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1. INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA), descrita por Alois Alzheimer en 1907, es una
enfermedad neurodegenerativa crénica y progresiva. Es la causa mas comun de demencia,
afectando a un 20% de las personas mayores de 75 afios y al 40-50% de los mayores de 80
anos.

Esta patologia se caracteriza por una serie de anomalias neuroquimicas que afectan a
regiones cerebrales especificas como neocortex, hipocampo, nucleos amigdalinos, nucleo
basal de Meynert o tdlamo anterior.En el cerebro de un paciente con EA se pueden encontrar
determinadas alteraciones histopatoldgicas, como la aparicion de depdsitos protéicos
insolubles tanto intracelulares como extracelulares, pérdida sindptica, y disfuncidon y muerte
neuronales en las regiones afectadas.

En cuanto a la aparicidon de depdsitos insolubles, se han descrito ovillos neurofibrilares
(ONF) y las placas seniles. Los ONF son inclusiones intracelulares, que contienen filamentos
helicoidales apareados. Estos filamentos estdn compuestos por la forma hiperfosforilada de
una proteina estabilizadora de microtubulos, la proteina Tau, la cual en circunstancias
normales no se encuentra anormalmente agregada. Las placas seniles por su parte, son
agregados de la proteina B-amiloide que se encuentran rodeados de axones y dendritas
distroficas, asi como de astrocitos y microglia activada. Estos depdsitos amiloides son
consecuencia del procesamiento incorrecto de la proteina APP (proteina precursora amiloide)
por parte del complejo de secretasas. La APP se procesa por la B y y secretasa por la via

amiloidogénica en vez de por la via de |la a secretasa (Herrera-Rivero et al., 2010).
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Figura 1. Fotogrfias de la neuropatologia principal de la enfermedad de Alzheimer en corteza

cerebral de un paciente. Se aprecian las placas de amiloide (A) y los ovillos neurofibrilares (B). Barra de

escala 62,5 um (LaFerla y Oddo, 2005).

Por otro lado, La pérdida sindptica es una importante causa neurobioldgica de la

disfuncidn cognitiva en la EA (Terry et al., 1991). La disminucidon en la funcidn sindptica es un



evento que aparece en las primeras etapas de la patogénesis de la enfermedad y ha sido
descrita, principalmente, en corteza e hipocampo, ambas regiones inervadas por células
colinérgicas procedentes del nucleo basal de Meynert. Ademads, se ha observado que algunas
de las proteinas presentes en las vesiculas sindpticas, como la sinaptofisina, se encuentran
reducidas en la EA, lo que produce deficiencias durante la exocitosis, y la disfuncién en el
trafico vesicular, alterando asi los procesos de neurotransmisidon y pudiendo ser una de las
causas de los sintomas clinicos de demencia (Lassmann et al., 1992).

Ademas de la pérdida sindptica, la EA se caracteriza por la pérdida neuronal, cuya
consecuencia principal es una reduccion en la produccién de neurotransmisores, y por tanto,
una alteracion en la sinapsis. En diversos estudios, se ha observado que esta pérdida neuronal
afecta principalmente a las vias de sefalizacidn del sistema colinérgico en el hipocampo y en la
corteza, lo que explicaria la perdida de memoria y el déficit de aprendizaje (Lang et al., 1983).
Por otro lado, se han observado cambios también en otros sistemas, como el adrenérgico y el
serotonérgico. Del mismo modo se han descrito alteraciones en algunos sistemas peptidicos
encargados de regular la neurotransmisidn en dichos sistemas es el caso de los neuropéptidos
como la galanina (Rodriguez-Puertas et al., 1997).

En las ultimas décadas, ha crecido el interés sobre otros tipos de moléculas de
sefalizacion enddgena en la EA. Estas tienen, de forma similar a los neuropéptidos,
importantes propiedades neuromoduladoras de diferentes sistemas de neurotransmisidn.
Estas moléculas tienen la estructura quimica lipidica y se sintetizan a partir glicerofosfolipidos.
Uno de los ejemplos mas representativos de estos neurotransmisores de naturaleza lipidica, o
neurolipidos, son los endocannabinoides (EC).

