanzando un efecto similar al
conseguido con la administracion de donepezilo (D) (0,1mg/kg, i.p.), inhibidor de la
acetilcolinesterasa (grupo STZ+D) empleado en la clinica para el tratamiento de la
EA. Estos hallazgos plantean que el hecho de administrar farmacos que modulen
selectivamente el rCB2 mejoraria tanto el aprendizaje como la memoria afectadas
por la administracion de STZ.

Con la administracion de AICI; + D-galactosa (véase Figura 14), ocurre lo
mismo que con STZ, se altera la capacidad de aprendizaje y la memoria que se
refleja en un aumento del tiempo de escape en el cuarto dia comparado con el
resto de grupos que no reciben AICIlz + D-galactosa. Por tanto, cuando se activa de
nuevo el rCB2 mediante la administracion de 1-fenilisatina, se produce una
reduccién del tiempo de escape en comparacion con el grupo que solo recibe AICl3
+ D-galactosa, que ademas es similar a la que induce el tratamiento con
donepezilo.

Escape latency time (sec)

Figura 13 — Andlisis del tiempo de escape en el dia 1 y dia 4 en el laberinto acuético de Morris,
en un modelo de la EA mediante la administracién de STZ (estreptozocina). Imagen extraida
de: Jayant, S., et al., Pharmacol Biochem Behav, 20163“. C: control,, S: solucién salina, CMC:
carboximetilcelulosa; P D1 y P D2: 1-fenilisatina dosis 1 y 2; D: donepezilo, STZ:
estreptozocina.
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Escape latency time (scc)
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Figura 14 — Andlisis del tiempo de escape en el dia 1 y dia 4 al emplear AICIs + D-galactosa en
el laberinto acuatico de Morris. Imagen extraida de: Jayant, S., et al., Pharmacol Biochem
Behav, 201634, C: control,, S: solucién salina, CMC: carboximetilcelulosa; P D1 y P D2: 1-
fenilisatina dosis 1 y 2; D: donepezilo, STZ: estreptozocina.

Otro articulo en el que se empleé el test de Morris para demostrar el efecto
positivo que podrian tener los farmacos que modulan selectivamente el rCB2 es el
publicado por Wu vy cols.3® Estos autores emplearon ratones transgénicos
APP/PS1, en los que se detectan placas seniles a la edad de 4 meses con la
ayuda de una tincion con Tioflavina S, que mide la deposicién amiloide. Con estos
ratones se pretende simular la EA (tanto a nivel conductual como neuropatol6gico)
y el déficit cognitivo que desarrollan se valor6 con el laberinto acuéatico de Morris.
En la Figura 15 se muestran los resultados de la evaluacién del tiempo de escape
en la que se observa que al raton APP/PS1 le cuesta mas tiempo encontrar la
plataforma, aunque esté visible, en comparacion con el raton WT. Sin embargo,
tras la administracion a los ratones APP/PS1 del agonista CB2 selectivo, MDA7
((2-((3-bencil-3-metil-2,3-dihidro-1-benzofuran-6-il) carbonil) piperidina), 15mg/kg,
i.p.), el tiempo de escape se reduce e iguala al de los ratones WT. Durante la
segunda fase de la prueba, cuando la plataforma esta escondida, se observan
resultados similares. Los ratones APP/PS1 poseen tiempos de escape
significativamente superiores, y cuando se administra el agonista CB2 el tiempo de
escape disminuye llegandose a igualar al de los ratones WT en el ultimo dia (ver
Figura 15).

27



a 5o
£ Wild-type
40 + # APP/PS1
® APP/PS1+ MDA7
© Wild-type +MDA7

Latency (s)

20 b ¥ *kk

o
N & & & N & & N
Visible Plateform Hidden Plateform

Figura 15 — Analisis del tiempo de escape en ratones WT y ratones APP/PS1 tras
administracion de MDAY. Imagen extraida de: Wu, J., et al., Eur J Pharmacol, 20173,

Por otro lado, Wu y cols.3¢ también valoraron el posible efecto del agonista
MDA7 sobre los niveles de placas de (-amiloide en el hipocampo de ratones
APP/PS1, con el objetivo de encontrar una correlacion entre la mejoria conductual
y modificaciones en las alteraciones neuropatoldgicas caracteristicas del modelo
(aumento del depdsito de B-amiloide). Como se observa en la Figura 16, los
autores evaluaron el depésito de placas de B-amiloide mediante una tincion con
Tioflavina S, obteniendo que los ratones a los que se les administra MDA7
presentan niveles muy inferiores. Este resultado sugiere que la activacion del rCB2
disminuye la deposicién de placas, efecto que podria atenuar los fenbmenos
neuroinflamatorios asociados y estar relacionado con la mejoria en los procesos de

consolidacion de la memoria.

