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La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patología neurodegenerativa crónica considerada la 
forma más común de demencia en todo el mundo. Esta patología sigue una progresión 
gradual, culminando en la manifestación de la demencia, que compromete significativamente 
el grado de autonomía del paciente. Mientras que la EA familiar tiene un origen hereditario, 
existen factores de riesgo, como la edad o el estilo de vida, que favorecen el desarrollo de la 
EA esporádica (>90 % de los casos). Algunas características patológicas del parénquima 
cerebral de los pacientes con EA son los ovillos neurofibrilares y las placas compuestas, 
principalmente, por el péptido β-amiloide (Aβ). En paralelo, se desencadena un proceso 
neuroinflamatorio que favorece la pérdida neuronal y la atrofia cerebral del paciente. Entre 
las terapias emergentes para la EA se encuentra la modulación de la respuesta inflamatoria a 
través del sistema endocannabinoide (SEC). Este complejo sistema participa en procesos 
biológicos como la regulación de la homeostasis del SNC, por lo que, en los últimos años, la 
modulación de los componentes del SEC ha surgido como una estrategia terapéutica y 
diagnóstica potencial en las enfermedades neurodegenerativas, como la EA. Entre las 
aproximaciones terapéuticas, la exposición a fitocannabinoides ha demostrado atenuar la 
neuroinflamación asociada a la EA en estudios preclínicos. Además, el desarrollo de inhibidores 
de las enzimas catabólicas de los eCBs, como FAAH o MAGL, han demostrado aumentar su 
efecto biológico, produciendo efectos beneficiosos en el organismo.  

Para explorar el potencial terapéutico de la modulación del SEC en la EA, en la presente tesis 
se llevó a cabo la administración crónica de dosis bajas de cannabinoides y la evaluación de 
los efectos de la inactivación genética de FAAH en ratones 5xFAD. Para ello se emplearon 
diferentes metodologías que incluyen tanto estudios comportamentales, como técnicas de 
biología molecular (qPCR, WB o ELISA) y microscopía intravital dos fotones. 

Respecto a la administración crónica de THC y CBD, se observó que el tratamiento crónico 
con dosis bajas de THC, CBD o CBD:THC afectaba significativamente al comportamiento de 
los ratones 5xFAD. Concretamente, el tratamiento con THC indujo un fenotipo ansioso-
depresivo en este modelo de amiloidosis. Además, los efectos del CBD y THC sobre la memoria 
espacial del modelo 5xFAD fueron diferentes, dependiendo de si los cannabinoides se 
administraban en combinación o como dosis independientes. A nivel molecular, el tratamiento 
con cannabinoides aumentó los niveles de la forma insoluble del péptido Aβ1-42 en la corteza 
cerebral de ratones 5xFAD, pero sin alterar la expresión de parámetros inflamatorios. 

Por otro lado, la elevación crónica del tono endocannabinoide en el modelo 5xFAD/FAAH-/- 
condujo a un contexto neuroinflamatorio exacerbado que, paradójicamente, estaba 
acompañado de efectos neuroprotectores. Los resultados demostraron que la inactivación 
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genética de FAAH inducía un perfil génico y morfológico diferente en la microglía, a pesar de 
que FAAH no se expresa prácticamente en este tipo celular. La ablación microglial tras el 
tratamiento con PLX5622 reveló cambios importantes en la morfología de la microglía, 
dependientes de su localización respecto a la placa amiloide. Concretamente, la microglía 
5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+ asociada a placa mostró una morfología más estable tras el 
tratamiento con PLX5622 en comparación con el modelo 5xFAD/CX3CR1GFP/+, que presentó 
procesos más cortos, más esféricos y menos ramificados. Además, se observó un incremento 
del porcentaje de la microglía MeO-X04+ y un volumen estable de las placas amiloides por la 
inactivación genética de FAAH en el contexto patológico de ablación microglial.  

Gracias a estas dos aproximaciones experimentales, y a pesar de que existen mecanismos 
moleculares subyacentes por esclarecer aún, hemos aportado datos relevantes sobre el 
potencial terapéutico que podría tener la administración de cannabinoides en la patología 
amiloide, así como el papel regulador de la enzima FAAH en la función microglial en este 
contexto patológico. Estos hallazgos podrían contribuir al desarrollo de nuevas estrategias 
terapéuticas con un valor traslacional significativo. 
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Alzheimer's disease (AD) is a chronic neurodegenerative pathology considered the most 
common form of dementia worldwide. This pathology follows a gradual progression, leading 
to the manifestation of dementia, which significantly compromises the patient's autonomy. 
While familial AD has a hereditary basis, factors such as age and lifestyle contribute to the 
development of sporadic AD (>90% of cases). Pathological hallmarks of the AD brain include 
neurofibrillary tangles and neuritic plaques composed primarily of β-amyloid peptide (Aβ). In 
parallel, a neuroinflammatory process is triggered that accelerates neuronal loss and cerebral 
atrophy. One of the emerging therapies for AD consists in the modulation of the inflammatory 
response through the endocannabinoid system (ECS). This complex system participates in 
several biological processes including the regulation of the central nervous system 
homeostasis. Therefore, ECS modulation has emerged as a potential therapeutic and 
diagnostic strategy for neurodegenerative diseases like AD. Preclinical studies have 
demonstrated that phytocannabinoids can attenuate AD-associated neuroinflammation. 
Furthermore, the development of inhibitors for ECS-related catabolic enzymes, like FAAH or 
MAGL, has shown to enhance the biological effect of eCBs, offering potential therapeutic 
benefits.  

To explore the therapeutic potential of ECS modulation in AD, this thesis examined the chronic 
administration of low-dose CBD, THC and a combination of both and the effects of FAAH 
genetic inactivation in 5xFAD mice. To that end, different methodologies were used, including 
behavioral studies, molecular techniques (qPCR, WB or ELISA) and two-photon intravital 
microscopy. 

Regarding the administration of THC and CBD, it was observed that chronic treatment with 
low-dose THC, CBD, or CBD:THC significantly altered the behavior of 5xFAD mice. Specifically, 
THC induced an anxious-depressive phenotype in this amyloidosis mouse model. In addition, 
the effects of CBD and THC on the spatial memory of 5xFAD mice were different, depending 
on whether the cannabinoids were administered in combination or as independent doses. At 
the molecular level, cannabinoids treatment increased insoluble Aβ1-42 levels in the cerebral 
cortex of 5xFAD mice without affecting inflammatory-related markers.  

On the other hand, the chronic elevation of the endocannabinoid tone in 5xFAD/FAAH-/- mice 
exacerbated neuroinflammation, paradoxically accompanied by neuroprotective effects. The 
results showed that the genetic inactivation of FAAH induced a different gene and 
morphological profile in microglia, even though FAAH is barely expressed in this cell type. 
Microglial ablation using PLX5622 revealed significant alterations in microglial morphology, 
dependent on their proximity to amyloid plaques. Specifically, microglia associated with 
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plaques in 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+ mice exhibited a more stable morphology after 
PLX5622 treatment compared to 5xFAD/CX3CR1GFP/+ mice, which displayed shorter, more 
spherical, and less branched processes. Additionally, the percentage of MeO-X04+ microglia 
increased, and amyloid plaque volume remained stable in 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+ mice 
following microglial ablation. 

These findings underscore the therapeutic potential of CBD and THC administration in amyloid 
pathology and highlight the regulatory role of FAAH in microglial function in pathological 
context. While further investigation is needed to elucidate the underlying molecular 
mechanisms, these results could contribute to the development of novel therapeutic strategies 
with relevant translational value. 
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1. Enfermedad de Alzheimer 

1.1. Aspectos generales  

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patología neurodegenerativa crónica considerada la 
forma más común de demencia en todo el mundo, representando entre un 60 y un 70 % de 
los casos (1). También existen otros tipos de demencia entre los que se encuentran: la 
derivada de las patologías vasculares, la degeneración frontotemporal, los cuerpos de Lewy, 
etc. (figura 1) (2). Presentan una sintomatología similar y, a menudo, coexisten en el paciente 
formas mixtas, por lo que el diagnóstico de cada tipo de demencia y, por ende, el estudio de 
su epidemiología resulta complejo.  

 

 

Figura 1: Formas más comunes de demencia en todo el mundo. La manifestación predominante de 
demencia es la enfermedad de Alzheimer (60-70 %), seguida de la demencia vascular (10-20 %), la demencia 
frontotemporal (10 %), la demencia con cuerpos de Lewis (4 %), la enfermedad de Alzheimer precoz (1-5 %) y 

otras variantes (<1 %), que incluyen las enfermedades priónicas y la enfermedad de Huntington. Imagen 
adaptada de (2). 
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Uno de los criterios clínicos para el diagnóstico de la EA es la presencia de cambios 
estructurales, tanto macroscópicos como microscópicos, en el parénquima cerebral del 
paciente (figura 2). El estudio postmortem de muestras cerebrales de pacientes con EA ha 
permitido realizar un diagnóstico definitivo de la patología en un 85 % de los casos 
examinados de personas que presentaban deterioro cognitivo (3). A nivel macroscópico, se 
produce una dilatación ventricular y una atrofia de la amígdala, el hipocampo y la corteza 
como consecuencia de la muerte neuronal que tiene lugar en estas áreas cerebrales. A nivel 
microscópico, se aprecian, principalmente, ovillos neurofibrilares intraneuronales de la 
proteína tau hiperfosforilada y acúmulos extracelulares del péptido β-amiloide (Aβ) en forma 
de placa (4). El depósito de los ovillos neurofibrilares resulta en una alteración de las funciones 
fisiológicas, apoptosis y pérdida neuronal, que desencadena el deterioro cognitivo y la 
progresión de la enfermedad (5).  

 

 

Figura 2: Principales características patológicas de la EA. Esquema de los cambios patológicos del 
parénquima cerebral de un paciente con EA en comparación con otro sano. A nivel macroscópico, se aprecia la 

atrofia cerebral resultante de la pérdida neuronal en el contexto de la EA. A nivel microscópico, cabe destacar los 
depósitos de Aβ extracelulares, los ovillos neurofibrilares intraneuronales de tau hiperfosforilada, la pérdida 

sináptica, la activación microglial, la astrogliosis, la sobreproducción de citoquinas y la distrofia neurítica. Imagen 
adaptada de (6). 
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Las primeras observaciones de estos cambios patológicos las realizó Aloysius “Alois” 
Alzheimer, psiquiatra y patólogo alemán que diagnosticó un nuevo subtipo de demencia 
presenil en la paciente Auguste Deter en 1906. Un año después, estos hallazgos fueron 
publicados bajo el título Über eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde (del alemán, “Sobre 
una extraña enfermedad de la corteza cerebral”) en Allegemeine Zeitschrift für Psychiatrie 
und psychisch-gerichtliche Medizin (del alemán, “Revista general de Psiquiatría y Medicina 
Psiquiátrica Forense”) (7,8). No fue hasta 1910 cuando Emil Kraepelin, director de tesis de 
Alois Alzheimer, empleó por primera vez el término “enfermedad de Alzheimer” en honor a 
sus observaciones (9). 

La EA ocupa el séptimo lugar entre las principales causas de mortalidad y representa una de 
las principales fuentes de discapacidad y dependencia entre las personas de edad avanzada 
en todo el mundo (1). En España, actualmente, más de 700.000 personas padecen esta 
enfermedad y se estima que, en 2050, esta cifra se vea ampliamente duplicada, rondando los 
2 millones de personas (10). La prevalencia de la EA es: 

En cuanto al sexo (11): 

• 11,1 % en mujeres. 

• 7,5 % en hombres. 

En cuanto a la edad (11): 

• 4,2 % en personas de 65 a 74 años. 
• 12,5 % en personas de 75 a 84 años. 

• 27,7 % en personas con más de 85 años.  

 

1.2. Etiología 

Existen dos subtipos de EA conocidos como demencia presenil o FAD (del inglés, Familial 
Alzheimer’s Disease) y demencia senil o SAD (del inglés, Sporadic Alzheimer’s Disease) (12). 
La FAD es de aparición temprana, es decir, se manifiesta en personas menores de 65 años 
quienes presentan mutaciones autosómicas dominantes en alguno de estos tres genes, 
principalmente implicados en la síntesis del péptido Aβ (13): 

• App, en el cromosoma 21, que codifica para la proteína precursora del péptido Aβ. 
• Ps1, en el cromosoma 14, que codifica para la presenilina 1. 
• Ps2, en el cromosoma 1, que codifica para la presenilina 2. 
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Aunque la FAD representa tan solo el 5 % de los casos, su estudio ha permitido profundizar 
en la patogénesis de la SAD, ya que ambos subtipos de EA presentan características comunes 
entre sí (13–15). 

La SAD, por el contrario, es la manifestación más común y tardía de la EA, afectando a 
personas mayores de 65 años. Además de la edad y el sexo, otros factores de riesgo que 
favorecen el desarrollo de esta enfermedad son (16): 

• Factores genéticos: se han identificado más de 20 locus de riesgo genético para el 
desarrollo de la EA mediante estudios de asociación de genoma (GWAS, del inglés 
Genome-wide association studies) (17,18). Uno de los más destacados es la presencia 
de polimorfismos (Ɛ2, Ɛ3 y Ɛ4) en la apoliproteína E (APOE), siendo Ɛ4 la que conlleva 
un mayor riesgo de desarrollar SAD (19). 

• Factores psicosociales: el bajo nivel académico (20), la poca actividad cognitiva (21), 
el aislamiento social (22), la depresión (23) y el estrés (24). 

• Otras enfermedades concomitantes: tales como la diabetes (25), la hipertensión (26), 
la dislipidemia (27), la obesidad (28), las enfermedades cardiovasculares (29) y el daño 
traumático cerebral (30). 

• Estilos de vida: la inactividad física (31), la alteración del sueño (32), el tabaco (33), 
el consumo de alcohol (34) y la contaminación ambiental (35).  

 

1.3. Fisiopatología de la enfermedad 

La EA se caracteriza, principalmente, por la formación extracelular de depósitos de amiloide y 
la presencia de ovillos neurofibrilares intraneuronales en el parénquima cerebral de los 
pacientes (36). Junto a la aparición de estos acúmulos proteicos, se desencadena la respuesta 
inflamatoria, acentuada por la activación exacerbada de las células gliales, el estrés oxidativo, 
la alteración de los vasos sanguíneos, la disfunción mitocondrial, la degeneración axonal y la 
disfunción sináptica. Todos estos procesos patológicos favorecen la pérdida neuronal y la 
consecuente atrofia del parénquima cerebral del paciente (37).  

Atendiendo a la complejidad de la EA, se han postulado diversos modelos patológicos para 
tratar de esclarecer los mecanismos moleculares que subyacen al origen y la progresión de la 
enfermedad. Caben ser mencionadas la hipótesis amiloidogénica, la propagación de tau y la 
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inflamatoria, entre otras, tales como la alteración de la transmisión colinérgica, de la cascada 
mitocondrial, de la homeostasis del calcio, de la función neurovascular, etc. (38).  

 

1.3.1. Hipótesis amiloidogénica 

La hipótesis de la cascada amiloide (figura 3), postulada por John Hardy y David Allsop en 
1991, identifica al Aβ como el agente desencadenante de la neurodegeneración y del 
consiguiente deterioro cognitivo progresivo en el paciente con EA (39,40). Particularmente, 
los depósitos de la isoforma insoluble del Aβ provocarían la agregación de tau hiperfosforilada, 
formando ovillos neurofibrilares (41). Esta teoría es la más aceptada en la actualidad y sirve 
de guía para el desarrollo de potenciales tratamientos para la enfermedad (42).  