Estudios recientes sugieren que el estudio del sistema endocannabinoide (ECS) es
particularmente interesante en las enfermedades neurodegenerativas, ya que se han
observado cambios en la expresidn de algunos componentes de dicho sistema en este tipo de
enfermedades (Westlake et al., 1994). Ademas, parece ser que el ECS estd implicado también
en funciones como la coordinacién motora, aprendizaje y memoria, antinocicepcién, control
de las emociones, desarrollo neuronal, neuroproteccién... (Martin-Moreno, 2010)

Durante las Ultimas décadas se han descrito y caracterizado muchos de los
componentes del ECS. Algunos de esos componentes son los receptores cannabinoides CB; y
CB,, que son receptores de membrana acoplados a proteinas G. Entre estos dos subtipos se
mantiene un 44% de homologia y, principalmente, se diferencian en su distribucidn (Grundy
et al., 2001). El receptor CB; estd presente en la mayoria de tejidos, especialmente en el
sistema nervioso, siendo muy abundante en elementos neuronales del hipocampo y de la

corteza, y sugiriendo su implicacion en el aprendizaje y en la memoria (Pazos et al., 2004). Se



ha comprobado que la expresidn y actividad del receptor CB; se ven aumentadas en las placas
seniles, en contraste con las neuronas alejadas de dichas placas, en las que la expresion esta
reducida (Riedel et al.,, 2005). El receptor CB,, sin embargo, se expresa principalmente en
células del sistema inmune y en la microglia del SNC, regulando asi procesos
neuroinflamatorios y participando en la supervivencia neuronal. Se ha descrito que tanto su
expresion como su actividad se han visto aumentadas en la EA (Benito et al., 2003).

Otros de los componentes del ECS son los ligandos endégenos de estos receptores,
siendo los mas importantes la araquidonoiletanolamina (anandamida o AEA) y el 2-
araquidonoilglicerol (2-AG). Se trata de compuestos lipofilicos que exhiben importantes
diferencias en cuanto a su distribucién asi como en su selectividad por los receptores
cannabinoides. El 2-AG es mas abundante que la AEA en el cerebro y se comporta como
agonista completo de CB; , CB,, mientras que la AEA actla como agonista parcial del CB;
(Sugiura et al., 2000). Se ha comprobado que cuando la AEA se une al receptor CB; es capaz de
prevenir la neurotoxicidad inducida por los depdsitos de AB (Pazos et al., 2004). Por otro lado,
otros de los componentes del sistema endocannabinoide son los enzimas de degradacién de
estos compuestos. Estos enzimas, son la amido hidrolasa de acidos grasos, FAAH vy la
monoacilglicerol lipasa o MAGL. De su modulacidn dependen a primera instancia la
abundancia y disponibilidad de los endocannabinoides. El primero de los enzimas, objeto de
este estudio, es una serina hidrolasa de amidas de acidos grasos, FAAH, que es considerado un
factor clave en la regulacién de la funcidn del ECS. Se trata de una proteina integral de
membrana capaz de degradar la AEA en acido araquiddnico y etanolamina (Deustch et al.,,
2002). En humano, la FAAH esta distribuida en tejidos de diversos drganos como higado,
intestino delgado, rifién o en los astrocitos del cerebro (Fezza et al.,, 2008). En recientes
estudios, se ha demostrado una sobreexpresidon y un aumento de la actividad de FAAH en
muestras de tejido de pacientes con Alzheimer en la astroglia asociada a las placas. Esto
sugiere que FAAH podria jugar un importante papel en la respuesta glial ante los depdsitos de
AB (Benito et al, 2003). Sin embargo se desconoce cédmo es la expresién de FAAH en otras
zonas del cerebro afectadas en la EA.