20 P <0.001

———1
15

@]

Amyloid-f Thioflavin-S
immunostaining intensity
o

Figura 16 — Evaluacion de los niveles de B amiloide mediante tincion con Tioflavina S en
ratones APP/PS1 tratados con MDA7, en relacion a sus respectivos controles. Imagen extraida
de: Wu, J., et al., Eur J Pharmacol, 20173,
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El test de reconocimiento de objetos es otra prueba que se emplea para
valorar memoria de tipo no espacial (Figura 17). Desde que Ennaucer y cols.3’
introdujeron esta prueba en 1997, su uso como herramienta experimental para
valorar los mecanismos neurobioldgicos implicados en el aprendizaje y la memoria,
y su posible modulacién farmacoldgica, ha ido incrementando notablemente38-45,
Dicha prueba se fundamenta en la tendencia natural de los ratones a explorar
nuevos objetos y consiste en colocar al animal en un campo abierto en el que se
colocan una serie de objetos para que el raton los explore y asi poder medir el
tiempo de exploracion de cada uno de ellos, equivalente al tiempo que el animal
olisquea o toca el objeto. En primer lugar, se realiza una fase de habituacion, en la
que se coloca al animal en el campo abierto sin ningin objeto, y se deja transcurrir

un tiempo para que se familiarice con el entorno.

Habituacién

O

Familiarizacion con el entorno (10-30 min)

24 h

Entrenamiento I (Exploraciones de 5-10 min)

1-3 h Memoria a corto plazo 24 h memornia a largo plazo

AN A B A

l Objeto A+ A I l Objeto A + B l l Objeto A+ C I

Figura 17 — Representacion esquematica del test de reconocimiento de objetos y las fases
experimentales de las que consta para la evaluaciéon de los procesos de consolidacién de la
memoria no espacial. Imagen extraida de: Navarrete, F., et al., Rev Neurol., 200833,

A las 24 horas se inicia la fase de entrenamiento, y se colocan dos objetos
idénticos (objetos A o familiares) en distinta posicion, midiendo el tiempo de
exploracién. En la siguiente fase, se pretende medir la memoria a corto y medio
plazo, volviendo a situar al animal en el campo abierto a la hora y a las tres horas
desde el entrenamiento. Para ello se cambia uno de los objetos, teniendo un objeto
A (familiar) y un objeto B (nuevo), y se mide el tiempo de exploracién para cada
uno de éstos. Trascurridas 24 horas desde el entrenamiento se mide la memoria a
largo plazo volviendo a reexponer al animal, cambiando el objeto B (ahora familiar)

por un objeto C (nuevo), y empleando el mismo objeto A (familiar). Se mide de
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nuevo el tiempo de exploracion y el resultado esperado es que los ratones que no
presentan deterioro cognitivo exploraran mas tiempo el objeto nuevo que el objeto
familiar (conducta que se mide mediante el parametro “indice de reconocimiento
de objetos”). Sin embargo, un ratébn que presente alguna alteracion en los
procesos de consolidacion de la memoria podria explorar por igual el objeto nuevo
y el familiar, no habiendo diferencia en los tiempos de exploracion, por lo que su
indice de discriminacién entre ambos objetos sera nulo 0 muy reducido.

Un articulo en el que se emplea esta prueba para valorar el papel del rCB2
en un modelo simulado de EA es el estudio realizado por Aso y cols.*¢ Para ello
emplearon 4 genotipos distintos de raton conforme a lo que viene recogido en la
Figura 18. Por una parte, utilizaron ratones ABPP/PS1 (grupo ABPP/PS1/CB2 WT)
que presentan placas seniles, simulando asi la EA, y sus respectivos controles WT
(grupo WT/CB2 WT). Y, por otra parte, también emplearon otros 2 genotipos que
carecian del rCB2: CB2 KO (grupo WT/CB2 KO) y ABPP/PS1/CB2 KO.

