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1. RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una de las enfermedades neurologicas
con mayor presencia e impacto en la sociedad debido al creciente aumento de
la esperanza de vida. Actualmente no hay tratamientos disponibles para curar o
revertir la progresion de la enfermedad, y la limitada eficacia de la farmacoterapia
actual motiva la necesidad de investigar nuevas intervenciones. El cannabidiol
(CBD) ha cobrado relevancia en los ultimos afios como candidato alternativo en
el manejo terapéutico de la EA, debido a su amplio perfil mecanistico, ya que
modula gran cantidad de dianas en el organismo, y su elevada seguridad.

El objetivo principal de este trabajo ha sido recoger y analizar toda la
literatura cientifica disponible de las evidencias existentes acerca del potencial
terapéutico del CBD en el tratamiento de la EA. Para este fin, se ha procedido a
realizar una busqueda bibliogréfica en la base de datos Medline a través de su
buscador PubMed.

Los resultados de la revision se han subdividido en dos bloques tematicos.
El primero dirigido a valorar la capacidad del CBD de modificar la etiopatogenia
de la enfermedad y sus acciones sobre la neuroinflamacion, el estrés oxidativo y
la supervivencia celular. En segundo lugar, se han analizado aquellos articulos
orientados a evaluar los efectos procognitivos del CBD en modelos animales de
la EA.

Aungue los hallazgos recopilados en esta revision revelan las considerables
ventajas del CBD en el tratamiento de la EA, sigue siendo necesario realizar mas
investigaciones no solo a nivel preclinico sino mas destacadamente a nivel
clinico. De este modo se podria disponer de datos relevantes sobre la eficacia y
seguridad que puedan avalar el empleo del CBD como posible nueva terapia

farmacolégica de la EA.



2. INTRODUCCION

2.1 La enfermedad de Alzheimer (EA): epidemiologia, clinica y
diagnéstico

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa
irreversible, que se asocia con pérdida neuronal y deterioro cognitivo progresivo.
Es la causa mas importante de demencia en pacientes mayores de 65 afios y es
reconocida por la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) como prioridad
mundial de salud publica por sus repercusiones tanto en los pacientes como en

sus familias, asi como por su impacto socioeconémico?.

Estimaciones recientes sugieren que 47 millones de personas padecen
demencia en todo el mundo, y esté previsto que aumente a mas del triple para
2050 a medida que la poblacion envejece. La EA es la principal causa de
demencia, representa entre el 50% y el 75% de los casos, y su prevalencia se
duplica cada 5 afos después de los 65 afios con predominio en el sexo femenino.
Segun una estimacion de la fundacion Alzheimer’s Disease International, en
2010 el coste global de la enfermedad ascendia a 604.000 millones de doélares,
y en 2015 a 818.000 millones, lo que representa un incremento en cinco afos
del 35%?.

Su evolucién es variable, pero por término medio la supervivencia tras el
diagnostico es de 8 a 10 afios®. En la mayoria de los casos los sintomas
aparecen después de los 60 afios. La caracteristica principal de la enfermedad
es la pérdida progresiva de memoria, seguida de problemas con el lenguaje
verbal y la capacidad de expresarse, con empobrecimiento del lenguaje.
También es frecuente que haya desorientacién, cambios conductuales,
insomnio, agitacion nocturna y pérdida de apetito. En la fase inicial el enfermo
mantiene su autonomia y soOlo necesita supervision en las tareas complejas. A
medida que la condicidn progresa, el deterioro cognitivo se vuelve mas acusado,
interfiriendo con las actividades de la vida diaria e incrementando la dependencia
del paciente.* En la EA avanzada pueden aparecer alteracion de la movilidad,
alucinaciones y convulsiones. El fallecimiento se produce a causa de los
procesos intercurrentes como infecciones secundarias debidas frecuentemente

a Ulceras por decubito y neumonias.®



En cuanto al diagnostico, suele partir de una sospecha de deterioro
cognitivo, ya sea por parte del propio afectado, de algun familiar o del equipo de
atencion primaria. Es fundamentalmente clinico y se basa en los criterios del
DSM-V (Manual Diagndstico y Estadistico de las Enfermedades Mentales en su
V edicién), de la CIE-10 (Clasificacion Internacional de las Enfermedades en su
102 edicion) o de manera mas especifica mediante los criterios de Dubois o los
criterios del Instituto Nacional del Envejecimiento y la Asociacion de Alzheimer

(NIA-AA por sus siglas en inglés)®.

En todos los pacientes en los que se sospeche o detecte demencia, es
recomendable realizar las siguientes pruebas de laboratorio: hemograma, TSH,
electrolitos, calcio y glucosa. Estas tienen el objetivo de descartar causas
potencialmente reversibles de demencia y cribar comorbilidades. Pueden
afiadirse también la determinacion de niveles de folatos y niveles de B12.
También existen pruebas como el analisis de biomarcadores presentes en
liquido cefalorraquideo. Numerosos estudios han hallado de forma consistente
un aumento de la proteina tau total (T-tau) y de tau fosforilada (P-tau), y una
reduccion de la proteina amiloide AB42 en el LCR de pacientes con EA respecto
a controles. Estos marcadores tienen una alta sensibilidad y especificidad
(>80%) para diferenciar EA de controles, depresién y demencia alcohélica, pero
son poco especificos para diferenciar la EA de otras demencias. Puede usarse
la determinacion de T-tau, AB42 y P-tau en LCR como prueba complementaria
en casos de diagnéstico diferencial dudoso entre EA y otras demencias, si bien
no se recomienda su uso rutinario en el diagnéstico de la demencia, y en casos
de deterioro cognitivo ligero cuando los rasgos clinicos, neuropsicologicos y

evolutivos hacen sospechar una EA como etiologia de este.

La realizacion de pruebas de imagen, como los estudios de tomografia
computerizada (TC) y resonancia magnética (RM), aporta informacion util para
el diagnéstico diferencial de las demencias, mostrando por ejemplo atrofia del
hipocampo en la EA. Pruebas como SPECT (Tomografia computarizada de
emision monofoténica) y PET (Tomografia por emision de positrones) se pueden
emplear como complemento a la neuroimagen estructural para apoyar el

diagnostico o para ayudar a diferenciar entre diferentes tipos de demencia



cuando el diagnéstico es incierto. No se recomienda su uso rutinario ni como

herramienta Unica de diagnéstico.’

2.2 Neuropatologia de la EA

La EA se asocia a una retraccion del encéfalo y una pérdida localizada de
neuronas que afecta sobre todo al hipocampo y la porcion basal del
prosencéfalo. La pérdida de neuronas colinérgicas del hipocampo y la corteza
frontal es caracteristica de la entidad y se considera que subyace a la deficiencia
cognitiva y la pérdida de la memoria a corto plazo en la EA. Aunque se han
descrito modificaciones de numerosos sistemas transmisores, sobre todo a partir
de mediciones post mortem en el tejido cerebral de pacientes con EA, la mas
caracteristica es la pérdida relativamente selectiva de neuronas colinérgicas en
los nucleos de la base del prosencéfalo. Se reconoce una notable reduccion de
la actividad de acetilcolina transferasa, del contenido de acetilcolina y de
acetilcolinesterasa, ademas del transporte de colina en la corteza y el hipocampo

de los pacientes con EA.

Los rasgos microscopicos de la EA son las placas de amiloide y los ovillos
neurofibrilares. Por su parte, las placas de amiloide estan formadas por depdésitos
extracelulares amorfos de proteina [B-amiloide (conocida como AB) que
contienen fragmentos de 40 0 42 aminoacidos (Ap40 se forma normalmente en
pequefias cantidades, mientras que la AB42 se produce en exceso) debido al
mal procesamiento de la proteina precursora del amiloide (APP), una proteina
normal de la membrana de las neuronas, por parte de la accion de las secretasas
B y vy. Esta formacion excesiva de AB provoca neurotoxicidad, si bien, no se
conoce la razon por la que se pierden de forma selectiva neuronas colinérgicas

por la formacién de AB.