Se ha propuesto un modelo que describe el papel de los endocannabinoides en la
progresion del Alzheimer, que sugiere que tras la deposicién de AB, la AEA y el 2-AG pueden
activar los receptores CB; en las neuronas intentando paliar su degeneracién. Ademas, ambos
endocannabinoides podrian activar también los receptores CB, localizados en las células
gliales, modificando la produccién de distintas moléculas proinflamatorias. Por dltimo, la AEA

recaptada por los astrocitos podria ser degradada por el enzima FAAH, provocando un



aumento en los niveles de 4acido araquidéonico y en consecuencia, de moléculas

proinflamatorias (Pazos et al., 2004).
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Figura 2. Modelo propuesto del posible papel de algunos elementos del sistema

endocanabinoide en la enfermedad del Alzheimer (Pazos et al., 2004).

De este modo, agonistas tanto de CB; como de CB, asi como inhibidores de FAAH
podrian tener efectos beneficiosos en la prevencidn de la respuesta inflamatoria asociada a la
deposicién de AP (Pazos et al., 2004).

Sin embargo, es importante tener en cuenta que este modelo se ajusta a una vision
general de la enfermedad, sin tener en cuenta las distintas fases o estadios en los que
podemos dividir la progresidén de la misma. La expresion y la actividad de los componentes del
sistema endocannabinoide podrian variar a lo largo de las distintas fases de la progresion de la
enfermedad. Conocer estas variaciones nos permitird conocer mejor dicha progresion y

abordar de forma especifica el tratamiento de la enfermedad segln el estadio.

2. OBJETIVO

El objetivo del presente estudio es el analisis de la densidad o expresion del enzima
FAAH en cortex prefrontal procedente de tejido cerebral post-mortem de pacientes en
diferentes estadios de la enfermedad del Alzheimer a fin de encontrar variaciones importantes

en la misma. Para ello los pacientes fueron divididos en tres grupos de acuerdo a las fases



neuropatoldgicas segun la clasificacion de Braak (I-ll, llI-1V y V-VI) en funcidn de la progresion

de la manifestacion de la patologia neurofibrilar.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Tincion de Tionina

A fin de mostrar la regiéon de la que obtuvimos las muestras que se utilizarian
posteriormente en los ensayos Western Blotting, se obtuvieron varios cortes de 20um con el
microtomo (Microm HM550) de una seccién de la corteza frontal (drea de Brodmann 8), para
después teiiirla durante 5 min con tionina. Una vez tefiido, se lavo el corte con agua destilada
durante varios minutos. Por Ultimo, se cubrié con un cubreobjetos para poder visualizarlo al

microscopio y escanearlo para delimitar el drea objeto de la investigacidn.

3.2 Deteccidn de la proteina

3.2.1. Muestras:

Las muestras de tejido cerebral post-mortem de humanos se obtuvieron del banco de
tejido cerebral del Instituto de Neuropatologia del Hospital Universitario de Bellvitge,
Barcelona. La recogida y seguimiento de los expedientes médicos de tejidos se realizaron en
estricta confidencialidad en todo momento y siguiendo los protocolos éticos y otros adaptados
para los estudios post-mortem (CEISH/244/2014/Rodriguez-Puertas).

El tejido cerebral del grupo Control se obtuvo de 5 pacientes sin ninguna enfermedad
neuropsiquidtrica o neuroldgica en sus registros médicos. La media de edad + DE fue de 57 +
14 afios y el tiempo post-mortem fue de 4 + 2 h. Los pacientes de EA se dividieron en tres
grupos de acuerdo a la clasificacién de Braak de la EA (I-II, llI-IV, y V-VI). La edad media de los
pacientes en estadios |-l fue de 62 * 4 afios (media + DE); tiempo post-mortem fue de 8 + 5 h.
La edad media de los pacientes en estadios llI-IV fue de 78 + 7 afios; tiempo post-mortem fue
de 8 £ 5 h. Por ultimo, la edad media de los pacientes en las etapas mas graves (V-VI) fue de 75
+ 4 afios; tiempo post-mortem fue de 9 + 6 h.

