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1. RESUMEN

> INTRODUCCION: El TUA supone uno de los trastornos mentales mas
prevalentes del mundo. El consumo nocivo de alcohol provoca alrededor del
53% del total de muertes al afio, ademds de la gran cantidad de
comorbilidades asociadas que suponen un 5,1% de AVAD. Una de las
problematicas actuales es la ineficacia del tratamiento farmacoldgico
disponible y, por lo tanto, se investigan nuevas vias para su abordaje, como
es el caso del sistema endocannabinoide y su implicacion en el TUA.

> OBJETIVO: Revision de la literatura cientifica relacionada con la eficacia de la
manipulacion genética y modulacion farmacolégica de los receptores

cannabinoides, CB1y CBz, en el tratamiento de deshabituacion del TUA.

> METODOLOGIA: Se realiza un estudio de corte transversal y analisis critico
de la bibliografia mediante una revision sistematica. La bibliografia se obtiene
principalmente de la base de datos MedLine (via PubMed), aplicando el
disefio de ecuaciones por medio de palabras clave (términos MeSH) y

conectores booleanos.

» RESULTADOS: La eliminacion del receptor CBi y la modulacién
farmacoldgica con antagonistas resulta favorable en cuanto a la disminucién
del consumo de etanol en roedores. Desafortunadamente, no se observo
efecto cuando los ensayos se trasladaron a humanos con TUA. De forma
opuesta, la eliminacion del receptor CB2 produce un aumento del consumo,
por lo que se plantea la posibilidad de que el agonismo disminuya el refuerzo

y la motivacién por el consumo de alcohol.

> CONCLUSION: La modulacion del sistema endocannabinoide resulta
prometedora en cuanto a su utilidad como tratamiento farmacoldgico en la
deshabituacion del TUA. Son necesarios estudios adicionales que ayuden a

mejorar nuestro conocimiento sobre la implicacion del rCB: en este trastorno.
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2. INTRODUCCION

El alcohol, del arabe andalusi alkuhl (esencia o espiritu) es la droga mas
consumida en el mundo. El Trastorno por Uso de Alcohol (TUA) es uno de los
trastornos mentales mas prevalentes del mundo. Segun el ultimo Informe
Mundial sobre Alcohol y Salud en 2018, de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), el uso nocivo del alcohol provoco en 2016 3 millones de muertes (5,3%
del total) en todo el mundo y 123,6 millones afios de vida ajustados por
discapacidad (AVAD), es decir, un 5,1% de AVAD.1 2

Uno de los indicadores mas usados para el control del consumo de
alcohol es ‘“litros de alcohol totales consumidos per capita”. EI consumo total
per capita de alcohol en la poblacién mundial de mas de 15 afios de edad fue
de 6,4 litros de alcohol puro en 2016. Los niveles mas altos de consumo se
producen en los paises europeos, seguidos de América del Norte. Las
diferencias entre varios paises son el resultado de interacciones complejas de
varios factores como: factores sociodemograficos, ratios de prevalencia y
abstencion, desarrollo del nivel econémico, normas culturales y religiosas y

preferencias de tipos de bebidas alcohdlicas (véase Figura 1).

Figura 1. Consumo total (litros) de alcohol per capita. Imagen extraida de
"Global status report on alcohol and health 2018; Informe de la OMS" 8
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En Espafa, la prevalencia de consumo de alcohol mantiene una

tendencia estable y en niveles altos desde la década de los 90. En la ultima



encuesta EDADES (Encuesta sobre alcohol y otras drogas en Espafa del afio
2018, realizado por el Plan Nacional sobre Drogas del Ministerio de sanidad,
consumo Yy bienestar social) se vio que el 77,6% de la poblacion comprendida
entre 15y 65 afios habia consumido alcohol en los dltimos 12 meses (siendo la
sustancia que mayor prevalencia de consumo presenta), el 62,1% en los

altimos 30 dias y el 9,3% diariamente en los ultimos 30 dias.

En cuanto a la edad de inicio en el consumo, aquellos que han tomado
bebidas alcohdlicas alguna vez sitian el primer consumo a los 14 afios de
media. El consumo semanal de alcohol comienza por término medio a los 15,1
afos. Atendiendo al consumo de alcohol en funcién del sexo, la prevalencia se

encuentra ligeramente mas extendida entre las mujeres.

Respecto a los consumos intensivos, el consumo en atracon (binge
drinking), a pesar de presentar una tendencia global descendente, continta con
prevalencias elevadas, asociandose a un mayor consumo de drogas ilegales.
Este tipo de consumo se define por consenso, desde el ambito de la
prevencion y salud publica, como la ingesta de etanol de 60 gramos 0 mas (en
hombres) y de 40 gramos 0 mas (en mujeres) en una sesion de entre 4 y 6
horas, durante la que se mantiene una concentracion de etanol en sangre igual
o mayor a 0,8 g/L. Este patron de consumo se concentra en el grupo de

jovenes gue se sitla entre los 15 y 34 afos (véase Figura 2).3

En los dltimos 20 afios, diversos estudios han observado que este tipo
de consumo esta relacionado con un aumento de las consecuencias negativas
asociadas al consumo de alcohol como: accidentes de tréfico, suicidios,
violencia y delitos o enfermedades de transmision sexual. Incluso algunas
investigaciones han comprobado que esta forma de consumo se asocia con
consecuencias neurocognitivas (como peor rendimiento en tareas
neuropsicolégicas o deficiencia en la diferenciacion electrofisiolégica entre

informacion relevante e irrelevante). 4

Algunos estudios demuestran que el consumo de alcohol durante la
adolescencia resulta perjudicial para el desarrollo cerebral y conduce a déficits

persistentes en la edad adulta. Tanto los estudios estructurales como



funcionales del cerebro sugieren que los adolescentes y jovenes con TUA
muestran una reduccidon significativa del volumen hipocampal, del cortex
prefrontal y de la integridad de la sustancia blanca en el rostro y el istmo del
cuerpo calloso, diferencias en el patron de activacion cerebral en una tarea de
memoria de trabajo espacial y dificultades en tareas cognitivas que valoren
memoria, atencién y memoria de trabajo. > ©

Figura 2. Prevalencia de diferentes patrones de consumo de alcohol en

estudiantes de Ensefianzas Secundarias de 14-18 afios (%) Imagen extraida
de la encuesta EDADES 2018 (DGPNSD)’.
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El TUA presenta un gran impacto sociosanitario debido a su gran tasa de
morbimortalidad asociada. Existen comorbilidades asociadas tales como
cardiopatias isquémicas, desarrollo de diabetes mellitus, distintos tipos de
cancer, enfermedad hepatica (cirrosis), digestiva, y distintos tipos de
enfermedades mentales asociadas. Asimismo, se observa en estos pacientes
una mayor incidencia de enfermedades infecciosas como tuberculosis o
VIH/SIDA y una disminucion de la adherencia terapéutica a los tratamientos de

estas. 8



2.1. Trastorno por Uso de Alcohol (TUA): diagnostico, neurobiologia y

abordaje terapéutico

Los dos sistemas principales de clasificacion de enfermedades son: La
clasificacion estadistica internacional de enfermedades y problemas de salud
(CIE, Clasificacion Internacional de Enfermedades), llevada a cabo por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Manual Diagnostico y Estadistico
de los trastornos mentales (DSM), realizado por la Asociacion Estadounidense
de Psiquiatria (American Psychiatric Association).

La dltima y quinta revision del DSM (DSM-V) fue publicada en EE. UU.
en 2013 y presenta modificaciones respecto del DSM-IV. En concreto, para los
criterios diagndsticos del TUA, en el DSM-IV permitian diferenciar entre abuso
y dependencia: en caso de cumplir 1 criterio de abuso durante 12 meses, se
diagnosticaba abuso de alcohol; mientras que, si se cumplian tres 0 mas
criterios de dependencia durante el mismo periodo, se diagnosticaba
dependencia por el alcohol (DSM-1V). En el caso del DSM-V no se diferencia
entre abuso y dependencia, sino que el diagnéstico de TUA se establece
cuando el paciente cumple dos o mas criterios diagnosticos establecidos
durante un periodo de 12 meses (Tabla 1). Una de las ventajas del DSM-V es
que permite establecer la gravedad basandose en el numero total de criterios
que cumpla el paciente, pudiendo diferenciar entre leve (2-3 criterios),

moderado  (4-5 criterios) o grave (6 o mas criterios). °

Se han llevado a cabo multitud de investigaciones con el objetivo de
acercamiento a la comprension de la neurobiolologia del TUA (Figura 3). A
grandes rasgos, se sabe que la administraciéon aguda de alcohol produce la
activacion de los receptores GABAx junto con la reduccion de la actividad de
los receptores NMDA pertenecientes al sistema glutamatérgico excitatorio.
Consecuentemente, a nivel cerebral el etanol potencia los efectos inhibidores e
inhibe los excitadores. Por ello, se sitla entre las sustancias depresoras del
sistema nervioso central (SNC) dentro de las drogas psicoactivas. Ademas, se
produce un aumento de la liberacion de dopamina en el sistema mesolimbico-

mesocortical. Este sistema se origina en el area tegmental ventral (VTA) y se



Tabla 1. Criterios diagnosticos del TUA segun el DSM-V (American Psychiatric
Association)10

El TUA se define como un modelo problemético de consumo de alcohol que
provoca un deterioro o malestar clinicamente significativo y que se
manifiesta al menos por dos de los hechos siguientes en un plazo de 12
meses:

1.Se consume alcohol con frecuencia en cantidades superiores o durante un
tiempo mas prolongado del previsto.