Figura 1. Tomografia de emisiébn de positrones con florbetapir en un
paciente sano (izquierda) y un paciente con enfermedad de Alzheimer (derecha).
Los colores célidos indican alta acumulacion de amiloide (Lane C. A. y cols.,
2017%).

El otro protagonista importante en el escenario bioquimico es Tau, la
proteina que forma los ovillos neurofibrilares. La proteina Tau es un componente
normal de las neuronas, en las que se asocia a los microtubulos intracelulares.
En la EA y otras taupatias, se hiperfosforila y deposita en el interior de la célula
formando filamentos helicoidales emparejados; cuando la célula muere, estos
filamentos se agregan y ocasionan ovillos neurofibrilares extracelulares. Es
posible, aunque no esta demostrado, que la presencia de placas de A favorezca
la fosforilacion de Tau. No esta claro que la hiperfosforilacién y el depésito
intracelular de Tau dafien las células, pero si se sabe que esta fosforilacion
dificulta el transporte axonal rapido, un proceso que depende de los
microtubulos. No se conoce la relacibn entre estas estructuras y la
neurodegeneracion. Otros factores que se cree que contribuyen a la
fisiopatologia de la EA incluyen la alteracion de la homeostasis del calcio

intracelular y la citotoxicidad?®.

2.3 Abordaje terapéutico de la EA

Respecto al abordaje terapéutico de la enfermedad, actualmente, los Unicos
farmacos autorizados para tratar la EA son los inhibidores de la colinesterasa y

memantina.



Inhibidores de acetilcolinesterasa:

Tacrina fue el primer farmaco autorizado para el tratamiento de la EA, ya
que su accion potenciadora de la transmision colinérgica podria compensar el
déficit colinérgico. En los ensayos clinicos se observaron mejorias moderadas
en las pruebas de memoria y cognicion en alrededor del 40% de los pacientes
con EA, pero sin mejorias en otras mediciones funcionales que influyen en la
calidad de vida. Tacrina ha de administrarse cuatro veces al dia y produce
efectos secundarios colinérgicos, como nauseas y colicos abdominales, asi
como hepatotoxicidad en algunos pacientes, por lo que dista de ser un farmaco
ideal. Otros farmacos mas modernos, de eficacia limitada pero mayor que la de
tacrina en cuanto a la mejoria de la calidad de vida, son donepezilo, rivastigmina
y galantamina. Estos farmacos consiguen una mejoria ligera, aunque medible,
de la funcion cognitiva en enfermos con EA, aunque su magnitud puede ser

demasiado pequefia para tener repercusion de cara a la vida diaria.

Los estudios de laboratorio indican que los inhibidores de colinesterasa
pueden reducir en cierta medida la formacién o neurotoxicidad de AB, de forma
que podrian retrasar la progresion de la EA al tiempo que aportan un beneficio
sintomatico. Sin embargo, los ensayos clinicos s6lo han demostrado una
pequefia mejora de la funcion cognitiva, sin efecto alguno sobre la progresion de

la enfermedad.

Antagonistas del receptor NMDA:

La memantina, es un antagonista no competitivo de los receptores del NMDA
(N-metil D-Aspartato), que se une de forma reversible a estos receptores
bloqueando la entrada de calcio, disminuyendo la concentracién del glutamato y
modulando los efectos de los niveles ténicos de glutamato elevados
patolégicamente que pueden ocasionar disfuncion neuronal. Consigue una ligera
mejora en los casos moderados a graves de EA. Algunos de los efectos

secundarios informados incluyen alucinaciones, mareos y cansancio.



Los inhibidores de acetilcolinesterasa y los antagonistas de NMDA mejoran
de forma detectable el deterioro cognitivo en ensayos clinicos, pero provocan
efectos secundarios importantes y su utilidad clinica es limitada. La eficacia se
controla de forma periédica en los pacientes y la administracion solo sigue si se
considera que los farmacos funcionan y que los efectos de retraso del deterioro
funcional y conductual superan a los efectos adversos®. Por tanto, la poca o
relativa eficacia de la terapia existente hace necesario recurrir a nuevas
perspectivas y enfoques para afrontar la enfermedad. Recientemente ha cobrado
relevancia la manipulacion del sistema endocannabinoide como se describird a

continuacion.

2.4 Implicacion del sistema endocannabinoide en la EA

El sistema endocannabinoide (SEC) es un sistema de sefializacidén que esta
formado principalmente por los receptores cannabinoides 1y 2 (CB1 y CB2), los
ligandos enddgenos que se unen a éstos (anandamida y 2-araquidonilglicerol) y
las enzimas requeridas para su sintesis y degradacion: DAGL (diacilglicerol
lipasa), FAAH (hidrolasa de amidas de &cidos grasos) y MAGL (monoacil glicerol
lipasa).®

Los receptores de cannabinoides son miembros tipicos de la familia de
receptores acoplados a proteinas G. Los receptores CB1 se relacionan con la
inhibicién del adenilato ciclasa y los canales de calcio controlados por voltaje a
través de Gi/o, asi como a la activacién de canales de potasio de rectificacion
interna sensibles a las proteinas G (GIRK), lo que da lugar a hiperpolarizacion.
Estos efectos son similares a los mediados por los receptores de opioides. Se
hallan en la membrana plasmatica de las terminaciones nerviosas e inhiben la
liberacion de transmisores por los terminales presinapticos. Igualmente, estos
receptores afectan a la expresion génica, tanto de manera directa por activacion
de la proteina cinasa activada por mitégenos, como de forma indirecta por
reduccion de la actividad de la proteina cinasa A resultado de una menor

actividad del adenilato ciclasa.
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Figura 2. Representacion grafica de los principales componentes del
sistema cannabinoide enddgeno. MAGL: enzima monoacilglicerol lipasa, 2-AG:
2-araquidonilglicerol, EMT: sistema de transporte de cannabinoides endégenos,
NAT: enzima N-aciltransferasa, NArPE: N-araquidonil-fosfatidiletanolamina,
NAPE-PLD: enzima fosfodiesterasa selectiva de N-acil-fosfatidiletanolamina,
FAAH: enzima amidohidrolasa de acidos grasos, DAGL: enzima diacilglicerol
lipasa. Fuente: imagen elaborada por el grupo de investigacién que dirige el Dr.
Jorge Manzanares (Instituto de Neurociencias, UMH).

El grupo de los receptores CB1 es uno de los mas numerosos en el cerebro
y su distribucién no es homogénea, de modo que se concentran en el hipocampo
(una propiedad interesante con relacion a los efectos de los cannabinoides en la
memoria), el cerebelo (relevante con respecto a la coordinacion), el hipotalamo,
la sustancia negra, y las vias mesolimbicas de dopamina implicadas en las
«recompensas» psicologicas, asi como en algunas zonas de la corteza cerebral.
Son relativamente escasos en el tronco encefalico, lo que podria explicar la

ausencia de efectos secundarios graves en los sistemas respiratorios o
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cardiovasculares de los cannabinoides. A nivel celular, se localizan en el espacio
presinaptico e inhiben la liberacion de neurotransmisores. Sin embargo, al igual
qgue los opioides, pueden aumentar la actividad de algunas vias neuronales
mediante la inhibiciobn de las conexiones inhibidoras, como las interneuronas
GABAérgicas del hipocampo y la amigdala. Ademas de su conocida localizacion
en el SNC, los receptores se expresan en los tejidos periféricos, como las células

endoteliales y los adipocitos.