 

 

Figura 3: Hipótesis de la cascada amiloide. Secuencia de los principales eventos patológicos que conducen 
a la enfermedad de Alzheimer de tipo familiar (FAD) o esporádico (SAD). Imagen adaptada de (42). 

 

1.3.1.1. Síntesis del péptido Aβ 

La proteína precursora del amiloide o APP (del inglés, amyloid precursor protein) es una 
glicoproteína transmembrana que tiene 8 isoformas diferentes. Las 3 más comunes son la 
isoforma compuesta por 695 aminoácidos, que se expresa predominantemente en el sistema 
nervioso central (SNC), y las que contienen 751 y 770 aminoácidos, cuya expresión es ubicua. 
Aunque su función fisiológica se desconoce con exactitud, APP se localiza, principalmente, en 
la sinapsis neuronal (43). Esta proteína presenta diversas vías de proteólisis conocidas como 
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ruta amiloidogénica o no amiloidogénica, en función de si se obtiene entre sus productos el 
péptido β-amiloide o no (figura 4):  

• En el procesamiento no amiloidogénico de APP (44): 

Ø Primeramente, APP es proteolizada por una α-secretasa (ADAM). Los productos 
que se obtienen son un fragmento C-terminal de 83 aminoácidos (C83) y un 
fragmento N-terminal soluble (sAPPα). sAPPα, al liberarse al medio 
extracelular, es capaz de modular la transmisión sináptica a través de los 
receptores GABA, mientras que C83 permanece anclado a la membrana celular. 

Ø Posteriormente, una γ-secretasa actúa sobre C83, liberando el dominio 
intracelular de APP (AICD) y el péptido p3 al medio extracelular. 

• En el procesamiento amiloidogénico de APP (44): 

Ø En esta ocasión, una β-secretasa (BACE) actúa sobre APP produciendo un 
fragmento N-terminal soluble (sAPPβ) y otro C-terminal (C99), que quedará en 
la membrana.  

Ø A continuación, C99 actúa como sustrato de una γ-secretasa y, como productos 
finales de esta reacción enzimática, se obtienen el dominio intracelular de APP 
(AICD) y el péptido Aβ. 

El péptido amiloide es secretado como un monómero al exterior celular con una longitud que 
comprende desde los 27 hasta los 43 aminoácidos. En condiciones fisiológicas, el Aβ 
desempeña un papel relevante en procesos tales como la liberación hormonal, la pigmentación 
de la piel y la memoria (45–49). Sin embargo, se desconoce el motivo por el cual algunas 
isoformas del amiloide son patológicas. Concretamente, el Aβ de 40 (Aβ1-40) y 42 aminoácidos 
(Aβ1-42) son las isoformas del péptido predominantes en la EA. Aunque el Aβ1-40 es más 
abundante en su isoforma soluble, el Aβ1-42 es el principal componente de las placas neuríticas, 
ya que tiene mayor tendencia a formar agregados en función de su concentración por ser una 
isoforma con menor solubilidad (50). Estudios previos han demostrado que la ratio Aβ1-40:Aβ1-

42 es determinante en la agregación, la toxicidad y la distribución patológica del amiloide (51). 
El Aβ presenta diferentes estados de agregación (dímeros, trímeros, oligómeros solubles y 
protofibrillas) hasta que, finalmente, alcanza la conformación de fibrilla insoluble en forma de 
placa de Aβ (figura 5) (44).  
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Figura 4: Procesamiento de APP. (A) Ruta no amiloidogénica en la que se obtienen como productos C83 y 
sAPPα. (B) Ruta amiloidogénica que resulta en la síntesis de AICD y el péptido Aβ. Imagen adaptada de (52). 

 

 
Figura 5: Estados de agregación del Aβ. Las especies de Aβ existen como monómeros, dímeros, oligómeros, 

protofibrillas, fibrillas y placas de amiloide. Imagen adaptada de (44). 
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1.3.1.2. Dinámica de las placas de Aβ 

El término “placa de Aβ” se emplea comúnmente para referirse a los depósitos de amiloide en 
el tejido. Estudios de proteómica han especulado con que los depósitos de Aβ actúan como 
base para favorecer que otras proteínas se acumulen en las placas y, en consecuencia, se 
induzca la aparición de neuritas distróficas y la neurodegeneración durante el transcurso de 
la EA (53). Cuando las placas de Aβ se encuentran rodeadas por neuritas distróficas, 
generalmente, se usa el término “placas neuríticas” para nombrar a estos depósitos.  

Existen diferentes técnicas de tinción para detectar las placas de Aβ y profundizar en el estudio 
de su morfología, incluyendo sondas fluorescentes de luz infrarroja cercana, como NIAD-4, 
CRANAD-2, BAP-1 y 1,4-bis(4'-hidroxiestiril)-2-metoxibenceno (MeO-X04)) (54,55). Entre 
estas sondas cabe destacar el MeO-X04, que es un derivado del rojo Congo y la crisamina-G, 
caracterizado por su alta especificidad por el péptido amiloide, su gran capacidad de atravesar 
la barrera hematoencefálica y su mayor penetración en el tejido, minimizando, a su vez, la 
fototoxicidad y el fotoblanqueo (56,57). El MeO-X04 se emplea profusamente en combinación 
con la microscopía intravital de dos fotones para la realización de estudios in vivo en la 
investigación preclínica. Esta novedosa técnica de microscopía evita la dispersión de la luz, 
proporciona imágenes de mayor resolución al excitar únicamente en el punto focal y evita la 
fototoxicidad y el fotoblanqueo, empleando dos fotones de menor energía (58,59). Como 
ejemplo de agente de marcaje con aplicación clínica, cabe destacar el Pittsburgh B, que es un 
derivado de la tioflavina T. Este compuesto es capaz de unirse a la conformación fibrilar del 
péptido Aβ, lo que permite visualizar los depósitos de amiloide in situ en el parénquima 
cerebral de pacientes con EA mediante tomografía por emisión de positrones (60–62). 

Estas nuevas técnicas de tinción y de microscopía han permitido identificar y describir una 
gran diversidad de morfologías asociadas a las placas de Aβ. Los 3 subtipos principales son: 
el difuso (figura 6 A1), el compacto (figura 6 A2) y el núcleo denso (figura 6 A3) (63).  

Estudios previos han sugerido una estrecha relación entre las diferentes conformaciones del 
péptido Aβ y la morfología de la placa (64–66). Por ejemplo: 

• Las placas difusas se caracterizan por estar compuestas, mayoritariamente, por bajas 
concentraciones de Aβ con una conformación oligomérica y protofibrilar (figura 6 B1). 

• Las placas compactas constituyen un grupo heterogéneo formado por fibrillas de Aβ 

(figura 6 B2).  
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• Las placas con núcleo denso presentan mayores concentraciones de Aβ en 
comparación con las compactas (figura 6 B3) (63).  

Existe controversia respecto a cómo tiene lugar el proceso de formación de las placas 
amiloides. Algunas hipótesis sostienen que las placas difusas desencadenan el desarrollo de 
una nueva placa, mientras que otras destacan la relevancia de la participación celular en el 
desarrollo de la placa de núcleo denso. Esta última teoría se postula tras observarse contenido 
lipídico en los núcleos densos, que podría provenir de neuritas localizadas en torno a la placa, 
de microglía activada o de procesos que integrarían el contenido de la membrana celular al 
núcleo de la placa (63). Mayoritariamente, las placas neuríticas contienen neuritas distróficas 
positivas para tau y presentan una fuerte activación local del sistema inmune, en particular 
de las células de microglía (67).  
 

 

Figura 6: Principales tipos de placas amiloides presentes en el tejido cerebral humano. Imágenes 
representativas de una placa difusa (A1), compacta (A2) y núcleo denso (A3) obtenidas por inmunohistoquímica. 

B) Propuesta de la composición de cada tipo de placa atendiendo a los diferentes estados de agregación del 
péptido Aβ. Imagen adaptada de (63). 
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1.3.2. Hipótesis de la propagación de tau 

La hipótesis de la propagación de tau, postulada en 2009, sostiene que la taupatía en la EA 
comienza en áreas localizadas del cerebro y, posteriormente, se extiende por el parénquima 
cerebral de los pacientes (68). Estudios previos in vivo e in vitro han demostrado que la 
inoculación de tau de forma exógena favorece el desarrollo de la patología, sugiriendo que 
tau podría comportarse como un patógeno endógeno responsable de desencadenar el proceso 
neurodegenerativo de la EA (69).  

Tau es una fosfoproteína compuesta por 16 exones cuya expresión es elevada en el SNC. Su 
fosforilación regula la afinidad de unión de esta proteína a los microtúbulos y participa en 
procesos como la regulación de la distribución subcelular y el transporte axonal de las células 
neuronales (70–72). Tau contiene ciertos residuos (treonina, serina y tirosina) susceptibles de 
ser fosforilados (73). La hiperfosforilación de esta proteína desencadena el desensamble de 
los microtúbulos y altera la organización del citoesqueleto neuronal. En consecuencia, tau 
fosforilada se acumula en el citoplasma neuronal e induce la formación de oligómeros solubles. 
Estos se agregan formando filamentos insolubles helicoidales pareados y, finalmente, 
constituyen los ovillos neurofibrilares característicos de la EA (figura 7) (74,75). 

 

 

Figura 7: Formación de ovillos neurofibrilares de proteína tau hiperfosforilada en taupatías. En 
condiciones patológicas, tau se hiperfosforila y se desensambla de los microtúbulos, lo que resulta en su 
agregación formando filamentos helicoidales pareados y ovillos neurofibrilares. Imagen adaptada de (52). 
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Con frecuencia, el número de ovillos de tau se asocia al grado de severidad de demencia en 
los pacientes que sufren la EA (76). Se ha observado que la patología de tau comienza al 
menos una década antes de la formación de las placas de Aβ y que la disfunción sináptica y 
el deterioro cognitivo del paciente anteceden a la aparición de los ovillos neurofibrilares. Por 
tanto, se ha propuesto que los oligómeros solubles de tau sean posibles desencadenantes de 
la neurodegeneración (77).  

 

1.3.3. Hipótesis neuroinflamatoria 

El término “neuroinflamación” hace referencia a la respuesta inflamatoria que tiene lugar en 
el SNC por la acumulación de células gliales en respuesta a un daño (78). En pacientes con 
EA, se ha observado un acúmulo de astrocitos reactivos en torno a las placas neuríticas, 
aunque el modo de contribución de este tipo celular a la formación de las placas está aún por 
esclarecer (79). También, se ha detectado un incremento de la actividad de las células 
microgliales y una mayor concentración de este tipo celular en torno a las placas de Aβ y a 
neuronas con ovillos neurofibrilares (38,80). Por este motivo, la neuroinflamación mediada, 
principalmente, por la activación microglial se ha convertido en el foco de las investigaciones 
relativas a la EA (81).  

Según la hipótesis neuroinflamatoria, la patología se desarrolla debido a la reacción de las 
células gliales ante la presencia de los oligómeros de tau o los depósitos de Aβ en el contexto 
de la EA (38,82).  

En los primeros estadios de la enfermedad, las células inmunes desempeñan un papel 
neuroprotector. Sin embargo, a medida que progresa la EA, la activación crónica de las células 
gliales desencadena una respuesta inflamatoria exacerbada y neurotóxica (78). En 
consecuencia, se induce la sobreexpresión de citoquinas proinflamatorias asociadas al estrés 
oxidativo, que puede agravar la patología amiloide y la taupatía mediante diferentes 
mecanismos. Un ejemplo es la activación de receptores neuronales, que desencadena la 
hiperfosforilación y agregación patológica de tau (83).  

Algunos investigadores consideran la muerte neuronal, con la consiguiente liberación de su 
contenido citoplásmico, como el principal desencadenante de la activación de la microglía, la 
cual se agrupa formando las placas neuríticas (84). Sin embargo, existen diversas opiniones 
con relación a la aparición de las placas neuríticas. Otras investigaciones sugieren que la 
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microglía se activa en torno a las placas debido a la neurotoxicidad de los oligómeros de Aβ, 
que provocan distrofia axonal (67).  

El empleo de inhibidores de CSF1R (del inglés, colony stimulation factor 1 receptor), que 
eliminan las células de microglía, ha mostrado un descenso de las neuritas distróficas en torno 
a las placas de Aβ en modelos murinos, sugiriendo que la presencia de la microglía es 
necesaria para la formación de las neuritas distróficas (85). La microglía tiene receptores, 
como TREM2 (del inglés, triggering receptor expressed on myeloid cells 2), implicados en la 
fagocitosis de patógenos y agentes extraños presentes en el organismo. TREM2 se considera 
un factor genético relevante en la EA, puesto que es el primer receptor microglial cuya 
mutación se ha asociado a una mayor probabilidad de desarrollar la enfermedad (86). Se ha 
observado que la inactivación de TREM2 favorece el desarrollo de neuritas distróficas positivas 
para tau fosforilada en torno a las placas de amiloide (87). A su vez, la activación crónica de 
TREM2, paradójicamente, reproduce los mismos efectos (88). Por tanto, tal y como refleja la 
ejemplificación previa con TREM2, la función de la microgliosis en la EA es objeto de debate 
en la actualidad, ya que sus efectos dependen del contexto y el estadio de progresión de la 
enfermedad. 

 

1.4. Clínica y diagnóstico  

La EA se desarrolla de forma progresiva en el paciente. Se caracteriza por una primera fase 
preclínica asintomática, con biomarcadores propios de la enfermedad, una segunda fase, 
donde se producen las alteraciones cognitivas y/o comportamentales leves, y una tercera fase, 
en la que el paciente desarrolla la demencia propia de la EA (89).  

• La fase preclínica: es de aparición más temprana. Aunque el paciente presenta algunas 
características patológicas de la EA, esta fase es asintomática y no afecta a su vida 
diaria (89). La duración oscila entre 6 y 10 años, dependiendo de la edad a la que se 
inicie esta fase (90,91). Algunos estudios han demostrado que solo el 20-30 % de los 
pacientes con EA preclínica desarrolla alteraciones cognitivas debido a la patología 
(91,92). Algunos factores de riesgo, como la edad, el sexo o APOE, favorecen la 
progresión hacia la siguiente fase.  

• La fase de alteraciones cognitivas y/o comportamentales: los síntomas iniciales 

incluyen la pérdida leve de la memoria a corto plazo y de otras funciones, como el 
lenguaje. Además, algunos casos desarrollan alteraciones comportamentales leves 
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(93). Se ha descrito que el 43,4 % de los pacientes con este tipo de deterioro 
desarrollan la demencia asociada a la EA (92).  

• La fase de demencia característica de la EA: los pacientes que se encuentran en esta 

fase de la enfermedad tienen una sintomatología que repercute negativamente en el 
grado de independencia del paciente (94). 

 

Algunas características clínicas de la EA son la pérdida progresiva de la memoria, alteraciones 
del lenguaje (afasia), imposibilidad de identificar los estímulos percibidos a través de los 
sentidos (agnosia) y trastornos locomotores (apraxia). La enfermedad también puede 
manifestarse en el paciente a través de síntomas psicológicos, como las alucinaciones, 
alteraciones de la ansiedad, la depresión e incluso cambios de la personalidad. El 50 % de los 
pacientes presentan síntomas depresivos (anhedonia, disforia, culpa, disminución del apetito, 
pérdida de peso y dificultad para concentrarse), tendencia a gritar y síntomas psicóticos 
(alucinaciones, delirio y paranoia). Además, se ha reportado una conducta agresiva y violenta 
asociada a la EA en el 20 % de los casos (95). La prevalencia y severidad de las alteraciones 
del comportamiento varían en cada paciente y depende de la localización y severidad del daño 
cerebral, la personalidad premórbida, el ambiente y la relación con otras personas (96).  

