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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson es una patologia neurodegenerativa que
cursa con sintomas caracteristicos tanto de tipo motor (temblor, rigidez,
bradicinesia, discinesias) como no motor (dolor, insomnio, ansiedad, depresion,
psicosis). Hoy en dia, los avances en la medicina han conseguido aumentar de
forma significativa la esperanza de vida, lo que también se traduce en una mayor
incidencia de la enfermedad de Parkinson. Es una enfermedad que no solo
afecta al paciente, sino también a todo su entorno social y familiar. Los
tratamientos de los que disponemos son tratamientos sintomaticos, dirigidos
principalmente a mejorar la funcién motora, siendo la L-DOPA el farmaco mas
empleado. Ademas, a largo plazo la medicacion es cada vez menos efectiva,
causando con mayor frecuencia fluctuaciones entre periodos on (no hay
sintomas) y periodos off (sintomas motores). En los ultimos afios la investigacion
esta teniendo un gran interés sobre el cannabidiol (CBD), ya que se ha aceptado
para indicaciones como epilepsia o esclerosis multiple. Se esta investigando su
papel como molécula neuroprotectora, pudiendo mostrar potencial para detener
la muerte neuronal que se sufre en el Parkinson o, al menos, enlentecer la
muerte neuronal, lo que se podria traducir en una mayor calidad de vida. El
principal objetivo del presente trabajo es recopilar la evidencia que existe hoy en
dia sobre su papel neuroprotector, asi como de los efectos sobre sintomas no
motores y sintomas motores. Se ha realizado una revisién bibliografica en
Embase, Scopus y MedLine para recopilar la evidencia original preclinica y
clinica, centrada en evaluar el potencial terapéutico del CBD en el Parkinson. En
la busqueda se ha obtenido evidencia acerca del papel neuroprotector del CBD
en modelos animales, desde lineas celulares hasta ratones. Ademas, se han
descritos efectos antiinflamatorios y de regulacién de la autofagia. Desde el
punto de vista clinico, se ha evidenciado que su administracion mejora los
niveles de ansiedad, calidad de vida y psicosis, encontrando resultados
contradictorios en relacidon con su beneficio en el insomnio. El panorama futuro
de su investigacién es prometedor ya que muestra una eficacia preclinica
notable, pero se necesitan ampliar los estudios clinicos para evaluar su eficacia

en pacientes de Parkinson.



INTRODUCCION

ENFERMEDAD DE PARKINSON

James Parkinson fue la primera persona en describir la enfermedad, en su
ensayo sobre la pardlisis agitante, en 1817. La enfermedad de Parkinson es el
trastorno del movimiento mas comun en la poblacion. Es una enfermedad
neurodegenerativa mas prevalente en edades avanzadas, aunque las personas
jovenes también pueden padecerla. Su incidencia y prevalencia estan
aumentando debido a la mayor esperanza de vida de la poblacién. Se caracteriza
por la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra y la
proyeccién nigroestriada. Los sintomas de la enfermedad no aparecen hasta que
la pérdida neuronal no alcanza un 80%. Aungue la pérdida dopaminérgica sea
la mas marcada, también hay pérdida de neuronas noradrenérgicas del locus
coeruleus y de neuronas colinérgicas a nivel de la sustancia innominada que
proyectan hacia la corteza cerebral. Estas alteraciones pueden explicar los
sintomas no motores de la enfermedad, como insomnio y demencia que se
desarrollan en fases mas avanzadas. Los sintomas motores se explican por la
pérdida progresiva de la via nigroestriatal, la cual esta relacionada con la

coordinacion del movimiento? 2.

La hipotesis de que el estrés oxidativo juega un papel importante en la
patogenia de la enfermedad también es relevante mencionarla. El estrés
oxidativo, causado por las especies reactivas de oxigeno, dafia proteinas
celulares. Interacciona con la «-sinucleina haciendo que esta adopte una
disposicion protofibrilar, la cual es incapaz de degradarse por el sistema de
ubiquitinacién-proteosoma, provocando una acumulacion de esta y creando
inclusiones citoplasmaticas eosinofilicas o cuerpos de Lewy, encontrados en la

enfermedad de Parkinson3 4.

EPIDEMIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD

La situacion epidemiologica de la Enfermedad de Parkinson esta
empeorando, y la discapacidad y las defunciones debido a esta estan
aumentando mas rapidamente que las de cualquier otro trastorno neuroldgico.

Respecto a los cuidadores de los pacientes de Parkinson, estos tienen una gran



presion fisica, emocional y econdémica, pudiendo llegar a causar un gran estrés
a la familia del paciente. Por lo que la necesidad de que el sistema de salud
preste una gran atencion a esta patologia es crucial para el desarrollo de nuevos
medicamentos para el diagnostico precoz, tratamiento y modificacién del curso

de la enfermedad °.

La gran prevalencia de la enfermedad de Parkinson esta alimentada por
el envejecimiento de la poblacion, el aumento de la esperanza de vida por la
aparicion de mejores tratamientos para enfermedades como el cancer esta
haciendo que la poblacién llegue a edades avanzadas donde las enfermedades
neurodegenerativas comienzan a aparecer con mayor prevalencia. Por ello, cada
afio que pasa aumenta la esperanza de vida, debido a los nuevos
descubrimientos en tratamientos para la salud, en la figura 1 podemos observar

una prevision del futuro para 2040, comparado con afios anteriores. ©

1400

1200

1000

800

600

400
) .

0

19%

2015 2040

Number of people in millions

Figura 1: Representacion grafica de la evolucion de la prevalencia de la Enfermedad de

Parkinson. Imagen extraida del articulo: Dorsey y cols., 2018 .

TRATAMIENTO FARMACOLOGICO ACTUAL

El abanico actual en cuanto a los tratamientos farmacoldgicos se basa en
cuatro grupos generales: inhibidores de la hiperactividad colinérgica central,
agonistas dopaminérgicos, inhibidores de la monoaminoxidasa B y L-DOPA. En
la figura 2 podemos observar un breve resumen de los tratamientos
farmacologicos actuales. Por otro lado, se debe resaltar que la enfermedad de
Parkinson no soOlo causa problemas motores, sino que también aparecen

sintomas no motores como insomnio, ansiedad, depresion, psicosis y deterioro



cognitivo, que pueden llegar a ser incluso mas incapacitantes que los sintomas
motores. Por ello, también se recoge como tratamiento para la enfermedad de

Parkinson los farmacos ansioliticos, antidepresivos, antipsicéticos e hipnéticos.
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Figura 2: Representacién grafica de los principales sitios de accidon de los tratamientos
farmacoldgicos actuales. Imagen extraida del articulo: Connolly y cols., 2014 °

Hoy en dia el tratamiento de eleccion es la restauracion de los niveles de
dopamina en el estriado mediante la administracion de L-DOPA junto con un
inhibidor de su metabolismo. La L-DOPA es bien tolerada y puede controlar los
sintomas motores, teniendo efectos adversos como nauseas, vomitos o
hipotension postural. A largo plazo provoca complicaciones como la discinesia
tardia, por lo que se precisa encontrar nuevas moléculas para el tratamiento de
la enfermedad. Ademas, el tratamiento actual tiene una gran limitacién y es que
sélo trata los sintomas provocados por la enfermedad, pero no detiene o modifica
el curso de esta, ni es capaz de revertir la muerte neuronal que sigue avanzando
a pesar de restaurar los niveles de dopamina. Por ello, es muy importante
encontrar moléculas que puedan llegar a tener un papel neuroprotector para

poder frenar la muerte neuronal o incluso revertirla 8.

En los ultimos afios estd aumentando el interés en encontrar nuevas dianas
farmacoldgicas que puedan modificar el curso de la enfermedad. Una de las

dianas que se han planteado ha sido el sistema endocannabinoide ya que juega



un importante papel neuromodulador en el sistema nervioso central. Por esta
razdn, seria de interés estudiar moléculas que permitan modificar o modular las
funciones que tiene este sistema sobre otros, como el sistema dopaminérgico.
Por ello, ha habido un aumento en la investigacion de compuestos derivados de

la planta del cannabis, siendo el CBD el fitocannabinoide mas estudiado.

SISTEMA ENDOCANNABINOIDE

El sistema endocannabinoide es un sistema compuesto por dos receptores
cannabinoides el CB1 y el CB2, acoplados a proteinas G, los ligandos propios
de estos receptores, la anandamida y el 2-araquidonilglicerol, y las enzimas
encargadas de la sintesis y degradacion de los endocannabinoides. Las enzimas
encargadas de la sintesis son: DAGL-a y NAPE-PLD, y las encargadas de su
degradaciéon: FAAH y MAGL. En la figura 3 observamos una representacion de

los principales componentes del sistema.