El receptor periférico de cannabinoides (subtipo CB2) se concentra,
principalmente, en el tejido linfoide y también se encuentran en la microglia. Los
receptores CB2 se distinguen por su capacidad de respuesta a los ligandos
cannabinoides en comparacion con los CB1. Se conectan con la adenilato
ciclasa, los canales GIRK y la proteina cinasa activada por mitégenos a través
de Gi/o de forma semejante a lo descrito para CB1, pero no estan relacionados

con los canales de calcio controlados por voltaje.2

Numerosos estudios demuestran la implicacion del sistema
endocannabinoide en enfermedades neurolégicas como es el caso de la EA.
Alteraciones en el sistema han sido detectadas en muestras de tejido cerebral
post mortem en enfermos de EA y existe evidencia de su papel en la regulacion
de los eventos que se dan durante el curso de esta, particularmente la
eliminacion de A, su participacion en el proceso de inflamacion, la regulacion

del estrés oxidativo, o la homeostasis de acetilcolina y la memoria, entre otros.1°

Por consiguiente su manipulacion puede suponer una nueva estrategia en
el manejo terapéutico de la EA!!, destacando un creciente interés en la potencial

utilidad del compuesto cannabinoide cannabidiol (CBD).®

2.5 Cannabidiol

ElI CBD es uno de los principales componentes de la planta Cannabis sativa,
destacado por no presentar propiedades psicoactivas negativas a diferencia del
componente mas abundante de ésta, el delta-9 tetrahidrocannabinol (THC). Se
trata de un cannabinoide con multiples mecanismos de accién, actuando sobre

mas de 65 dianas terapéuticas!?. Ademas de actuar como antagonista o agonista
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inverso de los receptores CB1 y CB2 ¥(aunque posee baja afinidad por estos),
puede inhibir la amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH), aumentar los niveles
de anandamida, inhibir el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas (NF-kB) y el interferon-, y modular muchos
otros sistemas de sefializacion. Ademas, actlia como antagonista del receptor
55 acoplado a proteinas G (GPR55), como agonista de 5-hidroxitriptamina 1A
(5HT1A), agonista del receptor activado por proliferadores peroxisomales y

(PPARY), y modula alostéricamente los receptores mu y delta opioides.**

Figura 3. Estructura quimica del cannabidiol o CBD.(Suero-Garcia Carlos y
cols. 2015)15

Su gran variedad de mecanismos de accién hace que posea mdultiples
propiedades farmacolégicas como vasorelajante, antiespasmadico, analgésico,
antiemético, antiisquémico, antibacteriano, inmunomodulador, antidiabético,
antiepiléptico'® y destacando especialmente por su relacién con la EA, como
ansiolitico,  antidepresivo, antipsicotico, antiinflamatorio, antioxidante,

procognitivo, proneurogénico y neuroprotector!’ (Figura 4).

12



Figura 4: Algunas de las multiples acciones farmacolégicas del CBD (Norren
Nida y cols. 201818).

Ha sido aprobado tanto por la FDA (Food and Drug Administration) como por
la EMA (Agencia Europea del Medicamento).’® Entre los farmacos
comercializados que contienen CBD se encuentran el Sativex (combinacién de
CBD y THC), utilizado para el tratamiento coadyuvante para pacientes adultos
con espasticidad moderada o grave debida a la esclerosis mdltiple, y el Epidiolex
(CBD uanicamente), utilizado en el tratamiento infantil de dos formas raras de
epilepsia, el sindrome de Dravet y el sindrome Lennox-Gastaut, por lo que queda

demostrado su buen perfil de seguridad.?®

Desafortunadamente como ha quedado antes reflejado, actualmente no hay
tratamientos disponibles para curar ni para revertir la progresion de la EA, lo que
implica la necesidad de recurrir a nuevas intervenciones terapéuticas que no solo
consigan modificar el curso de la enfermedad, sino mejorar su pronostico. El
CBD, debido a su amplio margen de propiedades y su bajo perfil de reacciones
adversas?!, resulta un candidato factible para este objetivo lo que ha llevado a la
realizacion de este trabajo de revision bibliografica de todas las evidencias

existentes hasta la fecha.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Este trabajo tiene la finalidad de revisar y analizar la literatura cientifica
existente sobre la potencial utilidad del CBD como herramienta en el abordaje
del tratamiento de la EA.

3.2 Objetivos especificos

1. Valorar la eficacia del CBD en la modificacion de la etiopatogenia de la
EA, su efecto sobre AB y la hiperfosforilacion de tau e investigar su potencial
como neuroprotector, antioxidante, antiinflamatorio y antiapoptotico en la
enfermedad.

2. Evaluar las cualidades del CBD en la mejora de los aspectos cognitivos y
conductuales que se ven alterados durante el curso de la EA.

14



4. MATERIALES Y METODOS

La basqueda de informacién para la presente revision bibliogréfica sobre el
potencial terapéutico del cannabidiol en la EA, se ha realizado a través de la
consulta directa en la principal base de datos biomédica Medlars Online
International Literature (Medline), via Pubmed. Las palabras clave empleadas en

la busqueda fueron las siguientes: “Cannabidiol” y “Alzheimer disease”.

La ecuacion de busqueda se desarrollé para su empleo en la base de datos
mediante la utilizacion de los conectores booleanos: ("cannabidiol"[MeSH Terms]
OR "cannabidiol"[All Fields]) AND ("alzheimer disease"'[MeSH Terms] OR
("alzheimer"[All Fields] AND "disease"[All Fields]) OR "alzheimer disease"[All
Fields])

Los criterios de inclusion y exclusion utilizados en la revision fueron los que

se enumeran a continuacion:

o Criterios de inclusioén:

- Articulos que sean estudios originales, revisiones bibliograficas, ensayos

in vitro e in vivo o publicaciones cientificas.
- Que el texto completo esté redactado en lengua inglesa o espafiola.

- Que existiera disponibilidad de acceso a dichos estudios, es decir, que se
pudiera acceder al texto completo.

o Criterios de exclusion:

- Articulos que estuvieran enfocados en otros cannabinoides distintos del
CBD.

- Articulos que no relacionaran el CBD con la EA.

- Articulos que se centraran en otras enfermedades neurolégicas distintas
de la EA.

15



Tras realizar la busqueda bibliogréfica se recuperaron 59 resultados y en
base a los criterios de inclusion y exclusion, fueron seleccionados finalmente 23

resultados.

Numero de resultados identificados
tras las busqueda en la base de datos
Medline

\":59/

Numero de resultados excluidos por
no cumplir con los criterios de
inclusién y exclusion

\n=36/

Total de articulos seleccionados
para la revision

Figura 5: Diagrama de seleccion de articulos incluidos en la revision. Figura

de elaboracion propia.
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5. RESULTADOS

En este apartado se recogen los resultados obtenidos tras el analisis de los
documentos incluidos en esta revision bibliogréafica, en la que se han considerado

estudios preclinicos tanto in vitro como in vivo.

Se ha divido en dos epigrafes, el primero en concordancia con los efectos
beneficiosos del CBD sobre las alteraciones neuropatologicas presentes en la
EA, como sus acciones sobre la hiperfosforilacién de tau, sobre AB, sus efectos
neuroprotectores, antiinflamatorios, antioxidantes y antiapoptéticos; y un
segundo epigrafe abarcando los efectos del CBD en las alteraciones

conductuales y cognitivas que pueden manifestarse en la enfermedad.