Las muestras de tejido corresponden al drea 8 de Brodmann de la corteza frontal de
cerebros control y con EA. Una vez obtenida la seccion deseada, las muestras se
homogeneizaron con el Potter en 1,5 volumenes de tampdn RIPA, que contenia 150mM de
NaCl, 1% Tritén x-100, 0,5% deoxocolato sddico, 0,1% SDS, 50mM Tris pH 8 y un inhibidor de

proteasa. Se dejaron lisando durante 45 min y se congelaron a -80 2C.



Post-mortem (media + DE)

Muestras Edad (media + DE) (afios)
(horas)
Control (n=5) 57 +14 4+2
EA I-Il (n=5) 62+4 845
EA III-IV (n=5) 78+7 8+5
EA V-VI (n=5) 75+4 9+6

Tabla 1. Edad (media + ED) y retraso post-mortem (media + ED) de las muestras utilizadas en el ensayo.

3.2.2 Electroforesis SDS-PAGE:

La electroforesis en SDS-PAGE es utilizada para separar proteinas en funcién de la
longitud de la cadena polipeptidica, masa molecular y modificaciones postraduccionales. Los
geles de resolucién se polimerizaron sobre los cristales limpios y desengrasados con el fin de
evitar cualquier tipo de contaminacidn. Los utilizados fueron geles al 12% de acrilamida,
preparadoscon4.40 ml de H,0, 2.50 ml de 1M Tris pH 8.8, 100 ul de SDS 10%, 3 ml de
poliacrilamida 40%, 5 pl de TEMED y 50 ul de APS 10%. Una vez polimerizados, se afiadio el gel
de concentracién, que se prepard afiadiendo 6.50 ml de H,0, 1 pl de 1M Tris pH 6.8, 80 pl de
SDS 10%, 1.20 ml de poliacrilamida 40%, 8 ul de TEMED y 80 pl de APS 10%. Una vez
polimerizado el segundo gel, se procedié a la carga de las muestras. Para ello, primero, se
afiadié Sample Buffer 4x a las muestras en una proporcién 1:4 y se calentaron a 1002C durante
10 minutos con el objetivo de reducir las proteinas. Después, se montd la cubeta con el
sistema de migracion en la que se introdujo el gel y se cargaron los pocillos. Por ultimo, se
aplicéd corriente eléctrica (90-120 V) con la fuente de alimentacion para que las proteinas

migraran.

3.2.3 Western Blot

Con objeto de visualizar las proteinas objeto de estudio, se prepard el soporte que
incluye la membrana (activada 2 min en MeOH, 1 min en H,0d y 10 min en tampdn de
transferencia) y el gel migrado, se introdujo en la cubeta refrigerada y se le afiadié tampdn de
transferencia. Seguidamente, se trasladé la cubeta preparada a la cadmara fria a 42C y se
conecté a una fuente de alimentacion que generaba 60V constante durante 3 h. Al cabo de
este tiempo, se retird la membrana y con objeto de verificar que no habia habido ningun

incidente durante la transferencia, las proteinas se visualizaron mediante la tincién reversible



Rojo Ponceau. Posteriormente lasmembranas se lavaron, y se bloquearon con una solucion
gue contenia leche desnatada al 5% en TBST durante 1 h a T2 ambiente en balanceo suave.
Después se lavaron tres veces con TBST, se afadid el anticuerpo primario 1:2000 contra FAAH
durante toda la noche en balancin suave a 42C. Tras realizar tres lavados con tampdn Tris
+Tween 20 (TBST) de 10 min cada uno, se procedid a la incubacién con el anticuerpo
secundario (1:2000) durante 2 h a T2 ambiente. Después, se realizaron los tres lavados, dos en
TBST y uno final en TB, los tres de 10 min. A continuacidn, se reveld la banda inmunorreactiva
correspondiente a FAAH, incubando con un sustrato quimioluminiscente (dilucién 1:1 de
solucién luminol y solucién perdxido). Posteriormente, se realizd un stripping de forma que
fuera posible detectar ahora la banda correspondiente a la actina para asi poder realizar la
normalizacién. Tras el stripping, que supone realizar varios lavados de la membrana (5 min en
TBS, 2 lavados de 10 min en stripping buffer, 2 lavados de 5 min en PBS Y 2 lavados de 5 min en
TBST) se incubdé la membrana con el anticuerpo primario (1:7500) contra la B-actina durante
1h a T2 ambiente en balancin suave. Después, se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno en
TBST y se incubd la membrana con el anticuerpo secundario durante 1h 30 min a T2
ambiente. Finalmente, se lavd 2 veces 10 min con TBST y una vez 10 min con TBS para, por
ultimo, revelar la banda correspondiente a la actina de la misma forma que la anterior pero

con un tiempo de exposicion menor.