El sistema endocannabinoide es un sistema difuso, ampliamente distribuido
por todo el organismo, con una importante funcion neuromoduladora,
participando en la regulacién de la liberacion de otros neurotransmisores. A parte
de la localizacion en la membrana plasmatica de las células también se ha
demostrado la presencia de receptores cannabinoides a niveles intracelulares

como lisosomas, endosomas, reticulo endoplasmatico, nucleo y mitocondrias.

Se ha evidenciado su implicacion en procesos como el desarrollo cerebral
durante el embarazo, o en el sistema cardiovascular donde se ha relacionado la
determinadas alteraciones del sistema endocannabinoide con la aparicion de
enfermedad cardiometabdlica. A nivel gastrointestinal, se localizan en el epitelio
intestinal y nervios entéricos. Se expresa ampliamente en células inmunitarias
como monocitos, macrofagos, basofilos, linfocitos y células dendriticas. También
se ha relacionado en el control energético en el metabolismo del musculo
esquelético y la formacién de nuevas fibras musculares. Ademas, cabe destacar
especialmente que juega un rol importante en la modulacion de la funcién
motora, debido a su presencia en los ganglios basales. Es decir, juega un papel

neuromodulador en la liberacién de otros neurotransmisores 10
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Figura 3: Representacion esquemética de los principales componentes del sistema

endocannabinoide. Imagen extraida del articulo: Navarrete y cols., 2020 2.

EL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE Y EL PARKINSON

En los dltimos afios estd aumentando el interés en el sistema
endocannabinoide como diana terapéutica del Parkinson fundamentado en la
existencia de cambios en los diferentes componentes del sistema
endocannabinoide, principalmente en regiones cerebrales intimamente
implicadas en la neuropatologia de la Enfermedad de Parkinson, tanto en
modelos animales como en tejidos post mortem de pacientes con enfermedad
de Parkinson. El interés e implicacién del sistema endocannabinoide en la
enfermedad de Parkinson se basa tanto en alteraciones de sus componentes
descritas en la patologia, como en la capacidad de regulacion de las alteraciones
caracteristicas en modelos animales de la enfermedad mediante su
manipulacion farmacoldgica. A continuacion, se detallan algunos de estos

hallazgos:



e« Se observa una regulacion al alza del receptor CB1 en neuronas
estriatales controladas por neuronas dopaminérgicas, las cuales
degeneran en la enfermedad. *?

o Elevacion dereceptores CB2 en la gliareclutada en los sitios de lesion
de los ratones con dafio neuronal causado por MPTP o LPS. *?

o« La activacion del receptor CB1 amortigua la hiperlocomocién
inducida por anfetaminas, asi como el aumento de la liberacion de
dopamina y glutamato en el estriado.

o Pérdida de los receptores CB2 en los tejidos postmortem de los
pacientes con Parkinson debido a la degeneracion de las neuronas

dopaminérgicas nigroestriatales. 2

e Inhibicion de la muerte celular por la Anandamida en un modelo de
muerte celular inducida por la toxina 6-Hidroxidopamina en células PC12

(células que modelizan la diferenciacién neuronal). *?

« Niveles aumentados del endocannabinoide 2-Araquinoglicerol tienen
efecto protector en un modelo de Parkinson con neurotoxina MPTP en

ratones. 12

« Antagonistas del receptor CB1 como Rimonabant tienen efecto

neuroprotector en modelos animales de Parkinson. 12

« Aumento de los niveles de Anandamida en el liquido cefalorraquideo
en pacientes de Parkinson, que se restaura a niveles normales después
del tratamiento con L-DOPA, por lo que parece un mecanismo

compensatorio a la deplecién de dopamina. *?

Debido a las evidencias encontradas que relacionan el sistema
endocannabinoide y el Parkinson se justifican su propuesta como potencial diana
terapéutica, basandose su modulacion farmacoldgica en el empleo de
compuestos cannabinoides de origen sintético o derivados de la planta del
cannabis (fitocannabinoides). En este sentido, el fitocannabinoide con mayor
evidencia e interés es el CBD, y presentando propiedades prometedoras que se

pasan a detallar a continuacion.



FARMACODINAMICA DEL CBD

El CBD tiene la particularidad de que actia en mas de 65 dianas, entre
estas se pueden destacar: receptor de serotonina 1A (5-HT1A), receptor
acoplado a proteinas G 55 (GPR55), receptor de potencial transitorio V1
(TRPV1), transportador de nucledsidos equilibrado tipo 1 (ETN1), proteina de
unién a acidos grasos (FABP), factor nuclear eritroide 2 relacionado con el factor
2 (NRF2), canales de calcio tipo T activado por voltaje, receptores de adenosina
y glicina, receptores opioides mu y delta, entre otros 13.

A continuacion, en la figura 4 podemos observar un resumen de los
diferentes mecanismos de accion descritos para el CBD y su posible aplicacion

beneficiosa en diferentes patologias neuropsiquiatricas 4.
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Figura 4: Patrones de actividad farmacolégica del CBD en los diferentes receptores del SNC y
su implicacion en las diferentes enfermedades y trastornos. Imagen extraida del articulo: Vitale
y cols., 2021 15,

Actualmente, es una de las moléculas mas estudiadas para la modulacion del
sistema endocannabinoide por su posible potencial terapéutico. Algunas de las
evidencias que encontramos son las siguientes: actividad ansiolitica 16,

neuroproteccion 18 y antiinflamatorio®®, entre otras.



Debido a todas las evidencias expuestas, podemos sugerir que el CBD podria
tener un papel muy interesante en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson
ya que podria mejorar sintomas no motores como la ansiedad o la depresion,
entre otros, pero ademas existe evidencia en cuanto a su efecto neuroprotector,
pudiendo ser muy util desde el punto de vista de la modificacion del curso de la

enfermedad.

NEUROPROTECCION Y NEUROINFLAMACION

La neuroproteccién es el efecto de cualquier sustancia que conlleva el
retraso, la prevencion o el tratamiento de la muerte celular, en este caso, de las
neuronas. Esta muerte neuronal es caracteristica en la enfermedad de
Parkinson, en las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta,
por ello encontrar moléculas con este potencial puede ser muy interesante para
prevenir o tratar la enfermedad, incluso pueden ayudar a encontrar tratamientos
no solo para el Parkinson, si no para otras patologias donde la muerte neuronal
juegue un papel crucial, como en la enfermedad de Alzheimer. Ya que, hoy en
dia disponemos de un tratamiento totalmente sintomatico y no modificador de la

enfermedad.

Existe evidencia acerca de que las neuronas de la sustancia nigra pars
compacta son vulnerables al estrés oxidativo, presentan bajos niveles de
enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa y niveles altos de sustancias
oxidantes, como el hierro libre o la neuromelanina. Esto promueve niveles altos
de especies reactivas de oxigeno, inhibicibn del transporte de electrones
mitocondrial, aumento del glutamato y de la estimulacién de receptores de
NMDA. Esto deriva en un proceso de excitotoxicidad que provoca muerte
neuronal. El papel de la microglia es crucial en el desarrollo del Parkinson. Se
ha asociado a las células gliales con los procesos de neuroinflamacion y
neurodegeneracion, ya que se ha encontrado presencia de astrocitos en zonas
de dafo neuronal dopaminérgico. Estudios recientes han categorizado a la
microglia segun caracteres fenotipicos, en dos grupos. Por un lado, la microglia
proinflamatoria (M1) y la antiinflamatoria (M2). En estado M2 mejoran la
supervivencia neuronal liberando GDNF (factor neurotréfico derivado de la linea

de células gliales) y estan relacionadas con la regulacion al alza de genes



regeneradores y reparacion de tejidos. El estado M1 promueve la degeneracion
de la ruta nigroestriatal en el Parkinson. Producen niveles aumentados de
especies reactivas de oxigeno y un ambiente proinflamatorio con la liberaciéon de
citocinas como IL-1beta, IL-6, TNF-alfa, NO e iones superéxido. Se promueve el

reclutamiento de mas células gliales y la muerte neuronal.

EL CBD ha mostrado un papel neuroprotector, y sobre la mesa existen varias

teorias a cerca de esta accion:

e Reduccion de la excitotoxicidad glutamatérgica y el estrés oxidativo.
o Disminucién de la neuroinflamacién.
e Accion anti-apoptotica.

e Modulacion de las células gliales.