En la Figura 18, se muestra que, a los 3 meses de edad, los ratones
WT/CB2KO presentan una clara tendencia hacia un deterioro cognitivo, con
valores inferiores en relacion al indice de reconocimiento de objetos. Sin embargo,
en este punto no se producen aparentemente alteraciones en los ratones
ABPP/PS1/CB2 WT en comparacion con el grupo control. Cuando se evalta la
afectacién a largo plazo (6 meses), los ratones WT/CB2KO siguen mostrando una
afectacion cognitiva, y los ratones ABRPP/PS1/CB2 WT experimentan una
reduccién muy significativa en el indice de reconocimiento de objetos que refleja
un deterioro notable en los procesos de consolidacion de la memoria, tal y como
seria esperable.

0.5 4
0O wrce,WT [0 ABPP/PS1/CB,WT

B WTCB,KO W ABPP/PS1/CB,KO

0.4

0.3 4

0.2 4

0.1

Recognition Index

3 months 6 months

Figura 18 — Analisis del indice de discriminacién en la prueba de reconocimiento de objetos
tras eliminacion del rCB2. Imagen extraida de: Aso, E., et al., J Alzheimers Dis, 201646.
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Por el contrario, los ratones que ademas carecen del rCB2 (ABPP/PS1/CB2
KO) no muestran un deterioro tan acusado, hecho que resulta paraddjico ya que
cabria esperar que la ausencia del rCB2 pudiera dar lugar a una mayor afectacion
cognitiva. Este resultado da idea de la complejidad en los mecanismos de
regulaciéon mediados por el rCB2 en relacion a las alteraciones en los procesos de
consolidaciéon de la memoria, y motivan la realizacion de estudios adicionales que

puedan explicar mejor los procesos que subyacen a los efectos observados.

3.3 Utilidad terapéutica del receptor CB2 en el tratamiento de las
alteraciones motoras de la enfermedad de Parkinson

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun,
caracterizada por una pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en la SN#/,
que afecta a su vez al correcto funcionamiento de los circuitos que conectan los
ganglios basales. Cuando se produce una pérdida superior al 70% aparecen los
sintomas caracteristicos de la EP como la bradicinesia, la rigidez, el temblor y la
inestabilidad postural, muy presentes en las Ultimas etapas*. La etiologia de la EP
no se ha podido definir ain con exactitud, pero las mutaciones en la proteina a-
sinucleina que dan lugar a la formacion de agregados que constituyen los cuerpos
de Lewy, son el principal hallazgo neuropatolégico de esta patologia cuya
deteccién post-mortem constituye actualmente el Unico método de diagndéstico
definitivo.

Hoy en dia existen tratamientos farmacolégicos de reemplazo de la pérdida
de DA causada por la muerte de las neuronas dopaminérgicas, que pueden paliar
o atenuar algunos de los sintomas motores nombrados anteriormente®. Sin
embargo, no existen tratamientos que sean capaces de modificar el curso de la
enfermedad interviniendo en los procesos que inducen la neurodegeneracion
dopaminérgica. De esta forma, con el fin de intentar hallar un posible tratamiento
de tipo etioldgico, en los ultimos afios el rCB2 se ha postulado como una posible
diana terapéutica para el manejo de la enfermedad desde una aproximacion
neuroprotectora. Dicha estrategia se basa en numerosos estudios que han
mostrado que dicho receptor se encuentra sobreexpresado en modelos de la EP,
asi como en cebreros post-mortem de pacientes con EP?2°, relacionando esta
sobreexpresion con un efecto neuroprotector. Por tanto, actuar sobre este receptor
podria ser de gran utilidad no solo a nivel sintoméatico, mejorando los problemas de

tipo motor y no motor (cabe destacar, a modo de inciso, que el rCB2 tiene una
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clara implicacion en la regulacion de alteraciones psiquiatricas como la ansiedad®°,
la depresion® o la psicosis®?, que a su vez suelen producir una incapacidad
significativa en los pacientes con EP), sino también a nivel neuropatoldgico,
ralentizando la pérdida neuronal o incluso pudiendo llegar a revertirla.