2.Existe un deseo persistente o esfuerzos fracasados de abandonar o controlar el
consumo de alcohol.

3.Se invierte mucho tiempo en las actividades necesarias para conseguir alcohol,
consumirlo o recuperarse de sus efectos.

4.Ansias o un poderoso deseo o0 necesidad de consumir alcohol.

5.Consumo recurrente de alcohol que lleva al incumplimiento de los deberes
fundamentales en el trabajo, la escuela o el hogar.

6.Consumo continuado de alcohol a pesar de sufrir problemas sociales o
interpersonales persistentes o recurrentes, provocados o exacerbados por los
efectos del alcohol.

7.El consumo de alcohol provoca el abandono o la reduccién de importantes
actividades sociales, profesionales o de ocio.

8.Consumo recurrente de alcohol en situaciones en las que provoca un riesgo
fisico.

9.Se continta con el consumo de alcohol a pesar de saber que se sufre un
problema fisico o psicologico persistente o recurrente probablemente causado o
exacerbado por el alcohol.

10.Tolerancia, definida por alguno de los siguientes hechos:

a) Una necesidad de consumir cantidades cada vez mayores de alcohol para
conseguir la intoxicacion o el efecto deseado.

b) Un efecto notablemente reducido tras el consumo continuado de la misma
cantidad de alcohol.

11.Abstinencia, manifestada por de los siguientes hechos:

a)Presencia del sindrome de abstinencia caracteristico del alcohol (crit a 'y b)
i)Criterio A: Cese (o reduccion) de un consumo de alcohol que ha sido muy
intenso y prolongado.

ii)Criterio B: Aparecen dos (0 mas) de los signos o sintomas siguientes a las
pocas horas o pocos dias de cesar (o reducir) el consumo de alcohol descrito en
el Criterio A:

1.Hiperactividad del sistema nervioso autbnomo (p. ej. Sudoracién o ritmo del
pulso superior a 100 Ipm)

2.Incremento del temblor de las manos

3.Insomnio

4.Nauseas 0 vOmitos.

5.Alucinaciones o ilusiones transitorias visuales, tactiles o auditivas.
6.Agitacion psicomotora.

7.Ansiedad.

8.Convulsiones tonicoclonicas generalizadas.

b)Se consume alcohol (o alguna sustancia muy similar, como una
benzodiacepina) para aliviar o evitar los sintomas de abstinencia.




proyecta sobre el nacleo accumbens (NAc), la amigdala (AMY), el hipocampo
(HIP) y la corteza prefrontal (PFC). Diversos estudios han demostrado que un
nivel elevado de dopamina (DA) en el NAc resulta crucial en el aprendizaje de
efectos de recompensa o refuerzo positivo en los casos de abuso de drogas.
Ademas, se encuentra en conexion directa con otros sistemas de
neurotransmision, como son el sistema opioide enddgeno, serotoninérgico y
GABAérgico, entre otros. Se ha visto también, que en las membranas de las
células gabaérgicas aferentes al VTA se encuentran receptores Mu (u)-opioides
y que su activacion inhibe la liberacion de GABA en el VTA aumentando, por lo
tanto, la de dopamina en el NAc. Fruto del mejor conocimiento de los
mecanismos neurobioldgicos implicados en los efectos reforzantes del alcohol
se han desarrollado farmacos con utilidad terapéutica como los que se

mencionaran mas adelante.

Figura 3.Esquema representativo del efecto estimulante del alcohol sobre la
neurotransmision dopaminérgica en el sistema mesolimbico, a través del
aumento de la liberacion de péptidos opioides (beta-endorfina) y la consecuente
inhibicion de interneuronas GABAérgicas localizadas en el area del tegmento
ventral. Imagen extraida de “Heilig y cols” 11
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El abordaje terapéutico dependera en gran parte de la motivacion del
paciente para realizar una adecuada valoracion que nos permita situarlo en el
estado cognitivo de cambio en que se encuentra. El objetivo terapéutico final
sera a largo plazo, no obstante, se plantean también a corto y medio plazo.
Para ello se combinaran técnicas farmacolégicas y psicosociales. El
planteamiento terapéutico de un paciente dependiente debera cubrir dos fases:

la desintoxicacion y la deshabituacién. En la primera de ellas, el objetivo



principal sera el tratamiento de los sintomas asociados al sindrome de
abstinencia. En la fase de deshabituacion se pretende mantener la abstinencia
del paciente o, al menos, conseguir reducir el consumo para minimizar los
dafos asociados. Es aqui donde se encuentran mayores tasas de recaidas v,
por lo tanto, fracaso terapéutico, siendo esta fase en la que se centra la

farmacoterapia actual que se enumera a continuacion. 12

En primer lugar, se tendrian a los farmacos interdictores o aversivos
como el disulfiram. El mecanismo de accion es la inhibicion irreversible de la
enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH), encargada de metabolizar el
acetaldehido (metabolito producido a partir del etanol mediante la enzima
alcohol deshidrogenasa) provocando su acumulacion en sangre tras el
consumo de alcohol. La combinacién de disulfiram y etanol en sangre conlleva
al denominado efecto antabus, derivado de la acumulacion de acetaldehido y
con la consecuente aparicion de efectos desagradables: aparicién de rubor,
dolor de cabeza, palpitaciones, nauseas, sensacion de ahogo/debilidad. La
intensidad de la reaccion es proporcional al nivel de ingesta de etanol en
presencia de disulfiram. Por lo tanto, es importante realizar una evaluacion del
estado clinico del paciente antes de iniciar el tratamiento y asegurar que han
pasado 24 horas de abstinencia desde la ultima ingesta de alcohol, que el
paciente lleve un riguroso seguimiento médico y que sea capaz de discernir las

consecuencias de la ingesta de alcohol junto con disulfiram.

No hay evidencias en cuanto a la duracién del tratamiento en la préctica,
dependiendo de cada paciente puede mantenerse durante meses o incluso
afos. Se considera que la efectividad de disulfiram y el nivel de éxito
terapéutico en el trascurso del tratamiento del TUA es mayor en personas mas
motivadas hacia el tratamiento, y en personas que siguen un programa
estructurado de desintoxicacion donde el disulfiram tan sélo es una parte de un
complejo programa de tratamiento. Ademas, se debe tener en cuenta que
puede alterar el metabolismo de otros farmacos y sustancias al modificar la

actividad del citocromo P450. 13



Por otro lado, los farmacos anti-deseo como la naltrexona o el
acamprosato) disminuyen la intensidad de los sintomas de abstinencia
condicionados a las situaciones de consumo y que incrementan el deseo de
beber. El acamprosato presenta una estructura molecular similar a la del
GABA, por lo que posee propiedades que estimulan dicho neurotransmisor.
También funciona como antagonista de los aminoacidos excitatorios, en
particular el glutamato. Este bloqueo impide que aparezcan las sensaciones de
disforia asociadas al deseo de consumo y favorece que el paciente mantenga
la abstinencia. La naltrexona es un antagonista competitivo de los receptores
mu (u) opioides. Produce una disminucién de la euforia tras la ingesta etilica
asi como de la capacidad reforzante del alcohol, ayudando a reducir el nivel de
consumo hacia la consecucion de la abstinencia, e interfiriendo en este ultimo
supuesto en la recaida. Metaanalisis recientes consideran que el acamprosato
es un farmaco eficaz en mantener la abstinencia en pacientes desintoxicados,
pero que pierde su eficacia cuando estos inician el consumo. Por el contrario,
los antagonistas opiaceos son mas eficaces en evitar la transiciébn desde un