Como vemos hay diversas hipétesis. Hoy en dia, casi toda la investigacion
acerca del potencial neuroprotector de la molécula es preclinica, arrojando
nuevos datos sobre su farmacodinamia. Por lo que se debe continuar avanzando
en investigacion tanto clinica como preclinica, en especies de mayor tamafio. De
esta forma conseguiremos una mayor evidencia sobre el posible efecto

neuroprotector en humanos con enfermedad de Parkinson 29,

POTENCIAL SOBRE SINTOMAS NO MOTORES

La degeneracién de las neuronas que ocurre en el Parkinson conlleva una
serie de sintomas no motores, como un aumento en la prevalencia de otros
trastornos psiquiatricos como ansiedad, depresion, psicosis, insomnio, deterioro
cognitivo o dolor cronico, entre otras. Estos sintomas no motores, aunque sean
menos conocidos que los sintomas motores como temblores, discinesias,
bradicinesias, etc., tienen mucha importancia ya que disminuyen
considerablemente la calidad de vida tanto del paciente como de su entorno
familiar. En esta revisidbn vamos a exponer las evidencias que existen acerca del
papel del CBD para el tratamiento de los sintomas no motores. Se sabe que esta
molécula tiene dichos potenciales, segun estudios preclinicos y clinicos, pero en
esta revision vamos a observar si puede ser de utilidad en los pacientes con

Parkinson 21 22,



POTENCIAL SOBRE SINTOMAS MOTORES

A diferencia del potencial sobre diferentes sintomas no motores y la
neuroproteccion, se encuentra literatura contradictoria acerca del potencial a
nivel de los sintomas motores. Sin embargo, si que existen diferentes estudios
gue demuestran que hay cierta mejoria en los sintomas motores a nivel
preclinico. Ya que el CBD podria modular la regulacion que ejerce el sistema
endocannabinoide sobre estructuras que controlan el movimiento, como los
ganglios de la base. Pero la novedad que puede presentar el CBD como
tratamiento es el papel neurprotector, si se consigue demostrar que esta
molécula puede ejercer una accidn neuroprotectora, cambiaria por completo el
panorama de la enfermedad. Mejoraria el curso, asi como los sintomas

asociados a su avance (motores y no motores) 23,



OBJETIVOS

Objetivo General

Revision de la literatura cientifica sobre el potencial terapéutico del CBD

considerando toda la evidencia preclinica y clinica disponible.

Objetivos especificos

« Estudiar la evidencia acerca del papel neuroprotector del CBD en lineas
celulares y animales.

« Analizar el potencial del CBD sobre sintomas motores del Parkinson en
animales.

« Evaluar el potencial antipsicotico del CBD en enfermedad de Parkinson,
a nivel clinico

« Evaluar el potencial ansiolitico del CBD en enfermedad de Parkinson, a
nivel clinico.

o Evaluar la evidencia clinica del CBD en la mejora de la fase REM en
enfermedad de Parkinson.

« Evaluar el potencial del CBD en cuanto a la mejora de la calidad de vida
en enfermos de Parkinson.

e Analizar los posibles mecanismos moleculares que pueden estar
implicados en las acciones terapéuticas del CBD en el contexto de la

enfermedad de Parkinson.



MATERIALES Y METODOS

La metodologia del presente trabajo consiste en la busqueda de articulos
cientificos en las bases de datos: MedLine, Embase y Scopus. Para realizar
una revision de los estudios existentes con evidencia original acerca del

potencial terapéutico del CBD en la enfermedad de Parkinson.

Para su revision se siguieron las recomendaciones de las guias PRISMA 2020

(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses).

Las palabras clave deben estar escritas como descriptores ya que estos seran
los que actiien como lenguaje Unico de indizacién permitiendo centrar nuestra
busqueda en el concepto a estudio. Para ello empleamos la base de datos DeCs
(descriptores en ciencias de la salud), en la pantalla principal elegiremos:
“Consulta del DeCs”. Buscamos el término en indice permutado.
Comprobaremos la descripcion del descriptor y obtendremos su equivalente en
inglés, que es con el que trabajaremos en las distintas bases de datos. Los

descriptores seran los siguientes:

Palabras Clave DeCS MeSH

Enfermedad de Parkinson | Enfermedad de Parkinson | Parkinson Disease

Cannabidiol Cannabidiol Cannabidiol

En este trabajo no se concreta el resultado. Se hace una busqueda mas amplia,
para abarcar toda la informacién posible. Para mas tarde separar los resultados
segun si tratan acerca de neuroproteccion, sintomas motores 0 sintomas no
motores. En cambio, si que se concreta la intervencion, el CBD. Ya que nos
interesan los estudios que incluyan a este fitocannabinoide y no a otros

derivados.

La formula de busqueda se construira con el operador booleano AND, con la
finalidad de conectar los dos términos y mostrar Unicamente los resultados que

contengan ambos términos de busqueda especificados.



o Criterios de exclusion:
o Referencias cientificas no escritas en lengua inglesa o espafola.
o Atrticulos no centrados en la implicacion terapéutica del CBD en el
Parkinson.
o Estudios que utilicen como intervencion fitocannabinoides o
derivados que no incluyan al CBD.
o Atrticulos de los que no se tuviera acceso al PDF completo a través
de internet mediante el acceso personalizado de la UMH.
o Revisiones sistematicas o metaanalisis, capitulos de libros, notas,
resumenes de congresos y encuestas.
e Criterios de inclusion:
o Se aceptan todos los articulos que se hayan publicado maximo con
10 afios de anterioridad.
o Articulos originales de caracter preclinico o clinico relacionados
con el potencial del CBD en la Enfermedad de Parkinson.
o Se aceptan ensayos clinicos, preclinicos (modelos in vitro y

animales) y series de casos.
Ecuaciones de busqueda

1. MedLine (buscador PubMed): ("Cannabidiol'[MeSH Major Topic] AND
"Parkinson Disease"[MeSH Terms]) AND (y_10[Filter])

2. Embase: 'parkinson disease'/exp AND ‘cannabidiol'/mj AND (2013:py OR
2014:py OR 2015:py OR 2017:py OR 2018:py OR 2019:py OR 2020:py
OR 2021:py OR 2022:py) AND 'article'/it

3. Scopus: ( TITLE-ABS-KEY ( 'cannabidiol' ) AND TITLE-ABS-KEY (
‘parkinson AND disease' ) ) AND ( LIMIT-TO ( PUBYEAR , 2023
) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR, 2022) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2021
) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR, 2020) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2019
) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2018) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2017
) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2016 ) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2015
) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR, 2014) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2013
)) AND (LIMIT-TO (DOCTYPE, "ar"))AND (LIMIT-TO (LANGUAGE
, "English") OR LIMIT-TO (LANGUAGE , "Spanish"))



Resultados de busqueda

Figura 5: Diagrama del proceso de busqueda y seleccion de las referencias analizadas en el
trabajo.



RESULTADOS

En este apartado se exponen las evidencias encontradas sobre el papel
del CBD en la enfermedad de Parkinson. Se presentaran en dos grandes
bloques, evidencia preclinica y clinica. La subdivision que se hara en el apartado
de evidencia preclinica (modelos in vitro y animales) sera segun los sujetos a
estudio, lineas celulares, nematodos o ratas. En el apartado de evidencia clinica

se subdividira segun el sintoma no motor a estudio.

4.1. EVIDENCIA PRECLINICA SOBRE EL PAPEL
NEUROPROTECTOR DEL CBD EN LA ENFERMEDAD DE
PARKINSON.

4.1.1. EVIDENCIA EN LINEAS CELULARES

En el experimento de Kang y cols. ?* Se estudia el efecto del CBD en la
disfuncién mitocondrial inducida por la neurotoxina MPP+ en lineas celulares
SH-SY5Y de neuroblastoma humano. El MPP+ es trasportada selectivamente a
las neuronas dopaminérgicas a través del trasportador de dopamina, donde
ejercen su accion de inhibicion de la actividad mitocondrial y supresion de
produccion del ATP provocando la muerte celular. Como pretratamiento se
administré CBD a diferentes concentraciones durante 24 horas seguidos de otra
incubacion de 24 horas con MPP+. Se realiza un ensayo de MTT para estudiar
la viabilidad celular, el cual, se basa en la capacidad de las células viables para
reducir el MTT a un producto coloreado, posteriormente medido mediante
colorimetria. Basandose en dicho estudio se escoge la concentracion de 3 mM
de MPP+ para realizar las pruebas, y 25 y 50 microM de CBD. Ademas, se realiza
un Western Blot (WB) e inmunofluorescencia para estudiar la expresion de
tirosina hidroxilasa (TH) y la disfuncién mitocondrial. También se estudian el gen
SIRT1 relacionado con la autofagia y moléculas de sefializacion celular, NF-kB
y rutas NOTCH. El pretratamiento con 25 y 50 microM de CBD aumenta
significativamente la viabilidad celular (A), asi como la pérdida de TH (B), como

podemos observar en la figura 6.
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Figura 6: A-Expresién de TH en células SH-SY5Y. B-Porcentaje de células vivas tras el

tratamiento con MPP+ y/o CBD. Imagenes extraidas de: Kang y cols., 2021 2*

Se observa una atenuacion en la disfuncion mitocondrial ya que el CBD mejora
la autofagia inducida por el MPP+. Esto se observa ya que el CBD mejora la
expresion de las proteinas relacionadas con la autofagia como LC3-II, Atg5/7,
disminuye la expresion de p62 y a-sinucleina. Asi como el tratamiento con CBD
redujo significativamente las concentraciones de las moléculas implicadas en las
rutas NF-kB y NOTCH. Por otro lado, el tratamiento con CBD restaurd la

expresion de proteinas antioxidantes Nrf2, SOD-1 y GSH.