5.1 Acciones del CBD sobre las alteraciones neuropatolégicas

caracteristicas de la EA

Como se ha expuesto anteriormente en este trabajo, la formacién de placas
de AB es una de las caracteristicas clave de la neuropatologia de la EA por ello
la mayoria de los estudios que se han realizado se han dirigido en este sentido.
Los primeros hallazgos importantes que demostraron la accion beneficiosa del
CBD en la EA se dieron en relacion con su efecto en modelos in vitro. Tras
exponer células PC12 a AB (1 pg/mL), se observé una reduccion en la
supervivencia de estas, efecto que se vio asociado con el aumento de la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), peroxidacion lipidica, asi
como la aparicion de caspasa 3 (enzima clave en la apoptosis en la cascada de

sefalizacion celular), fragmentacion de ADN y aumento de calcio intracelular.

Los acontecimientos celulares relacionados con el estrés oxidativo pueden
ser una de las vias que conducen a la degeneracion celular. El aumento de
estrés oxidativo y los mecanismos de defensa alterados se producen en el
cerebro de pacientes con EA, lo que puede dar lugar a la cascada auto
propagada de eventos neurodegenerativos. ROS ha mostrado estar involucrado
en el dafo y la muerte celular inducidos por AB y la terapia antioxidante ha
supuesto mejoras en pacientes con EA. Excesiva manifestacion de ROS puede

llevar a un numero de efectos nocivos, incluyendo peroxidacién lipidica. Existe
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evidencia de que la manipulacion farmacolégica de la homeostasis de calcio en
la neurona puede ser una aproximacion terapéutica util en enfermedades
neurodegenerativas, incluyendo EA, y un aumento en la concentracion
intracelular de calcio ha sugerido ser responsable de los efectos toxicos de AR.
Muchos estudios experimentales sugieren también, una asociacion entre la
acumulacién de AR, el estrés oxidativo y la apoptosis. AR ha mostrado inducir
apoptosis en neuronas, incluyendo células PC12, lo que puede ser responsable
de la muerte de neuronas en EA. La apoptosis esta asociada con la activacion
de la familia de las cistein-proteasas, conocidas como caspasas, que son
sintetizadas como moléculas precursoras inactivas, conocidas como pro-
caspasas. La activacion de pro-caspasa 3 a caspasa 3 es un evento central en
la ejecucion de la fase de apoptosis y parece servir de punto de convergencia de
diferentes vias de sefalizacion apoptotica.

El tratamiento de estas células con CBD (107 y 10“* M) previamente
expuestas a AB, elevo significativamente la supervivencia celular y demostré que
el CBD reduce de forma concentracion-dependiente la acumulacion de ROS y la
peroxidacion lipidica por parte de AB. También se manifestd que el CBD aumenta
los niveles de pro-caspasa 3 y en paralelo reduce los niveles de caspasa 3, en
las células PC12 tratadas con AB. El efecto inhibidor del CBD en la apoptosis fue
reforzado por la observacion de que puede inhibir también la fragmentacion de
ADN inducida por AB. Se observé también que el CBD contrarresta el aumento
de la concentracion de calcio intracelular, inducida por AB, lo que es acorde con
las propiedades antioxidantes del cannabinoide. Todos estos resultados
reflejaron que el CBD ejerce una combinacion de efectos neuroprotectores,
antioxidantes y antiapoptoéticos contra la toxicidad inducida por AB, y que la

inhibicién de caspasa 3 estaria envuelta en esta via de neuroproteccion.??
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Figura 6: Gréfica de barras que muestra el efecto dosis-dependiente del
CBD (107-10%) sobre la muerte celular inducida por AB (1 ug/ml). Imagen
extraida de: Exposito G. y cols, 200422

Por otra parte, se ha demostrado que la via de sefializacion Wnt tiene
multiples acciones en la cascada de eventos desencadenados por AR, y los
farmacos que rescatan la actividad de Wnt pueden ser considerados
innovadores en la terapia de EA. Wnt forma parte de una familia de proteinas
ligando secretadas, ricas en cisteina, que estan involucradas en la regulacion del
ciclo celular, modulando la proliferacion y diferenciacion celular. La activacion de
Wnt conlleva a dos principales mecanismos moleculares, que estan
representados por la inhibicion de la glicogeno sintetasa quinasa 3 beta (GSK-
3B) y la relativa acumulacion de B-catenina en el citoplasma. Se ha observado
que en neuronas del hipocampo y de la corteza expuestas a A se activa GSK-
3B a través de fosforilacion, indicando que las funciones de sefializacion de Wnt
se perdian draméticamente. Ademas, en estas condiciones, la GSK-3[3 activa
fosforilada, que es también conocida como proteina tau quinasa, es responsable
de la masiva hiperfosforilacion de tau y la formacion de ovillos neurofibrilares
observados en la EA. Aparte de su habilidad de inducir la hiperfosforilacion de
tau, la activacion de GSK-3p media un fuerte procesamiento de APP resultando

en la sobreproduccion de AB.

Se descubrié que el CBD inhibe la hiperfosforilacion de tau en células PC12
estimuladas con AR, efecto mediado a través del rescate de la via Wnt/B-

19



catenina, reduciendo pGSK-3p, la forma fosforilada de GSK-3[3. EI mecanismo
de inhibicion de pGSK-3B por parte del CBD puede deberse en parte a sus
previamente descritos efectos antioxidantes. De hecho, se ha demostrado que

GSK-3B puede ser fosforilada por influencia del estrés oxidativo. 23

En otro experimento, de nuevo empleando células PC12 estimuladas con
AB, caus6 un incremento significativo de la produccion de nitrito comparado con
células no estimuladas. El estrés oxidativo activa la familia de las quinasas
inducidas por estrés, las proteinas quinasas activadas por mitbgeno. Entre estas,
la p38 MAP guinasa, que juega un papel fundamental durante la etiopatogénesis
de la EA. La isoforma fosforilada de p38 MAP quinasa actia independientemente
y coordinadamente, implicando factores de transcripcion NF-kB, regulando la
expresion de genes, incluyendo el gen de iNOS, induciendo un aumento de los
niveles del mediador neurotédxico nitrito (el metabolito NO). EI CBD (10°y 107
M) inhibié tanto la formacién de nitrito como la expresion de iNOS inducida por
AB, accion mediada por la inhibicién de la forma fosforilada de p38 MAP quinasa
y la activacion de la transcripcion de NF-kB de manera dependiente de la
concentracion. 2* Asimismo, para confirmar las propiedades antiinflamatorias del
CBD, se realiz6 un estudio in vivo con ratones inoculados con AB en la parte
dorsal derecha del hipocampo, a los que se administraron dosis de 2,5y 10
mg/kg de CBD durante 7 dias. El CBD inhibi6 significativamente de forma dosis-
dependiente los niveles de la proteina glial fibrilar acida (GFAP) y en las mismas
condiciones experimentales, redujo la expresion proteica de INOS y de
interleuquina 1 B (IL-1B), que esta asociada a procesos neurodegenerativos. En
gliosis reactiva, GFAP sirve como indicador de astrocitos activados, cuyos
principales factores de activacion son la hipertrofia y la constante proliferacion,

implicados en la neuroinflamacion en la EA. 2°

Otros estudios evaluaron la implicacion de PPARy en los efectos
terapéuticos del CBD ya que estos receptores se encuentran aumentados en la
EA. Se demostré la implicacion selectiva de PPARy en los efectos
antiinflamatorios y neuroprotectores de CBD tanto in vivo como in vitro. La
interaccién entre CBD y PPARy da como resultado una inhibicién aguda de la
gliosis reactiva, mostrada por la reduccioén de la expresién de las proteinas GFAP
Y S100B conjuntamente, con un marcado declive de las moléculas
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proinflamatorias y de la liberaciobn de citoquinas observadas en astrocitos
afectados por AB. En concordancia, los resultados obtenidos in vitro se replicaron
en experimentos in vivo en un modelo de ratones transgénicos, resultando en
una profunda inhibicion de la activacion de astrocitos alrededor del area CA1 del
hipocampo afectada por AB inyectado. Se indujo un rescate de la viabilidad
neuronal de CA1 con el tratamiento de CBD (10mg/kg) tanto con la presencia
como con la ausencia de un antagonista de PPARy o PPARa durante 15 dias.
El CBD a través de la activacion de PPARy provocoé una reduccién de la
liberacién de NO, del factor de necrosis tumoral a (TNFa) y IL-13 en asociacion