consumo inicial a una recaida. 1417

También se utilizan farmacos anti-impulsivos, como el antiepiléptico
topiramato que, aunque estan fuera de indicacidén especifica para pacientes
con TUA, presentan multiples efectos entre los que destacamos la potenciacion
de la actividad gabaérgica y la inhibicion de los receptores glutamatérgicos.
Disminuye el efecto impulsivo relacionado con la vulnerabilidad por el consumo

de sustancias de abuso como el alcohol. 18

Sin embargo, todas estas lineas de abordaje terapéutico no son
suficientes pues existe una gran incidencia de recaidas, dado que sélo un
porcentaje de los pacientes consigue dejar de beber o reducir su consumo de
forma significativa y prolongada. Por esta razén, se sigue investigando sobre
las bases neurobiolégicas de este trastorno para poder identificar nuevas
dianas terapéuticas. En este sentido, en los ultimos afios se ha prestado
especial atencion al sistema endocannabinoide como se mostrara en el

siguiente apartado. 1°



2.2. Sistema endocannabinoide (eCB): implicacion terapéutica en el
TUA

Los compuestos cannabinoides constituyen un grupo de componentes
psicoactivos presentes en las hojas y especialmente inflorescencias de la
planta Cannabis sativa. La busqueda del responsable de los efectos
psicoactivos clasicos permiti6 que se descubriera el principio activo mas
potente de la planta, el delta-9-tetrahidrocannabinol (A°-THC). El estudio del
mecanismo biolégico/molecular por el cual estos componentes interaccionan
con el organismo, dio lugar al descubrimiento del sistema endocannabinoide.
En concreto, ensayos detallados de relacién estructura-actividad con el
cannabinoide sintético CP-55940, sugirieron que estos efectos estaban

mediados por receptores especificos.

Existen dos tipos de receptores cannabinoides, los receptores CB1 y CB..
Los receptores CB1 (rCB1) se encuentran principalmente en el sistema nervioso
central y se concentran en los ganglios basales (relacionado con los efectos en
la actividad motora), capa molecular del cerebelo y ciertas partes del
hipocampo (efectos sobre el aprendizaje y la memoria, asi como las
propiedades anticonvulsivantes). También estan presentes a nivel periférico en
el bazo, amigdalas, corazén, préstata, Utero, ovario y en la presinapsis de

terminales nerviosos simpaticos. 20 21

Los receptores CB2 (rCB2) se encuentran principalmente en los tejidos
periféricos. Se concentran en el tejido linfoide, fundamentalmente en el bazo,
amigdalas y en distintas células del sistema inmune (linfocitos B, linfocitos T y
monocitos) donde juegan un papel relevante en la regulacion de la respuesta
inmunolégica. Sin embargo, en el afio 2005 se observo la presencia de estos
receptores en el tronco central de roedores en condiciones normales (no
patolégicas). Mas adelante también se caracterizé su distribucion en el
cerebelo, neuronas sensoriales, progenitores neurales y microglia perivascular.
Destaca la observacion de este receptor en estructuras implicadas en el
sistema de recompensa mesolimbico-mesocortical comprendido desde el area
tegmento ventral (VTA) hasta el nucleo accumbens (NAc), como la amigdala, el

hipocampo y la corteza prefrontal de roedores, hecho que motivé el estudio de

10



su posible implicacion en la regulacion de los efectos reforzantes de diferentes

drogas de abuso como el alcohol.??

Los endocannabinoides son compuestos derivados de acidos grasos
poliinsaturados, siendo los mas representativos la etanolamida del acido
araquidonico (AEA), conocida como anandamida y el 2-araquidonil glicerol (2-
AG). La concentracion de estos en el cerebro es baja, ya que no son
almacenados en las células en su forma biol6gicamente activa, sino que son
sintetizados en respuesta a un determinado estimulo. Las enzimas
responsables de la sintesis y metabolizacion de AEA son la fosfolipasa D y la
anandamida amidohidrolasa, respectivamente, mientras que del 2-AG son la
fosfolipasa C y el monoacilglicerol lipasa. La AEA es agonista parcial sobre el
rCBz2, mientras que el 2-AG es agonista completo. Por esta razon, se considera
que la AEA presenta una accion relativamente mas predominante CB1 que 2-
AG. %

La distribucion de la anandamida es mas amplia que la del 2-AG. Se
localiza en circuitos neuronales implicados en funciones como la cognicion,
memoria, control del estado animico y nocicepcion. Se ha descrito niveles altos
de anandamida en el tronco cerebral, hipocampo, estriado y médula espinal y a
nivel periférico se localiza sobre todo en el bazo, el corazén y la piel. El 2-AG
presenta una distribucibn anatomica similar a la de la anandamida,
presentando una alta concentracion en la corteza, el tronco cerebral, el

hipocampo vy el estriado entre otros. 24 25

Los endocannabinoides actian como moduladores de la neurotransmision:
son moléculas postsinapticas retrogradas que activan los receptores
presinapticos y conducen a la inhibicién presinaptica de canales de calcio y/o
activacion de canales de potasio presinapticos, impidiendo la liberacion de
vesiculas con neurotransmisores tanto excitadores como inhibidores. Regulan
la proliferacién y diferenciacién neuronal a través de la activacion de las MAP
cinasas, la actividad motora, el aprendizaje y la memoria, la antinocicepcion y
el control de las emociones. A nivel periférico, actian como mediadores
autocrinos y paracrinos de la actividad inmunoldgica, regulando la potencia

defensiva de linfocitos y monocitos. También regulan la actividad inmune de la
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microglia y astrocitos del sistema nervioso central, sobre todo en situaciones de

patologia degenerativa o isquémica. 26 27

El sistema endocannabinoide esta recibiendo mucha atencién en
relacion con la comprension de su importancia funcional en el abuso de drogas
y otros trastornos neuropsiquiatricos. Se ha comprobado que este sistema
también forma parte de los diferentes mecanismos neuroadaptativos de los
circuitos neuronales de recompensa y las propiedades adictivas de las drogas
de abuso (cocaina, heroina, alcohol, nicotina y cannabinoides), siendo capaz
de regular diversos aspectos funcionales como la liberacion de otros
neurotransmisores tales como dopamina, péptidos opioides, GABA, glutamato
y serotonina. Entre éstos, destaca la modulacion del sistema endocannabinoide
en la neurotransmisién de la via dopaminérgica mesolimbica-mesocortical,
principal sistema de recompensa en el cerebro comun a todas las drogas de
abuso. 28 2° Esta circunstancia ofrece la oportunidad de modular otras dianas
pertenecientes a este sistema con el fin de desarrollar aproximaciones
farmacoldgicas con mayor eficacia. Diversos estudios han sugerido que tanto el
rCB1 como el rCB2 desempefian un papel en la adiccion al alcohol. Se han
identificado diferentes alteraciones en elementos de este sistema de
neurotransmision en diferentes areas cerebrales tras un consumo prolongado
de alcohol. La creciente evidencia de estudios bioquimicos, genéticos,
electrofisiolégicos y de comportamiento realizados en las ultimas dos décadas
sugiere que el sistema endocannabinoide contribuye significativamente a los
efectos reforzantes y motivacionales del etanol, y participa en la neuropatologia

subyacente que conduce al abuso de alcohol y los trastornos de dependencia.
30
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3. OBJETIVOS

Con la informacién expuesta anteriormente, los objetivos de este trabajo fin de

grado son:

1. Revisar la literatura cientifica sobre la manipulacion genética de rCB1 y
rCBz, con el fin de averiguar su implicacion en el TUA.

2. Recopilar los resultados de ensayos preclinicos y clinicos sobre la
modulacién farmacolégica del rCB1 y verificar su utilidad para el
tratamiento del TUA.

3. Analizar los ensayos con modelos animales publicados hasta la fecha
sobre la modulacion farmacolégica del rCB2 como posible diana

terapéutica para el abordaje del tratamiento del TUA.
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4. METODOLOGIA

4.1. Disefio y fuente de obtencion de datos

El presente trabajo es un estudio de corte transversal que, junto al analisis
critico de la bibliografia recopilada, se realiza una revision sistematica. Los
datos se obtuvieron a través del acceso directo, via Internet, de diferentes
bases de datos relacionadas con las ciencias de la salud, sobre todo MedLine
(via PubMed).