Un ejemplo que demuestra el posible papel protector del rCB2 en la EP
seria el estudio de Ternianov y cols.'®, donde emplearon un modelo murino de EP
administrando intracerebralmente 6-OHDA en un hemisferio para lesionar las
neuronas dopaminérgicas que se sitlan en la via nigroestriatal. Dicha neurotoxina
se administré tanto al grupo control (WT) como al grupo CB2xP, y para poder
valorar las alteraciones motoras producidas por la neurotoxina se administrd
apomorfina. Esta produce una hiperactivacion del hemisferio que se encuentra
dafiado (a nivel estriatal) produciendo que el animal gire hacia el lado contrario a
donde se localiza la lesion, dando lugar a lo que se conoce como rotaciones
contralaterales. El resultado de este experimento, que se puede observar en la
Figura 19, indica que los ratones CB2xP tuvieron un menor nimero de rotaciones
contralaterales en comparacion con los ratones WT, hecho que implica una menor
afectacion motora. Por tanto, esto sugiere que una mayor expresion de rCB2
podria proteger contra las alteraciones a nivel del sistema motor que se producen

ante la lesibn dopaminérgica inducida por la 6-OHDA.
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Figura 19 — Evaluacion del numero de rotaciones contralaterales inducidas por la

administracion de apomorfina en ratones WT y CB2xP lesionados con 6-OHDA. Imagen
extraida de: Ternianov, A., et al., Neurobiol Aging, 201218,

La mejora de las rotaciones contralaterales debido a la sobreexpresion del
rCB2 también guarda relacion con la neuroproteccion que ejerce dicho receptor a
nivel de la pérdida de neuronas dopaminérgicas, como se puede mostrar en la
Figura 20 extraida del articulo de Ternianov y cols.!® En ésta se representa el
analisis de la presencia de neuronas dopaminérgicas en el nucleo estriado. Para

ello se mide el marcaje inmunohistoquimico de la enzima TH, encargada de la
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transformacion de tirosina a DA. En los ratones vehiculo de ambos genotipos se
observa que no existen diferencias en el marcaje de TH, sin embargo, en los
ratones a los que se les inyecta 6-OHDA si que se evidencia una pérdida
significativa de marcaje TH, siendo esta notablemente menor en los ratones
CB2xP. Este resultado sugiere que la sobreexpresion de rCB2 estaria ejerciendo
un papel neuroprotector evitando la pérdida de neuronas dopaminérgicas

nigroestriatales.
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Figura 20 — Evaluacion del efecto de la administracién de 6-OHDA sobre la expresién de TH
en el ndcleo estriado de ratones WT y ratones CB2xP (A y B). Imagenes representativas de
cortes cerebrales coronales en los que se evalla el marcaje de TH en el ndcleo estriado (C-F).
Imagen extraida de: Ternianov, A., et al., Neurobiol Aging, 201218,

Por su parte, Shi y cols.>® emplearon la neurotoxina MPTP y evaluaron los
déficitis motores empleando el test Rotarod®*. Esta prueba consiste en un cilindro
en el que se coloca a los ratones y la velocidad de rotacion del cilindro se va
variando y el parametro que se evalla principalmente es el tiempo de latencia
hasta que el animal se precipita, es decir, el tiempo que logra permanecer girando
de forma coordinada en el cilindro. Como se puede ver en la Figura 21, los ratones
control mostraron un mayor tiempo sobre el cilindro, mientras que los ratones
tratados con MPTP se cayeron mas facilmente disminuyendo asi el tiempo de
latencia. Para evaluar si los déficits motores ocasionados por MPTP podrian ser
revertidos mediante la activacion del rCB2, se administré el agonista selectivo
CB2, AM1241. De forma dosis dependiente (0,75-12mg/kg i.p.), se observé que el

farmaco aumentaba de manera significativa el tiempo de latencia en relacion al
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grupo MPTP, pues en la grafica puede observarse que tras la administracion de la
dosis més elevada (12mg/kg, barra de color amarillo), el tiempo de latencia se
iguala practicamente al de los ratones control. Por tanto, estos resultados indican
que el agonista CB2 fue capaz de revertir las alteraciones motoras inducidas por la

administracion MPTP.
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Figura 21 — Evaluacion del tiempo de latencia hasta la caida mediante el test de Rotarod.
Imagen extraida de: Shi, J., et al., Oncotarget, 2017%2.