En 1984, el consorcio NINCDS-ADRDA (del inglés, National Institute of Neurological and 
Communicative Diseases and Stroke/Alzheimer's Disease and Related Disorders Association) 
estableció una serie de criterios para el diagnóstico de la EA. Inicialmente, el diagnóstico 
clínico se realizaba en el estadio de demencia del paciente. Sin embargo, el pronóstico 
definitivo de la enfermedad tenía lugar tras la realización de análisis histopatológicos a biopsias 
o autopsias (97).  

Actualmente, la valoración clínica de la EA se ha reforzado gracias al desarrollo de nuevas 
técnicas de imagen y detección, como la resonancia magnética, que permite analizar la atrofia 
tisular, y la fluorodesoxiglucosa, para estudiar alteraciones del metabolismo celular. Además, 
la detección y el descubrimiento de nuevos biomarcadores, tales como el péptido β-amiloide 
y la proteína tau hiperfosforilada en el líquido cefalorraquídeo, han permitido diferenciar la EA 
de otras formas de demencia e, incluso, diagnosticar la enfermedad en la fase preclínica 
(37,98).  
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1.5. Tratamiento de la EA 

Se han desarrollado diversos fármacos para tratar la EA, aunque aún no se ha encontrado 
una terapia efectiva que cure la enfermedad. En enero de 2024, se registraron 164 ensayos 
clínicos para analizar los efectos de 127 fármacos en pacientes con la EA. 96 de estas terapias 
se centran en la modificación de los mecanismos patológicos, mientras que 31 de ellas se 
focalizan en el tratamiento de la sintomatología de los pacientes con EA, incluyendo el 
deterioro cognitivo, las alteraciones comportamentales y los trastornos psiquiátricos (99). 

Los fármacos clásicos, empleados por excelencia, pertenecen a la familia de los inhibidores de 
la colinesterasa (donepezilo, galantamina y rivastigmina) y los antagonistas de NMDA 
(memantina). Se caracterizan por tratar el deterioro cognitivo de la enfermedad sin modificar 
los mecanismos moleculares responsables de la patología. Se han identificado posibles efectos 
secundarios asociados a este tipo de fármacos, tales como náuseas o dolores de cabeza (100). 

Además, se ha aprobado el uso del brexpiprazol y el suvorexant para el tratamiento de las 
alteraciones comportamentales del paciente. Por un lado, el brexpiprazol se emplea para tratar 
la agitación asociada a la EA, gracias a su capacidad de interacción con los receptores de 
dopamina y serotonina. Es un antipsicótico atípico cuyo uso se restringe a aquellos casos en 
los que no haya funcionado otro tipo de intervención no farmacológica, puesto que se ha 
observado un aumento del riesgo de infarto y de la mortalidad en personas de edad avanzada 
(101,102). Por otro lado, el suvorexant se utiliza para tratar el insomnio asociado a la 
enfermedad, ya que inhibe la actividad de las orexinas (103). Entre los posibles efectos 
secundarios de este tratamiento se encuentran la alteración de la coordinación motora, que 
impide al paciente conducir , así como la parálisis del sueño y los trastornos respiratorios 
(100). 

Actualmente, ha incrementado la diversidad de las estrategias terapéuticas centradas en la 
modificación de los mecanismos moleculares subyacentes a la patología (tabla 1). Un ejemplo 
es el empleo de anticuerpos, como aducanumab y lecanemab, para la eliminación de las placas 
y de las protofibrillas del péptido Aβ (100). 
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Tabla 1: Estrategias terapéuticas para la EA. Resumen de las diferentes terapias propuestas en la 
actualidad, mencionando el mecanismo de acción correspondiente y algunos ejemplos de cada una de ellas. 

Tabla modificada de (104). 

Terapia Mecanismo de acción Ejemplos 

Pequeñas 
moléculas 
multidiana 

Inhibir enzimas (colinesterasas y BACE-
1), quelar iones metálicos e inhibir la 

agregación del péptido Aβ 

Derivados de tacrina, 
deferiprona y derivados de 

triazina 

Modular la expresión, la agregación y la 
modificación postraduccional de tau, y 

estabilizar los microtúbulos 

Derivados de tacrina, 
derivados de metiltioninio, 
memantina, salsalato, MK-
8719, TPI 287 y BPN14770 

Controlar el estrés oxidativo 
(neurodegeneración y disfunción 

mitocondrial) 

Luteolina, epigalocatequina-
3-galato, melatonina, 

coenzima Q10, berberina, 
edaravona, hiperósido, 
vitamina E, curcumina, 

resveratrol, quercetina y 
ácido rosmarínico 

Anticuerpos 
 

Especificidad de unión por tau 
Gosuranemab, tilavonemab, 

semorinemab y 
zagotenemab 

Especificidad de unión por agregados de 
Aβ. 

Solanezumab, 
gantenerumab, 

crenezumab, aducanumab y 
lecanemab 

Nanopartículas 

Liberar de forma dirigida el fármaco o 
actuar como biosensores para el 

diagnóstico temprano y el seguimiento no 
invasivo de la progresión de la patología 

Nanopartículas magnéticas 
de oro y plata 

Vacunas 
Desencadenar una respuesta inmunitaria 

activa para tau 
AADvac1 y ACI-35 

Terapia génica 
Inducir la expresión de moléculas 

terapéuticas y anticuerpos, y editar el 
genoma 

Vectores virales o no 
virales, CRISPR-Cas9, 
microRNAs y siRNA 
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Agonistas y 
antagonistas 

Regular la eliminación de oligómeros 
tóxicos de Aβ mediante la interacción con 

receptores (como el receptor sigma 2) 
CT1812 

Terapia 
senolítica 

Inducir la apoptosis en células 
senescentes para evitar la disfunción 

cognitiva y reducir la inflamación 
Dasatinib y quercetina 

Terapia celular 

Aplicar células, como las células madre 
mesenquimales, para prevenir la muerte 
neuronal, reducir la neuroinflamación y 

mejorar la función cognitiva 

Lomecel-B 

 

1.6. Interacción glía-neurona  

Para lograr una mejor comprensión de los mecanismos patológicos de la EA no solo es 
importante considerar el comportamiento de cada tipo celular de forma aislada, sino también 
cómo la microglía y el astrocito se comunican entre sí y, en paralelo, con la neurona (105). 
Se ha descrito que las interacciones entre las células gliales y neuronales contribuyen al 
mantenimiento de la homeostasis cerebral (106). Por ejemplo, los astrocitos proporcionan 
soporte metabólico y nutricional a las neuronas, mientras que las células microgliales regulan 
la actividad sináptica neuronal mediante la liberación de citoquinas, quimiocinas y factores de 
crecimiento en respuesta a un daño (107).  

 

1.6.1. Neurona  

Las neuronas son células excitables, capaces de propagar señales a través de sus potenciales 
de membrana y de comunicarse con otras células mediante la liberación de 
neurotransmisores. Existe una gran diversidad de tipos neuronales con 4 regiones 
morfológicamente y funcionalmente diferentes entre sí: el cuerpo celular, las dendritas, el 
axón y los terminales presinápticos Se calcula que el cerebro humano contiene más de 100 
billones de neuronas y que cada una es capaz de establecer miles de conexiones sinápticas 
con otras células (108).  

En etapas iniciales de la enfermedad, tiene lugar un proceso de muerte neuronal localizado 
en áreas cerebrales específicas y, a medida que avanza la patología, se extiende por un gran 
número de estructuras del cerebro del paciente con EA (109). Se ha identificado una estrecha 
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relación entre la pérdida neuronal en la región CA1 del hipocampo y la corteza entorrinal con 
la severidad del deterioro cognitivo (110). Aunque se desconoce el mecanismo responsable 
del proceso de muerte neuronal, se ha observado que los depósitos de amiloide alteran la 
liberación de algunos neurotransmisores y, por ende, se ha propuesto al Aβ como posible 
agente causante (111). A nivel presináptico, se ha descrito que el Aβ disminuye la liberación 
de glutamato y aumenta la secreción de GABA, produciendo un incremento del tono inhibitorio 
neuronal y alteraciones en el transporte axonal. Mientras que, a nivel postsináptico, el Aβ 
desencadena la endocitosis y degradación de los receptores NMDARs (del inglés, N-methyl-d-
aspartate receptors) y AMPARs (del inglés, α-amino-3-hydroxy-5- methyl-4-isoxazolepropionic 
acid receptor), originando una depresión postsináptica y una reducción de la transcripción de 
genes asociados a la plasticidad sináptica (112).  

Los neurotransmisores, además de transmitir señales entre las neuronas, intervienen en la 
comunicación entre la neurona y la glía, ya que este tipo de células expresa receptores, 
recaptadores para neurotransmisores y componentes neuroactivos. La presencia de los 
depósitos de Aβ, característicos de la EA, desencadena alteraciones en el diálogo neurona-
glía (113). En la neurona, favorece la liberación de glutamato y ATP, activando receptores 
neuronales, como el NMDA, y receptores microgliales, como el purinérgico. En la microglía, 
induce la síntesis de algunas moléculas implicadas en la señalización glutamatérgica, como, 
por ejemplo, el ácido quinolínico, que posee efectos excitotóxicos. Simultáneamente, la 
microglía secreta factores neurotróficos como el BDNF (del inglés, brain-derived neurotrophic 
factor) y se estimula la liberación neuronal de CX3CL1 (del inglés, C-X3-C motif ligand 1), que 
es un ligando microglial (113). En el astrocito, desencadena la secreción exacerbada de GABA, 
que inhibe la plasticidad sináptica (114). 

 

1.6.2. Astrocito 

Los astrocitos son células gliales que pueden encontrarse en una conformación fibrosa en la 
materia blanca y en conformación protoplasmática en la materia gris del SNC (115). Entre sus 
funciones cabe destacar la regulación de la barrera hematoencefálica (BHE), la neurogénesis, 
la sinaptogénesis, el mantenimiento de la homeostasis de los neurotransmisores y fluidos, y 
la formación de canales perivasculares en el sistema glinfático para la eliminación de residuos 
neurotóxicos, tales como Aβ o tau (78,116).  

Constituyen una población celular muy heterogénea con múltiples perfiles reactivos, entre los 
que se encuentran la subpoblación proinflamatoria y la antiinflamatoria (117). Por un lado, los 
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astrocitos adquieren un perfil proinflamatorio o neurotóxico al estar expuestos a mediadores 
proinflamatorios microgliales, tales como IL1α, IL1β (del inglés, interleukin 1-alpha and beta), 
TNFα (del inglés, tumor necrosis factor-alpha) y C1q (del inglés, complement component 1q), 
esfingolípidos y neurotrofinas (116,118,119). Este perfil astrocitario sobreexpresa diversos 
genes, como, por ejemplo, los asociados a la cascada del complemento (117,120). Se ha 
observado que la unión de IL17 con su receptor astrocitario favorece el reclutamiento de NFκB 
(del inglés, nuclear factor kappa B) y la síntesis de factores proinflamatorios como IL1β, TNFα 
y NO (121). Por otro lado, algunas citoquinas responsables de la activación del perfil 
antiinflamatorio o neuroprotector son IL4, IL13 e IL10. Este fenotipo astrocitario se induce 
por la activación de STAT3 (del inglés, signal transducer and activator of transcription 3) y se 
caracteriza por la sobreexpresión de factores neurotróficos, trombospondinas y la secreción 
de IL4, IL10 y TGFβ (del inglés, transforming growth factor β) (117,122,123). 

Los astrocitos del parénquima cerebral de los pacientes con la EA sufren una serie de cambios 
conformacionales, transcripcionales y funcionales. Este tipo de astrocito, denominado 
“reactivo”, se caracteriza por la presencia de procesos hipertróficos y la sobreexpresión de las 
proteínas GFAP (del inglés, glial fibrillary acidic protein), nestina y vimentina (115,124–128). 
La conformación patológica del amiloide aumenta la sensibilidad de los astrocitos en respuesta 
a ATP y glutamato, incrementa los niveles de las especies reactivas de oxígeno (ROS) y reduce 
los de GSH (del inglés, glutathione), alterando el mecanismo de defensa celular contra el 
estrés oxidativo. Estudios previos han demostrado que la activación crónica de los astrocitos 
contribuye al proceso neurodegenerativo y a la progresión de la EA (129–132). 

 

1.6.3. Microglía 

La microglía son células del sistema inmune innato del SNC. Entre sus principales funciones 
se encuentran el mantenimiento de la homeostasis cerebral a través de sus procesos, la 
remodelación sináptica, la liberación de mediadores inflamatorios y la fagocitosis de restos 
celulares. Además, interacciona con diversos tipos celulares en otros procesos biológicos, 
como, por ejemplo, la conexión neuronal, la neurogénesis a partir de las células madre 
neurales, la remieliniazación y la mielinización realizada por los oligodendrocitos, la 
vasculogénesis y la revascularización mediadas por las células endoteliales, y la permeabilidad 
de la BHE regulada por los astrocitos (106,133,134).  

El origen de la microglía en el cerebro humano fue estudiado, en primer lugar, por John 
Kershman, quien observó la infiltración de la microglía durante el desarrollo embrionario y 
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describió los puntos de migración celular (135). En los seres humanos, los precursores 
microgliales invaden el primordio cerebral entre las semanas 4,5 y 5,5 de gestación (136,137). 
La población microglial representa entre el 0,5-16 % del total celular y se mantiene en 
equilibrio gracias a la regulación de la proliferación local y la apoptosis, sin contribución de 
progenitores periféricos. La cantidad de las células de microglía varía en función de su 
localización cerebral, siendo más abundante en el hipocampo, los ganglios basales y la 
sustancia negra. 

Dado que la microglía completa su maduración en el SNC, presenta un perfil génico específico 
y diferente respecto a los macrófagos residentes en otros tejidos. Particularmente, se 
caracteriza por una expresión reducida de algunas proteínas de la superficie celular, como 
CD45 (del inglés, cluster of differentiation 45) y MHCII (del inglés, class II major 
histocompatibility complex molecules), y un incremento de los niveles de TMEM119 (del inglés, 
transmembrane protein 119), P2Y12R (del inglés, P2Y12 receptor) y SALL1 (del inglés, spalt 
like transcription factor 1), entre otras proteínas (138–141).  

El desarrollo, la diferenciación y el mantenimiento microglial en el SNC está mediado por 
múltiples interacciones celulares. Se ha observado que algunas citoquinas secretadas por los 
astrocitos, como CCL2 y CXCL10, son responsables del reclutamiento de la microglía hacia las 
zonas dañadas (142,143). En cuanto a la interacción neuronal, se ha descrito que el receptor 
microglial CSF1R (del inglés, colony stimulating factor 1 receptor) interacciona con IL34 y 
CSF1L, que son ligandos eminentemente neuronales, para promover el desarrollo y la 
supervivencia microglial (144–146). Además, el receptor CX3CR1 (del inglés C-X3-C motif 
chemokine receptor 1), cuya expresión en el cerebro es específica en las células de microglía, 
interacciona con el ligando neuronal CX3CL1 para regular la proliferación y activación 
microglial (147,148).  