con una reduccion paralela de la expresion proteica de GFAP, S100B y iNOS

(ver figura 7).
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Figura 7: Graficas que muestran el efecto del CBD en la liberacion de
mediadores inflamatorios en cultivos in vitro de astrocitos. Astrocitos inducidos
con AB (1 ug/ml) fueron tratados con CBD (10°-107) en presencia de
antagonistas de PPARa (MK886, 3 mM) o PPARy (GW9662, 9 nM). Imagen
extraida de: Exposito G. y cols, 201126,
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La observacién en el hipocampo de la activacion selectiva de PPARy causé
un aumento de la expresion proteica de p50 y p65, lo que refuerza que la
secuencia de eventos asociados a la activacion de PPARYy y la inhibicion de NF-
kB es responsable del efecto antiinflamatorio del CBD. Ademas, la inhibicién de
S100B mediada por PPARy que induce el CBD representa un paso crucial al

interrumpir la auto perpetuacion del ciclo de gliosis reactiva?®.

El efecto antiapoptotico del CBD fue también analizado en el cortex N13 de
células microgliales de ratas neonatales. Después de exponerse a 400 uM de
ATP, se observoé que las células microgliales que estaban muriendo, liberaron y
acumularon niveles superiores a los normales de calcio intracelular. La
incubacion celular con CBD previno la liberacion de calcio, revirtiendo la muerte
celular programada. En posteriores experimentos, la incubacion simultanea con
un antagonista del receptor cannabinoide de adenosina A2A revirtié los efectos
protectores del CBD, sugiriendo que el bloqueo de la afluencia de calcio inducida
por ATP estaba mediado por el receptor de adenosina A2A. La incubacion celular
con CBD disminuyo el incremento del calcio y de nuevo revirtio la muerte celular
programada. La posible implicacion de la activacion de la modulacién glial fue
determinada midiendo la expresion del gen de citoquinas. En ratones inyectados
con AB tanto la expresion de TNFa como interleuquina 6 (IL-6) aumenté
marcadamente, pero en cambio se encontraron bajos niveles de citoquinas
proinflamatorias TNFa y IL-6 en los cerebros homogeneizados de los ratones

tratados con CBD?#’.

Un articulo publicado por Scuderi y cols en el afio 2013, mostré que células
SHSY5YAPP* transfectadas con APP, presentaron un aumento significativo en la
expresion de APP y de PPARy en comparacion con células controles
(SHSY5YVacio) incremento que fue contrarrestado de forma dosis-dependiente
por el CBD (10°-107 M). Los resultados de este estudio muestran que el CBD
es capaz de reducir la sobreexpresion de APP, al inducir su ubiquitinacion vy,
consecuentemente, se reduce la sobreproduccion y liberacion de AB en células
SHSY5YAPP+ Esta actividad es resultado de la activacion selectiva de PPARYy
por el CBD que tiene como consecuencia un aumento de la supervivencia de las
neuronas SHSY5YAPP* reduciendo su apoptosis y aumentando a largo plazo la

resistencia del cultivo celular.
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El hecho de que las células SHSY5YVa¢© no se vieran afectadas por el CBD
puede explicar su capacidad de afectar Unicamente a la sobreproduccion
aberrante de APP y sus consecuencias neuropatoldgicas. Esta afirmacion se
refuerza por la evidencia de que PPARy no esta activado en condiciones
normales pero parece trabajar a demanda en muchas patologias como en la
EAZ,

Asi mismo se ha estudiado la capacidad del CBD de modular genes
relacionados con la patologia de EA. Destaca un estudio realizado con células
madre mesenquimales derivadas de tejido gingival (GMSCs), en el que se
comparo los perfiles de expresion entre GMSCs tratadas con CBD y células
GMSCs control. Los autores del estudio mostraron que el CBD inhibi6 la
expresion de GSK3-B, promocionando la sefalizacion de la via fosfatidilinositol
3 kinasa (PI3K/Akt) y modulando la transcripcion de un panel de genes que
codifican las principales quinasas implicadas en la fosforilacion de tau y las
proteinas quinasas activadas por mitogeno (MAPKS). Estos hallazgos indicaban
que el CBD puede prevenir la hiperfosforilacién de tau y consecuentemente la
formacion de ovillos neurofibrilares por esta via, al reducir los niveles de
transcripcion de estas quinasas. Ademas, se descubrié que el CBD aumento la
regulaciéon de la expresion de a-secretasa y en paralelo disminuy6 la de B-
secretasa y y-secretasa. Las a-secretasas promueven el proceso no-
amiloidogénico que conlleva a la escision de la proteina APP pero, en cambio, la
escision de APP mediada por B y y-secretasas es responsable de la generacién
de AB en la EA. También se mostré un aumento de la regulacion del gen
codificante de las enzimas de degradacion de AB. Estos datos sugerian que el
CBD podia reducir la produccion de AB atenuando la expresion de enzimas
involucradas en el proceso amiloidogénico, y promoviendo las implicadas en el

proceso no-amiloidogénico.

Otro mecanismo potencial implicado en la regulacion de tau y de los niveles
de AB podria estar relacionado con las proteinas HSPs (Heat shock proteins),
que son chaperonas moleculares involucradas en el mantenimiento de la
homeostasis proteica, incluyendo almacenamiento, degradacion y trafico
subcelular. Las HSPs no solo reconocen proteinas no almacenadas, sino que
también son capaces de promover su degradacion a través del sistema del
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proteosoma de ubiquitina. Como consecuencia, el aumento de la regulacion de
estas proteinas puede prevenir la acumulacion de tau y de AB. Los resultados
mostraron la expresion aumentada de diferentes genes de HSPs en células
GMSCs tratadas con CBD, y también una expresiéon aumentada de genes
codificantes de los miembros del sistema de ubiquitina y de las enzimas
conjugadoras de ubiquitina, lo que indica un aumento de la actividad de los
sistemas de ubiquitina responsables de la degradacion de proteinas

aberrantes?°.

Se ha evidenciado, ademas, que el CBD puede proteger la plasticidad
sinaptica en modelos in vitro de EA. Para demostrarlo, se midi6 la potenciacion
a largo plazo del hipocampo (LTP), que es actividad-dependiente y aumenta con
la efectividad sinaptica, y es usada frecuentemente para estudiar mecanismos
celulares relacionados con la memoria. La aplicacion de AB atenud la LTP en el
hipocampo en cortes de ratones C57BI/6. Por su parte, la aplicacién de CBD solo
no alterod la LTP, pero el pretratamiento de los cortes con CBD rescato el déficit
en la LTP mediado por ABSC.