4.2. Estrategia de busqueda

La estrategia de la busqueda bibliografica fue el disefio de ecuaciones
utilizando las palabras clave, que previamente se convirtieron en términos
MeSH (Encabezados de temas médicos para la obtencion de una busqueda
especifica y avanzada) con ayuda de la base de datos ‘DeCs” (Descriptores en
Ciencias de la Salud), y los conectores booleanos. La primera busqueda fue en
PubMed y la misma ecuacion fue adaptada al resto de bases de datos
anteriormente mencionadas. Para el cribaje de la basqueda, los criterios de

inclusién y exclusién aplicados fueron los siguientes:

e Criterios de inclusion:
v" Articulos publicados hasta octubre de 2019.
v" Unidad de estudio: animales y humanos.
v Articulos originales de caracter preclinico o clinico, asi como
revisiones sistematicas o meta-analisis.
e Criterios de exclusion:
x Referencias cientificas no escritas en lengua inglesa o
espafola.
% Articulos no centrados en el rCB1 y/o rCBz2 como dianas
farmacoldgicas para el tratamiento del TUA.
x No tener acceso al articulo a través de internet mediante el

acceso personalizado de la UMH.

A continuacion, se muestran las cajas de busqueda que se emplearon

conforme a los bloques tematicos en los que se ha subdividido el apartado de
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resultados del presente trabajo. Ademas, en la Figura 4 se muestra el diagrama

de flujo que se siguid hasta la seleccion de los articulos finalmente analizados.

A) Implicacion del receptor rCB1 en el tratamiento del TUA
“‘Receptor, Cannabinoid, CB1” AND “Alcoholism, Use Disorder,

Alcohol-related disorders”

B) Implicacion del receptor CB2 en el tratamiento del TUA
“‘Receptor, Cannabinoid, CB2” AND “Alcoholism, Use Disorder,

Alcohol-related disorders”

Figura 4. Representacion grafica del algoritmo que se ha seguido para el
cribaje y seleccion de las referencias bibliogréficas, tanto por una parte
sobre el rCB1 como del rCB1, y que finalmente se han analizado en el

presente trabajo

Busqueda en
PubMed
(Medline)

obtenidas

Criterios de inclusion

el

Criterios de exclusion

32

referencias
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5. RESULTADOS

5.1. Implicacién del rCB1 en los efectos reforzantes del alcohol

Diversas observaciones llevaron a creer que el rCB1 pudiese presentar
intima relacion con el sistema de recompensa y que, por lo tanto, mas adelante
fuese plausible la manipulacion genética o farmacologica como tratamiento
eficaz en el TUA. En primer lugar, se observa en ensayos con modelos
animales que la exposicion al alcohol modifica los niveles de
endocannabinoides: implica la sintesis y liberacion de AEA y 2-AG, a través de
la activacion de PLA2 (fosfolipasa A2) dependiente de Ca?*, una enzima
involucrada en la formacién de endocannabinoides en las células neuronales y
el cerebro. En segundo lugar, el tratamiento agudo con etanol aumenta la
transcripcion del rCB1 en el NAc. Esto, a su vez, implica una liberacion de
dopamina de forma dependiente del rCB1 en el NAc, demostrando que el rCB1
también regula la activacién inducida por etanol de las neuronas VTA-DA y
que, por lo tanto, participa en el sistema de recompensa mesolimbico-

mesocortical. 3!

Cuando la exposicion al alcohol es cronica, disminuye el nimero y la
funcionalidad de los receptores CB1 en las zonas cerebrales relacionadas con
el sistema de recompensa, tanto en animales como en el tejido post mértem
humano. Estos datos proporcionan evidencia de que la tolerancia al alcohol
implica la regulacion negativa del rCB1 y su funcién, posiblemente debido a la
sobreestimulacién de los receptores CB:1 a través del aumento de sintesis de
agonistas endocannabinoides (Figura 5). Resulta interesante mencionar que
los rCB1 recuperan sus niveles por encima de los de control tras la retirada de

alcohol a sujetos que presentan un consumo croénico.

Por otro lado, la predisposicion al consumo excesivo de alcohol y el
desarrollo del TUA se ha relacionado con factores genéticos. Otra de las
evidencias de la participacion del rCBi1 en el TUA deriva de las distintas
observaciones en dos cepas de raton diferenciadas por su vulnerabilidad por el
consumo de alcohol. Se emplearon ratones C57BL/6 (B6) que presentan una

elevada preferencia y consumo de alcohol, y ratones DBA/2 (D2) que, por el
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contrario, muestran aversion al alcohol. En este estudio, se observa que los
ratones C57BL/6 tienen un nivel significativamente menor de rCB1 que DBA/2,
asi como una mayor afinidad/sensibilidad de dichos receptores a los ligandos
(por ejemplo [3H] CP-55,940, agonista de gran afinidad) cuando se comparan

con los ratones DBA/2.

Figura 5.Cambios bioguimicos y de expresion del rCB1 ante la exposicion
aguda y crénica al alcohol. 20

Sin etanol Administracion aguda Administracién crénica
de etanol de etanol

rona & cB WV Neurona
presinaptica

5.1.1. Estudios de manipulacion genética del rCB1 en modelos animales

Las observaciones mencionadas anteriormente sobre las modificaciones
en los elementos del sistema endocannabinoide tras el consumo de alcohol y la
relacion de dichas modificaciones con las diferencias de conducta entre
distintas cepas, incentivan el posterior desarrollo de estudios de modelos
animales modificados genéticamente con el fin de contrastar las diferencias
entre ratones a los que se les elimina el rCB1 (CB1KO) y ratones salvajes o
controles (WT, del inglés wild type), sin modificacion genética. Todo ello con el
fin de examinar si las diferencias predeterminadas en la funcion del rCB:1 del
cerebro podrian explicar los cambios en las consecuencias conductuales del
consumo de alcohol. Este tipo de ensayos de modificacion genética se realizé
en las cepas C57BL/6J (B6) y DBA/2J (D2). Se cuantifico la preferencia

(consumo voluntario) por el consumo de alcohol en ambas, mediante el test de
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eleccion de las dos botellas. Con este paradigma el roedor puede elegir, tras
una fase de habituaciéon, entre dos biberones volumétricos (uno contiene agua
y el otro etanol diluido), que permiten medir la cantidad exacta de liquido
ingerido. Los resultados permiten observar que la preferencia por el etanol de
los ratones B6 CB1KO (-/-) fue significativamente menor que la de los B6 WT
(+/+), con una P<0.001. También la preferencia por el etanol de D2 CB1KO (-/-)
fue menor que sus respectivos tipo WT (+/+) (P<0.05). A su vez, como se
aprecia en la Figura 6, los ratones B6 presentan mayor preferencia que los D2
(0,7 vs 0,04 entre los ratones WT, y 0,5 vs 0,02 en los animales KO) y esto,
ademas, corrobora las observaciones anteriores sobre las diferencias en la

preferencia por el consumo de alcohol determinadas por factores genéticos.
Figura 6.Representacion de la preferencia por el etanol de las cepas B6 y D2
(KO y WT) Imagen extraida de “Vinoid y cols” 3°
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Ademas, en otro estudio en el que se empled la técnica de microdialisis
que permite medir diferentes neurotransmisores y metabolitos en liquido
cefalorraquideo y diferentes regiones cerebrales, se evidencié una reduccién
en la liberacion de dopamina inducida por etanol en el NAc de ratones CB1KO
(Figura 7). Esta reduccion en la actividad dopaminérgica tras la administracion
de etanol corrobora las demostraciones anteriores en las que se observa la
participacion del rCBi1 en la regulacion del sistema de recompensa
mesolimbico-mesocortical. Asimismo, se puede afirmar que esta liberacion de

dopamina esté parcialmente asociada al efecto positivo de refuerzo del alcohol,

18



ya que también se observan diferencias en la liberacién de DA entre las cepas

B6 y D2, siendo mayor en el primer caso.