La activación de la microglía media procesos de migración, presentación antigénica y 
fagocitosis (142,149). En términos morfológicos, la microglía es una población muy 
heterogénea que presenta múltiples formas intermedias. Sin embargo, se desconoce la 
relación existente entre la morfología y la actividad de este tipo celular, de ahí la necesidad 
de continuar profundizando en esta cuestión (137). 
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1.6.3.1. Activación microglial  

Tradicionalmente, se ha empleado la terminología M1 y M2 para clasificar la activación de los 
macrófagos. El término “M0” se empleó para referirse a la microglía no activada. En función 
de su polarización hacia uno de los dos fenotipos de activación, se denominó M1 a la activación 
clásica considerada proinflamatoria y neurotóxica, y M2 a la activación alternativa asociada a 
la antiinflamación y la neuroprotección (150).  

Actualmente, los términos M1 y M2 han quedado obsoletos, por tratarse de una categorización 
reduccionista de la realidad. El desarrollo de nuevas técnicas, como el análisis single-cell, ha 
permitido concluir que la microglía es capaz de coexpresar marcadores asociados a ambos 
fenotipos de activación microglial. Esto parece indicar que la microglía in vivo no polariza 
exclusivamente hacia estas categorías, sino que existen diversos fenotipos intermedios 
(142,151).  

Las células de microglía presentan dos modos de respuesta en función del estadio de la 
patología amiloide. En etapas tempranas, previas a los depósitos de Aβ en el parénquima 
cerebral, la activación de la microglía es moderada y neuroprotectora, ya que interviene en la 
eliminación del Aβ, la supresión de la hiperfosforilación de la proteína tau y la liberación de 
factores neurotróficos. Sin embargo, durante la fase clínica de la EA, la activación crónica de 
la microglía favorece el proceso neurodegenerativo (142,152–156).  

El péptido amiloide activa el inflamasoma canónico microglial NLRP3, que es un complejo 
intracelular compuesto por NLRP3, la proteína adaptadora ASC y la proteína efectora caspasa-
1. Su activación aumenta la producción de IL1β, induce neurotoxicidad e interviene en la 
fagocitosis microglial. Además, se ha observado que la secreción de la proteína ASC por la 
microglía activada puede desencadenar la formación de placas neuríticas, favoreciendo la 
oligomerización y agregación insoluble del amiloide (figura 8) (142,157–159).  

No existe un consenso en la actualidad sobre los efectos, beneficiosos o perjudiciales, de la 
respuesta microglial en la progresión de la EA (160–165). Se ha observado una mayor 
microgliosis en torno a las placas neuríticas, lo que sugiere que la microglía podría actuar 
secretando enzimas proteolíticas para degradar el péptido Aβ y expresando receptores 
específicos de la actividad fagocítica (154,165–168). En este contexto, la fagocitosis se activa 
tras la interacción del péptido amiloide con los receptores microgliales TREM2, TLRs (del 
inglés, toll like receptors), CD36, SR-A1 (del inglés, class A1 scavenger receptors) y RAGE (del 
inglés, receptor for advanced glycation end products). Dependiendo del receptor activado y 
de la forma estructural del Aβ, se inducen diferentes rutas inflamatorias responsables de la 
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secreción de citoquinas proinflamatorias, ROS y RNS (169,170). Por ejemplo, el complejo 
CD36/TLR4/TLR6 activa la respuesta microglial proinflamatoria, mientras que RAGE promueve 
el estrés oxidativo neuronal, además de la respuesta microglial (171,172). 
 

 

Figura 8: Activación del inflamasoma NLRP3. La interacción entre TLR4, el inflamasoma NLRP3 y el 
complemento conduce a la neuroinflamación en la EA. El descenso de los iones potasio y cloro, la liberación al 

citoplasma del Aβ fagocitado por la microglía y la activación de NFκB participan en la activación del inflamasoma. 
Como resultado, se secreta IL1β y núcleos de ASC, que favorecen la agregación del Aβ. Imagen adaptada de 

(173). 

 

Aunque se ha descrito que la microglía actúa sobre las placas de Aβ, aún se desconoce el 
mecanismo responsable de este proceso. Los inhibidores de CSF1R han surgido como una 
herramienta potencial para esclarecer la función de la microglía en los procesos 
neurodegenerativos (174). Tras la activación de CSF1R por sus ligandos, IL34 y CSF1L, se 
produce la dimerización del receptor y la fosforilación de sus residuos tirosina. Dependiendo 
del sitio de fosforilación, se activan diferentes rutas de señalización. Los residuos T-721/T-
559 activan PI3K (del inglés, phosphoinositide 3-kinase)/Akt, JNK (del inglés, c-Jun N-terminal 
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kinase) y ERK1/2 (del inglés, Extracellular signal-regulated kinase 1/2), que producen la 
activación y translocación de factores de transcripción al núcleo responsables de promover la 
proliferación y la supervivencia microglial (figura 9) (174). 
 

 
Figura 9: Señalización mediada por CSF1R para la regulación de la proliferación y supervivencia 
microglial. Tras la activación de CSF1R por la interacción con CSF1L o IL34, se produce la dimerización y 
fosforilación de los residuos tirosina. Dependiendo del sitio de fosforilación, se activan diferentes rutas de 

señalización y, en consecuencia, se translocan factores de transcripción al núcleo para promover la supervivencia 
y la proliferación microglial. Imagen adaptada de (174). 

 

Un inhibidor de CSF1R ampliamente empleado en estudios preclínicos es PLX5622. El 
tratamiento de modelos murinos de la EA con este compuesto ha revelado efectos 
contradictorios. Por un lado, se ha visto que la eliminación de las células de microglía con este 
inhibidor de CSF1R reduce la formación de placas neuríticas en el hipocampo y la expresión 
de genes antiinflamatorios (175,176). Por otro lado, otros estudios han destacado el papel 
neuroprotector de la microglía, ya que, al eliminar este tipo celular con PLX5622, se ha 
observado un incremento de las neuríticas distróficas y del número de placas de Aβ. Con 
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respecto a tau, otra característica patológica de la EA, otros autores han indicado que el 
tratamiento con PLX5622 no detiene su propagación (177,178). La dosis y la duración del 
tratamiento con inhibidores de CSF1R podrían explicar la disparidad de los resultados 
obtenidos en los modelos de las enfermedades neurodegenerativas. Además de la 
optimización del tratamiento, es importante profundizar en el estudio del impacto de la 
eliminación microglial sobre los astrocitos y las neuronas, dado que la microglía interacciona 
con estos tipos celulares. Los inhibidores de CSF1R han permitido abordar el estudio de la 
microglía y su activación en el contexto patológico (174).  

Los análisis de transcriptómica han identificado un nuevo fenotipo microglial denominado DAM 
(del inglés, disease associated microglía), presente no solo en la EA, sino también en otras 
enfermedades neurodegenerativas, como la esclerosis lateral amiotrófica (179). En 2017, 
Keren-Shaul y colaboradores realizaron estudios in vivo empleando el modelo murino 5xFAD 
e identificaron que la microglía asociada a las placas amiloides presentaba un perfil génico 
DAM, el cual difería del observado en la microglía en condiciones fisiológicas (167). En 2021, 
Grubman y colaboradores analizaron el perfil transcriptómico de la microglía que contenía 
amiloide y de aquella que no lo contenía, observando diferencias funcionales entre ambas 
(180).  

La activación del fenotipo DAM comprende dos pasos secuenciales: 

• El primero da lugar a un estado intermedio y presenta una reducción de la expresión 
de marcadores homeostáticos, como P2RY12, por una vía independiente de TREM2. 

• El segundo es dependiente de TREM2 y muestra un incremento de la expresión de 
genes involucrados en el metabolismo lipídico y en la actividad fagocítica (167).  

Algunos autores establecen una estrecha relación entre el perfil DAM, el incremento de la 
actividad fagocítica y el papel neuroprotector de este fenotipo microglial (142). Sin embargo, 
otros estudios apuntan que la microglía DAM es perjudicial, debido a las similitudes de su 
perfil transcriptómico con la microglía neurodegenerativa MGnD (del inglés, microglial 
neurodegenerative phenotype) (181).  

En humanos, se han identificado 9 subpoblaciones microgliales enriquecidas en genes 
asociados a la enfermedad, denominadas microglía HAM (del inglés, human Alzheimer’s 
microglia) (182). Algunos estudios han destacado similitudes entre el perfil génico de la 
subpoblación HAM en humanos y DAM en ratones, específicamente en genes asociados con 
en el transporte lipídico y lisosomal, como APOE, CLU y PLCG2 (182,183). Sin embargo, otros 
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estudios han mostrado resultados contradictorios al revelar claras diferencias transcriptómicas 
entre HAM y DAM (142,184–186). 

 

1.6.3.2. Morfología microglial 

La microglía es un tipo celular muy dinámico que presenta múltiples perfiles según su 
ontogenia, motilidad, morfología, transcriptómica y metabolismo. La morfología de la microglía 
se ha empleado frecuentemente como una medida indirecta de su estado funcional. Tras años 
de estudio, se han realizado esfuerzos para unificar la gran variedad de morfologías descritas 
en la microglía y establecer una clasificación más estandarizada (tabla 2) (187). Esta nueva 
tipificación más genérica incluye la microglía homeostática (figura 10A), reactiva (figura 10B), 
ameboide (figura 10C), hiperramificada (figura 10D) y alargada (figura 10E) (188,189). 

 

Tabla 2: Términos definidos por Paolicelli y colaboradores, en relación con la nomenclatura 
tradicional de los diferentes morfotipos microgliales (187). 

Términos definidos por Paolicelli y colaboradores Otros nombres 

Homeostática 

En reposo 

Ramificada 

No activa 

En vigilancia 

M0 

Hiperramificada Frondosa o bushy 

Reactiva 

Activa 

Inflamatoria 

M1/M2 

Hipertrófica 

Desramificada 

DAM 

Ameboide 
Completamente activa 

Fagocítica 
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Figura 10: Categorización de la morfología microglial. A) Microglía homeostática caracterizada por la 
complejidad de sus procesos y el tamaño pequeño del soma. B) Microglía reactiva, con procesos retraídos y 

somas más grandes y redondeados. C) Microglía ameboide, carente de procesos. D) Microglía hiperramificada, 
que es una morfología intermedia entre la homeostática y la reactiva, caracterizada por tener procesos retraídos 

y engrosados. E) Microglía alargada, con somas finos y alargados, y procesos largos y extendidos. Imagen 
adaptada de (187). 

 

Tradicionalmente, la microglía del parénquima cerebral sano se clasificaba como “en reposo” 
o resting. Hoy en día, este término ha quedado obsoleto, ya que se conoce que la microglía 
interviene en múltiples procesos en este contexto, como el mantenimiento de la homeostasis 
del SNC y el control del ambiente para detectar la presencia de patógenos, células necróticas 
o apoptóticas, ovillos neurofibrilares y depósitos de Aβ (190–192). En condiciones fisiológicas, 
la microglía presenta, mayoritariamente, una morfología homeostática, es decir, su soma es 
pequeño y sus procesos largos y muy ramificados para poder abarcar un área mayor donde 
detectar la presencia de agentes extraños o estructuras anómalas. Concretamente, cada célula 
ocupa un área de entre 200 y 8000 µm2 y tiene una longitud en el rango de 200-350 µm 
(187,193,194).  

Tras detectar un daño, la célula reorganiza su citoesqueleto para adoptar una morfología 
microglial reactiva, que se caracteriza por tener un soma más grande y procesos menos 
ramificados y más finos (195). Este tipo microglial es capaz de responder ante la secreción de 
citoquinas proinflamatorias, de fagocitar restos celulares y de migrar a las zonas dañadas. La 
microglía reactiva tiene un área entre 200-400 µm2 y una longitud de 100-300 µm (187). Este 
fenotipo microglial engloba diversos términos, tales como la microglía M1/M2, activada y DAM 
(tabla 2). Aunque describen una morfología microglial común, estos términos han ido 
surgiendo por falta de consenso entre los diferentes autores. 
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Además, se han identificado morfologías intermedias entre la microglía homeostática y la 
reactiva, como, por ejemplo, la hiperramificada o bushy, que presenta procesos más largos, 
voluminosos y complejos (187,196,197). También, se han descrito otras formas intermedias 
como la senescente o distrófica, la satélite, la de tipo celular brillante y la microglía oscura 
(198–201).  

En el contexto neuroinflamatorio de la EA, la microglía reactiva retrae sus procesos 
adquiriendo un fenotipo ameboide. Esta morfología celular tiene un soma grande y 
redondeado, carece de procesos, ocupa un área de 50-150 µm2 y tiene una longitud de 25-
50 µm (187,194,202). También, la microglía puede adoptar una morfología muy polarizada 
con pocas ramificaciones y un soma fino y alargado. Ocupa un área de 300-700 µm2 y tiene 
una longitud de 200-350 µm (187,203). Esta tipología microglial se ha observado cerca de 
neuronas dañadas, por lo que se ha sugerido que podría facilitar la reparación neuronal o 
promover su eliminación (204). 

 

1.7. Modelos murinos de la EA 

Los modelos animales se han convertido en una herramienta experimental necesaria para 
entender los mecanismos subyacentes a las diferentes patologías humanas, identificar dianas 
terapéuticas y realizar ensayos preclínicos.  

Actualmente, Alzforum tiene 221 modelos de ratón reconocidos para el estudio de la EA (205). 
Este gran número de modelos se debe a la necesidad de complementar unos modelos con 
otros, ya que uno solo no logra reproducir todas las características de la patología. 

Dado que los ratones sanos o wild-type (WT) no presentan ni placas neuríticas ni ovillos 
neurofibrilares asociados a la edad, surge la necesidad de desarrollar ratones transgénicos 
(Tg). Los primeros modelos se caracterizaban por la incorporación de mutaciones hereditarias 
asociadas a la FAD en genes como App, para abordar el estudio de la amiloidosis y procesos 
relacionados, como la formación de placas, la respuesta glial, las neuritas distróficas, el daño 
sináptico, la muerte neuronal y la alteración de la memoria (206–209). Respecto a tau, aunque 
estos modelos presentaban cierta hiperfosforilación de la proteína, no desencadenaba la 
formación de ovillos neurofibrilares intracelulares. Por este motivo, para estudiar la taupatía 
característica de la EA, surgieron nuevos modelos murinos que introdujeron mutaciones en el 
gen Mapt (del inglés, microtubule-associated protein) (210).  
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La identificación de nuevas mutaciones génicas asociadas a la FAD ha permitido ampliar el 
diseño de modelos murinos Tg para replicar, con la mayor exactitud posible, los mecanismos 
subyacentes a la FAD in vivo (211–214). Algunos modelos de la EA son más agresivos, ya que 
la amiloidogénesis y/o la taupatía, en función de las mutaciones que contenga, la pérdida 
neuronal y el deterioro cognitivo ocurren con anterioridad en comparación con otros modelos 
(tabla 3). Un ejemplo de amiloidosis más agresiva es el modelo 5xFAD, el cual muestra 
depósitos de Aβ a los 2 meses de edad y alcanza el máximo número de placas entre los 6-9 
meses de edad, acompañado de una gliosis exacerbada y un deterioro cognitivo (214). 

 

Tabla 3: Modelos murinos representativos de la patología amiloide y/o la taupatía asociada a la EA 
(214). 