Proteina Anticuerpo Concentracion
FAAH Ratén Anti-FAAH 1:2000
B-Actina Ratén Anti- BActin 1:7500

Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados en los ensayos de Western Blotting

3.2.4 Analisis estadistico

La intensidad de las bandas obtenidas se midié mediante un andlisis densitométrico
utilizando el programa Image J (NIH, Bethesda, USA).

Todos los resultados fueron expresados como la media * el error estandar. Las
diferencias estadisticas en los niveles de expresidn de FAAH fueron calculados utilizando el test
no paramétrico U de Mann- Whitney con el programa Prism 5 (GraphPad Software INC., San
Diego, CA) para la comparacién entre los grupos control y EA. Para los cuatro grupos se utilizé

el andlisis de Kruskall Wallis seguido de un test de Dunn.



4. RESULTADOS

4.1 Tincidn tionina

En la seccién mostrada en la Figura 3 correspondiente a la corteza frontal de un
cerebro humano (area de Brodmann 8) tefiido con tionina, se observan la sustancia gris (A) y la
sustancia blanca (B). Las muestras de corteza que se utilizaron después para la deteccién de la
proteina FAAH, fueron obtenidas en todos los casos de de la sustancia gris (A), realizandose

cortes consecutivos de la misma region.

Figura 3. Corte representativo correspondiente a corteza frontal (area de Brodmann 8) de cerebro humano en el

que se diferencian la sustancia gris (A) y la sustancia blanca (B). Barra de escala 3,5 mm.

4.2. Deteccion de proteina por Western Blotting

Se utilizé esta técnica para determinar la banda correspondiente a nuestra proteina,
FAAH, de aproximadamente 63 KDa. Se obtuvo también la banda correspondiente a la B-
actina, una proteina abundante cuya expresidon no varia en la progresién de la enfermedad y
gue nos permite la normalizacién de los resultados obtenidos.

Tras realizar los Western Blottings correspondientes a todos los casos y obtener las
correspondientes bandas, se realizaron diversos anadlisis. En primer lugar se quiso comparar la
expresion de FAAH en los casos control, con la expresion de dicha proteina en la EA en

general, sin realizar una divisién de la progresion de la enfermedad por estadios (Figura 4).
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Figura 4. Andlisis de la expresion de FAAH en los individuos control y en los sujetos con

Alzheimer (EA). Valores de la media + error estandar.

En este caso se observa una disminucion de la expresién de la proteina FAAH en los

pacientes con EA, en comparacion con los controles sanos (Control: 141,2 +14,92 n=5; EA:

102,7 £ 12,29 n=15)

A continuacién se compararon los datos con la finalidad de determinar si existen
diferencias en la expresidn de esta proteina en las distintas fases de la enfermedad, divididas

en tres grupos (I-Il, l1I-1V, y V-VI) segln la clasificacidon de Braak. (Figura 5)
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Figura 5. Analisis de la expresién de FAAH en los individuos control y en los pacientes con EA,

separados segun las fases de acuerdo a la clasificacidon de Braak. Valores de la media + error estandar.

Se observa una disminucion en la expresion de FAAH en las primeras etapas de la

enfermedad (EA I-II) en comparacion con el control. Sin embargo, en los estadios moderados
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(EA 11-IV) se observa un aumento en la expresidn con respecto al grupo EA I-ll, aunque sin
llegar al nivel de expresién en los casos control. Finalmente, en las ultimas fases o estadios de
la enfermedad (EA V-VI) se vuelve a observar una pequefia tendencia a la disminucién en la
expresion de la proteina (Control 141,2 £14,92 n=5; EA I-11 95,40 + 12,06 n=; EA llI-IV 114,4 +
31,16 n=5; EA V-V1 98,20 + 20,44 n=5).