Los resultados de Shi y cols.>® también revelaron una disminucion de los
niveles de DA en los ratones tratados con MPTP en comparacion con los ratones
control (véase Figura 22, barras de color rojo y negro, respectivamente). Sin
embargo, la administracion del agonista CB2, AM1241, produjo un aumento
notable y dosis dependiente de los niveles de DA, alcanzando en algunas regiones
cerebrales (SN, corteza o hipocampo) niveles similares al grupo control con la

dosis més elevada (12 mg/kg).
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Figura 22 — Concentracion de DA en distintas regiones cerebrales de ratones controles,
tratados con MPTP. Imagen extraida de: Shi, J., et al., Oncotarget, 201753,
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Estos hallazgos sugieren que la mejoria de las alteraciones motoras
evidenciadas en la prueba Rotarod mediante la activacion farmacolégica del rCB2,
guardaria una estrecha relacion con el aumento de los niveles de DA en diversas

regiones cerebrales implicadas en la regulacién de la funcion motora.

Finalmente, se incluyen a continuacion 3 tablas en las que se recopila toda

la informacion que se ha revisado en este apartado.

Aproximacién para

TIPO DE ESTUDIO evaluar efecto de REFERENCIA
rCB2
invitro: células T .
microgliales activadas con JV\;H—I\(;lS 1 ;?)gocirlt;:ls péptido B amiloide 21
IFN-y g PNSIRES
in V|.tro : c_elulas IJWH-133 | Activacion microglial 22
microgliales | TNF-a
invivo:ratén Tg2576 JWH-133 | Activacion microglial 16
(modelo transgénico) 0,2 mg/kg, v.0. | TNF-a
L . WIN5S5,212-2 L .
in vivo:raton macho ama/ka. i | Activacion microglial
C57BL/6N lesionado con m9kg, 1p. | Reduccioén de la muerte neuronal 23
L JWH-015 7 "
MPTP (modelo neurotdxico) | 1 Niveles de dopamina
4mg/kg, i.p.
in vivo:ratbn macho ;/XINS/SK’H?'Z | Activaciéon microglial
C57BL/6 lesionado con Jtl/ngl,S;p- 1 IL-1B, TNF-a 24
MPTP (modelo neurotdxico) f | Expresion iNOS
4mg/kg, i.p.
S ) | IL-1B, IL-6, TNF-a
invivo : rata macho Wistar
. BCP | Expresion COX-2, iNOS
lesionado con ROT (modelo | . 25
neurotéxico) Somg/kg, ip. v
1+ GSH
in vivo: raton macho Modelo genético de
lesionado con 6-OHDA sobreexpresion de || MDA 18
(modelo neurotéxico) rCB2 (CB2xP)
in vivo: ratbn macho 171184
C57BL/6J lesionado con 16ma/ka. | | Reduccién del marcaje de TH 26
METH (modelo neurotéxico) MYkg, 1-p-
Post-mortem EA __ 1 Expresmn CB2 en células N 27
asociadas a placas de 3 amiloide
Post-mortem EP -- 1 Expresion CB2 en sustancia negra 20
Post-mortem EP -- 1 Expresion CB2 en sustancia negra 28

Tabla 1: Seleccién de estudios preclinicos y clinicos en los que se evalGan las propiedades antiinflamatorias y
antioxidantes del rCB2. v.o: via oral, i.p: via intraperitoneal.
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Aproximacién para