Figura 7. Comparacién del efecto de la administracion aguda de etanol en
roedores WT (+/+) y KO (-/-) sobre la liberacion de dopamina dependiente de
rCB1 en NAc. Imagen extraida de “Hundung y cols.” 32
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5.1.2. Estudios de modulacién farmacolégica del rCBi en modelos
animales
Los estudios de manipulacion genética en modelos animales apoyan la
idea de que el rCB1 forma parte de la regulacion del sistema de recompensa.
Dicho receptor participa en la liberacién de dopamina estimulada por etanol en
el NAc, relacionada con la preferencia por el consumo de alcohol. Por lo tanto,
estos resultados sugieren que el rCBi resulta una diana farmacologica
interesante para el tratamiento del TUA y que su modulaciéon con antagonistas
puede reducir el consumo de alcohol.
Empleando las mismas cepas mencionadas anteriormente (C57BL/6J
(B6) y DBA/2J (D2)) se llevé a cabo un primer ensayo utilizando el test de
eleccion de las dos botellas. Las cepas fueron tratadas farmacol6gicamente
con dosis agudas del antagonista de la funcion del rCB1, SR141716A (10, 20 y
50 microgramos/kg; intraperitoneal (i.p.)), que condujeron a una reduccién
significativa de la preferencia voluntaria de etanol (12% v/v) en ratones. Por el
contrario, cuando se administran agonistas del rCB1 como CP-55,940 y WIN
55,212-2 (1, 3 y 5 mg/kg; i.p.), la preferencia por el etanol aumenté. Tanto la

disminucién como el aumento de la preferencia por el consumo de etanol fue
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mas notable en la cepa B6 que en D2, como se puede observar en la Figura 8.
Este resultado ratifica las observaciones anteriores que afirman que las cepas
que presentan mayor preferencia y consumo de etanol (en este caso B6)
disponen de menor cantidad de rCB: resultando, a su vez, méas sensibles a los
ligandos. Por otro lado, otro estudio demostré que el pretratamiento con el
antagonista SR141716A inhibe la liberacion de dopamina en ratones B6. 32 33

Figura 8. Representacion de la preferencia voluntaria por el consumo de etanol
en las cepas B6 y D2, en comparacion al grupo control (vehiculo), cuando se

administra el agonista SR141716A (A) y el antagonista CP-55,940 (B). Imagen
extraida de “Vinoid y cols.” 35
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Por lo tanto, estos resultados sugieren que los antagonistas del rCB:1
presentan gran potencial terapéutico en el tratamiento del TUA, disminuyendo
los efectos reforzantes del etanol. A partir de estos resultados, se realizaron
ensayos mas exhaustivos para comprobar la eficacia de varios antagonistas del
rCB:1 en diferentes paradigmas de consumo de etanol y asi, poder confirmar su
utilidad para bloquear los efectos reforzantes de esta droga de abuso. El
principal antagonista utilizado en ensayos preclinicos es el SR141716A
(rimonabant), no obstante existen otros tantos antagonistas que muestran

resultados similares en ciertas condiciones de estudio. 3435
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Los ensayos llevados a cabo para estudiar la eficacia de rimonabant se
realizaron en varias cepas de roedores. El primero de ellos fue en ratas Long
Evans, con las que se midi6 la motivacion mediante el paradigma de
autoadministracion operante oral de etanol. Este test sirve para medir la
cantidad de veces que el roedor acciona una palanca para conseguir la
liberacion de una sustancia reforzante, en este caso etanol. El tratamiento
agudo de rimonabant con dosis de 0,3, 1 y 3 mg/kg (i.p.) disminuy6 los
respuestas (accionamiento de una palanca) necesarias para el acceso a la
droga, asi como la cantidad de etanol consumido cuando finalmente estuvo
disponible. Sin embargo, cuando se reprodujo el mismo experimento con
sacarosa en lugar de etanol, no se observaron diferencias significativas lo que
indicaba un efecto especifico del rimonabant sobre los efectos reforzantes y
motivaciones del etanol. Por lo tanto, la investigacion de rimonabant sobre las
propiedades motivacionales del alcohol continué en otros modelos

experimentales.3®

En ratas Wistar, se observa una reduccion del consumo voluntario (test
de las dos botellas) utilizando dosis agudas de entre 0,3 y 3 mg/kg (i.p.). Por el
contrario, cuando se administra de forma cronica rimonabant 10 mg/kg (i.p.) a
estas mismas ratas durante una serie de exposiciones forzadas al etanol (por
ejemplo, la inhalacion de vapores de etanol) la ingesta diaria de alcohol
aumenta. Esto sugiere que la historia previa de exposicion al alcohol puede

influir sobre el efecto de rimonabant. (o incluso sobre la dosis que lo produce).®’

También se llevaron a cabo ensayos en cepas con elevada preferencia y
consumo de alcohol como las sP (Sardinian alcohol-preferring), msP
(Marchigian Sardinian alcohol-preferring), AA (Alcohol preferring), Warsaw
High-Preferring line of rats y C57BL6/J. Se midio el efecto de rimonabant sobre
las propiedades de refuerzo y motivacién, asi como sobre el consumo
voluntario de alcohol, empleando los paradigmas de la auto-administracion oral
de etanol y la prueba de las dos botellas, respectivamente. A cada cepa o
especie se le administro diferentes dosis, mientras que la via de administracion
fue intraperitoneal en todas ellas. En general, se observa en todos los grupos

una disminucion de la preferencia y autoadministracién del consumo de etanol.
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Cabe destacar que, en el caso de la cepa AA, la microinyeccién de SR141716A
en el cortex prefrontal medial redujo la auto-admintracion de etanol, mientras
que las microinyecciones en el cuerpo estriado dorsal no cambiaron el nimero
de respuestas (y, por lo tanto, de refuerzos conseguidos). Estos resultados
revelaron la especificidad funcional del receptor dependiendo de su localizaciéon

en diferentes regiones cerebrales.38-42

Asimismo, se observa actividad inhibitoria y efectividad similares
después de la administracién de otros antagonistas CB1. Por ejemplo, en ratas
Wistar se prueba el efecto de varios antagonistas: la administracion
intraperitoneal aguda de LH-21 (10 mg/kg) redujo la autoadministracion de
etanol un 30%, las dosis comprendidas entre 1 y 10 mg/kg del compuesto
SVL330, via oral, atenuaron los impulsos por la autoadministracion de la droga.
Las dosis de 0,3, 1y 10 mg/kg/dia (i.p.) del antagonista SR147778 (surinabant)
redujeron la preferencia durante el cese de intoxicacion de etanol durante 30
dias, pero no cuando se administré conjuntamente con etanol y, el antagonista
dual del rCB1 y agonista de PPARa (receptor alfa activado por proliferacion de
peroxisomas), OLHHA, con dosis de entre 0,01 y 1,5 mg/kg (i.p.) redujo de
forma transitoria la ingesta de alcohol de un 60% en las tres primeras horas,
hasta desaparecer el efecto a las 24 horas. Por otro lado, en ratones NIH
suizos, se administraron los analogos 27 y 30 de un metabolito
monohidroxilado del cannabinoide sintético JWH-073 y se observa una
disminucién de la autoadministracion y del CPL (Condicionamiento de
Preferencia de Lugar) inducido por alcohol. Este paradigma permite evaluar las
propiedades reforzantes de una droga de abuso cuando se asocian a un
contexto determinado, midiendo las respuestas de acercamiento al ambiente
donde ha ocurrido un evento reforzante (compartimento en el que se administré

la droga). 4347

5.1.3. Ensayos clinicos con rimonabant en pacientes con TUA
Todos estos ensayos preclinicos descritos anteriormente proporcionaron
gran cantidad de resultados prometedores sugiriendo el uso potencial de los

antagonistas del rCBi1 en el TUA, en concreto, del rimonabant. En un estudio
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bioquimico y fisiolégico se demuestra que rimonabant presenta 1.000 veces
mas afinidad por el rCB1 que por el rCB2, ademas de carecer de afinidad por el
resto de receptores del organismo. Los estudios sugieren que también tiene
efecto sobre el control de factores de riesgo cardiovasculares como la

obesidad, el sindrome metabdlico y la dependencia al tabaco.

Desafortunadamente, la respuesta de los pacientes con TUA en el
tratamiento con rimonabant no resulté ser tan beneficiosa. En un ensayo
clinico, Fase Il y doble ciego se comprobé la eficacia de rimonabant (20
mg/dia) frente a la prevencion de recaidas en pacientes con TUA en periodo de
desintoxicacion, pero los resultados no mostraron diferencias estadisticamente
significativas en las tasas de recaida entre el farmaco y el placebo (41,5% y
47,7%, respectivamente). Otro ensayo se llevd a cabo en pacientes bebedores
que no buscan tratamiento (heavy drinkers). En dicho ensayo la dosis de
rimonabant fue también de 20 mg/dia, aplicada a lo largo de tres semanas, sin

obtener, tampoco, respuesta al tratamiento. 48

Se consideraron varios aspectos ante esta falta de eficacia, como una
administracion incorrecta y un numero reducido de sujetos clinicos. Sin
embargo, considerando un estudio analitico de naltrexona, utilizada con dosis
de 50-150 mg/dia, en el que si se redujo significativamente el consumo de
alcohol y teniendo en cuenta que tanto los cannabinoides como la naltrexona
son inhibidores del sistema de recompensa dependiente de dopamina; se ha
sugerido que la dosis de rimonabant de 20 mg/dia s6lo bloguea de forma
parcial el rCB1. En contraste, las dosis mas altas utilizadas en estudios con
animales (3-10 mg/kg), que resultaron en una ingesta reducida de alcohol,
causaron una ocupacion casi completa del receptor. Por lo tanto, se sugirié que
para disminuir signiticativamente la motivacion del consumo de alcohol es
necesario el bloqueo completo de la sefalizacion asociada con el sistema de
recompensa por péptidos opioides o0 endocannabinoides. Esta limitacion
también puede ser la razon principal de la efectividad diferencial de naltrexona
y rimonabant para reducir la ingesta de alcohol, incluso cuando se prueba en el