Modelo  
Mutación 

génica 
Amiloidosis Taupatía 

Pérdida 
neuronal 

Deterioro 
cognitivo 

5xFAD 

App 
(KM670/671NL, 
I716V, V717I) 
Ps1 (M146L, 

L286V) 

2 meses - 6 meses 4 meses 

APP/PS1 
App 

(KM670/671NL) 
Ps1 (delta9) 

6 meses - 8 meses 12 meses 

APP23 
App 

(KM670/671NL) 
6 meses - 12 meses 3 meses 

JNPL3 
Mapt 0N4R 

(P301L) 
- 5 meses 5 meses Se desconoce 

rTg4510 
Mapt 0N4R 

(P301L) 
- 4 meses 6 meses 6 meses 

3xTg 

App 
(KM670/671NL) 

Mapt 0N4R 
(P301L) 

Ps1 (M146V 
knock-in) 

6 meses 12 meses Se desconoce 4 meses 
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2. Sistema endocannabinoide 

2.1. Generalidades del SEC 

El sistema endocannabinoide (SEC) es un sistema complejo compuesto principalmente por 
receptores cannabinoides, cannabinoides endógenos o endocannabinoides (eCBs), y proteínas 
responsables de su transporte, síntesis y degradación (figura 11) (215,216). La señalización 
a través de este sistema participa en varios procesos fisiológicos como la regulación celular y 
tisular, el mantenimiento de la homeostasis del organismo, el desarrollo cerebral, la memoria, 
la liberación de neurotransmisores, la plasticidad sináptica, la percepción del dolor, el apetito, 
la motilidad gastrointestinal y la secreción de citoquinas por parte de la microglía (217).  

 

 

Figura 11: Señalización eCBs en la sinapsis y en la comunicación glía-neurona. Imagen adaptada de 
(218). 
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La planta Cannabis Sativa contiene una variedad de compuestos, incluyendo fenoles 
cannabinoides y no cannabinoides, flavonoides, terpenoides, alcoholes, aldehídos y alcaloides 
(219–223). Entre los más de 120 terpenos o fitocannabinoides que tiene, cabe destacar el 
cannabidiol (CBD) y el ∆9-tetrahidrocannabinol (∆9-THC). Además, se han descrito 
cannabinoides en otras especies vegetales como Echinacea, Helichrysum umbraculigerum y 
Radula (224). 

En 1963, Raphael Mechoulam caracterizó el CBD. Al ser un compuesto no psicoactivo, ha 
ganado interés terapéutico para tratar enfermedades como la psicosis. Un año después, 
Raphael Mechoulam y Yechiel Gaoni identificaron el THC, que es el principal compuesto 
psicotrópico del cannabis (216,225–228). Durante miles de años, la planta Cannabis Sativa se 
ha empleado para uso recreacional o terapéutico, entre otros fines (219–223). Actualmente, 
las autoridades sanitarias han restringido el uso terapéutico del cannabis al alivio del dolor 
crónico en adultos, y el uso de cannabinoides orales como antieméticos durante el proceso de 
la quimioterapia y para el tratamiento de la espasticidad en pacientes con esclerosis múltiple 
(216). 

El empleo de análogos radiactivos de THC permitió la caracterización del primer receptor 
cannabinoide CB1R (del inglés, cannabinoid receptor type 1) (229). Este receptor está 
acoplado a proteínas G (GPRs) y su expresión es abundante en el cerebro. Gracias a la 
homología con CB1R, se identificó el receptor CB2R (del inglés, cannabinoid receptor type 2), 
cuya expresión es abundante en el sistema inmune (217,230). El descubrimiento de los 
receptores cannabinoides permitió la detección de sus ligandos endógenos, como, por 
ejemplo, la anandamida (AEA, del inglés N-arachidonoylethanolamine) y 2-araquidonilglicerol 
(2-AG, del inglés, 2-arachidonoyglycerol) (231,232). Posteriormente, se identificaron las 
enzimas responsables de la síntesis y degradación de estos eCBs. Respecto a AEA, su síntesis 
está mediada por NAPE-PLD (del inglés, N-acylphosphatidylethanolamine-specific 
phospholipase D-like hydrolase) y su hidrolización está catalizada por FAAH (del inglés, fatty 
acid amide hydrolase) (233,234). En cuanto a 2-AG, DAGLα (del inglés, diacylglycerol lipase 
α) y DAGLβ son responsables de su biosíntesis, mientras que MAGL (del inglés, 
monoacylglycerol lipase) participa en su degradación (235,236). 

La modulación del SEC se ha propuesto como posible estrategia terapéutica para el daño 
crónico, náuseas, esclerosis múltiple, epilepsia, ansiedad, EA, enfermedad de Parkinson y 
enfermedad de Huntington, ya que se han descrito diversas alteraciones de este complejo 
sistema tanto en modelos experimentales como en pacientes con este tipo de patologías (237–
239).  
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2.2. Cannabinoides 

Los cannabinoides son una clase de compuestos químicos con capacidad de interaccionar con 
los receptores cannabinoides, como CB1R y CB2R, los receptores no cannabinoides, como 
GPR55 y GPR3, y los canales iónicos (240). Originalmente, el término cannabinoide hacía 
referencia únicamente a los fitocannabinoides (241). Actualmente, se han descrito los 
siguientes tipos de cannabinoides atendiendo a su origen:   

• Los fitocannabinoides son de origen vegetal. Algunos tienen propiedades psicotrópicas, 
como el THC, el cannabinol (CBN) y el Δ8-THC, mientras que otros son no 
psicotrópicos, como el CBD, el cannabicromeno (CBC) y el cannabigerol (CBG) 
(220,224). 

• Los eCBs se sintetizan de forma natural en el organismo de los mamíferos. Los 
principales endocannabinoides son AEA y 2-AG (217). 

• Los cannabinoides sintéticos, también conocidos como cannabinoides miméticos, son 
un grupo de compuestos desarrollados mediante la modificación de la especificidad de 
unión de este tipo de cannabinoides por un receptor concreto. Originalmente, 
surgieron para potenciar la actividad terapéutica y reducir los posibles efectos 
secundarios asociados a su consumo. Este tipo de cannabinoides también incluye 
aquellas drogas de abuso desarrolladas de forma ilegal por laboratorios clandestinos, 
como el Spice/K2, que es un análogo sintético del THC (242). 

 

2.2.1. Fitocannabinoides 

Los fitocannabinoides son los principales compuestos del Cannabis, siendo el THC y el CBD 
los más abundantes (242).  

• El THC es el principal componente psicoactivo y su consumo se asocia al deterioro 
cognitivo, la paranoia, el incremento del riesgo de padecer trastornos psicóticos, el 
aumento de la dependencia al cannabis y el desarrollo del trastorno por consumo del 
cannabis (243–245). No obstante, también posee propiedades neuroprotectoras, 
antiespasmódicas y antiinflamatorias (246).  

• El CBD presenta propiedades antieméticas, antiinflamatorias, ansiolíticas y 
antipsicóticas (247). Además, el tratamiento con CBD se ha aprobado para niños con 
epilepsia refractaria (248). 
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El THC y el CBD producen efectos diferentes en el organismo dependiendo de su interacción 
con determinados receptores (tabla 4 y 5). Por ejemplo, el THC es un agonista parcial de los 
CBRs, mientras que el CBD es un modulador alostérico negativo de estos receptores, es decir, 
reduce la activación de los CBRs por THC y otros eCBs. Estas observaciones sugieren que el 
CBD podría contrarrestar los efectos adversos del tratamiento con THC (218,249).  

 

Tabla 4: Efectos del THC sobre receptores cannabinoides y no cannabinoides (218). 

Cannabinoide Agonista parcial Agonista Antagonista 

THC CB1R y CB2R 
PPARα-γ, GPR55, GPR18, 

TRPV2-4 y TRPA1 TRPM8 y 5-HT3A 

 

Tabla 5: Efectos del CBD sobre receptores cannabinoides y no cannabinoides (218). 

Cannabinoide 
Modulador 
alostérico 
negativo 

Agonista Antagonista 
Agonista 
inverso 

CBD CB1R y CB2R 
TRPA1, TRPV1-3, 
PPARγ, 5-HT1A y 

A1-2 

GPR55, GPR18 y 
5-HT3A 

GPR3, GPR6 y 
GPR12 

 

Debido a la capacidad de interacción de los fitocannabinoides con múltiples dianas 
farmacológicas, surge la necesidad de profundizar en los mecanismos subyacentes para poder 
esclarecer las propiedades terapéuticas del CBD y THC en el contexto patológico (218). 

 

2.2.2. Endocannabinoides 

Los endocannabinoides son ligandos cannabinoides endógenos compuestos, principalmente, 
por derivados del ácido araquidónico conjugados con etanolamina o glicerol, que se 
encuentran presentes en el plasma, los tejidos periféricos y el cerebro (250). Se caracterizan 
por actuar como mensajeros retrógrados en la sinapsis neuronal, es decir, su síntesis tiene 
lugar en neuronas postsinápticas en respuesta a diversos estímulos para, posteriormente, 
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activar los receptores cannabinoides de las neuronas presinápticas e inhibir la liberación de 
los neurotransmisores (251).  

Los primeros endocannabinoides en ser identificados fueron AEA, que se forma como producto 
final de la escisión de fosfolípidos de la membrana, y 2-AG, que es un intermediario metabólico 
de la degradación lipídica (252). En condiciones fisiológicas, el nivel de AEA en el cerebro es 
aproximadamente 200 veces inferior a los de 2-AG, cuya síntesis es dependiente de la 
concentración de calcio e independiente de la producción y secreción de AEA (252–254). Se 
ha descrito que la interacción de ambos endocannabinoides con los CBRs produce analgesia, 
catalepsia, hipolocomoción e hipotermia. Concretamente, AEA es un agonista parcial de CB1R, 
mientras que 2-AG es un agonista completo de CB1R y CB2R (255). Además, actúan como 
ligandos de otros receptores, tales como los GPCRs, los receptores nucleares y los canales 
iónicos (256). 

También se han identificado otras N-acetiletanolaminas (NAEs) denominadas no 
cannabinoides, ya que interaccionan con otros tipos de receptores que no son los CBRs. 
Algunos ejemplos son PEA (del inglés, palmitoylethanolamide) y OEA (del inglés, oleoyl-
ethanolamide). OEA produce sensación de saciedad y favorece la pérdida de peso, mientras 
que PEA tiene propiedades antiinflamatorias, analgésicas, antiepilépticas y neuroprotectoras, 
por lo que se ha empleado para el tratamiento del eczema, el dolor y la neurodegeneración 
(257–260).  

 

2.3. Receptores cannabinoides 

Los principales receptores cannabinoides son CB1R y CB2R, que están codificados por los genes 
Cnr1 y Cnr2, respectivamente. Ambos receptores están acoplados a las proteínas G y se 
componen de 7 dominios transmembrana, un extremo N-terminal extracelular y otro C-
terminal intracelular (261). La activación de los CBRs inhibe los canales de calcio sensibles al 
voltaje y la adenilato ciclasa (AC) y, en paralelo, estimula las quinasas MAP (ERK1/2, JNK y 
p38), que regulan la proliferación, el ciclo y la muerte celular (figura 12) (226).  

La funcionalidad de este tipo de receptores es selectiva, ya que se pueden inducir distintas 
rutas de señalización dependiendo del ligando con el que interaccione (262). Por ejemplo, 
como se ha descrito previamente, experimentos in vitro han demostrado que CBD es un 
modulador alostérico negativo de CB1R, lo que explicaría por qué la coadministración de CBD 
y THC podría reducir los efectos psicoactivos (263,264).  
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Además, los receptores cannabinoides pueden formar dímeros con otros GPCRs, como, por 
ejemplo, CB1R que puede asociarse con los receptores de dopamina D2, orexina A, adenosina 
2A y delta opioides, entre otros (265,266).  

 

 

Figura 12: Mecanismo de señalización intracelular mediado por CB1R y CB2R. Imagen adaptada de 
(226). 

 

CB1R y CB2R difieren entre sí en la secuencia de aminoácidos de la cadena polipeptídica y en 
su distribución tisular (figura 13) (267–270). CB1R se expresa, mayoritariamente, en el SNC. 
Este receptor abunda en las neuronas, concretamente en el soma, las dendritas, los terminales 
sinápticos, para modular la transmisión sináptica, e incluso se ha descrito la expresión de este 
receptor a nivel mitocondrial (271–275). Se ha observado una expresión leve de CB1R en otros 
tipos celulares, como los astrocitos, los oligodendrocitos y la microglía (276,277). Respecto a 
CB2R, originalmente se consideraba un receptor exclusivamente periférico. Sin embargo, 
diversos estudios han reportado la expresión de este receptor en el parénquima cerebral en 
condiciones fisiológicas, aunque a unas concentraciones inferiores al umbral de detección de 
la mayoría de los métodos convencionales. En condiciones patológicas, como la 
neuroinflamación de la EA, se ha descrito una inducción de la expresión de CB2R en las células 
microgliales (228). 
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Figura 13: Distribución de CB1R y CB2R en el cuerpo humano. Imagen adaptada de (226). 

 

Existen otros receptores que no pertenecen al SEC canónico y que pueden interaccionar con 
los eCBs, los fitocannabinoides y otros mediadores lipídicos. Algunos de estos receptores son 
PPARα, PPARγ, GPR18, GPR55, GPR119, los canales iónicos que participan en la nocicepción 
(TRPV1 y TRPV2) y algunos transportadores (HTR1A, ADORA2A y ADGRF1) (278,279). 

 

2.4. Metabolismo de los cannabinoides 

Los endocannabinoides se sintetizan “bajo demanda” a partir de los precursores localizados 
en la membrana lipídica. A diferencia de los neurotransmisores, no se almacenan en las 
vesículas, sino que se liberan en un lugar y momento precisos tras la activación de enzimas 
por señales específicas, como el aumento de los niveles intracelulares de calcio (276,280). En 
el proceso de síntesis de 2-AG y AEA intervienen las siguientes reacciones enzimáticas (figura 
14): 

• Respecto a la síntesis de 2-AG, PLC (del inglés, phospholipase C) actúa sobre un 
fosfolípido de la membrana obteniéndose DAG (del inglés, 1,2-diacylglycerol), que es 
esterificado por DAGL para formar 2-AG. Esta última enzima consta de dos isoformas 
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(DAGLα y DAGLβ) abundantes en el cerebro: DAGLα participa en la producción 
sináptica de 2-AG, mientras que DAGLβ es importante en la síntesis microglial de este 
eCB (281).  

• La síntesis canónica de AEA comprende: 1) la liberación de los fosfolípidos de la 
membrana celular, que siguen la ruta NAT (del inglés, N-acyltransferase) dependiente 
o independiente de Ca2+, 2) la formación de NArPE (del inglés, N-arachidonoyl 
phosphatidyl ethanolamine) y 3) la activación de NAPE-PLD para obtener AEA (282).  

 

 

Figura 14: Metabolismo de AEA y 2-AG. Principales rutas metabólicas involucradas en la síntesis y 
degradación de AEA y 2-AG. Imagen adaptada de (226). 

 

Los eCBs se sintetizan en el interior celular y se secretan al exterior a través de los 
transportadores EMT (del inglés, endocannabinoid membrane transporter) para poder actuar 
sobre las células adyacentes (283). Además, se ha especulado sobre la existencia de 
recaptadores de eCBs en el organismo. Actualmente, se han desarrollado inhibidores 
selectivos de los recaptadores de eCBs para profundizar en su caracterización. Un ejemplo es 
WOBE437, que ha demostrado inducir in vivo e in vitro un incremento moderado y selectivo 
del tono endocannabinoide, sin afectar a las enzimas responsables de su degradación, a otros 
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componentes del SEC y a proteínas relevantes del SNC. Estudios previos han reportado 
propiedades analgésicas, ansiolíticas y antiinflamatorias asociadas a este inhibidor (284).  