También, se estudid el mecanismo de accion del CBD. Estudiando el
papel de la proteina SIRT1 que su expresiéon disminuye en la disfuncién
mitocondrial en la enfermedad de Parkinson (EP) e induce autofagia. Parte del
mecanismo neuroprotector del CBD lo ejerce a través de esta proteina ya que el
bloqueo de la autofagia con un inhibidor y el silenciamiento del SIRT1
disminuyeron la proteccion del CBD. Ademas, el CBD mejoro los niveles de las
proteinas que inhiben la agregacion de a -sinucleina, Parkin y DJ-1. El
tratamiento con CBD redujo significativamente las concentraciones de las

moléculas implicadas en las rutas NF-kB y rutas NOTCH.

Por otro lado, en el experimento de Santos y cols. * se plantea un estudio
con lineas de células PC12 y células SH-SY5Y. En el cual se realizan las
siguientes pruebas: Ensayo MTT de viabilidad celular, actividad Caspasa-3,
ensayo cuantitativo de crecimiento de neuritas en células PC12 y SH-SY5Y,
ensayo de inhibicion de receptores Trk, determinacién de niveles de NGF y

analisis WB de sinaptofisina, sinapsina y GAP-43. Los resultados indican que el



CBD aumenta la viabilidad celular en las células PC12. Disminuye la actividad
de la caspasa-3, induce por si solo la diferenciacion celular, protege de la
inhibicion de la diferenciacion celular inducida por MPP+. El CBD no aumenté
los niveles de NGF. El CBD aumenta la expresion de sinaptofisina, sinapsina | y
GAP-43 en células PC12 tratadas con MPP+, se puede observar en la figura 7.
Por otro lado, se traté con un inhibidor de la tirosina quinasa (K252a), enzima
gue desempeiia un papel importante en la diferenciacion celular al modular las
vias de sefializacion celular. Al tratar con este inhibidor se produjo una reduccion
en la diferenciacion celular inducida por CBD, por lo que la tirosina quinasa
podria tener implicacion en el mecanismo por el cual el CBD ejerce su papel

neuromodulador.
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Figura 7: Efecto del CBD en la expresion de proteinas neuronales: A-Sinaptofisina; B-GAP-43;

C-Sinapsina 1. Imagenes extraidas de: Santos y cols., 2015 25,

En el ensayo de Gugliandolo y cols. 26 se vuelve a plantear un ensayo de
neurotoxina MPP+. Donde se vio que el CBD contrarrestd la disminucién de la
viabilidad celular inducida por MPP+. Ademas, el CBD ejercié el mismo efecto
en presencia de los inhibidores de CB1, CB2 y TRPV1. Asi como, también se
observo que el CBD contrarresto la apoptosis inducida por MPP+ en presencia
y ausencia de los inhibidores y disminuy6 los niveles aumentados por el MPP+
de PARP-1, Bax y Caspasa-3. Como también contrarresté la reduccion inducida

por el MPP+ de la TH, en ausencia y presencia de los inhibidores, por lo que los



efectos neuroprotectores del CBD no parece que los ejerza a través de su
interaccién con dichos receptores. El CBD muestra efectos neuroprotectores a
través de la modulacion de las rutas ERK y AKT/mTOR (rutas celulares que
controlan procesos de proliferacion, diferenciacion y supervivencia). Finalmente
moduld la proteina de autofagia LC3, pero no la beclin 1. EI CBD disminuyé los
niveles de LC3 aumentados por el MPP+. Aunque con el tratamiento de
inhibidores de CB2 y del TRPV1, este efecto no se observd. En la tabla 1

podemos observar un resumen de todo lo expuesto anteriormente.

LINEAS CELULARES

SUJETOS

INTERVENCION

OBJETIVOS

RESULTADOS

REFERENCIA

Células SH-SY5Y

Modelo neurotoéxico
con MPTP

+

25y 50 uM de CBD

Evaluar efecto en
disfuncion mitocondrial,
neuroproteccion y

mecanismo de accién

1.CBD alivia citotoxicidad del MPTP
2.CBD alivia la pérdida de TH
3.CBD

mitocondrial

atenda disfuncion
4.CBD protege a las células a
través de SIRT1

5.CBD induce autofagia celular

Kang y cols.?

Células PC12y
SH-SY5Y

Modelo neurotoxico
con MPTP
+
CBD 1,5, 10,25y
50 uM

Evaluar
neuroproteccion,
neurogenesis y
mecanismo de accién
de CBD

1.CBD aumenta viabilidad celular
2.CBD

caspasa-3

disminuye actividad
3.CBD induce diferenciacion celular
4.CBD aumenta expresion de
sinaptofisina, sinapsina | y GAP-43
5.Inhibidor Tirosina Quinasa reduce

la diferenciacion inducida por CBD

Santos y cols.
18

Células SH-SY5Y

Pretratamiento 10
mg CBD
+
Modelo neurotoxico
con MPTP
+
Tratamiento CBD
10 mg
+
Antagonistas CB1,
CB2, TRPV1, ruta
AKT/m-TOR

Evaluar el papel

neuroprotector del CBD

Estudiar el papel de
CB1, CB2y TRPV1 en
la accion del CBD

Dilucidar vias por las
gue el CBD ejerce su

accion neuroprotectora

1.CBD aumento viabilidad celular,
con o sin antagonistas.
2.CBD disminuyé los niveles
aumentados de Caspasa-3, BAX y
PARP-1 con o sin antagonistas
3.CBD
neuroprotectores a través de la ruta
AKT/m-TOR

4.CBD disminuyd los niveles de LC-

mostré efectos

3, aunque en
inhibidores CB2 y TRPV1 no se
observo el efecto.

presencia de

Gugliandolo y

cols.26

Tabla 1: Resumen de los resultados obtenidos en los tres articulos sobre lineas celulares.




4.1.2. EVIDENCIA EN NEMATODOS

En el modelo transgénico de Caenorhabditis elegans de enfermedad de
Parkinson realizado por Muhammad y cols.?” se obtuvo mediante el test de
aclaramiento de comida que las concentraciones mayores de 0,1 mM de CBD
causaban efectos toxicos, por lo que se emplearon en los diferentes ensayos las
concentraciones de 0,025, 0,05 y 0,1 mM de CBD. Se planteé un modelo de
Parkinson inducido por neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Esta toxina es
captada por los transportadores de dopamina de las neuronas dopaminérgicas.
Una vez dentro de la célula generan estrés oxidativo que conlleva a la disfuncion
mitocondrial, comprometiéndose de esta forma la produccién de energia (ATP),
gue deriva en la muerte celular. Las cepas BZ555 de C.elegans se expusieron a
6-OHDA (50 mM), acido ascoérbico (15 mM), y CBD a 0,25; 0,5 y 0,1 mM. Se
incubd durante una hora y se traspasaron a unas placas con o sin CBD a
diferentes concentraciones durante 72 horas. Mediante el tratamiento con CBD
se obtuvo que el CBD recupero la degeneracion de neuronas dopaminérgicas
inducida por 6-OHDA, de forma dosis dependiente. Ya que tras las 72 horas se
marcaron con un sustrato fluorescente, GFP. Se observé un aumento de la
fluorescencia dependiente de la concentracion de CBD en comparacién con los
gusanos no tratados: 0,025 (24,66%); 0,05 (52,41%), 0,1 (71,36%). Para
observar el efecto del CBD sobre los sintomas motores se plante6 un andlisis
del comportamiento de deteccion de alimentos. Se observo que el CBD reduce
la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas y aumenta significativamente
el ratio de enlentecimiento de la tasa locomotora en ambas cepas, en el andlisis
del comportamiento de deteccién de alimentos de forma dosis-dependiente. Para
observar el efecto sobre la acumulacion de a-sinucleina, se usaron cepas de
C.elegans OW13 gue sobreexpresan a-sinucleina en el musculo. Se vio que el
tratamiento con CBD reduce la acumulacion de la a-sinucleina. El ensayo verifico
gue el CBD a 0,025, 0,05 y 0,1 mM reduce significativamente la acumulacién en
un 40,6%; 56,3%; 70,2%, respectivamente y comparado a los grupos no
tratados. Los resultados de la prueba de inmunotransferencia de a-sinucleina
confirman que el CBD reduce la acumulacion de a-sinucleina. Ademas, se
muestra que el CBD reduce la acumulacion relacionada con la edad ya que, en

las imagenes de fluorescencia de los gusanos estudiados durante 5 dias, se



observa una reduccién de la acumulacion de la proteina en los 5 dias. El
tratamiento con CBD confirma que el CBD aumenta de manera efectiva el
contenido de lipidos de forma dosis dependiente, se puede observar en la figura
8. El contenido de lipidos se reduce cuando existen depdsitos de a-sinucleina ya

gue produce toxicidad que perturba la composicion de estos en los gusanos.