mismo paradigma de consumo en el laboratorio.*%-5!
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De forma paralela, cabe destacar que el rimonabant llegd a
comercializarse para el tratamiento de la obesidad, ya que otra de sus
propiedades es la regulacion del apetito. Es en este punto cuando se observo,
a largo plazo, que el rimonabant provocaba efectos secundarios
potencialmente graves en tales como los trastornos psiquiatricos, y de forma
mas concreta depresion, intento de suicidio y suicidio consumado. En el &mbito
de ensayos clinicos se presentaron cinco casos de suicidio en pacientes que
recibian rimonabant (Acomplia ®), frente a un caso en un paciente recibiendo
placebo, dichos ensayos con un numero similar de pacientes expuestos en
ambos grupos de tratamiento. Tras estos desafortunados resultados,
Acomplia ® fue retirado del mercado en el afio 2008 y, por lo tanto, también se
suspendieron los ensayos con rimonabant para el tratamiento del TUA.5? 53

5.2. Implicacién del rCB2 en los efectos reforzantes del alcohol
Desde que en 2005, el equipo de van Sickle y colaboradores
describieran por primera vez la presencia del rCB2 en el tronco cerebral de
roedores, gran cantidad de investigaciones se han centrado en el estudio de la
funcién de este receptor en el sistema nervioso central y periférico. De hecho,
mas adelante se demuestra mediante multiples técnicas como RNAscope In
sity Hybridization (ISH), real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR) y
ensayos de Inmunohistoquimica (IHC), que el ARNm del gen CB:2 se expresa
en neuronas VTA dopaminérgicas (VTA-DA), en el NAc, la amigdala (AMY), el
hipocampo y la corteza prefrontal de roedores, principalmente en elementos
post-sinapticos de los circuitos neuronales. La localizacién del receptor en
elementos pertenecientes al sistema de recompensa mesolimbico-
mesocortical, como son el VTA, el NAc y la corteza prefrontal, promueve el
desarrollo de estudios que faciliten la comprensién de las funciones que este
receptor puede poseer en la neurobiologia de los Trastornos por Uso de
Sustancias (TUS), y la posible modulacion de los efectos de refuerzo y
motivacion.>
La excitabilidad de VTA-DA est4 asociada al consumo de sustancias de
abuso. Para determinar si los rCB2 expresados en las neuronas VTA-DA son

funcionales, se utilizan métodos electrofisiologicos para estudiar la respuesta
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de estas neuronas a los ligandos selectivos del rCB2. Cuando se administran
dosis intracerebrales (intraNAc e intraVTA) de entre 1 y 1000 uM del agonista
del rCB2 (JWH133), se inhibe significativamente la activacion neuronal de VTA-
DA, la cual produce una hiperpolarizacion de manera dosis-dependiente en
roedores y, por lo tanto, una disminucion de liberacion de DA en WT y CB1KO
(-/-), pero no en CB2KO (-/-) (véase Figura 9). También se observa que esta
disminucion de DA por JWH133 intraNAc e intraVTA esta asociada, a su vez,
con una disminucion significativa de la tendencia al consumo de cocaina. Este
efecto fue imitado por GW405833 (otro agonista selectivo del rCB2 con una
estructura quimica diferente) y revertido en ratones con dosis de 1, 10 y 100
MM (intraNAc) del antagonista del rCB2 (AM630), pero no con AM251
(antagonista selectivo del rCB1). Sin embargo, se observan diferencias entre
ratas y ratones cuando la administracion de JWH133 (3, 10 y 20 mg/kg) y
AM630 (10 mg/kg) es sistémica (intraperitoneal), ya que soOlo se observan
modificaciones de la liberacion de DA vy, por tanto, en la disminucion del
consumo de cocaina, en ratones. Estos hallazgos sugieren que los datos de
unién y eficacia de ligando no pueden extrapolarse de una especie a otra y
que, por lo tanto, se puede requerir agonistas o0 antagonistas del rCB:
especificos de especie. En general, todos estos resultados proporcionan
evidencia sobre la expresion de los rCB:2 en las neuronas VTA-DA y su papel
regulador sobre la neurotransmision dopaminérgica implicada en los sistemas
de recompensa de las drogas de abuso. 55-57

Figura 9.Porcentaje de dopamina liberado en roedores WT, CB1KO (-/-) y
CB2KO (-/-) cuando la administracion del antagonista (AM630) y el agonista
(JWH133) es via intracerebral (intraNAc). Imagen extraida de “Xi y cols” 56
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Por otro lado, en el afio 2007, se prueba la hipétesis de que las variantes
del gen CB:2 pueden tener efectos significativos y asociados al alcoholismo. La
identificacion de un polimorfismo, que predice una sustitucion de glutamina (Q)
por arginina (R) en la posicién 63 (Q63R) en este gen, produce una mutacion
en el primer dominio intracelular, provocando una disminucion de la respuesta
celular a ligandos del rCB2. Se observan diferencias significativas a causa de
este polimorfismo entre los casos y controles de una cohorte de pacientes
japoneses con TUA, asociandose a una mayor vulnerabilidad por el desarrollo
de este trastorno. Este hallazgo proporciond evidencia de que la propension
genética hacia una alta preferencia y motivacion por el consumo de alcohol
estq asociada con cambios en la funcion del sistema endocannabinoide. De
hecho, los ratones que desarrollaron una preferencia por el etanol redujeron los
niveles de expresion del rCB2 en la region ventral del cerebro medio en
comparacion con los ratones que no. La regulacion negativa del gen rCB:2
parece estar relacionada con el refuerzo del alcohol en estas regiones
cerebrales. En humanos, los estudios de expresion génica en tejido cerebral
post mortem de pacientes alcohdlicos también revelaron una reduccion
significativa del rCB2 en la corteza prefrontal dorsolateral y NAc. Por el
contrario, los rCB2 se encuentran sobreexpresados en ratones que presentan
comportamiento ansiosos y reacciones al estrés modificadas, lo cual sugiere
una estrecha relacién entre la exposicion a los diferentes factores ambientales
y el comportamiento adictivo. En conjunto, estos hallazgos sugieren que la
sefalizacion del rCB2 en las neuronas dopaminérgicas mesocorticolimbicas

puede ser esencial para contrarrestar las propiedades reforzantes del etanol.>®
60

5.2.1. Estudios de manipulacién genética del rCB2 en modelos animales
Otra de las aproximaciones empleadas para profundizar en el papel que
desempefia el rCB: en la regulacion de las propiedades reforzantes del alcohol,
es el empleo de animales modificados genéticamente. Por lo tanto, se
cuantifico el rol del rCB2 en las acciones fisiologicas y reforzantes del etanol
mediante varios ensayos sobre cepas cruzadas entre C57BL/6J que presentan
elevada preferencia y consumo de alcohol y CD1, que no. El objetivo de este
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cruce fue descartar que los resultados se debieran simplemente a la alta o baja
vulnerabilidad al etanol de los ratones WT de cada cepa. Para ello se compara,
con el sistema de dos botellas, la preferencia por el consumo de etanol en
ratones WT y ratones rCB2KO, observando que la ausencia de este receptor se
relaciona con un mayor consumo de etanol dosis-dependiente, asi como una
mayor motivacion por la adquisicibn de esta droga con la prueba de auto-
administracion oral de etanol (véase Figura 10). Otro estudio realizado con
ratones Swiss ICR CB2KO, muestra como la ausencia del rCB2z se relaciona
con una mayor preferencia por el compartimento condicionado en la prueba de
CPL. Cabe destacar que estos hallazgos no son consecuencia de posibles
alteraciones en la metabolizacion periférica del etanol, ya que no se encuentran
diferencias de su concentracion plasmatica entre los ratones CB2KO y su
correspondiente grupo control.