Diversas enzimas intervienen en la degradación de los eCBs, concretamente, FAAH participa 
en la hidrólisis de AEA y otras NAEs (PEA y OEA) y MAGL en la degradación de 2-AG (285,286). 
El ácido araquidónico resultante de este proceso actúa como sustrato en la síntesis de 
prostaglandinas, lo que sugiere que la degradación de los eCBs puede activar otros tipos de 
señalización (287).   

MAGL es una enzima anclada a la membrana celular presente en ciertos tejidos como el 
adiposo y el cerebral, donde se expresa específicamente en neuronas presinápticas (288,289). 
Interviene en la señalización mediada por los eCBs y el metabolismo del ácido araquidónico 
en el cerebro, hígado y pulmones. Además de metabolizar selectivamente 2-AG, MAGL 
también hidroliza otros monoacilglicéridos y, en consecuencia, altera los niveles de ácidos 
grasos libres, que actúan como precursores para la señalización de lípidos protumorogénicos 
(290). Existen tres tipos de inhibidores de MAGL: inhibidores no competitivos, inhibidores 
parcialmente reversibles y agentes que reaccionan con serina o cisteína. Estudios previos han 
reportado una regulación del metabolismo lipídico y una reducción de la inflamación asociados 
a estos inhibidores (291,292). La inhibición de MAGL se ha postulado como una potencial 
diana terapéutica en varias patologías, como la neurodegeneración, los trastornos 
psiquiátricos, el daño crónico y el cáncer (290,293).  

FAAH es una enzima anclada en la membrana celular responsable de hidrolizar AEA, PEA y 
OEA, entre otras NAEs (234,294). Se expresa en los tejidos periféricos, como los riñones, los 
pulmones y el tracto gastrointestinal, y, mayoritariamente, en el SNC. FAAH se localiza 
principalmente en los astrocitos y las neuronas postsinápticas del hipocampo, el cerebelo, la 
corteza y el bulbo olfatorio (288,289,295–300).  

Para profundizar en el estudio de las funciones específicas de la enzima, se han desarrollado 
inhibidores farmacológicos de FAAH. Diversos estudios han revelado que la inactivación de 
esta enzima aumenta la transmisión neuronal y regula la neuroinflamación y el dolor, sin 
producir los efectos secundarios asociados a la administración de cannabinoides, como la 
catalepsia, el descenso de la temperatura corporal, el aumento del apetito y la alteración de 
la motilidad y el sueño. Algunos ejemplos de inhibidores de FAAH son: 

• URB59, que presenta efectos analgésicos, ansiolíticos y antidepresivos (301–307).  
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• PF-04457845, desarrollado por Pfizer, es el primer inhibidor de FAAH en alcanzar la 
fase II de los ensayos clínicos. Se caracteriza por inhibir la enzima de forma covalente 
e irreversible, y por presentar una farmacocinética excelente en ratas, perros y 
humanos. El tratamiento de ratas con PF-04457845 (0,1 mg/kg) ha logrado inhibir 
FAAH casi por completo (>98 %) e incrementar entre 7-8 veces los niveles de AEA en 
el plasma y el parénquima cerebral de estos animales (308,309).  

La inhibición de la actividad de FAAH produce efectos biológicos duraderos incrementando el 
tono endocannabinoide y, por tanto, se ha propuesto como una potencial estrategia 
terapéutica en diversas patologías.  

 

3. Alteraciones del SEC en el contexto de la EA 

Se han descrito una serie de alteraciones del SEC asociadas a la progresión de la EA, aunque 
su relevancia biológica es todavía controvertida. Algunos autores sostienen que la 
sobreexpresión de algunos componentes del SEC permite contrarrestar la hiperactividad 
neuronal y el proceso neuroinflamatorio en el contexto patológico, mientras que otros 
defienden que las alteraciones del SEC desencadenan el deterioro cognitivo y la clínica 
característica de la EA (310).  

Se desconoce con exactitud la relación entre CB1R y la EA. Se ha descrito un descenso de la 
expresión de este CBR en áreas cerebrales con activación microglial, el hipocampo y la corteza 
frontal de los pacientes con EA (311). Algunos autores sostienen que la expresión de este 
receptor varía en función de la progresión de la EA; incrementando en etapas tempranas y, 
posteriormente, disminuyendo en fases más avanzadas de la patología (312). Benito y 
colaboradores no identificaron alteraciones de la expresión de CB1R ni en la microglía ni en 
los astrocitos asociados a las placas neuríticas. Sin embargo, observaron que la expresión de 
CB2R se induce específicamente en la microglía localizada en torno a las placas amiloides 
(313). El empleo de agonistas de CB2R ha reflejado la participación de este receptor en la 
activación microglial y la eliminación del péptido Aβ (311,314,315). 

Además, se ha identificado un incremento de DAGLα particularmente cerca de las placas 
seniles, lo que sugiere un incremento de los niveles de 2-AG y de la pérdida sináptica mediada 
por este eCB (316). Estas especulaciones se confirmaron gracias al empleo de modelos 
animales de la EA (317). Sin embargo, también se ha observado un reclutamiento de la enzima 
MAGL, responsable de la degradación de 2-AG, en tejidos postmortem de los pacientes con 
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EA, indicando que la progresión de la enfermedad podría reducir la señalización mediada por 
2-AG (317).  

Diversos estudios han mostrado un descenso de AEA en la corteza cerebral asociado al 
deterioro cognitivo de los pacientes y al aumento de los niveles del péptido amiloide 
neurotóxico 1-42 (318). En línea con estos hallazgos, se ha observado una inducción de la 
expresión de la enzima responsable de su degradación (FAAH) de forma selectiva en los 
astrocitos reactivos asociados a las placas neuríticas (313). El aumento de la actividad de 
FAAH, además de alterar el tono eCBs, interviene en el proceso inflamatorio de la EA, ya que 
el ácido araquidónico resultante de la degradación de los eCBs favorece la síntesis de las 
prostaglandinas y otros mediadores inflamatorios en torno a las placas seniles (319,320). 
Dado que los patrones de expresión de CB2R y de FAAH se asocian con los depósitos amiloides, 
estos elementos del SEC podrían actuar regulando la función microglial en el contexto de la 
EA (292). Además, se ha identificado una estrecha relación entre la reducción de la expresión 
de FAAH y el aumento de AEA y otras NAEs en la corteza frontal media y temporal con mejoras 
cognitivas en condiciones patológicas (300,321). En este contexto, la inhibición de la actividad 
de FAAH podría ser beneficiosa para la prevención del proceso neuroinflamatorio y neurotóxico 
asociado a la EA (322). 

 

4. Modulación del SEC como estrategia terapéutica para la EA 

Los cannabinoides se han considerado un tratamiento potencial para la EA gracias a sus 
propiedades inmunosupresoras, antiinflamatorias y neuroprotectoras (322). Actualmente, las 
estrategias terapéuticas para la regulación del SEC en el contexto de la EA comprenden: 1) la 
modulación de los receptores CBRs con fitocannabinoides o cannabinoides sintéticos y 2) la 
inhibición de las enzimas responsables de la degradación de los eCBs para aumentar el tono 
endocannabinoide (tabla 6) (323,324). 

El tratamiento de los modelos animales de la EA con fitocannabinoides ha mostrado efectos 
beneficiosos, tales como mejorías comportamentales, reducción de las placas neuríticas y de 
la neuroinflamación (325). Concretamente, se ha observado que la administración de dosis 
bajas de ∆9-THC mejora la memoria (326–328). Además, la coadministración de THC y CBD 
en fases avanzadas de la patología amiloide ha reportado mejoras cognitivas en el modelo 
murino APP/PS1 (329). Desde un punto de vista clínico, el único análogo sintético aprobado 
por la FDA es la nabilona, conocido como Cesamet, para el tratamiento de las náuseas y los 
vómitos causados por la quimioterapia en pacientes oncológicos (330). En el contexto de la 
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EA, los pacientes tratados con este compuesto presentan un aumento del peso corporal y una 
reducción de la agitación en fases avanzadas de la EA, entre otras mejorías en la clínica del 
paciente (331).   

 

Tabla 6: Principales compuestos empleados para la modulación del SEC en el contexto de la EA y los 
efectos beneficiosos y perjudiciales asociados a cada tratamiento (325). 

Compuestos 
Mecanismo 
de acción 

Efectos beneficiosos Efectos adversos 

THC 
Agonista de 
CB1R y CB2R 

Inhibición de la 
acetilcolinesterasa, reducción del 

Aβ, neurogénesis en el 
hipocampo y liberación de BDNF 

Efectos psicóticos, 
deterioro cognitivo y 

disminución de la 
liberación de 

dopamina 

CBD 
Agonista de 
CB1R y CB2R 

No efectos psicoactivos, 
neuroprotección, menor 

activación microglial y retraso de 
la aparición del deterioro 

cognitivo 

Hipotensión (dosis 
altas) y efecto 
ansiogénico 

 

WIN 55,212-2 
HU 210 

CP 55,940 
JWH-018 

Agonista de 
CB1R y CB2R 

Eliminación del Aβ, neurogénesis 
y prevención del deterioro 

cognitivo 

Alteración de la 
memoria de trabajo y 

de la LTP, y efecto 
sedante 

JWH-133 
AM-1241 

MDA7 

Agonista 
selectivo de 

CB2R 

Eliminación del Aβ, mejora 
cognitiva, prevención de la 

activación microglial y reducción 
de la hiperfosforilación de tau 

Inmunosupresión 

URB597 
PF-04457845 

JZL184 
JZL195 

Modulación de 
los niveles de 
AEA y 2-AG 

Supresión de la toxicidad por 
glutamato inducida por Aβ1-42, 

reducción de la síntesis de 
interleuquinas proinflamatorias, 
restauración de LTP y reducción 

de las placas amiloides 

Rigidez diastólica 
cardíaca 
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Otra estrategia consiste en el incremento del tono endocannabinoide a través de la inhibición 
de las enzimas responsables de la degradación de los eCBs, sin la administración exógena de 
cannabinoides. La inhibición farmacológica de FAAH y MAGL en modelos murinos de la EA ha 
reflejado un incremento de los niveles de anandamida y 2-AG, y un descenso de los depósitos 
amiloides. Concretamente, el PF, que es un inhibidor de FAAH, ha alcanzado los ensayos 
clínicos y ha mostrado una buena tolerancia en personas sanas (308,325).  
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La presente tesis doctoral postula que el sistema endocannabinoide desempeña un papel 
relevante en el proceso neuroinflamatorio asociado a la patología amiloide y, por ende, su 
modulación se plantea como una potencial estrategia terapéutica para la EA. Para contrastar 
esta hipótesis se plantean dos aproximaciones experimentales: 1) administrar dosis bajas de 
cannabinoides (THC, CBD y CBD:THC) de forma crónica a ratones 5xFAD; e 2) inactivar FAAH 
para elevar el tono endocannabinoide en el organismo de este modelo animal de la EA.  

 

1. Administración crónica de dosis bajas de cannabinoides a ratones 5xFAD 

Para evaluar los efectos antiinflamatorios y neuroprotectores de la administración de THC, 
CBD y una combinación de ambos en el contexto de la EA, se plantearán los siguientes 
objetivos: 

• Evaluar la memoria espacial, el estado ansioso y depresivo, la coordinación motora y 
la locomoción de los ratones 5xFAD tras la exposición a cada tratamiento. 

• Realizar estudios moleculares para analizar marcadores asociados a la inflamación, la 

gliosis y al daño neuronal, y cuantificar los niveles de la isoforma soluble e insoluble 
del péptido Aβ1-42 en el parénquima cerebral en cada grupo experimental. 

 

2. Incremento del tono endocannabinoide mediante la inactivación genética 
de FAAH en el contexto de la EA 

Para lograr una mejor comprensión de los efectos paradójicos descritos en el modelo 
5xFAD/FAAH-/-, en cuanto a la exacerbación de la respuesta inflamatoria y la neuroprotección, 
se propondrán los siguientes objetivos: 

• Evaluar las consecuencias de la inactivación genética de FAAH sobre el aprendizaje 

espacial de los animales. 
• Analizar las diferencias en la expresión génica a nivel transcriptómico en el modelo 

5xFAD/FAAH-/-.  
• Identificar y cuantificar cambios moleculares asociados a la inactivación genética de 

FAAH, tanto en condiciones fisiológicas como patológicas, y tras la ablación microglial 
con PLX5622. 

• Caracterizar el perfil morfológico de la microglía en los ratones 5xFAD/FAAH-/- en el 
contexto de ablación microglial y posterior repoblación.
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1. Aproximaciones experimentales 

El presente trabajo consta de dos diseños experimentales, que comprenden una amplia 
variedad de técnicas (pruebas de comportamiento, análisis moleculares, transcriptómica y 
microscopía in vivo dos fotones) y de grupos experimentales, para cumplir con los objetivos 
propuestos (tabla 7): 

 

Tabla 7: Aproximaciones experimentales realizadas en el presente trabajo, detallando los estudios 
realizados y los grupos experimentales empleados. 

Diseños 
experimentales 

Estudios Grupos experimentales  

I.  
Evaluación del 

potencial efecto 
antiinflamatorio y 
neuroprotector de 
los cannabinoides 
sobre la patología 

amiloide 

Pruebas de comportamiento  
WT (VEH) 

5xFAD (VEH, CBD, THC y CBD:THC) 

Análisis moleculares 
WT (VEH) 

5xFAD (VEH, CBD, THC y CBD:THC) 

II.  
Estudio del impacto 
de la inactivación 

genética de la 
enzima FAAH en el 
contexto de la EA  

Pruebas de comportamiento  

WT 
FAAH-/- 
5xFAD 

5xFAD/FAAH-/- 

Análisis de transcriptómica 

WT 
FAAH-/- 
5xFAD 

5xFAD/FAAH-/- 

Análisis moleculares 

WT (VEH y PLX) 
FAAH-/- (VEH y PLX) 
5xFAD (VEH y PLX) 

5xFAD/FAAH-/- (VEH y PLX) 
WT/CX3CR1+/GFP (VEH y PLX) 

FAAH-/-/CX3CR1+/GFP (VEH y PLX) 
5xFAD/CX3CR1+/GFP (VEH y PLX) 

5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1+/GFP (VEH y PLX) 

Imagen in vivo 2PE 
5xFAD/CX3CR1+/GFP (VEH y PLX) 

5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1+/GFP (VEH y PLX) 
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1.1. Diseño experimental I 

El diseño experimental I consistió en la evaluación del potencial efecto antiinflamatorio y 
neuroprotector del CBD y THC sobre la patología amiloide. Para su consecución, se trataron 
ratones 5xFAD macho de 8 meses de edad con vehículo (VEH), CBD, THC o CBD:THC, y 
ratones WT con VEH, que sirvieron como control del experimento. Para evaluar los efectos de 
la administración crónica de dosis bajas de cannabinoides, se realizaron: 

1. Pruebas comportamentales a los animales tratados. Para ello, se empleó una N 
mínima de 16 ratones por grupo experimental, siendo aleatorizados por el peso y el 
tratamiento, para evaluar: 

• La memoria espacial (BM, del inglés, Barnes Maze). 
• La ansiedad (EPM, del inglés, Elevated Plus Maze). 
• La depresión (TS, del inglés, Tail Suspension test). 
• La coordinación motora (RR, del inglés, Rotarod). 

• La actividad locomotora (OF, del inglés, Open-Field test). 