100

Fluorescence Intensity of
Lipid Deposits

Strain N2 OWI3 OWI3 OWI3 OWI3 OWI3
DMSO (0.1%) - + + + + +
CBD (mM) - - 0.025  0.05 0.1

BP (mM) - - - - - 0.06

Figura 8: Porcentaje de intensidad de fluorescencia de los depdsitos de lipidos en nematodos

tratados o no con CBD. Imagen extraida de: Muhammad y cols., 2022 Ly

La disfuncién en el proteasoma y los déficits en la autofagia son factores que han
contribuido en la etiologia del Parkinson, ya que resultan en un mal reciclaje de
proteinas y en una acumulacion de estas generando estrés oxidativo y un mal
funcionamiento celular, que deriva en muerte celular. El tratamiento con CBD
0,025, 0,05y 0,1 mM amplifica la actividad del proteasoma similar a la ubiquitina
de forma dosis dependiente: 28,11%; 43,27%; 61,33%. Estos resultados indican
gue el CBD aumenté la actividad del proteasoma similar a la ubiquitina al reducir
la acumulacion de a-sinucleina. Por otro lado, se estudié el papel antioxidante
gue pudiera tener el CBD, se tratd a gusanos C.elegans de la cepa CF1553 para
estudiar la expresion de SOD-3. Se observé que aumentaba la expresion del
enzima antioxidante SOD-3 de forma dosis dependiente, 0,025 (16,4%); 0,05
(21,2%) y 0,1 mM (44,8%) en los gusanos, aumentando la longevidad de los
gusanos Yy reduciendo la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS).
Ademas, el tratamiento con CBD reduce la produccion de ROS en los gusanos
tratados con la toxina 6-OHDA: 0,025 (51,3%); 0,05 (67,7%) y 0,1 (81,1%). Por



ultimo, se observé que el pretratamiento con CBD prolongd la esperanza de vida

de los gusanos tratados con 6-OHDA. Se observé que el tiempo de

supervivencia para los gusanos C.elegans expuestos a 50 mM de 6-OHDA fue

del -16,2% y del -15,1% para los grupos N2 y BZ555, respectivamente. En
contraste, en los grupos pretratados con DMSO/CBD a 0.025 (18,3%), 0.05
(32,7%) y 0.1 mM (45,1%) en N2, y a 0.025 (11,5%), 0.05 (23,1%) y 0.1 mM

(28,8%) en BZ555, se observé una mayor supervivencia. En la tabla 2 podemos

observar un resumen de todo lo expuesto anteriormente.

NEMATODOS

SUJETOS

INTERVENCION

OBJETIVOS

RESULTADOS

REFERENCIA

Caenorhabditis
elegans
Cepas N2,
BZ555, OW13
y CF1553

Modelo neurotdxico
6-OHDA
(BZ555, N2)

Modelo de
acumulacion de a-
sinucleina
(OW13, N2)

Modelo de
sobreexpresion de
enzimas
antioxidantes
(CF1553)

Evaluar el papel
neuroregenerador del
CBD

Evaluar la reduccién en
la acumulacién de a-
sinucleina que provoca
el CBD

Estudiar como el CBD
puede mejorar la

composicion lipidica

Estudiar el papel del
CBD en la regulacion de

la homeostasis

Estudiar la accién del
CBD en las enzimas

antioxidantes y ROS

1.EI CBD recupero la
degeneracion de neuronas
dopaminérgicas inducida por 6-
OHDA de forma dosis-
dependiente

2.CBD mejora el enlentecimiento
de los gusanos.

3.CBD reduce acumulacion de a-
sinucleina. Ademas, mejora la
acumulacion relacionada con la
edad

4.CBD mejora el contenido de
lipidos

5. CBD amplifica la actividad del
proteasoma-ubiquitina de forma
dosis dependiente

6.CBD mejora la expresion de
SOD-3 y reduce las ROS.
7.CBD prolonga la esperanza de

vida de los gusanos.

Muhammad y

cols. %

Tabla 2: Resumen de los resultados obtenidos en el articulo sobre nematodos.




4.1.3. EVIDENCIA EN RATONES

En el estudio de Wang y cols. 28 se realizé un estudio preclinico con 60
ratones macho SPF C57BL/6. Se realizé una prueba de comportamiento para
determinar si el tratamiento con CBD mejoraba la capacidad de memoria de los
ratones lesionados con neurotoxina que simulan enfermedad de Parkinson
(RPD) en la prueba del laberinto acuético de Morris. Se separaron en diferentes
grupos, 10 de ellos pertenecen al grupo control no lesionado y los otros 50 fueron
expuestos al modelo neurotéxico de la enfermedad de Parkinson mediante la
administracién de MPTP (30 mg/kg una vez al dia durante 1 semana). Tras sufrir
el dafio dopaminérgico inducido por MPTP se volvieron a separar en tres grupos,
grupo control (tratamiento con vehiculo), L-DOPA 25 mg/kg y CBD 100 mg/kg.
Se trataron durante 14 dias y se administraban 1 vez al dia. E dia 21 se
realizaron las pruebas de comportamiento. La primera fue el laberinto acuético
de Morris que evalla la memoria espacial. Se dispone una plataforma oculta
bajo el agua durante la fase de entrenamiento. Durante la prueba se retira la
plataforma y se mide el tiempo que pasa el roedor en la zona donde estaba
originalmente la plataforma. Ademas, en la fase de entrenamiento se mide el
tiempo que tarda el roedor en encontrar la plataforma y su recorrido. En este
estudio se observd que el seguimiento de natacion de los RPD era cadtico y
complejo en el grupo modelo, pero se volvio significativamente 6éptimo después
del tratamiento con CBD. Ademas, redujo significativamente el tiempo de
encontrar la plataforma y aumento el nimero de bajadas de la plataforma en los
ratones expuestos al modelo de Parkinson. En la prueba de inhibicién pasiva,
gue evalla la memoria aversiva y el aprendizaje asociativo, se observdé una
disminucion en la latencia del tiempo de bajada y un aumento en el nimero de
errores en el grupo modelo, mostrando un empeoramiento en la memoria
aversiva. En la prueba de locomocion espontdnea en campo abierto, la cual
evalla la actividad motora y la exploracion espontanea, los RPD mostraron
bradicinesia, indicada por un menor tiempo de movimiento. Sin embargo, el
tratamiento con CBD pudo reactivar a estos RPD, aumentando su tiempo de

movimiento un 41,61%.

Con el objetivo de estudiar los mecanismos que podrian subyacer a los efectos

conductuales observados con el CBD, se realiz6 un analisis de WB donde se



observo que el CBD activo la expresion de TH en la sustancia nigra de los RPD
inducido por MPTP. El CBD inhibe la muerte de las células positivas-TH,
aumentado asi el ratio positivo de TH de 3,37 a 6,69 (p < 0,01). El tratamiento
con CBD aumento los niveles de Bcl-2 en un 14,83% e inhibi6 la expresion
proteinas apoptoticas como la Caspasa-3. EIl MPTP aumentd significativamente
los niveles de NLRP3, IL-1beta y Caspasa-1 (marcadores de inflamacion).
Mientras que el CBD lo consiguié reducir en un 29,29, 47,15, 64,63%
respectivamente. Por lo que se vio que el CBD reduce la neuroinflamacién
inducida por MPTP.

En el estudio de Giuliano y cols. ?° se realiz6 un ensayo preclinico con 24
ratas macho Sprague-Dawley. Donde se empled un modelo de lesién con 6-
OHDA intraestriatal de forma unilateral. El tratamiento con CBD comenz6 un dia
después de la cirugia y dur6 28 dias. Se administraba CBD 10 mg/kg/dia. Se
indujo la pérdida del 75% de las neuronas dopaminérgicas del estriado y el 70%
de la sustancia nigra pars compacta en 28 dias. Los animales tratados con CBD
mostraron una reduccion del 21% de la muerte neuronal en comparacion con el
grupo control. Se realizé la prueba del comportamiento de rotacion inducida
por apomorfina, que mostré que los animales tratados con CBD redujeron el
namero de rotaciones, lo que sugiere que el grado de lesibn es menor en los
animales tratados. También, se realiz6 el rotarod, pero en este caso no se vio

una mejora por parte del CBD en los ratones lesionados.

Para dilucidar posibles mecanismos por los que el CBD ejerce las acciones
anteriormente mencionadas, se realizaron analisis inmunohistoquimicos como
de WB que mostraron que el CBD reduce la neuroinflamacion ya que reduce la
cantidad de astrocitos en los ganglios basales en un 14% respecto del grupo

control.