TIPO DE ESTUDIO evaluar efecto de REFERENCIA
rCB2
invivo: ratén Swiss albino 1-fenilisatina
(ambos sexos) lesionado 10/20mg/kg, v.o.
Tiempo de escape 34
con STZ 6 AICI3 (modelo Donepezilo L Tiemp P
neurotéxico) 0,1mg/kg, i.p.
invivo: ratén hembra
MDA7 | Tiempo de escape
APP/PS1 (modelo ) ) - 36
( 15mg/kg, i.p. | Niveles de placas de 3 amiloide

transgénico)

| indice de discriminacion en la
Modelo de eliminacion prueba de reconocimiento de
in vivo : ratén ABPP/PS1 " objetos en ratones CB2KO
. genética del rCB2 . e
(modelo transgénico) 1 Indice de discriminacion en
(CB2KO) . -
relacion en relacion a los ratones

ABPP/PS1 WT)
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Tabla 2: Seleccién de estudios preclinicos y clinicos en los que se evalla la utilidad terapéutica del rCB2 en la
EA. v.o: via oral, i.p: via intraperitoneal.

Aproximacién para

TIPO DE ESTUDIO evaluar efecto de REFERENCIA
rCB2
invivo: ratbn macho Modelo genético de ! Rotamor\’e s contralate.:rales
. . | Reduccion del marcaje de TH
lesionado con 6-OHDA sobreexpresion de Pérdida de neuronas 18
(modelo neurotéxico) rCB2 (CB2xP) ! ‘I .
dopaminérgicas
in vivo : ratonile ol gy AM1241 1 Tiempo de latencia en Rotarod
con MPTP (modelo | ) 53
s 0,75-12mg/kg, i.p. 1 Niveles de DA
neurotoxico)

Tabla 3: Seleccién de estudios preclinicos y clinicos en los que se evalla la utilidad terapéutica del rCB2 en la
EP. v.o: via oral, i.p: via intraperitoneal.
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4. DISCUSION

En el presente trabajo de revision bibliogréfica se ha analizado la literatura
disponible en relacion a la posible utilidad terapéutica del rCB2 en diferentes
patologias neurodegenerativas como son el Alzheimer o el Parkinson. Las
evidencias cientificas que se han recopilado sitian al rCB2 como un elemento
prometedor en la modificacion del curso de las enfermedades nombradas
anteriormente debido a su papel neuroprotector, relacionado a su vez con efectos
de tipo antiinflamatorio y antioxidante. Asimismo, los resultados de la modulacién
funcional del rCB2 en modelos animales de patologias neurodegenerativas como
la EA o la EP, sugieren que podria ser util en el manejo de los sintomas
caracteristicos de estas patologias.

Los estudios realizados en modelos preclinicos in vitro e in vivo indican que
las propiedades antiinflamatorias mas relevantes, relacionadas con la activacion
del rCB2, serian la reduccion de la activacién microglial y, en consecuencia, de la
liberacion de citoquinas proinflamatorias como IL-1 y TNF-024. En cuanto a las
propiedades antioxidantes, también mediadas por el rCB2, destacarian la
modulacién de las alteraciones de los niveles de GSH, MDA vy nitrito?®, asi como
evitar la reduccion de los niveles de enzimas antioxidantes como SOD y CAT,
alterados en modelos animales neurodegenerativos?®. Estos efectos beneficiosos
pueden observarse cuando se activa el rCB2 mediante farmacos agonistas
selectivos como son el JWH-01523, el JWH-1332%4, 0 el BCP?>. Ademas, para poder
determinar que los mecanismos de proteccion estan mediados de forma especifica
por el rCB2, los estudios farmacol6gicos empleando antagonistas CB2 resultaron
muy utiles. De hecho, cuando se administran tanto agonistas puros CB2 como
agonistas duales CB1/CB2, de forma conjunta con un antagonista CB2, como seria
el AM63026, se produce un bloqueo de la actividad antiinflamatoria y antioxidante.
Adicionalmente, si se administra conjuntamente un antagonista selectivo del rCB1,
como el rimonabant?6, no se observa la anulacion del efecto que producian los
agonistas cannabinoides. Estos experimentos farmacologicos son de gran
importancia ya que indican que los efectos antiinflamatorios y antioxidantes
estarian especificamente mediados por el rCB2, incrementando el interés sobre su

potencial implicacién en la modulacién de procesos neurodegenerativos.
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Ademas de emplear agonistas selectivos del rCB2 para perseguir un efecto
neuroprotector, el aumento del tono cannabinoide enddgeno también puede
ofrecer utilidad. De hecho en el estudio de Nader y cols.?® se puede observar que
la administracion de JZL184, que inhibe la metabolizacion del ligando
cannabinoide enddgeno 2-AG, protege las neuronas dopaminérgicas frente a un
estimulo toxico como la inyeccion de metamfetamina. Este resultado sugiere que
estrategias farmacologicas que tengan como objetivo potenciar la accién
cannabinoide endogena también podrian ser muy utiles en el manejo de patologias
neurodegenerativas, aunque es necesario realizar mas estudios que puedan
aportar datos adicionales en este sentido.