2. Análisis moleculares para estudiar los niveles de expresión de los receptores 
cannabinoides, los marcadores de inflamación, la gliosis y el daño neuronal en el 
parénquima cerebral tras el tratamiento con cannabinoides. Los estudios realizados 
contaron con una N mínima de 8 animales por grupo experimental y comprendieron: 

• La determinación del ARNm de la corteza y del hipocampo mediante RT-qPCR 
(del inglés, Reverse Trancription Quantitative Polymerase Chain Reaction) 

• El análisis de diversas proteínas de la corteza cerebral por Western-blot (WB). 

• La cuantificación de la fracción soluble e insoluble del péptido Aβ1-42 del 
hipocampo mediante ELISA. 

 

1.2. Diseño experimental II 

En el diseño experimental II se abordó el estudio del impacto de la inactivación genética de 
la enzima FAAH en el contexto de la EA. Estudios previos han mostrado una exacerbación de 
la respuesta inflamatoria paradójicamente asociada a efectos neuroprotectores en el modelo 
5xFAD/FAAH-/- (300,332–335). Con el fin de profundizar en esta cuestión, se llevó a cabo esta 
segunda aproximación experimental, que consta de los siguientes estudios: 
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1. Pruebas de comportamiento. Concretamente, se realizó la prueba de BM para evaluar 
el impacto de la inactivación genética de FAAH en el aprendizaje espacial de los 
animales en el contexto de la EA. Para su realización, los animales se aleatorizaron 
por peso y genotipo. La N mínima empleada fue de 8 ratones macho de 7 meses de 
edad WT, FAAH-/-, 5xFAD y 5xFAD/FAAH-/-. 

2. Análisis de transcriptómica para determinar los genes diferencialmente expresados 
(DEG) y los procesos biológicos potencialmente alterados (GSEA, del inglés Gene Set 
Enrichment Analysis) por la inactivación genética de FAAH en el hipocampo de los 
animales. Para ello, se emplearon 3 ratones macho de 6 meses de edad por genotipo 
(WT, FAAH-/-, 5xFAD y 5xFAD/FAAH-/-). 

3. Análisis moleculares para profundizar en la comprensión de la neuroinflamación 
asociada a la inactividad de FAAH en la patología amiloide. Además, el tratamiento 
de los ratones con PLX5622 (PLX) permitió detallar el grado de contribución de la 
microglía a los cambios moleculares observados. Se emplearon ratones (WT, FAAH-/-

, 5xFAD, 5xFAD/FAAH-/-, WT/CX3CR1+/GFP, FAAH-/-/CX3CR1+/GFP, 5xFAD/CX3CR1+/GFP, 
5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1+/GFP) macho de 7 meses de edad tratados con comida control 
(VEH) o PLX para: 

• La determinación del ARNm del hipocampo mediante RT-qPCR. 

• El análisis de proteínas de la corteza cerebral por WB. 

4. Imagen in vivo empleando microscopía dos fotones (2PE) para el estudio de las 
diferencias morfológicas de las placas amiloides y de la microglía por la inactividad 
de FAAH en el contexto de la EA, tras la ablación microglial con PLX5622 y la posterior 
repoblación de este tipo celular. Para la consecución de este análisis, se emplearon 
ratones macho de 6 meses de edad de los siguientes genotipos 5xFAD/CX3CR1+/GFP 
y 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1+/GFP (N mínima=8).  

 

2. Animales de experimentación 

La estabulación y manipulación de los animales de experimentación se realizó en las 
instalaciones del animalario de la Universidad Francisco de Vitoria (número de autorización 
281150000013). Los ratones se mantuvieron en jaulas con enriquecimiento ambiental, acceso 
a agua y a dieta estándar ad libitum, ciclos constantes de luz/oscuridad (12 h/12 h), presión 
positiva, temperatura constante (23 ºC) y humedad relativa (55-60 %). Los procedimientos 
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experimentales se llevaron a cabo con la autorización del comité ético local (PROEX 149/18) 
y cumpliendo con la normativa española (RD 1201/2005 y RD 53/2013) y europea 
(2010/63/EU) para la protección de animales de experimentación.  

El presente trabajo se realizó con ratones macho de 6-8 meses de edad con el fondo genético 
C57BL/6. Los genotipos empleados fueron los siguientes: WT, FAAH-/-, 5xFAD, 5xFAD/FAAH-/-

, WT/CX3CR1+/GFP, FAAH-/-/CX3CR1+/GFP, 5xFAD/CX3CR1+/GFP y 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1+/GFP. 

 

2.1. WT 

C57BL/6 es la cepa comúnmente empleada para la generación de ratones transgénicos y 
knockout, ya que permite la máxima expresión de muchas mutaciones (336). Dado que estos 
animales carecen de modificaciones genéticas, se utilizaron como controles en los diferentes 
procedimientos experimentales. 

 

2.2. 5xFAD 

5xFAD es un modelo de ratón doble transgénico que expresa los transgenes humanos App y 
Ps1 en heterocigosis, bajo el control del promotor murino específico de neuronas Thy1, con 
un total de 5 mutaciones asociadas a la FAD (figura 15) (337,338): 

• 3 mutaciones en el gen de App: sueca (K670N/M671L), Florida (I716V) y Londres 
(V717I). 

• 2 mutaciones en el gen de Ps1: M146L y L286V. 

Estos ratones desarrollan una amiloidosis muy similar a la EA, pero sin presentar ovillos 
neurofibrilares de la proteína tau hiperfosforilada. La severidad en las hembras es mayor que 
en los machos, probablemente debido a la presencia de un elemento sensible a estrógenos 
en el promotor Thy1.  

La evolución de la patología en este modelo animal comprende: 

• El incremento del péptido Aβ1-42 en el interior de las neuronas al mes y medio de edad 
de los animales. 

• La exacerbación de la astrogliosis, la microgliosis y los depósitos de amiloide 
extracelulares en el subículo y la capa V cortical a los dos meses de edad. 
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• La diseminación de las placas amiloides por toda la corteza e hipocampo, el proceso 
de pérdida neuronal y el deterioro de la memoria espacial a los 6 meses de edad 
(337,338). 

 

 

Figura 15: Esquema de las mutaciones presentes en los transgenes humanos App y Ps1 del modelo 
murino 5xFAD. Las mutaciones asociadas a la FAD en ambos transgenes están indicadas con flechas. Sueca 

(Sw), Florida (Fl), Londres (Lon). Los rectángulos grisáceos pequeños simbolizan los exones de Thy1. Las 
regiones codificantes de App y Ps1, representadas con rectángulos de mayor tamaño, están insertadas en el 

exón 2 de Thy1 (337). 

 

La línea 5xFAD (B6/SJL) se obtuvo de Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine, EE. UU.) y se 
cruzó durante más de 10 generaciones con ratones C57BL/6 para cambiar su fondo genético. 

 

2.3. FAAH-/- 

Este modelo fue generado y cedido por el Dr. Benjamin F. Cravatt y se caracteriza por la 
inactivación genética de la enzima FAAH de forma constitutiva en el organismo del ratón (339). 
La estrategia para diseñar este modelo knockout se basa en la eliminación del exón 1 (E1) del 
gen de Faah mediante recombinación homóloga con el fin de truncar e inactivar esta enzima 
(figura 16). Como consecuencia, el parénquima cerebral de estos animales muestra unos 
niveles de AEA 15 veces superiores, una regulación positiva de otras NAEs (OEA y PEA) y una 
menor sensibilidad al dolor respecto a los controles (339).  

Con el fin de profundizar en el papel que desempeña la enzima FAAH en la modulación de la 
neuroinflamación en el contexto de la EA, se generó la línea 5xFAD/FAAH-/-, cruzando ratones 
5xFAD con el modelo FAAH-/-. 
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Figura 16: Esquema del constructo génico para la obtención de ratones FAAH-/-. Imagen adaptada de 
(339). 

 

2.4. CX3CR1+/GFP 

Esta línea transgénica fue obtenida de Jackson Laboratories y se caracteriza por tener las 
primeras 390 pares de bases (pb) de una de las copias del gen Cx3cr1 sustituidas por GFP 
mediante recombinación homóloga, cuya expresión se encuentra controlada por el promotor 
de CX3CR1 (figura 17). Este receptor es característico de los monocitos, las células natural 
killer, las células dendríticas y la microglía (339).  
A partir de este modelo, se generaron las líneas WT/CX3CR1+/GFP, FAAH-/-/CX3CR1+/GFP, 
5xFAD/CX3CR1+/GFP y 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1+/GFP para analizar la morfología y la respuesta 
microglial en el contexto de la patología amiloide en presencia y ausencia de la actividad de 
la enzima FAAH.  
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Figura 17: Esquema del constructo génico para la obtención de ratones CX3CR1+/GFP. Imagen 

adaptada de (339). 

 

3. Genotipado 

El genotipado de los animales de experimentación se realizó mediante la técnica PCR (del 
inglés, polymerase chain reaction) a partir de ADN genómico obtenido de un pequeño 
fragmento de tejido procedente del marcaje en la oreja de los ratones.  

Para la extracción del ADN genómico, la porción de tejido se incubó con un tampón de lisis 
alcalina (25 mM NaOH y 0,2 mM EDTA) durante 30 minutos a 95 ºC, que, posteriormente, se 
neutralizó empleando un tampón Tris-HCL 40 mM. Las muestras se conservaron a -20 ºC 
hasta su análisis por PCR.  

La PCR se realizó en el termociclador LabCycler 48 (SensoQuest, Göttingen, Alemania) a partir 
de 30-50 ng de ADN genómico, primers específicos (tabla 8), desoxinucleótidos trifosfatos 
(dNTPs), tampón de reacción 1X y ADN polimerasa (Biotools, Madrid, España), siguiendo los 
programas de temperatura correspondientes (tabla 9). 

Los productos resultantes de la reacción se analizaron mediante electroforesis en un gel de 
agarosa al 1,5 % en TAE 1X (del inglés, tris-acetate-EDTA), añadiendo el agente de tinción 
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GreenSafe Premium 1X (MF13201, Nzytech, Lisboa, Portugal). Las muestras se corrieron en 
una cubeta con TAE 1X a 120 V durante 30 minutos.  

 

Tabla 8: Secuencias de los primers empleados para el genotipado de los modelos murinos 5xFAD, 
FAAH-/- y CX3CR1+/GFP. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por último, el patrón de bandas obtenido se visualizó utilizando el transiluminador UV 
(GelDocTM EZ System, Bio-Rad, Hercules, California, EE. UU.) y se determinó su tamaño a 
partir del marcador de pesos moleculares de referencia (MWD100, NIPPON Genetics EUROPE, 
Düren, Alemania): 

• Los ratones 5xFAD, caracterizados por la presencia en heterocigosis de los transgenes 
humanos App y Ps1 con las 5 mutaciones, mostraron una banda de 500 pb para cada 
transgén, mientras que los WT no presentaron banda alguna.  

• Los animales FAAH-/-, caracterizados por la deleción en homocigosis del exón 1 de 

Faah, mostraron una banda de 300 pb, los WT (FAAH+/+) una banda de 200 pb y los 
FAAH+/- presentaron ambas bandas.  

• Los ratones con CX3CR1 intacto o WT (CX3CR1+/+) presentaron una banda de 970 
pb, aquellos que carecían de ambas copias (CX3CR1GFP/GFP) tuvieron una banda de 
1200 pb, mientras que los animales con solo una copia de CX3CR1 (CX3CR1+/GFP) 
mostraron ambas bandas. 

Genes Primers Secuencias (5’-3’) 

hApp 
hAPP-S AGA GTA CCA ACT TGC ATG ACT ACG 

hAPP-A ATG CTG GAT AAC TGC CTT CTT ATC 

hPs1 
hPS1-S GCT TTT TCC AGC TCT CAT TTA CTC 

hPS1-A AAA ATT GAT GGA ATG CTA ATT GGT 

 
Faah 

FAAH 1 TAA CTA GGC AGT CTG ACT CTA G 

FAAH 2 ACT CAA GGT CAG CCT GAA ACC 

NEO 3 TTT GTC ACG TCC TGC ACG ACG 

 
Cx3cr1 

CX3 WT TTC ACG TTC GGT CTG GTG GG 

CX3 Het GGT TCC TAG TGG AGC TAG GG 

CX3 Mut GAT CAC TCT CGG CAT GGA CG 
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Tabla 9: Programa de PCR para genotipar los ratones 5xFAD, FAAH-/- y CX3CR1+/GFP. 

Genotipado Paso Temperatura Tiempo 

5xFAD 

Desnaturalización 96 ºC 3 mins 

Desnaturalización 94 ºC 30 seg (x29) 

Anillado 55 ºC 45 seg (x29) 

Polimerasa 72 ºC 1 min (x29) 

Polimerasa fin 72 ºC 7 mins 

Fin 4 ºC ∞ 

FAAH 

Desnaturalización 95 ºC 3 mins 

Desnaturalización 94 ºC 1 min (x35) 

Anillado 53 ºC 1 min (x35) 

Polimerasa 72 ºC 1 min (x35) 

Polimerasa fin 72 ºC 10 mins 

Fin 4 ºC ∞ 

CX3CR1 

Desnaturalización 95 ºC 3 mins 

Desnaturalización 94 ºC 30 seg (x35) 

Anillado 60 ºC 30 seg (x35) 

Polimerasa 72 ºC 2 min (x35) 

Polimerasa fin 72 ºC 2 mins 

Fin 10 ºC ∞ 

 

4. Tratamientos farmacológicos  

4.1. Cannabinoides  

Algunos ensayos clínicos han empleado CBs y extractos de cannabis para tratar los síntomas 
de la demencia, observándose una eficacia potencial y segura tras la administración diaria de 
THC (0,75-12 mg) por vía oral a personas de tercera edad (340). Teniendo en cuenta este 
potencial efecto, en el diseño experimental I se testaron los efectos del CBD y THC sintetizados 
con alta pureza (>97 %) por Purisys, LLC (Atenas, Georgia, EE. UU.) y suministrados por 
Medicane health Inc. (Kfar Sava, Israel) en el modelo murino de amiloidosis cerebral 5xFAD. 
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La dosis de tratamiento crónico se estableció extrapolando la dosis empleada en humanos a 
la equivalente en ratones, siguiendo las indicaciones de la FDA (del inglés, Food and drug 
administration). Para ello, se seleccionó la dosis mínima empleada en ensayos clínicos en 
humanos con demencia, teniendo en cuenta la vía de administración, ya que en humanos era 
oral y en ratones sería una dosis crónica intraperitoneal.  

La solución vehículo y los diferentes cannabinoides se prepararon a partir de etanol, se 
suplementaron con alfa-tocoferol al 0,05 % y se conservaron a -20 ºC en oscuridad. A partir 
de estas soluciones etanólicas, se prepararon diariamente los tratamientos a una ratio 1:1:18 
(etanol:Kolliphor® (Sigma-Aldrich,  San Luis, Misuri, EE. UU.):suero salino fisiológico) y se 
administraron intraperitonealmente (i.p.) las siguientes dosis a los animales durante 28 días 
consecutivos: 

• 0,273 mg/kg de CBD. 

• 0,205 mg/kg de THC. 
• 0,273:0,205 mg/kg de una combinación de CBD y THC (CBD:THC). Esta combinación 

se determinó en base a una evaluación previa realizada en pez cebra patentada por 
MediCane.  

 

4.2. PLX5622 

PLX5622, suministrado por Plexxikon Inc. (Berkeley, California, EE. UU.), es un inhibidor de 
CSF1R con gran biodisponibilidad por vía oral. La formulación de este fármaco se realizó en la 
comida estándar para roedores AIN-76A (Research Diets Inc., New Brunswick, Nueva Jersey, 
EE. UU.) a 1200 mg/kg. En el diseño experimental II, se realizaron estudios que incluyeron 
una fase de pérdida microglial crónica, en la que los ratones tuvieron acceso a la dieta 
PLX5622 ad libitum durante 28 días, y una fase de repoblación de este tipo celular, tras 9 días 
de exposición ad libitum a dieta estándar. 