En el estudio de Peres y cols. 29 se hizo un estudio preclinico con 40 ratas
Winstar macho de 3 meses de edad. Los animales recibieron 4 inyecciones de
CBD (0,5 0 5 mg/kg) o vehiculo los dias 2 y 5, y dos inyecciones de reserpina (1
mg/kg) o vehiculo los dias 3y 5. Se estudid la actividad locomotora mediante la
prueba de campo abierto, donde se vio que el tratamiento con CBD no fue capaz

de atenuar la disminucién en la actividad locomotora inducida por reserpina



(disminuye niveles de dopamina). Respecto a la catalepsia, el tratamiento con
CBD atenud el aumento en la catalepsia inducida por reserpina. También, se
estudiaron los movimientos de masticacién inducidos por la reserpina, los
ratones tratados con reserpina aumentaban estos movimientos en comparacion
con el grupo vehiculo. Los grupos tratados con CBD a 0,5 y 5 mg/kg redujeron
estos movimientos de masticacion inducidos de forma dosis-dependiente. Se
estudio la tarea de evitacion discriminativa en el laberinto elevado en cruz. Pero
se obtuvo que todos los grupos mostraban una disminucién en el tiempo en el
gue estaban en el brazo aversivo, asi como, mostraban un mayor tiempo de uso
del brazo no aversivo, por lo que se vio que todos los grupos aprendian la tarea
de forma adecuada. Todos los grupos tratados con reserpina disminuyeron la
actividad locomotora cuando se compararon con el grupo control, y el tratamiento
con CBD y/o reserpina no alter6 los niveles de ansiedad de los sujetos ya que
no varié la razén entre el tiempo que pasaron en los brazos abiertos y los brazos

cerrados.

En el estudio de Crivelaro do Nascimento y cols. 3! se realiz6 un ensayo
preclinico con ratones C57/BL6 en un contexto de modelo neurotéxico con 6-
OHDA. Para evaluar la eficacia del CBD como analgésico en pacientes con
enfermedad de Parkinson. Se estudiaron los efectos antinociceptivos de una
dosis aguda de CBD, asi como de Morfina, Celecoxib y vehiculo. Tanto en la
prueba del plato caliente como en la del retorcimiento de la cola se observa que
en todos los farmacos a estudio aumentaron el tiempo de latencia, la dosis mas
alta de CBD, 100 mg/kg, fue la mas efectiva. Respecto a la respuesta al estimulo
frio las dosis de 10 y 100 mg/kg de CBD aumentaron significativamente el tiempo
de latencia, teniendo efectos antinociceptivos similares a la morfina. También,
se estudiaron los efectos antinociceptivos del tratamiento crénico con CBD 10
mg/kg durante 14 dias, en ratones que modelizan enfermedad de Parkinson.
Respecto a los efectos antinociceptivos en la prueba de la placa caliente el
tratamiento crénico tiene un mayor tiempo de latencia cuando se compara con
la dosis aguda. En el test de enrollamiento de la cola el CBD redujo la
hiperalgesia respecto al vehiculo. Pero en ninguno se observé diferencia
respecto a dosis aguda o cronica. Respecto al dafio térmico, los ratones tratados

con CBD tienen una mayor latencia que los del grupo vehiculo. Efectos similares



se observan en el Test de Von Frey (mide umbral de dolor) entre las dosis

agudas y croénicas.

Para dilucidar parte del mecanismo de accion por el que el CBD ejerce su accion
analgésica se utilizaron las siguientes sustancias para ver como varia el efecto,
aunque previamente se estudian como afectan las sustancias por si solas por si
puede haber alguna sinergia o antagonismo entre efectos. Estas fueron: URB
(inhibidor FAAH, aumenta endocannabinoides), AM251 (Antagonista CB1), CPZ
(Antagonista TRPV1) y SCH336 (Agonista inverso CB2), pero no se observo
ningun cambio de tiempo de latencia en ninguna prueba con el tratamiento de
las anteriores sustancias. Para estudiar la implicacion del CB1, CB2, TRPV1,
FAAH en los efectos antinociceptivos inducidos por el CBD en ratones que
modelizan enfermedad de Parkinson se estudiaron sus efectos en respuestas de
dolor. Obteniendo que URB y CPZ potencian los efectos antinociceptivos del
CBD y AM251 y SCH bloquean dichos efectos. Es decir, bloguear la degradacion
de endocannabinoides potencia el efecto antinocicpetivo, asi como antagonizar
el TRPV1. En la tabla 3 podemos ver un resumen de lo comentado

anteriormente.

RATONES Y RATAS

SUJETOS INTERVENCION OBJETIVOS RESULTADOS REFERENCIA
Ratones Modelo neurotoxico Evaluar el papel | 1.CBD mejora el comportamiento | Wang y cols.
macho SPF con MPTP neuroprotector de CBD | erratico en el Laberinto acuatico | 2
C57BL/6 + y su mecanismo de | de Morris provocado por el MPTP
Vehiculo/L- accion 2.CBD mejora aspectos memoria
DOPA/CBD aversiva
+ 3.CBD inhibe la muerte de células
Pruebas TH y apoptosis

comportamentales y

estudio bioquimico

4.CBD reduce neuroinflamacion




Ratas macho
Sprague-
Dawley

Modelo neurotéxico
con 6-OHDA
+
CBD 10 mg/kg/dia
+
Pruebas
comportamentales y

estudio bioquimico

Evaluar efecto del CBD
en neuroinflamacion y
neurodegeneracién

Investigar posibles

mecanismos de accién

1.CBD

nigroestriatal

atenda degeneracién
y mejora funcién
motora.

2.CBD redujo preferencia de uso
de la pata ipsilateral a la lesion.
3.Animales tratados con CBD
redujeron la densidad de células
GFAP+

4. CBD induce la cascada de
activacion del TRPV-1-CNTF en

los astrocitos.

Giuliano y

cols. 2°

Ratas Winstar Administracion de Estudiar si el CBD | 1.CBD no pudo recuperar la | Peres y cols.
macho Vehiculo-vehiculo; puede atenuar las | disminucion en la actividad | 3°
Vehiculo-Reserpina; | deficiencias motoras y | locomotora.
CBDO0,5-Reserpina; cognitivas inducidas por | 2.CBD atenud la catalepsia
CBD5,0-Reserpina Reserpina 3.CBD atenud movimientos orales
producidos por reserpina.
4.CBD no mejord niveles de
ansiedad
Ratones Modelo neurotéxico Evaluar la eficacia del | 1.Efectos antinociceptivos para | Crivelaro do
C57BL/6 con 6-OHDA CBD como analgésico | todos los farmacos estudiados y la | Nascimento y
+ en pacientes con | dosis de CBD mas efectiva fue la | cols. %6
Administracion aguda | enfermedad de | de 100.

de CXB, MOR,
CBD10, CBD30,
CBD100y VEH
+
Tratamiento crénico
con CBD10
+
Tratamiento URB, AM,
CPZy SCH
+
Pruebas

comportamentales

Parkinson.

2.Mayor capacidad
antinociceptiva las dosis cronicas
a las agudas de CBD.
3.Pretratamiento con URB y CPZ
potenciaron los efectos del CBD.
4.Pretratamiento con AM y SCH
bloguearon los efectos del CBD.
5.Tratamiento con URB, CPZ, AM
0 SCH no tuvo ningun efecto en la

nocicpecion.

Tabla 3: Resumen de los resultados obtenidos en los articulos sobre ratas y ratones.




4.2. EVIDENCIA CLINICA SOBRE EL POTENCIAL TERAPEUTICO
DEL CBD EN ENFERMOS DE PARKINSON.

4.2.1. CALIDAD DE VIDA

Para estudiar el posible efecto del CBD en pacientes con Parkinson
Chagas y cols. 7 plantearon un ensayo clinico con 21 pacientes con Parkinson
sin otras comorbilidades. Para valorar el efecto del tratamiento con CBD durante
6 semanas en estos pacientes se hacen 3 grupos de 7 individuos cada uno,
administrando placebo, 75 mg de CBD y 300 mg de CBD. Antes de la asignacion
se realizan examenes neuroldgicos y psiquiatricos para estudiar el punto de
partida, y se extraen 10 ml de sangre para estudiar los niveles de BDNF, y se
realiza una espectroscopia de resonancia magnética (H-MRS). A las 6 semanas
de estudio se vuelven a realizar los mismos test y andlisis. Se obtuvo que no se
observan cambios en los test UKU (efectos adversos de la medicacion), UPDRS
(escala unificada de valoracién de la EP), ni en H-MRS ni BDNF. Pero se observo
una mejora en la calidad de vida (PDQ-39) del grupo CBD300 respecto al

placebo.