Los beneficios que podrian derivarse de la modulaciéon funcional del rCB2
en la EA han sido evidenciados en numerosos estudios empleando modelos in
vitro e in vivo que muestran los resultados obtenidos en relacion a la memoria y el
aprendizaje en modelos que simulan la EA. En estos estudios se han empleado
distintas pruebas como son el laberinto de Morris®? y el test de reconocimiento de
objetos?®’, para valorar los procesos de consolidacion de la memoria y aprendizaje
a nivel preclinico, los cuales han demostrado que la activacion del rCB2 mediante
farmacos como 1-fenilisatina®* o MDA73¢, produce una mejora a nivel cognitivo que
podria tener su base en la normalizacién de las alteraciones neuropatoldgicas,
como seria una menor deposicion de B amiloide®t. Asimismo, estudios post-
mortem realizados con cerebros de pacientes con EA como el de Benito y cols.??,
observaron que el rCB2 se encuentra elevado de forma significativa, sugiriendo
que este aumento podria guardar relacién con un mecanismo neuroprotector. Por
tanto, desde un punto de vista traslacional, la activacion farmacolégica del rCB2
podria tener implicaciones a nivel clinico, pudiendo mejorar las alteraciones
cognitivas de un paciente con la EA. Sin embargo, todavia es necesario realizar
mas estudios que nos permitan conocer mejor el perfil farmacolégico, toxicolégico
y farmacocinético de los farmacos agonistas CB2, con el objetivo de poder realizar
ensayos clinicos en los que valorar su potencial utilidad neuroprotectora.

En cuanto a la EP, con los datos obtenidos en esta revision se puede
apreciar que el rCB2 podria presentar una gran utilidad terapéutica mediante su
manipulacién farmacolégica a nivel clinico. Los posibles beneficios derivados de la
actuacion sobre el rCB2 pueden evidenciarse en modelos in vivo que simulan la
EP. Para ello, se administran farmacos agonistas CB2 como AM124153

aprenciandose una mejora de la sintomatologia de tipo motor evaluada mediante
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pruebas como el test de Rotarod*. Ademas, el efecto que se deriva de la
activacion del rCB2 se asocia a una menor pérdida de neuronas dopaminérgicas
en la via nigroestriatal y, probablemente, a una mayor funcionalidad dopaminérgica
a ese nivel'®. Asimismo, numerosos estudios post-mortem realizados con cerebros
de pacientes con EP, como los publicados por Gomez-Galvez y cols.?° o Navarrete
y cols.?®, han mostrado que el rCB2 se encuentra elevado en la SN, sugiriendo que
el aumento del rCB2 podria estar relacionado con un efecto neuroprotector. En
resumen, se podria decir que la activacion del rCB2 podria mejorar las alteraciones
motoras en pacientes con EP y proveer propiedades neuroprotectoras que puedan
ralentizar la pérdida neuronal y traducirse en un mejor control de la sintomatologia
motora. Sin embargo, al igual que en la EA, todavia es necesario realizar mas
estudios que permitan conocer el perfil farmacolégico completo y la seguridad de
los farmacos que se podrian emplear para modificar el curso de esta enfermedad.
Como conclusion, cabe destacar que conforme a las evidencias preclinicas
y clinicas que existen en relacion a la implicacion del rCB2 en los procesos
neuropatologicos de trastornos neurodegenerativos, parece l6gico pensar que si se
modificase la funcion del receptor CB2 se estaria en disposicién de poder modificar
el curso clinico de patologias tan prevalentes como la EA o la EP. Sin embargo,
para poder conseguir en un futuro una terapia modificadora de la enfermedad a
través de la manipulacion farmacologica del rCB2, es necesario disponer de
biomarcadores especificos y sensibles que permitan realizar un diagndstico
temprano o precoz de la patologia, y que asi se pueda intervenir antes mediante
estrategias neuroprotectoras. Ademas, todavia queda mejorar el conocimiento
sobre los mecanismos que subyacen a los efectos neuroprotectores del rCB2, y
realizar mas ensayos probando diferentes aproximaciones farmacologicas dirigidas
hacia dicho receptor, para obtener mas evidencias sobre los efectos que su
modulacién produce tanto a nivel de los procesos neurodegenerativos como de las
alteraciones cognitivo-conductuales con las que cursan patologias como la EA o la
EP. A pesar de ello, las evidencias de las que se disponen actualmente resultan
muy alentadoras y apuntan a que el rCB2 podria ser una futura diana
farmacoldgica en el manejo no solo de la EA o la EP, sino también de aquellas