A continuacién, se recogen los principales mecanismos implicados en la
reduccion del estrés oxidativo y la neuroinflamacion que induce el CBD (Figura

8), y se incluye una tabla resumen con los resultados analizados (Tabla 1).
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Figura 8. Interacciones entre el CBD y las distintas vias que resultan en una

disminucion de la inflamacion y del estrés oxidativo. El término NFTs
(neurofibrillary tangles) se refiere a los ovillos neurofibrilares. Imagen extraida de
Vallée y cols., 201731,
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Modelo/Especie
Estudio in vitro
Células PC12

Estudio in vitro
Células PC12

Estudio in vitro
Células PC12

Intervencion
Estimulacion
con AB (1
pg/mL) durante
24h en
presencia o
ausencia de
CBD (107-10*
M)

Estimulacion
con AB (1-42) (1
pg/ml) durante
24h, en
presencia o
ausencia de
CBD (107-10°5
M)
administrado 15
min antes
Estimulacion
con AB (1-42) (1
pg/ml) durante
24h, en
presencia o
ausencia de
CBD (10°-107*
M)
administrado 15
min antes

Parametro evaluado

-Viabilidad celular
(ensayo de reduccién
metabdlica del
Bromuro de 3-
(4,5dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazo
(MTT))

-Formacion de ROS
(fluorescencia
emitida por
diclorofluoresceina
(DFC))

-Peroxidacidn lipidica
(medicién de
malonil-dialdehido
(MDA) con ensayo
colorimétrico con
acido tiobarbiturico)

-Proteina caspasa 3
(Western blot)

-Fragmentacion ADN
(Electroforesis y
visualizacién con luz
ultravioleta)

-Calcio intracelular
(método fura-2)
-Hiperfosforilacidn de
tau y pGSK3p
(Western blot)

-Viabilidad celular
(ensayo MTT)

-Produccién de NO
evaluada midiendo la
cantidad de nitrito
(espectrofotometria
basada en la reaccion
de Griess).

-Expresion relativa de
tau (escaner
densimétrico de
rayos X y programa
de ordenador)
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Resultados

MViabilidad celular

JROS

{ Peroxidacion
lipidica

Caspasa 3

{ Fragmentacién de
ADN

J Calcio intracelular

Hiperfosforilacién
de tau y pGSK3p

MViabilidad celular

Formacion de
nitrito y de
expresion de iNOS

{ Expresion de tau

Referencias ‘

Giuseppe
Esposito et al,
200422

Giuseppe
Esposito et al,
200523

Giuseppe
Esposito et al,
200624



Estudio in vivo
Ratones
C57BL/6J (35—-40
g) de 3-5 meses
de edad

Estudio in vitro e
in vivo

-Cultivos
primarios
astrogliales de
ratas Sprague-
Dawley de dos
dias de edad

-Ratas macho
adultas Sprague-
Dawley
(300-350 g)

Estudio in vitro e
in vivo

-Cultivos
primarios
microgliales de
rata

-Células
microgliales BV-2

-Celulas
microgliales N13
Estudio in vitro
Células SHSY5Y

Inyeccion de
10ng de AB (1-
42) en la parte
derecha dorsal
del hipocampo.
Tres dias
después se
trataron con
CBD (2,50
10mg/kg) por
via
intraperitoneal
durante 7 dias
-Cultivos
primarios de
astrocitos
tratados con 1
mg/ml de AB
(1-42) en
presencia o
ausencia de
CBD (10°-107
M)

-Ratas
inoculadas con
AB (1-42) y se
les administro
CBD (10 mg/kg)
durante 15 dias
-Cultivos
celulares
tratados con AP
(1-40) durante
24h y después
con CBD 10mM

-Células
transfectadas
con APP (400
uM)

Células
transfectadas
con APP695 y
tratadas
después con
CBD (10°-10®
M)

-Activacién de NF-kB
(ensayo de cambio
de movilidad
electroforética
(EMSA))

- p38 MAP quinasa
(Western blot)
-Expresion de GFAP
mRNA (Escaner
densimétricoy
programa de
ordenador)

-Medicion de nitrito
(reaccion de Griess)

-Cuantificaciéon de IL-
1B (test ELISA)

-Cantidad de nitrito
(reaccion de Griess)

-Cuantificacion de
TNF-a, IL-1B y S100B
(test ELISA)

-Expresion de NOS,
GFAP, S100B y
p50/p65 (Western
blot)

-Cantidad de nitrito
(reaccion de Griess)

-Concentracion
intracelular de calcio
(emision de
fluorescencia)

-Cantidad de nitrito
(reaccion de Griess)

-Inmunotincién de
cultivos celulares y
analisis cuantitativo
con PCR

-Viabilidad celular
(ensayo MTT)

-Expresion de APP

(Western blot e
inmunofluorescencia)
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MActivacién de la
transcripcion de NF-
kB

p38 MAP quinasa

@ARNmM GFAP

JNO

JIL-1B

JINO

4 TNF-q, IL-1B y
$100B

{ Expresion de
NOS, GFAP, S100B y
p50/p65

UNO

{ Concentracion de
Calcio intracelular

INO

MModulacion de
microglia

MViabilidad celular

4 APP

Giuseppe
Esposito et al,
2009%°

Giuseppe
Esposito et al,
201126

Ana Maria
Martin-
Moreno et
al,201127

Caterina
Scuderi et al,
201328



Estudio in vitro Tratamiento -Hibridacion de ADN MModulacién de Rosaliana

Células GMS con CBD (5 uM) |y anélisis de multitud de genes Libro et al,
durante 24 h inmunocitoquimica implicados en EA 2016%°

Estudio in vitro Tratamiento -Potenciacidn a largo MLTP Blathnaid

Cortes con CBD (10 plazo (LTP) en el Hughes et al,

hipocampales de  puM), seguido de  hipocampo 201830

ratones C57BL/6 = AB1-42 (80%

de8a10 de pureza)

semanas de edad | durante 30 min
Tabla 1. Resumen de los estudios incluidos en este epigrafe, incluyendo los
resultados asociados a los efectos del CBD. 1: aumento, |: reduccién, ®:
bloqueo. Tabla de elaboracion propia.

5.2 Acciones del CBD sobre alteraciones cognitivas y emocionales en
la EA

Los efectos positivos del CBD en la EA se han descrito también a nivel
cognitivo, asociado a mejorias en el aprendizaje y la memoria como se
comentara en detalle en este epigrafe. Asimismo, también se han revisado los
efectos del CBD sobre las alteraciones emocionales que suelen acompafar a la

EA, dado su reconocido perfil ansiolitico, asi como sus acciones antidepresivas.

Los efectos protectores del CBD en el deterioro cognitivo, y mas
concretamente en alteraciones del aprendizaje espacial y la memoria, fueron
evaluados en un modelo murino de EA. Los ratones tratados con CBD
demostraron mejoras en la realizacion del laberinto acuético de Morris, utilizado
para evaluar el aprendizaje espacial y la memoria de trabajo, comparado con los

ratones tratados con vehiculo?’.

Para esclarecer el potencial terapéutico y preventivo del CBD se realizaron
dos estudios en un mismo laboratorio empleando ratones transgénicos con EA.
En el primer estudio se determinan los efectos terapéuticos del tratamiento
cronico con CBD (20 mg/kg), administrado por via intraperitoneal diariamente
durante 3 semanas, en un modelo genético de la EA empleando ratones
APPswe/PS1AE9 (APPxPS1). Se llevaron a cabo diversas pruebas para valorar
varios aspectos cognitivos, incluyendo el test de preferencia social, el test de
reconocimiento de objetos y el paradigma de condicionamiento al miedo.
También se analizo el efecto del CBD sobre los rasgos de ansiedad en la prueba

de laberinto elevado en cruz. Brevemente, el test de preferencia social fue
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utilizado para evaluar la sociabilidad y la memoria de reconocimiento social. El
test de reconocimiento de objetos permite valorar la memoria de reconocimiento
al presentar objetos familiares y nuevos. El condicionamiento al miedo, regulado
por el hipocampo y la amigdala, evalta el aprendizaje asociativo. La exposicidon
a un estimulo que era neutro previamente provoca una respuesta de miedo
(congelacién) después de que se asocie con un estimulo aversivo. Por altimo, el
laberinto elevado en cruz evalta el conflicto natural entre la tendencia de los
ratones a explorar un nuevo medio y evitar un lugar iluminado, elevado y abierto.
Fue empleado para determinar los efectos de la administracion prolongada de

CBD sobre rasgos de ansiedad.