4.2.2. ANSIEDAD

En el estudio de de Faria y cols. %2 Se realiz6 un ensayo clinico
aleatorizado, doble ciego y controlando con placebo para estudiar el efecto de
una dosis aguda de CBD en la ansiedad y los temblores inducidos por una
prueba simulada de oratoria (SPST). El intervalo entre el primero y el segundo
experimento fue de 15 dias y de forma cruzada con un tamafio muestral de 24
pacientes con enfermedad de Parkinson sin otras comorbilidades como
depresion y ansiedad. Las dos sesiones del experimento tuvieron una duracién
de 3 horas. En los que los pacientes toman o 300 mg de CBD o placebo en
capsulas, 90 minutos antes de comenzar la primera prueba donde se evalla el
punto de partida (base line). Después de realizar el SPST y se miden las
variables justo antes de empezar, al minuto de empezar se vuelven a medir, y a
los 10 y 25 minutos de acabar el discurso. Las variables que se usan para evaluar
el nivel de ansiedad son: Escala VAMS (Visual analogue modo scale), prueba
de tapping (evalta funcién motora y coordinacion fina), pulso, tension arterial y

temblores medidos por acelerémetro.



Se observan diferencias significativas en el factor de ansiedad en la escala
VAMS, el CBD atenua los niveles de ansiedad percibidos por los pacientes, asi
como acelera la recuperaciéon a un estado de ansiedad normal después de la
prueba mas rapido que el placebo. También tiene un efecto positivo en el factor
de sedacién mental y fisica, pero no para el factor de dafio cognitivo. Ademas,
no se observan diferencias significativas en cuanto a la bradicinesia ni a la

mejora del temblor registrado por acelerémetro.

4.2.3. TRASTORNOS DEL SUENO

Otro de los sintomas no motores que se ha estudiado su posible mejora
con administraciones de CBD es el insomnio. En el estudio de Chagas y cols. 33
se describe una serie de casos. Donde se describen 4 casos de pacientes con
Parkinson que son tratados con CBD. Se administr6 CBD 75 mg/dia a los
pacientes 1-3 y al cuarto se administr6 CBD 300 mg/dia. Durante 6 semanas.

Obteniéndose los siguientes casos.

Caso 1: Caso confirmado de desorden del comportamiento relacionado con
trastorno de la fase REM (RBD), polisomnografia (PSG) mostraba fase REM sin
atonia del paciente. Su mujer refirié que los episodios sucedian de dos a cuatro
veces por semana (gritos, sudoracion, habla, patadas, pufietazos, gesticulacion
y pesadillas). Durante el tratamiento con CBD en ninguno de los dias de las 6
semanas mostré ningin comportamiento relacionado con el trastorno de la fase
REM.

Caso 2: Su mujer indico que los episodios sucedian de 2 a 4 veces por semana
consistiendo en habla, gritos, risas, gesticulacion, empujones y golpes al
cabecero de la cama. No fue un caso confirmado por PSG, pero durante las 6

semanas de tratamiento el paciente no sufridé ningun episodio.

Caso 3: Hombre de 63 afios diagnosticado de Parkinson, que le ocurren a diario
los episodios de comportamiento relacionado con el trastorno en la fase REM,
hablar, cantar, gritar, golpear, y dar patadas. No se pudo confirmar por PSG.

Durante el tratamiento el paciente no tuvo ningun episodio.

Caso 4: Hombre de 71 afnos diagnosticado de Parkinson y de Problemas
relacionados con la fase REM mediante PSG. Sus comportamientos mas



comunes eran risas, golpes, empujones y pufietazos. Estos ocurrian de 2 a 4
veces por semana. Durante el tratamiento con CBD300 el paciente describio una

reduccion de los comportamientos anémalos a una vez por semana.

Por otro lado, en el estudio de Almeida y cols. 3* se realizé un ensayo
clinico fase Il, aleatorizado, doble ciego, paralelo de una duracion de 12
semanas, con 33 pacientes con Parkinson y RBD. En este se examina el punto
de partida y a las 12 semanas a los pacientes, mediante las escalas UPDRS,
Pittsburgh sleep quality index, Epworth sleepiness scale, REM sleep behaviour
disorder screening questionnaire, PD sleep scale, Beck anxiety inventory, Zung
self-rating depression, Parkinson anxiety scale, PDQ-39. Se entrena a los
pacientes y sus acompafantes durante 4 semanas a como rellenar el diario de
suefo. En el recogen datos de manifestaciones comportamentales, percepcion
del suefio (escala de 0 a 10), tiempo de suefio, despertares, nimero de
despertares completos. Se administr6 CBD de la siguiente manera: primera
semana 1 cépsula de 75 mg, segunda semana 2 capsulas, 150 mg en total,
tercera semana en adelante 2 capsulas, 300 mg en total. Una vez al dia después
de la cena. Se obtuvo que en los resultados primarios (diferencia entre la media
del numero total de noches con eventos relacionados con trastornos del suefio
a la semana) no se observa ninguna reduccion de los RBD. Respecto a los
secundarios solo se observa una mejora transitoria en la satisfaccion del suefio

en la semana 4 y 8 del grupo CBD300 respecto al placebo.

4.2.4. PSICOSIS

La psicosis es uno de los sintomas no motores mas relacionados con la
medicacion actual para el Parkinson basada en L-DOPA. El estudio de Zuardi y
cols. 35 se realizé un estudio con 6 pacientes (4 hombres y 2 mujeres) donde se
administré durante 4 semanas CBD 150 mg (aumentando 150 mg cada semana
dependiendo de la respuesta clinica) o placebo (aceite de maiz), en capsulas
blandas. Los sujetos se evaluaron previamente a comenzar la administracion, y
en la semana 1, 2, 3 y 4 del estudio. Se realizaban los siguientes test: Breve
escala de calificacion psiquiatrica (BPRS), y como resultados secundarios se
analizaron la escala UPDRS, mejora de la impresion global clinica (CGI-I)

(evalta el cambio global en el estado clinico), examinacion del estado mental



(MMSE) (evalta funciones cognitivas y emocionales) y bateria de evaluacién

frontal (FAB) (evalta funcionamiento ejecutivo y funciones frontales). Se obtuvo

gue el tratamiento con CBD mejoro significativamente la puntuacion en el test

BPRS, y mediante las otras escalas se obtuvo que el CBD redujo la frecuencia

y la severidad de las alteraciones del suefio, alucinaciones y desorientacion.

También, se hall6 una reduccion en la escala UPDRS y una mejora de la CGI-I.

Aunque no se observo diferencia significativa en las escalas MMSE y FAB. En

la tabla 4 podemos observar un resumen de toda la informacion acerca de la

evidencia clinica descrita anteriormente.

HUMANOS
SUJETOS INTERVENCION OBJETIVOS RESULTADOS REFERENCIA
CALIDAD DE VIDA
21 pacientes con | Se reparten en tres Valorar el efecto del | 1.No se observan cambios en | Chagasy
Parkisnon sin grupos. Tratados con tratamiento con CBD | la escala UKU ni UPDRS cols. 2
otras vehiculo, CBD a 75 en la calidad de 2.Se observa una mejora en la
comorbilidades | mg/dia y 300 mg/dia. vida, efectos calidad de vida medida por la
Durante 6 semanas. adversos y escala PDQ-39.
percepcion de la
enfermedad
ANSIEDAD
24 pacientes con | Ensayo clinico Valorar el efecto de | 1.Diferencias significativas en | De Fariay
Parkinson sin aleatorizado, doble ciego | una administracion el factor de ansiedad en la cols. %7

otras

comorbilidades.

y cruzado. Ensayo SPST

aguda de CBD en
los niveles de
ansiedad y
temblores en
pacientes con
Parkinson expuestos
a una situacion

ansiogénica.

escala VAMS, como también
en el factor de sedacién
mental y fisica, pero no para el

factor de dafio cognitivo.

No se observan diferencias
significativas en cuanto a la
bradicinesia ni a la mejora del

temblor.

SUENO




4 pacientes con | Serie de casos. CBD 75 Describir el efecto 1.Tres pacientes (CBD75) Chagasy
Parkinson con mg/dia para 3 de los del CBD en los redujeron en un 100% sus cols. 28
comportamientos | pacientes y el cuarto se trastornos del suefio | episodios de comportamientos
relacionados con | administr6 CBD 300 asociados a los relacionados con trastorno de
un trastorno en mg/dia. Durante 6 pacientes con la fase REM.
la fase REM del | semanas. Parkinson. 2.Un paciente (CBD100)
suefio. redujo sus episodios de

1/noche a 1/semana
33 pacientes con | Pauta de CBD: 1 semana | Valorar la reducciéon | 1.Mejora transitoria en la De Almeida y
Parkinson y RBD 12 capsula de 75 mg. que puede provocar | satisfaccién del suefio en la cols. ?°

Segunda semana 22
capsulas, 150 mg en
total. 32 semana en
adelante 2 capsulas, 300
mg en total. Una vez al
dia después de la cena.
+
Test de valoracién previo
al comienzo y alas 12
semanas
+
Recogida de datos diaria
por los pacientes en un
diario.

el CBD en los
episodios de
comportamiento
relacionado con
trastorno de la fase
REM.

Estudiar efectos en
ansiedad, depresion,
calidad de vida,
sintomas motores
percibidos, cantidad

y calidad del suefio.

semana 4 y 8 del grupo
CBD300 respecto al placebo.
2.No se observa mejora en
ninguno de los otros
resultados.