Figura 10. Efecto de la manipulacion genética sobre el consumo voluntario de
etanol en KO y WT (P<0.05). El consumo fue calculado como g de etanol/kg

peso/dia y la preferencia como: consumo de etanol/consumo etanol + consumo
agua. Imagen extraida de “Ortega-Alvaro y cols.” 51

A Etanol 2% ; Etanol 4% : Etanol 6% : Etanol 8%
o 6 F < WT $ 3 = :
— -&- CBKO
o=
ED4
» ©
c g >
° L
oo

4 S L3 12 13 14 15

"

7 16

8 9 10
B Tiempo (dias)

Preferencia
por etanol
[~
4]

1 2 3 g 5 6 7 8 9 10 111 12 13 14 15 16
Tiempo (dias)

También se ha descrito una regulacion positiva del gen TH en el VTA
bajo la administracion aguda y crénica de etanol que muestra patrones
diferentes en ratones CB2KO con respecto a los WT, presentando mayor
expresion los ratones desprovistos del rCB2. El gen TH es el encargado de

codificar la enzima Tirosina Hidroxilasa, la cual cataliza la conversion del
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aminoécido L-tirosina a dihidroxifenilalanina (DOPA), precursor de la dopamina.
Por otro lado, los analisis de expresion génica mostraron que basalmente los
ratones CB2KO presentaron mayor expresion del receptor mu-opioide en el
NAc en comparacién con su grupo control (WT). Todos estos resultados
sugieren que el genotipo resulta ser el factor determinante y que, por lo tanto,
la eliminacion del gen CB2 aumenta la preferencia y vulnerabilidad de consumo

de alcohol. 61

5.2.2. Estudios de modulacién farmacolégica del rCBz en modelos
animales

Con las observaciones recogidas sobre la manipulacién genética del rCB:2
se plantea la posibilidad de que el agonismo de la funcién de este receptor
pudiese disminuir el refuerzo y la motivacién por el consumo de alcohol. En
2007 se lleva a cabo un primer ensayo de modulacion farmacoldgica de este
receptor, empleando un modelo de consumo voluntario de alcohol con el
sistema de las dos botellas. En otro estudio, se evalu6 el efecto de la
administracion sistémica del agonista rCB2 (JWHO015, 20 mg/kg; i.p.) en ratones
BALB/c, observando un aumento del consumo de alcohol en aquellos que
fueron expuestos a un modelo de estrés cronico leve (ECL), pero no en
aguellos ratones no estresados. De forma paralela, también se evalu6 el efecto
de la administracion del antagonista del rCB2 (AM630, 3 mg/kg; i.p.), aunque
los resultados no mostraron ninguna modificacion sobre el consumo de etanol
en ninguno de los dos grupos evaluados. Por lo tanto, estos resultados

sugieren una estrecha relacion entre estados de estrés y consumo de alcohol.??

En otro estudio, se evalué el comportamiento relacionado con la
recompensa del etanol en la cepa de raton HAP2, utilizando el agonista
JWH133 (10 y 20 mg/kg) y el antagonista AM630 (10 y 20 mg/kg). Sin
embargo, desde el punto de vista farmacoldgico no se observo ningun efecto
sobre el consumo de alcohol ni sobre el condicionamiento de preferencia de
lugar. Aunque los niveles de alcohol consumidos en general fuesen bajos, no

impidieron la capacidad de detectar el efecto, ya que se pudo demostrar que
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rimonabant redujo significativamente la ingesta de etanol el dia de la prueba
(P<0.001). Se aprecia, sin embargo, una reducciéon de la ingesta entre sujetos
de grupos con la dosis de 10 y 20 mg/kg de JWH133, respecto al vehiculo, lo
cual se puede deber a los efectos estresantes de la manipulacion del animal
para la inyeccion del agonista. En este mismo estudio, se llevo a cabo una
réplica de este ensayo en ratones C57BL/6, donde si que se aprecia efecto del
agonista y antagonista en el consumo de alcohol, pero no en el

condicionamiento de preferencia de lugar. 62

Sin embargo, mas adelante, se llevé a cabo la modulacion farmacologica
de los rCB2 con el agonista completo, B-cariofileno (BCP), en ratones machos
C57BL/6. Los resultados demostraron por primera vez que la activacion
farmacoldgica del rCB2 usando BCP se acompaiiaba de una disminucion en el
consumo Yy preferencia por el etanol en la prueba de consumo voluntario,
inversamente proporcional a las concentraciones de etanol (2.5, 5, 10 y 20% de
etanol), asi como en la preferencia de lugar condicionada en comparacién con
el grupo control (vehiculo) como se puede apreciar en la Figura 11. Las dosis
administradas fueron de 25, 50 y 100 mg/kg (i.p.), sin embargo, la disminucién
del consumo preferente de alcohol es estadisticamente significativa a partir de
los 50 mg/kg (Figura 12), es dosis-dependiente y no muestra tolerancia por la
administracion crénica. En este caso, las diferencias en el consumo y
preferencia de alcohol tampoco se deben a una modificacién en el metabolismo
de alcohol. Ademas, los efectos de BCP (50 mg/kg) fueron revertidos en
ratones con el pretratamiento de 3 mg/kg de AM630, hecho que sugeria que el

efecto estaba especificamente mediado por rCB2%4.
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Figura 11.Efecto de BCP (50 mg/kg) en el consumo de etanol (A), la
preferencia (B) y el promedio de consumo total de fluidos (agua + etanol). El
consumo fue calculado como gramos de etanol consumidos/kg de peso
corporal y la preferencia como consumo de etanol/consumo fluidos totales.
Imagen extraida de “Al Mansouri y cols.” 64
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Figura 12.Efecto de BCP (25, 50 y 100 mg/kg) sobre el consumo y la
preferencia de etanol (10%). El consumo y la preferencia fueron calculados de
igual forma que la Figura 11. Imagen extraida de “Al Mansouri y cols.” %4
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De igual forma, se evidencié con otro ensayo que la administracion de
JWH133 (5 mg/kg; i.p.) bloqued totalmente la preferencia de lugar inducida por
la administracién de alcohol. Estos resultados estan apoyados por otros
ensayos recientes que demuestran que la actividad agonista (JWH133, 1
mg/kg; i.p.) disminuye la motivacién y consumo de etanol, y aumenta con el
antagonista AM630 (1 mg/kg; i.p.) cuando se administran en ratones C57B6/6J.
Para ello se cuantifico el nUmero de veces que el roedor accionaba la palanca
para conseguir la droga, el consumo de etanol una vez adquirida y el promedio
de punto de ruptura (secuencia de numero de veces que el animal debe
accionar la palanca para la adquisicién de la droga) como se puede apreciar en

la Figura 13. Esto se lleva a cabo mediante varios programas de refuerzo (FR1,
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FR3 y PR), cada uno determinado por un numero concreto de acciones a la
palanca necesarias para el acceso al refuerzo (etanol).®®
Figura 13. Efecto de la administracion de AM630 (A, B, C) y JWH133 (D, E, F)

sobre la motivacion por el consumo de alcohol. Figura extraida de “Navarrete y
cols.” 65
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En julio de 2019 se publicé un estudio donde se observa que los efectos
del agonista JWH133 y el antagonista AM630 dependen del momento en que
se administre durante el proceso de aprendizaje en el paradigma CPL. En el
caso de JWH133, los efectos gratificantes del etanol no mejoran si su
administracion se produce en el dia que se evaliua la preferencia por el
comportamiento condicionado, aunque existe una tendencia hacia la diferencia
significativa cuando la dosis es de 10 mg/kg (i.p.) (ver Figura 14, paneles A, By
C). Sin embargo, cuando la administracion ocurre repetidamente una hora
antes de las sesiones de condicionamiento a etanol, se observa una

disminucion del tiempo pasado en el comportamiento condicionado a etanol
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con el JWH133 (ver Figura 14, paneles D, E y F). Por el contrario, con 10
mg/kg (i.p.) de AM630 se aprecia una disminucion del tiempo pasado en el
comportamiento condicionado si su administracion se produce el dia de
evaluacion del condicionamiento, mientras que no cuando se realiza durante
las sesiones de condicionamiento. Estas diferencias dependientes del
momento de la administracion del farmaco sugieren que la manipulacion
farmacoldgica, con agonistas y antagonistas, del rCB2 podria modular tanto la
adquisicion como la expresion de CPL incluso de forma opuesta 6.