El tratamiento crénico con CBD mejord las alteraciones cognitivas en la
memoria de reconocimiento de objetos y en la memoria de reconocimiento social
en ratones APPxPSL1 sin afectar a los parametros de ansiedad. Este es el primer
estudio que investigaba el efecto del tratamiento crénico con CBD en la cognicion

en un modelo de ratén transgénico de la EA%2,

Las propiedades preventivas a largo plazo del tratamiento con CBD se
evaluaron en un segundo estudio, de nuevo en ratones macho transgénicos
ABPPSwe/PS1AE9 (ABPPxPS1). Tanto los ratones control como los
transgénicos fueron tratados por via oral desde los 2,5 meses de edad con CBD
(20 mg/kg), diariamente durante 8 meses. Los ratones fueron evaluados con el
test de preferencia social, el laberinto elevado en cruz y el paradigma de
condicionamiento del miedo. El test de preferencia social determiné que los
ratones ABPPxPS1 tenian un déficit en la memoria de reconocimiento social,
confirmando hallazgos de otros estudios. Se demostré que la administracion
intraperitoneal previa de CBD durante 3 semanas mejoro este déficit cognitivo.
También desarrollaron un déficit en reconocimiento social que fue de nuevo
revertido por el tratamiento con CBD. Sin embargo, el CBD no modifico rasgos

de ansiedad o el aprendizaje asociativo.

La mejora del déficit en el reconocimiento social que indujo el tratamiento
con CBD no se asocié con ningun cambio en la carga amiloide, en el dafio
oxidativo o en los niveles de AB40 y AB42. Ademas, tampoco se detectaron
cambios en los niveles de oxidacion lipidica en los animales tratados con CBD,
a pesar de sus conocidas propiedades antioxidantes. Sin embargo, el estudio si
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reveld un sutil impacto del CBD en la neuroinflamacion, en los niveles de
colesterol y en la retencidon de fitoesterol dietario que requiere de mas
investigacion. El colesterol aumento en los ratones ABPPxPS1 tratados con CBD
en comparacion con los ratones control. Este resultado puede deberse a una
alteracién en el proceso de captaciéon o un mecanismo de compensacion, y se
sugirié que podria estar relacionado con mecanismos de proteccion frente a la
neurodegeneracion que sufren estos ratones. EI mantenimiento del nivel
necesario de colesterol es importante para combatir la pérdida de sinapsis y la
neurodegeneracion. Cantidades insuficientes de colesterol pueden interrumpir
procesos esenciales como la formacion de mielina, la transmision sinaptica y la
habilidad cognitiva en los ratones, mientras que una reduccion en oxiteroles ha

demostrado estar relacionada con demencia severa y atrofia cerebral.
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Figura 9: Gréficas que muestran la evaluacién de la sociabilidad y el

Opponent42
Opponent
Opponent -

reconocimiento social en el test de preferencia social. Las graficas muestran el
tiempo total (en segundos) que pasaron los ratones estudiados evaluando: a) el
compartimento en el que se encontraba un ratén desconocido (considerado
COmo un oponente) o una camara vacia, b) el compartimento que contenia un
raton familiar o un ratén desconocido (nuevo). Los datos se obtuvieron de
ratones silvestres (WT) y ratones ABPPSwe/PS1AE9 (ABPPxPS1) tratados con

vehiculo o con CBD. Imagen extraida de: Cheng D. y cols., 201433,

Los resultados de ambos estudios proporcionaban la primera evidencia de
que el CBD podia tener potencial como tratamiento preventivo en el manejo de
alteraciones cognitivas desde el punto de vista social que puedan asociarse a la
EA%,
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Otro estudio, el mas reciente encontrado en esta revision, determind los
efectos cronicos de la administracion de 50 mg/kg de CBD en ratones ABPPxPS1
macho. Estos ratones de 12 meses de edad fueron tratados con CBD o vehiculo
con inyecciones diarias por via intraperitoneal durante 3 semanas antes de
realizar la conducta. Entre los aspectos cognitivos que fueron evaluados se
incluyé el reconocimiento social y de objetos, la memoria espacial y el
condicionamiento asociado al miedo. Las pruebas que se utilizaron fueron el test
de preferencia social, el paradigma de condicionamiento del miedo, la tarea de
reconocimiento de objetos, y el test de tabla de quesos, que evalla la adquisicion

y retencion de la memoria de referencia espacial.

El tratamiento cronico con CBD revirtid los déficits conductuales en la
memoria de reconocimiento social y en el aprendizaje reverso. Ademas, cabe
destacar que estos efectos se asociaron a una reduccion de los niveles de AR40
en el hipocampo de ratones ABPPxPS1, pero no tuvo efecto en la
neuroinflamacion, la neurodegeneracion o en los niveles de PPARR. Por otro
lado, el CBD tuvo un efecto moderado en el hipocampo de los ratones
ABPPxPS1, que exhibieron un aumento cortical de los niveles de a-secretasa,
comparados con los ratones control. Los niveles corticales de PPARB y de IL-1
no se vieron afectados por el fenotipo ni por el tratamiento con CBD. Este estudio
puso en evidencia que los déficits de memoria espacial en los ratones APPxPS1
pueden depender de la edad, antecedentes genéticos, o el género de los
animales evaluados. Previamente este mismo laboratorio no encontro déficits en
aprendizaje espacial en ratones macho de 7 meses de edad, pero si un deterioro
en la retencion de memoria inversa espacial en ratones APPxPS1 hembras de 9

meses de edad.

En la tarea de reconocimiento de objetos nuevos, los ratones APPxPS1
exhibieron un déficit en el indice de reconocimiento del objeto nuevo frente al
familiar, alteracion que no fue revertida por el tratamiento con CBD. Segun
indicaban los propios autores, es posible que al tener 12 meses de edad las
alteraciones relacionadas con la EA estuvieran demasiado avanzadas como
para que el CBD fuera todavia beneficioso. Por otra parte, en el paradigma de

condicionamiento al miedo no hubo diferencias significativas. Esto concuerda
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con un estudio previo en el que no aparecio déficit en la memoria asociada al

miedo en ratones APPxPS1 de 6 meses de edad?34.

A continuacion, se muestra una tabla resumen con los articulos que se han

recopilado y analizado en este segundo epigrafe, acerca de los efectos del CBD

sobre las alteraciones cognitivas y/o emocionales que aparecen en diferentes

modelos murinos de la EA.

Modelo/Especie

Intervencion

Paradigma

Resultados

Referencias

Estudio in vitro e
in vivo

Ratones C57BI/6
de 3 meses de
edad

Estudio in vivo
Ratones macho
transgénicos
ABPPSwe/PS1AE9
(ABPPxPS1) de 2.5
meses de edad

Estudio in vivo
Ratones macho
transgénicos
ABPPSwe/PS1AE9
(ABPPxPS1) de 24
semanas de edad

Estudio In vivo
Ratones macho
transgénicos
ABPPSwe/PS1AE9
(ABPPxPS1) de 12
meses de edad

Se inyectd
intraventricularmente
2,5 ug de AByal
siguiente dia se
empezo tratamiento
con CBD (20 mg/kg)

Tratamiento con CBD
(20mg/kg) diariamente
durante 8 meses via
intraperitoneal

Tratamiento con CBD
(20mg/kg) via
intraperitoneal
durante 3 semanas

Administraciéon de CBD
(50mg/kg) via
intraperitoneal
durante 3 semanas

experimental
Laberinto acuatico
de Morris

Test de
preferencia social,
laberinto elevado
encruzy
paradigma de
condicionamiento
del miedo

Test de
preferencia social,
test de
reconocimiento de
objetos,
paradigma de
condicionamiento
del miedo y test
de laberinto
elevado en cruz