3.No se reducen el numero de
episodios del comportamiento
relacionado con trastorno de la
fase REM.

PSICOSIS

6 pacientes (4
hombres y 2

mujeres)

Durante 4 semanas CBD
150 mg (aumentando 150
mg cada semana
dependiendo de la
respuesta  clinica) o
placebo (aceite de maiz),

en capsulas blandas

+

Evaluacion antes de
empezar y 1 vez a la

semana durante las 4

Estudiar el efecto
del tratamiento
cronico con CBD en
la aparicién de

episodios psicoticos.

1.Tratamiento con CBD mejoré

la puntuacion en el test BPRS

2.CBD redujo la frecuencia y la
severidad de las alteraciones
del suefio, alucinaciones y

desorientacion.

3.Reduccion en la escala
UPDRS y una mejora de la
CGlI-I.

Zuardi y cols.

30




semanas que durd el 4.No se observo diferencia
estudio. significativa en las escalas
MMSE y FAB.

Tabla 4: Resumen de los resultados obtenidos sobre la evidencia clinica acerca de los sintomas

no motores en enfermedad de Parkinson.




DISCUSION

Como se ha evidenciado en apartados anteriores, podria tener potencial
terapéutico en el manejo de la enfermedad de Parkinson. En este sentido, se
han obtenido diferentes evidencias en lineas celulares, ratones, ratas, y
pacientes con la enfermedad de Parkinson.

Las enfermedades neurodegenerativas, como el Parkinson, tienen en comun
mecanismos de neuroinflamacion, excitotoxicidad y disfuncién mitocondrial
implicados en los procesos de muerte neuronal. De aqui se deriva el interés e
investigar moléculas que puedan aportar u efecto neuroprotector. Por ello, se
han analizado diversos estudios donde se ha investigado el papel neuroprotector
del CBD, evidenciando un aumento de la viabilidad celular (Santos y cols.)
inhibiendo la apoptosis, activando rutas ERK y AKT/mTOR o modulando la
autofagia (Gugliandolo y cols.). EI mayor nimero de estudios sobre el CBD y el
Parkinson se encuentran en una linea preclinica, desde células hasta ratas.
Donde se ha podido ver el rol del CBD en la neuritogénesis (Santos y cols.) y su
papel neuroprotector en modelos de neurotoxina como MPTP o 6-OHDA. Otra
de las hipotesis que se barajan es el papel en la modulacion de procesos
homeostaticos como la autofagia, que regula la destruccion de proteinas mal
plegadas, acumulacion de proteinas, organulos disfuncionales, etc. Se ha
relacionado un déficit de la autofagia con el aumento de la edad (Fleming y
cols.)®, lo que puede provocar una acumulacién de proteinas, como la «-
sinucleina, por lo que podria ser una de las causas que lleven a desarrollar
enfermedades como el Parkinson.

En estudios en nematodos se observa como el CBD reduce la acumulacion
de a-sinucleina y ademas aumenta la esperanza de vida de los gusanos. La
disfuncién mitocondrial es otra de las hip6tesis que barajan por su posible papel
en el desarrollo del Parkinson (Buneeva y cols.)®’. Se ha mostrado como el CBD
aumenta la autofagia cuando es necesario. Por ejemplo, cuando existe
disfuncion mitocondrial inducida por MPP+, regulando al alza SIRT1 para inhibir
rutas NF-kb y NOTCH, encargadas de regular la supervivencia celular y la
diferenciacion. Otro de los sucesos celulares que ocurren en la enfermedad es
un desequilibrio entre la serotonina y la dopamina, el cual es responsable del

mantenimiento de la memoria y la funcion motora. Con la terapia actual, basada



en la reposicion de dopamina se consigue aumentar las células positivas de TH,
productoras de dopamina. Pero, la clave patofisioldgica que hace que el avance
sea irreparable es la apoptosis neuronal. Hemos visto como el CBD protege de
la muerte neuronal aumentando la expresion de proteinas antiapoptéticas Bcl-2,
activando el receptor trkA e inhibiendo la liberacién del citocromo C por lo que
bloguea la activacion de la caspasa-3, que es la que lleva a la muerte finalmente.
A pesar de que el CBD muestra ser un farmaco con mucho potencial en modelos
de neurotoxinas, cabe resaltar la baja extrapolacion a la clinica de estos
modelos. Debido a que la muerte neuronal en la enfermedad de Parkinson es
progresiva y no repentina, como pasa en estos modelos. Por ello, se deben
plantear nuevas aproximaciones experimentales que provoquen una pérdida
progresiva de neuronas para asi evaluar la accién del CBD de una forma mas
traslacional.

Hoy en dia, los modelos neurotéxicos estan practicamente en desuso, y la
investigacion se inclina mas a buscar modelos mas traslacionales, como a través
de la administracién de vectores virales adenoasociados que permiten inducir
una sobreexpresion de, por ejemplo, a-sinucleina. Se inoculan mediante cirugia
estereotaxica en la sustancia nigra pars compacta o en el nucleo estriado,
creando una sobreexpresion de a-sinucleina progresiva que va causando
muerte neuronal de una forma mas paulatina que las neurotoxinas. Estos
modelos permiten recrear mas la clinica de la enfermedad y asi podemos

estudiar el efecto del CBD en diferentes estadios.

El mecanismo de accion tan amplio del CBD podria tener relacion con sus
beneficios en cuanto a sintomas no motores, como se ha expuesto
anteriormente. Ya que conforme avanza la enfermedad aparecen trastornos del
suefo, ansiedad, psicosis y un empeoramiento en la calidad de vida. Se ha visto
como el CBD podria ser efectivo para tratar estos sintomas de la enfermedad.
Ademas, se podrian ampliar a estudios sobre otros sintomas no motores como
la depresion o el dolor. Aunque, hace falta una mayor evidencia en cuanto al
campo clinico ya que no hay muchos estudios que avalen su eficacia, asi como
estudios mas prolongados, que abarque un tamafo muestral grande y que sean
multicéntricos. Ademas, se podrian estratificar las poblaciones y estudiar su

efecto en diferentes fases del Parkinson. En los estudios que se han expuesto



son todos de pacientes con Parkinson mas avanzado y, por esta razon, puede
ser que sus efectos neuroprotectores no se observen, ya que en estos casos
estariamos buscando mas un efecto neurorreparador. La seguridad del CBD ya
ha sido comprobada y no se han visto efectos adversos graves, por lo que se
podria plantear estudios a nivel clinico de una potencia mayor. EIl CBD ha
mostrado ser una molécula de gran interés, por sus efectos en la clinica. Ya esta
comercializado bajo el nombre Epidyolex para tratar sindrome epilépticos raros
como el sindrome de Lennox-gastaut o el sindrome de Dravet, y Sativex para
tratar la espasticidad moderada o grave de la esclerosis multiple. El hecho de
gue ya esté comercializado para tres indicaciones facilita su introduccion para
otra indicacion, ya que se tienen mayores datos de seguridad del medicamento.

Las perspectivas futuras del tratamiento antiparkinsoniano se dirigen hacia
farmacos que modifiquen la enfermedad, la enlentezca o incluso la detengan y
reviertan. La terapia basada en L-DOPA es para tratar los sintomas, pero la
muerte neuronal no se detiene. El CBD parece tener un potencial significativo
para reparar y proteger el dafio neuronal, avalado principalmente por evidencia
preclinica. Por tanto, seria muy interesante impulsar estudios preclinicos mas
traslacionales considerando aspectos motores y no motores. De forma paralela
y conforme a las evidencias disponibles, se podrian plantear ensayos clinicos
aleatorizados, controlados y enmascarados, con un tamafio muestral y duracién

adecuados para evaluar los beneficios del CBD en la enfermedad de Parkinson.



CONCLUSIONES

EL CBD es neuroprotector y antiinflamatorio en modelos de enfermedad

de Parkinson mediante neurotoxinas desde lineas celulares hasta ratas.

El CBD reduce la acumulacién de alfa-sinucleina en nematodos y
ratones que modelizan enfermedad de Parkinson mediante

neurotoxinas.

CBD reduce la perdida de TH, mejora procesos de autofagia y reciclaje
de proteinas en ratas y ratones que modelizan enfermedad de Parkinson

mediante neurotoxinas.

CBD mejora los sintomas motores en ratones que modelizan Parkinson

mediante un modelo de neurotoxina y con administracion de reserpina.

CBD aumenta el umbral de dolor, mejora la memoria aversiva y
procesos de aprendizaje en ratones en el modelo de Parkinson

mediante neurotoxina.

CBD mejora la calidad de vida y la valoracién psiquiatrica de los

pacientes con Parkinson.

CBD mejora los niveles de ansiedad inducida por una situacion

estresante en enfermos de Parkinson.

El CBD requiere mayor estudio tanto preclinico como clinico para poder

establecer un beneficio para la enfermedad de Parkinson.
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