Sin embargo, aunque se han observado cambios, ninguno de ellos llega a ser
estadisticamente significativo posiblemente porque el nimero de muestras utilizado en total

(n=20) no es muy elevado.

Por ultimo (Figura 6), se muestran las bandas correspondientes a FAAH y a la actina, en

las que podemos ver a simple vista, las diferencias en los niveles de expresion de esta proteina.

kDa
Control EA I-11 EA llII-IV EA V-VI 75
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P ’ IR ” n ‘s — 50
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Figura 6. Bandas correspondientes a FAAH y a la B-actina obtenidas por Western Blotting. Se

observan todos los casos del estudio (Control, EA I-l, EA lI-IV, y EA V-VI) por duplicado.

5. DISCUSION

El objetivo del presente estudio fue analizar el estado de uno de los componentes del
ECS durante la progresion de la EA, el enzima hidrolitico FAAH. Los pacientes fueron divididos
en tres grupos de acuerdo a las etapas neuropatoldgicas de Braak definidas para la EA
(estadios I-1l, -1V, y V-VI) (Braak y Braak., 1991). Se midio la densidad del enzima en una de las
areas mas afectadas del cerebro, la corteza frontal, drea implicada en el aprendizaje y la
memoria. La degeneracién de esta drea parece responsable de gran parte de los sintomas
clinicos de la EA.

En nuestro estudio, observamos una disminucion de la expresidn de la proteina FAAH
en los pacientes con EA, en comparacién con los controles sanos. Ademds, cuando
comparamos los cuatro grupos, observamos una disminucidn en los niveles de proteina en los
primero estadios en comparacion con el control. En los estadios intermedios se vié un
aumento en la expresién de FAAH con respecto a los estadios I-Il, y finalmente se observé una

disminucién en la expresion de la proteina en los estadios mas tardios.
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La EA es un desorden neurodegenerativo crénico del cerebro considerado la mayor
causa de demencia en ancianos (Strohmeyer y Rogers, 2001). La histopatologia de la
enfermedad es actualmente bien conocida, incluyendo las placas seniles, los ovillos
neurofibrilares, la pérdida neuronal y sinaptica, y la gliosis reactiva (Giulian, 1999). Ademas,
recientemente muchos estudios han documentado el papel de ECS en varias enfermedades
neuroldgicas, entre las que se encuentra la EA. Es por esto que este campo se considera una
prometedora drea de investigacion para descubrir nuevas dianas terapéuticas (Bisogno y Di
Marzo, 2008).

FAAH es uno de los enzimas involucrados en la terminacién de sefalizacidn
endocannabinoide, capaz de hidrolizar AEA y otras amidas de acidos grasos. La proteina FAAH,
aunque se distribuye de forma heterogénea, es muy abundante en las grandes neuronas
piramidales de la corteza, y se ha comprobado que dicha distribucion se superpone con la de
los receptores cannabinoides CB; (Tsou et al 1998).

Hasta ahora, se conoce que en determinadas areas implicadas en la enfermedad, hay
una variacion en la expresion de la proteina. La presencia de FAAH en astrocitos ha sido
observada en el SNC de humano, lo que podria sugerir su papel como regulador en la
transmision sindptica en el cerebro (Romero et al., 2002). Ademas, se ha descrito un aumento
la expresién de FAAH en la glia asociada a las placas neuriticas. Teniendo en cuenta que la AEA
y de forma parcial el 2-AG son sustratos de FAAH, se podria considerar al enzima como una
fuente de acido araquiddnico y otras moléculas proinflamatorias en las placas, con su
consiguiente efecto perjudicial (Benito el al., 2003). Es por ello que se haya propuesto la
utilizacion de inhibidores de FAAH para evitar una excesiva respuesta.