Test de
preferencia social,
paradigma de
condicionamiento
del miedo, tarea
de reconocimiento
de objetos y test
de tabla de quesos

N memoria de
aprendizaje
espacial

J sintomas de
retroceso social

‘M reconocimiento
social

No efecto sobre
miedo o ansiedad
Mmemoria de
reconocimiento de
objetos
Mmemoria de
reconocimiento
social

Mmemoria de
aprendizaje
espacial

No efecto sobre
ansiedad
Mmemoria de
reconocimiento de
objetos
Mmemoria de
reconocimiento
social

No efecto sobre
memoria asociada
al miedo ni sobre
neuroinflamacion

Ana Maria
Martin-
Moreno et al,
201177

David Cheng et
al, 20143

David Cheng et

al, 20143

Georgia Watt
et al, 2020%*

Tabla2. Resumen de los estudios incluidos en este epigrafe, incluyendo los
resultados mas relevantes asociados a los efectos del CBD. 1: aumento, |:
reduccion. Tabla de elaboracion propia.
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6.DISCUSION

Como se ha expuesto en esta revision, la EA es la forma mas frecuente de
demencia y su neuropatologia se caracteriza por la acumulacion de placas de
AB (placas seniles) y la aparicién de ovillos neurofibrilares de proteina tau
hiperfosforilada en el cerebro. Los beneficios esperados de las terapias actuales
son limitados por lo que hay una creciente demanda por descubrir nuevos
tratamientos capaces de ralentizar la progresion de la enfermedad o prevenir su
origen. En este sentido, de forma reciente se ha evidenciado el interés en el
potencial terapéutico del CBD en la EA por sus multiples propiedades

farmacoldgicas, siendo destacables su efecto neuroprotector o procognitivo.

La bibliografia revisada en este trabajo evidencio que el CBD ejerce efectos
neuroprotectores, antioxidantes y antiapoptéticos contra la neurotoxicidad
inducida por AB. Diversos estudios de modelos in vitro mostraron que el CBD
aumenta significativamente la supervivencia neuronal y disminuye la produccién
de ROS, la peroxidacion lipidica y aumenta pro-caspasa 3, reduciendo
paralelalmente los niveles de caspasa 3 e inhibiendo la fragmentacion de ADN,

contrarrestando asimismo el aumento de la concentracion de calcio intracelular.

Por otro lado, se observé que el CBD inhibe la hiperfosforilacion de tau, a
través del rescate de la via Wnt/B-catenina, reduciendo la forma fosforilada de
GSK3B. Inhibié también tanto la formacion de nitrito como la expresion de INOS,
mediante la inhibicion de la forma fosforilada de p38 MAP quinasa y la activacion
de la transcripcién de NF-kB. Acciones que se vieron confirmadas en estudios in
vivo, donde el CBD inhibié de forma significativa los niveles de GFAP y disminuyo

la expresién proteica de iINOS y de IL-18.

Asimismo, los resultados recopilados en este trabajo también ponen de
manifiesto la interaccion entre CBD y PPARYy, resultando en una inhibicion de la
gliosis reactiva y en una reduccién de la liberacion de NO, de TNFa y IL-1 en
asociacion con una disminucion paralela de la expresion proteica de GFAP,
S100B y iNOS. El efecto antiapoptético del CBD fue también observado en
células expuestas a ATP en las que el CBD, como resultado de la activacion
selectiva de PPARYy, es capaz de reducir la sobreexpresion de APP mediante su

ubiquitinacion, afectando unicamente en caso de sobreproduccion aberrante de
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APP. EI CBD activa la sefalizacion de PI3K/Akt y puede disminuir la regulacién
de genes ligados a EA, incluyendo genes que codifican a las quinasas
responsables de la fosforilacion de tau y de las secretasas implicadas en la
generacion de AB. Se ha evidenciado asimismo que puede proteger la

plasticidad sinaptica en modelos animales con EA.

Ademas de las multiples evidencias acerca de los mecanismos implicados
en los fendbmenos de neuroproteccién que parece ejercer el CBD en el contexto
de diversos modelos experimentales de la EA, también se tienen datos
interesantes sobre los efectos del CBD sobre las alteraciones cognitivas y
emocionales asociadas a la EA. El tratamiento crénico con CBD puede mejorar
las alteraciones en la memoria de reconocimiento de objetos y en la memoria de
reconocimiento social en ratones transgénicos ABPPSwe/PS1AE9, sin haberse
evidenciado cambios en rasgos de ansiedad. Estos efectos no se asociaron a
cambios importantes en la carga amiloide o en el dafio oxidativo, pero si tuvieron
un impacto sutil en la neuroinflamacién, en los niveles de colesterol y en la
retencion de fitoesterol dietario. Cabe destacar que en los estudios que se han
realizado hasta ahora se han incluido solo ratones machos, siendo necesario
gue se lleven a cabo mas estudios incluyendo hembras puesto que la EA es mas
prevalente en mujeres, y los efectos del CBD podrian ser diferentes dependiendo
del sexo. De la misma forma se hace necesario investigar modelos con diferentes
rangos de edad, ya que se constatdé que en ratones de mas de 12 meses los
efectos del CBD no eran tan efectivos como en el caso de ratones de menor
edad.

Ademas de los efectos del CBD sobre las alteraciones cognitivas
caracteristicas de la EA, seria interesante poner un mayor énfasis en la utilidad
que el CBD podria aportar por su efecto antipsicotico, ansiolitico y
antidepresivo'” 18 teniendo en cuenta que es comin que se manifiesten
alteraciones psiquiatricas con rasgos de psicosis, ansiedad y depresion en
pacientes con EA. Asimismo, el amplio perfil farmacoldgico y mecanistico del
CBD lo convierten en un candidato interesante para el abordaje de otras
patologias que puedan presentarse de forma simultanea durante el curso clinico
de la EA, teniendo en cuenta que se trata de pacientes con edad avanzada y
multiples comorbilidades. Por tanto, los estudios que se realicen con el CBD

33



podrian no solo enfocarse en tratar la sintomatologia asociada directamente a la
EA, sino que ademas podrian tener en cuenta las ventajas que el CBD aportaria
en otras afecciones (psiquiatricas, neuroldgicas, endocrinas, etc.) que

presentara el paciente.

En definitiva, los hallazgos recopilados en esta revision apuntan a la
potencial utilidad terapéutica del CBD en el manejo de la EA. No obstante, sigue
siendo necesario realizar mas investigaciones, principalmente ensayos clinicos
en humanos que permitan valorar su seguridad y eficacia. Para ello, resulta
imprescindible poder conjugar la evaluacion de los efectos neuroprotectores del
CBD con herramientas que permitan realizar un diagnostico temprano de la EA,

hecho que dara mas oportunidades para poder modificar su curso clinico.
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7.CONCLUSIONES

. Actualmente no se dispone de estrategias terapéuticas que sean capaces de
modificar el rumbo clinico de la EA desde un punto de vista etioldgico.

El CBD tiene la capacidad de disminuir la acumulacion de AB y la
hiperfosforilacion de tau a través de diversas vias.

. EI CBD ha demostrado poseer propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
antiapoptoticas, aumentando la supervivencia celular

. EI CBD posee propiedades neuroprotectoras y procognitivas que suponen una
mejora en aspectos relacionados con la memoria y el aprendizaje.

. Debido al amplio perfil farmacolégico del CBD, podria ser un candidato
interesante para el tratamiento no sélo de las alteraciones cognitivas
caracteristicas de la EA, sino de otras comorbilidades que se pueden
manifestar durante el transcurso de la enfermedad.

. A pesar de las evidencias que sugieren el potencial terapéutico del CBD en el
tratamiento de la EA, todavia son necesarios mas estudios que permitan
dilucidar los mecanismos implicados y evaluar los efectos en pacientes con
EA.
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