patologias que afecten al SNC y que cursen con alteraciones neuroinflamatorias.
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5. CONCLUSIONES

1. El manejo terapéutico actual de las enfermedades neurodegenerativas carece
de una aproximacion etiologica que logre modificar su evolucion clinica, hecho que
motiva la busqueda de nuevas estrategias que puedan proporcionar un efecto

neuroprotector.

2. La modulacion farmacolégica y genética del rCB2 es capaz de regular procesos
neuroinflamatorios y oxidativos en modelos experimentales de enfermedades
neurodegenerativas como la EA o la EP, efectos que estarian relacionados con su

potencial neuroprotector.

3. Los resultados obtenidos hasta la fecha sugieren que la manipulacién funcional
del rCB2 podria mejorar las alteraciones cognitivas con las que cursa la EA,
habiéndose propuesto como mecanismo subyacente la reduccion del depdsito

andmalo del péptido B amiloide.

4. La activacion selectiva del rCB2 podria tener utilidad terapéutica en relacion a
las alteraciones motoras propias de la EP mediante mecanismos de
neuroproteccion que evitarian la pérdida de neuronas dopaminérgicas

nigroestriatales.

5. Los datos recopilados en esta revision bibliografica indican que la manipulaciéon
farmacoldgica del rCB2 podria tener en un futuro una aplicacion terapéutica en el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como la EA o la EP. Sin
embargo, es necesaria la realizacion de mas estudios que permitan caracterizar
mejor los mecanismos implicados, asi como evaluar la eficacia, seguridad y

tolerabilidad a nivel clinico.
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7. ANEXO: Abreviaturas

Abreviatura | Significado

2-AG 2-araquidonil-glicerol

6-OHDA 6-hidroxidopamina

AICI3 Tricloruro de aluminio

AMP Adenosin monofosfato

ATP Adenosin trifosfato
Anandamida | N-araquidonil-etanolamida

BCP Beta-cariofileno

CAT Catalasa

CBD Cannabidiol

COX-2 Ciclooxigenasa-2

D Donepezilo

DA Dopamina

EA Enfermedad de Alzheimer

EP Enfermedad de Parkinson
FAAH Amidohidrolasa de acidos grasos
GABA Acido y-aminobutirico

GSH Glutatién reducido

GSSG Glutation oxidado

i.p. Via intraperitoneal

IL Interleuquina

INF-y Interferon y

iNOS Oxido nitrico sintetasa inducible
L-DOPA Levodopa

MAGL Monoacilglicerol lipasa

MDA Malondialdehido

MDA7 1-((3-bencil-3-metil-2,3-dihidro-1-benzofuran-6-il) carbonil)
METH Metanfetamina

MPTP 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina
NADA N-araquidonil-dopamina

NO Oxido nitrico

P 1-fenilisatina

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
rCB1 Receptor CB1

rcB2 Receptor CB2

ROT Rotenona

SN Sustancia negra

SNC Sistema nervioso central

SNP Sistema nervioso periférico
SOD Superoxido dismutasa

STZ Estreptozocina

TH Tirosina hidroxilasa

THC A9-tetrahidrocannabinol

TNF-a Factor de necrosis tumoral a
V.0. Via oral

Virodhamina | O-araquidonil-etanolamina

WT Wild type
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