Nuestro estudio ha revelado una disminucion en los niveles de la proteina FAAH por lo
general en todos los casos con EA estudiados. Ademas, se ha observado una disminucidon mas
acusada en la expresién de FAAH en las primeras etapas de la enfermedad (EA I-1l), con un
posterior aumento en los estadios IlI-1V, y finalmente una disminucion en la expresion de la
proteina en las etapas mas tardias de la enfermedad (EA V-VI).

Para determinar la importancia o la implicacion de estas variaciones en la progresion
de la enfermedad, es importante conocer lo que ocurre en esta misma area con otros
componentes del sistema endocannabinoide cuya actividad esta relacionada con la de FAAH,
como por ejemplo, el receptor CB; 0 la AEA.

Algunos estudios que analizaron la expresion de CB, en areas corticales no describieron
cambios en la EA (Westlake et al., 1994). Analisis posteriores, sin embargo, mostraron una

disminucién en la densidad de este receptor en la corteza frontal (Ahmad et al., 2013). Esto se
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asemeja a lo encontrado en nuestro estudio, ya que también se observa una disminucién en la
expresidon de nuestra proteina, FAAH.

Por otro lado, la actividad y densidad de receptores CB, ha sido recientemente
estudiada en la corteza de los mismos paciente utilizados en el presente estudio, teniendo
también en cuenta las diferentes fases al igual que en nuestro estudio, segun la clasificacién de

Braak. En este estudio no se observaron grandes cambios en la densidad del receptor CB; en

los primeros estadios (I-11), sin embargo, al igual que ocurre en nuestro analisis de la FAAH, en
los estadios intermedios de la enfermedad se observa un aumento en los niveles de proteina,
es decir una sobreregulacién de la misma. En este mismo estudio, no se obtuvieron resultados
significativos relacionados con lo que ocurria en las Ultimas etapas de la enfermedad, debido a
la escasez de muestras de este tipo (Manuel et al., 2014).

Todos los datos sugieren que en la EA la primera respuesta es la regulacién de la
actividad tanto de enzimas como receptores y después un aumento de la densidad de estos
ultimos (Manuel et al.,, 2014). Este aumento podria indicar una accidn neuroprotectora
mediada por endocannabinoides en respuesta al dafio neuronal (Campbell y Gowran., 2007).
Los cannabinoides podrian actuar como protectores neuronales mediante la inhibicién de la
actividad de la microglia proinflamatoria (Campbell y Gowran., 2007).

Sabiendo que la expresién y localizacion anatémica de FAAH es semejante a la de CB;,
seria importante realizar un estudio de actividad de nuestro enzima, para determinar, si se
esta produciendo una regulacion similar a la que ocurre en el receptor cannabinoide CB;.

Por otro lado, estudios recientes han concluido que se produce una reduccién en la
enzima responsable de la sintesis de la anandamida, N-araquidonoil-fosfatidil-etanolamina
(NArpE), en la corteza de los pacientes con EA, asi como un déficit en la produccion de la
anandamida (Jung et al., 2012). Por tanto, la regulacion tanto de la densidad como de la
actividad de los receptores de cannabinoides, podria ser un mecanismo de compensacién para
equilibrar la sefializacion de la anandamida. Asi mismo, este déficit en la produccién de
anandamida en pacientes con EA podria explicar la reduccién en la produccidon del enzima

FAAH, encargado de su hidrélisis.

6. CONCLUSION

En conclusidn, este estudio aporta nueva informacion sobre las alteraciones del
sistema endocannabinoide, concretamente sobre las variaciones en los niveles de expresion
del enzima FAAH durante la progresiéon de la EA en la corteza prefrontal, relacionada

directamente con la memoria y el aprendizaje.
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Ademas, sugiere un posible papel de FAAH como marcador de la enfermedad, asi
como una nueva diana terapéutica posible para la EA. Por otro lado, este estudio deja la
puerta abierta a nuevos ensayos que nos permitan conocer entre otras cosas las variaciones en
la actividad de este enzima en la progresién de la enfermedad, lo cual nos aportaria nueva
informacidn de utilidad para comprender la implicacién del sistema endocannabinoide en Ila

EA.
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