Figura 14. Efecto de la administracion de JWH133 y AM630 el dia que se
evalla la preferencia por el comportamiento condicionado (A, B y C) y cuando
se administra repetidamente una hora antes de las sesiones de

condicionamiento a etanol (D, E y F). Imagen extraida de “Martin-Sanchez y
cols” 6
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Todos estos hallazgos resultan coherentes con los observados en
ratones modificados genéticamente (CB2KO). La estimulacion del rCB2 con
agonistas parece ser una posible via para la disminuciéon de los efectos
reforzantes del alcohol y, por lo tanto, resulta factible su consideracibn como
posible candidato para el desarrollo farmacologico terapéutico del TUA. Por
otro lado, las discrepancias sobre los efectos de la regulacion farmacologica del
rCB2 sobre la preferencia y motivacion por el consumo de alcohol, observadas
anteriormente en distintos ensayos con animales, se atribuyen a diversas
circunstancias experimentales como: el empleo de diferentes cepas de ratén, el
uso de distintos paradigmas experimentales, dosis de farmaco administradas,

vias de administracion e incluso pautas empleadas.
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6. DISCUSION

Los resultados recopilados corroboran la participacion del sistema
endocannabinoide en la regulacion del sistema de recompensa dopaminérgico
mesolimbico-mesocortical, comin a todas las drogas de abuso incluido el
alcohol. Esto favorece el estudio exhaustivo de los elementos que forman parte
de este sistema para la busqueda de nuevas dianas terapéuticas que permitan

mejorar el tratamiento farmacolégico del TUA.

Por un lado, se observé tanto en modelos animales como en tejido post
maértem humano que, tras la exposicién aguda y cronica de alcohol, se produce
una disminucion de la densidad y funcionalidad del rCB1 en el NAc. Esto lleva
al planteamiento posterior de estudios de manipulacion genética con el fin de
comprobar la implicacién del rCB1 en los efectos reforzantes y motivacionales
del alcohol. Cuando se elimina dicho receptor en roedores (CB1KO), disminuye
la liberacion de dopamina asociada al refuerzo positivo del consumo. Este
efecto se ve replicado cuando se administra un antagonista/agonista inverso
del receptor CB1, siendo el SR141716A (rimonabant) el farmaco mas empleado
en este tipo de ensayos. El hecho de que se observen efectos contrarios sobre
el refuerzo que produce el alcohol cuando se administra una agonista (CP-
55,940 o WIN-55,221) o a un antagonista (rimonabant) del rCB1 en ratones,
revela la implicacion directa de este receptor reflejada en el comportamiento de
preferencia o aversion por el consumo de alcohol en roedores respectivamente.
De forma conjunta, estos datos sugieren que la eliminacion genética o el

blogueo farmacologico del rCB1 reduce las propiedades reforzantes del alcohol.

Después de la gran cantidad de estudios con modelos animales en
diversos paradigmas experimentales, resulta acertado llevar a cabo ensayos
clinicos en pacientes con TUA para valorar la eficacia del rimonabant en el
periodo de deshabituacion. Desafortunadamente, estos ensayos no mostraron
resultados favorables respecto a la eficacia del farmaco y, aunque el nimero
de ensayos fue escaso (solo 2), se abandon6 esta estrategia terapéutica a
causa de la aparicibn de efectos adversos graves cuando el rimonabant

(Acomplia ®) fue empleado para el tratamiento de la obesidad.
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A pesar de renunciar al empleo de antagonistas del rCBi para el
tratamiento farmacoldgico del TUA por los motivos mencionados anteriomente,
también se consider6 al rCB2 como una nueva diana terapéutica tras estudias
su implicacion funcional en los efectos de drogas de abuso como el alcohol. El
descubrimiento de la presencia del rCB2 en areas cerebrales que forman parte
del sistema de recompensa, su implicacion en la liberacion de dopamina en el
NAc, y la disminucion de la expresidn de este receptor en ratones (con
preferencia elevada por el consumo de etanol), sustentan la hipétesis anterior.
Por lo tanto, se optd por la manipulacién genética y farmacologica del rCB2 con
el fin de conocer el papel que podria desempefiar en la regulacion de diferentes
rasgos conductuales relacionados con el proceso adictivo como el refuerzo, la
motivacion, la recaida, los efectos psicomotores y los sintomas asociados al

sindrome de abstinencia.

En roedores carentes del rCBz (CB2KO) se observé una mayor
vulnerabilidad por el consumo de alcohol que los WT, asi como un aumento en
la expresion basal de receptor mu (u)-opioide en el NAc y del gen TH bajo la
administracion aguda y cronica de etanol. De estos resultados se podria inferir
que el rCB2 normalmente inhibe la activacién neuronal dopaminérgica en la via
mesolimbica resultando en una reduccion de los efectos gratificantes asociados
en respuesta al alcohol. Esta hipotesis adquiri6 méas fuerza con la publicacion
de varios estudios que evaluaban de manera especifica la modulacién de la
liberacibn de dopamina mediada por el rCB2 mediante aproximaciones
genéticas y farmacoldgicas. Por tanto, se sugiri6 que el uso de agonistas del

receptor mencionado podria resultar adecuado para el tratamiento del TUA.

No obstante, existen discrepancias entre los resultados obtenidos sobre
la modulacion farmacologica del rCB2. Algunos ensayos con roedores afirman
gue el tratamiento con agonistas disminuye la motivacion y consumo de etanol,
mientras que los antagonistas producen el efecto contrario. Sin embargo,
también existen ensayos en los que la administracion de ambos no presenta
efectos significativos, e incluso que la activacion del rCB2 puede producir

efectos opuestos.
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En conclusion, se puede recalcar que, a pesar de los avances logrados
en los Udltimos afios, todavia es necesario estudiar causas adicionales que
ayuden a mejorar el conocimiento sobre la implicacion del rCB2 en el TUA. Por
ejemplo, se conoce que dicho receptor esté intimamente ligado a la regulacién
del estrés y la ansiedad, factores que a su vez se correlacionan con una mayor
tendencia a desarrollar TUA. Asimismo, se ha descrito que el efecto de la
manipulacion farmacologica del rCB2, con agonistas o antagonistas en modelos
de consumo de alcohol estaria influido por la presencia de factores estresantes.
Desde el punto de vista farmacoldgico, son necesarios los disefios que valoren
mayores rangos de dosis, teniendo en cuenta que los efectos de los
compuestos agonistas y antagonistas del rCB:2 disponibles actualmente pueden
verse alterados dependiendo principalmente de la dosis que se administre,
hecho que condiciona aspectos criticos como la selectividad, la afinidad o el
tipo de efecto farmacolégico. Ademas, seria interesante emplear otros
paradigmas experimentales que evallien el papel del rCB2 de forma especifica
sobre rasgos asociados a la recaida, la abstinencia o la sensibilizacién
psicomotora, dado que desde un punto de vista traslacional son aspectos clave
en el tratamiento de deshabituacion de un paciente con TUA. Otros aspectos
interesantes que hasta el momento no se han explorado son: 1) el efecto
dependiente del género, incluyendo para ello roedores hembras que tienen una
mayor vulnerabilidad por el consumo de alcohol y que probablemente van a
responder de forma diferente; 2) la administracion concomitante de farmacos
ya empleados en la clinica del TUA con el objetivo de evaluar posibles efectos
sinérgicos; y 3) el disefio de moduladores alostéricos que permitan incrementar
el efecto mediado por los ligandos cannabinoides enddgenos, especialmente el
2-AG.
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7. CONCLUSIONES

e Una de las limitaciones del tratamiento farmacoldgico disponible
actualmente para el TUA es el considerado porcentaje de fracasos
terapéuticos que presenta.

e El sistema endocannabinoide esta totalmente involucrado en la
regulacion del sistema de recompensa dopaminérgico mesolimbico-
mesocortical y, por lo tanto, su modulacion farmacologica resulta
prometedora en su futura aplicacion en el tratamiento del TUA.

e La eliminacién del receptor CBi1 (CB1KO) mediante manipulacion
genética y la modulacion farmacologica del mismo con la
administracion de antagonistas reduce la preferencia y motivacion
por el consumo de etanol en roedores.

e El antagonista del receptor CB1, rimonabant, resulta ineficaz cuando
se traslada a la préactica clinica en pacientes con TUA vy, por lo tanto,
se abandona esta estrategia terapéutica.

e El receptor CB2 participa en la funcion reguladora del sistema de
recompensa dopaminérgico mesolimbico-mesocortical, modulando la
liberacion de dopamina tras el consumo de alcohol.

» La eliminacion del receptor CB2, mediante manipulacion genética,
produce un aumento de la liberacion de dopamina tras el consumo de
etanol y, en general, la activacion del receptor CB2 mediante el uso
de agonistas reduce el consumo de etanol y la motivacién por la
adquisiciéon de este en roedores.

e La modulacion farmacolégica del receptor CB:2 resulta prometedora
para ser evaluada como posible estrategia terapéutica en el
tratamiento de TUA. No obstante, es necesario llevar a cabo mayor
cantidad y tipos de ensayos que esclarezcan el rol de dicho receptor
en los efectos conductuales y neurobiologicos del alcohol.
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