La síntesis de este compuesto se realizó a partir de PLX3397, introduciendo mejoras como el 
incremento de la especificidad de PLX5622 por CSF1R hasta 20 veces respecto al anterior 
compuesto. Otra propiedad destacable de PLX5622 es que presenta una permeabilidad 
cerebral del 20 %, en comparación con el 5 % que presenta PLX3397, gracias a su menor 
peso molecular, mayor lipofilicidad y mejor permeabilidad celular. Por tanto, es capaz de 
atravesar la BHE para unirse al sitio activo de CSF1R e inhibir la señalización a través de este 
receptor, que es necesaria para la supervivencia celular (145,341). Se ha demostrado que la 



Materiales y métodos 
 

67 
 

inhibición de CSF1R produce la eliminación del 90 % de la microglía tras 5 días de tratamiento 
con PLX5622 en ratones. Además, la pérdida microglial persiste en el parénquima cerebral 
mientras dure el tratamiento, es decir, una vez sea sustituido por la dieta estándar y cese la 
inhibición de CSF1R, la microglía repoblará rápidamente en tan solo 7 días (341–343).  

Todas estas propiedades hacen de PLX5622 una herramienta clave y novedosa en nuestro 
estudio para esclarecer el papel de la población microglial en los efectos derivados de la 
inactivación de FAAH en el contexto de la patología amiloide. 

 

5. Pruebas comportamentales 

5.1. Barnes Maze  

BM permite evaluar la memoria espacial en los ratones gracias el empleo de estímulos 
ligeramente aversivos (luz directa y superficie blanca y abierta) y positivos (escondite oscuro 
con enriquecimiento ambiental), a diferencia de otras pruebas que requieren de agentes 
estresores, como el agua en el laberinto acuático de Morris. Para la realización de esta prueba 
comportamental, en el diseño experimental I y II, se siguió el protocolo descrito por Sunyer 
y colaboradores en 2007 y se optimizó el número de pruebas a 2 diarias (344).  

Antes de comenzar cada ensayo, se ajustaron las condiciones de luz (directa, 600 lux) 
utilizando un luxómetro y se dispusieron las diferentes señales visuales (triángulo rojo, círculo 
amarillo, cuadrado verde y el propio investigador que realiza la prueba) en los puntos 
cardinales, sirviendo como referencia visual para el ratón (figura 18). Al finalizar cada prueba, 
se limpió el aparato con agua destilada y se rotó la plataforma, manteniendo el escondite en 
la misma posición respecto a las señales visuales, para evitar que los animales se guiaran por 
el olfato. 

1. Fase de aprendizaje: Se realizaron 2 ensayos diarios durante 4 días, siguiendo los 
siguientes pasos: 

1.1. Colocar al ratón dentro de un cilindro cerrado en el centro de la plataforma 
durante 10 segundos. 

1.2. Dejar al ratón explorando libremente por la plataforma durante 3 minutos. 

1.3. Si el ratón ha encontrado el escondite antes de que finalicen los 3 minutos, 
cerrar el escondite para que permanezca en su interior durante 1 minuto. En 
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caso contrario, guiar al ratón hasta el escondite y esperar 1 minuto antes de 
devolverlo a la zona de estabulación. 

2. Evaluación de la memoria: Se realizó un único ensayo al quinto día, pero, en esta 
ocasión, con el agujero del escondite cerrado. Para ello, se repitió el paso 1.1 y 1.2, 
reduciendo el tiempo del ensayo a 1,5 minutos. 

Todas las pruebas se grabaron y analizaron utilizando el sistema de seguimiento de vídeo 
SMART v.3 (Panlab, Barcelona, España). En los resultados obtenidos se muestra la latencia, 
que es el tiempo que tarda cada ratón en encontrar el agujero del escondite. 

 

 

Figura 18: Esquema del aparato empleado para realizar la prueba de Barnes. Se colocaron señales 
visuales en los cuatro puntos cardinales de la plataforma (círculo amarillo, cuadrado verde, triángulo rojo y el 
investigador que realiza la prueba). El escondite de la plataforma (objetivo) aparece indicado con un círculo 

verde en la figura. Imagen creada con BioRender.com. 
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5.2. Elevated Plus Maze 

El EPM es una de las pruebas realizadas en el diseño experimental I para estudiar la ansiedad. 
Se basa en dos tendencias naturales de los roedores: la aversión a superficies abiertas y 
elevadas, y la exploración de nuevos entornos. El aparato se elevó 50 cm del suelo y constaba 
de una zona central, dos brazos abiertos y dos cerrados, entrecruzados perpendicularmente 
(figura 19).  

Para la realización de esta prueba, fue necesario: 

• Ajustar las condiciones de luz (indirecta, 100 lux) empleando un luxómetro.  
• Dejar al animal explorar libremente el aparato durante 5 minutos, que se limpió con 

agua destilada una vez finalizado el ensayo.  
• Grabar todas las pruebas, que, posteriormente, se analizaron por un investigador 

independiente. Los resultados del EPM reflejan el tiempo que el ratón estuvo en el 
brazo abierto, expresado como porcentaje del tiempo total (345,346). 

 

 

Figura 19: Aparato para la prueba EPM. Se analizó el tiempo que permaneció el animal en el brazo abierto 
del aparato. Imagen creada con BioRender.com. 

 

5.3. Tail Suspension Test 

El objetivo de esta prueba es abordar el estudio del comportamiento depresivo en los ratones 
tras la administración de cannabinoides en el diseño experimental I.  

En primer lugar, se ajustaron las condiciones de luz (indirecta, 89 lux) y se colocó un 
dispositivo antirrotación en la base de la cola de los animales. Seguidamente, se suspendieron 



Materiales y métodos 
 

70 
 

en el aire durante 6 minutos, de tal modo que no pudieran escapar o sujetarse a superficies 
cercanas (figura 20). Al finalizar cada prueba, se limpió el aparato con agua destilada.  

Todas las pruebas se grabaron y, posteriormente, se cuantificaron por un investigador 
independiente. Los resultados del TST muestran el tiempo de inmovilidad de cada ratón (347).  

 

 

Figura 20: Esquema del aparato empleado para realizar la prueba TS. El animal se suspendió en el aire 
por la cola, tal y como refleja la imagen. Imagen creada con BioRender.com. 

 

5.4. Rotarod 

Para evaluar la coordinación motora de los ratones tratados con cannabinoides en el diseño 
experimental I, se realizó la prueba RR (Panlab; figura 21). Esta prueba evalúa el equilibrio y 
la capacidad de los animales para mantenerse sobre una plataforma rotatoria acelerada. 
Concretamente, se incrementó la velocidad de 4 revoluciones por minuto (rpm) a 40 rpm a lo 
largo de 10 minutos.  

Se ajustaron las condiciones de luz (indirecta, 250 lux), se realizaron 3 ensayos por animal 
con un intervalo de 15 minutos entre pruebas. Una vez finalizada cada una, se limpió el 
aparato con agua destilada.  

Los resultados del RR reflejan el tiempo de latencia correspondientes al tercer ensayo, que es 
el tiempo que permaneció cada animal en la barra giratoria (348). 
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Figura 21: Aparato empleado para realizar la prueba RR. Imagen creada con BioRender.com. 

 

5.5. Open-Field test 

La prueba OF se realizó en el diseño experimental I para estudiar el impacto del tratamiento 
con cannabinoides sobre el estado la actividad locomotora del animal.  

Tras ajustar las condiciones de luz (directa, 500 lux), se colocó al ratón en el centro de la 
superficie circular del aparato, que exploró libremente durante 10 minutos (figura 22). El 
aparato se limpió con agua destilada al finalizar cada ensayo. Todas las pruebas se grabaron 
y, posteriormente, se analizaron por un investigador independiente utilizando el Software 
SMART Video Tracking System, v.3 (Panlab). Los parámetros cuantificados en la prueba OF 
fueron: el tiempo empleado en la zona central y periférica del aparato, y la distancia recorrida 
en ambas áreas (349). 

 

 

Figura 22: Esquema del aparato empleado para realizar la prueba OF. Se diferenció entre el centro y la 
periferia del aparato en el análisis de los datos. Imagen creada con BioRender.com. 
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6. Transcriptómica  

Para realizar el análisis transcriptómico (bulk RNA-seq) del diseño experimental II, se 
sacrificaron los animales por dislocación cervical para aislar el hipocampo, que se congeló 
rápidamente en nitrógeno líquido y se conservó a -80 ºC hasta su procesamiento. El ARN del 
hipocampo se purificó usando el Mini kit de RNeasy® (cat. 74104, Qiagen, Hilden, Alemania), 
siguiendo el protocolo establecido por el fabricante. Brevemente, los pasos que comprende 
son:  

1. Lisado y homogeneización de la muestra en un volumen de 350 µl del buffer de lisis 
(RLT) y etanol para mejorar la unión a la membrana. 

2. Purificación de la muestra mediante columnas con membranas de sílice. 
3. Eliminación del ADN residual usand o columnas tratadas con DNasas. 
4. Elución del ARN purificado con agua libre de RNasas.  

Las muestras se secuenciaron usando la plataforma NovaSeq 6000 (Macrogen, Seúl, Corea 
del Sur) para, posteriormente, llevar a cabo el estudio de transcriptómica, que incluyó: 

1. El control de la calidad de las muestras para asegurar la integridad de los datos brutos 
secuenciados antes de su procesamiento mediante FastQC (versión 0.11.9). Las 
regiones indeseadas (la secuencia adaptadora y las lecturas de baja calidad), que 
fueron identificadas tras evaluar la calidad de las muestras, se eliminaron empleando 
Trim Galore (versión 0.6.10). 

2. El mapeo de las lecturas de alta calidad mediante su alineamiento con el genoma de 
referencia mm39 usando el alineador STAR (versión 2.7.10b) (350). Para cuantificar 
los niveles de expresión génica se empleó FeatureCounts del paquete Subread 
programado en R (versión 2.01) (351). 

3. El análisis de componentes principales (PCA, del inglés, Principal Component Analysis) 
permitió evaluar la presencia de muestras atípicas. Es una técnica estadística 
caracterizada por reducir la dimensionalidad de un conjunto de datos, es decir, 
simplificarlos en pocas componentes principales ortogonales, preservando la mayor 
cantidad de información posible.  

4. El análisis de la expresión diferencial de genes, empleando el paquete DESeq2 (versión 
1.38.0) para analizar los perfiles de expresión comparativamente entre las diferentes 
condiciones (352). Este análisis se caracteriza por el empleo de un modelo basado en 
la distribución binomial negativa para identificar genes diferencialmente expresados 
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(352). El p-valor se corrigió para múltiples comparaciones siguiendo el método 
Benjamini-Hochberg FDR (del inglés, False Discovery Rate), y se consideró 
estadísticamente significativo p < 0,05.  

5. El análisis funcional utilizando el paquete GSEAPy programado en Python para realizar 
el análisis GSEA (353), el cual permitió la identificación de cambios en conjuntos de 
genes relacionados con procesos biológicos tras comparar dos fenotipos diferentes 
(WT/FAAH-/- vs. WT y 5xFAD/FAAH-/- vs. 5xFAD). Para ello, se seleccionaron algunas 
firmas génicas (anexo I) de la base de datos MSigDB (del inglés, Molecular Signatures 
Database; versión 7.0), que es una colección de grupos de genes anotados 
procedentes de otras bases de datos como Gene Ontology, KEGG pathway, etc. (354). 
Además, se empleó la firma “Microglía DAM” descrita por Grubman y colaboradores en 
2021, que recoge los genes sobreexpresados en este fenotipo microglial (anexo 1) 
(180).  
Para dar más robustez a los resultados, se realizaron 1000 permutaciones por firma 
en el análisis GSEA y se consideraron estadísticamente significativos el valor FDR p-
valor ajustado < 0,05 y el p-valor nominal < 0,05. 

 

7. Análisis moleculares 

7.1. Obtención de las muestras 

Para llevar a cabo los análisis moleculares (WB, RT-qPCR y ELISA) de los diseños 
experimentales I y II se sacrificaron los animales por dislocación cervical, se aislaron la corteza 
y el hipocampo de cada hemisferio del parénquima cerebral, y se guardaron las muestras a -
80 ºC. 

 

7.2. RT-qPCR 

La RT-qPCR permitió identificar diferencias de expresión en genes concretos relacionados con: 

• Diseño experimental I: los receptores cannabinoides y los marcadores de inflamación 
tras el tratamiento con cannabinoides mediante el análisis del ARNm del hipocampo y 
la corteza de los diferentes grupos experimentales.  
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• Diseño experimental II: el inflamasoma, el eje CSF1R-CSF1L, las citoquinas 
proinflamatorias, los receptores microgliales y algunos componentes del SEC mediante 
el análisis del ARN mensajero del hipocampo de cada grupo experimental. 

En primer lugar, se extrajo el ARN mensajero usando el reactivo de aislamiento Tripure® 
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Este 
protocolo comprende: 1) el lisado y la homogeneización mecánica (Ultra-Turrax, IKA, Staufen, 
Alemania) del hipocampo con 500 µl de Tripure, y 2) el aislamiento, la precipitación y la 
reconstitución del ARN en 20 µl H2O con DEPC (del inglés, dietilpirocarbonato; Sigma-Aldrich) 
para eliminar ribonucleasas que puedan degradar el ARN. Las muestras se almacenaron a -
80 ºC hasta su uso. 

En segundo lugar, se comprobó la calidad del ARN obtenido y se cuantificó su concentración 
utilizando el Nanodrop (SimpliNanoTM, Biochrom, Holliston, Massachusetts, EE. UU.). La RT-
PCR se realizó a partir de 1 µg de ARN y el kit comercial Trancriptor First Strand cDNA 
Synthesis (Roche Diagnostics). Se empleó el protocolo especificado por el fabricante y el 
programa de PCR específico (tabla 10) en el termociclador LabCycler 48 (SensoQuest). 

En tercer lugar, las PCR cuantitativas (qPCRs) se realizaron con la mezcla de reacción (tabla 
11) compuesta por: ADNc, H2O DEPC, sondas PrimePCR TM Probe Assay (Bio-Rad) conjugadas 
con el fluoróforo FAM (tabla 12 y 13) y el kit QuantiMix Easy Probes (Biotools). Se empleó el 
programa específico (tabla 14) en el sistema CFX Connect ® Real-Time PCR Detection (Bio-
Rad) y placas de 96 pocillos con duplicados de los diferentes ensayos y controles negativos 
para garantizar la ausencia de contaminación de la muestra. 

Para analizar los datos obtenidos, se calculó el promedio de los valores del ciclo umbral Ct del 
duplicado de cada muestra. El dato resultante se relativizó al valor de la subunidad 18 
ribosomal, que, al expresarse de forma estable, se utilizó como gen de referencia. Por último, 
se siguió el método de cálculo 2–(∆∆Ct) para obtener los valores de cuantificación relativa 
empleados en el análisis estadístico. 
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Tabla 10: Programa de PCR para retrotranscribir el ARN mensajero extraído del hipocampo del 
ratón a ADN complementario (ADNc). 

Temperatura Tiempo 

25 ºC 10 mins 

50 ºC 1 h 

85 ºC 5 mins 

4 ºC ∞ 

 

Tabla 11: Volúmenes de cada componente por reacción de qPCR. 

Componente Volumen 

Sonda 1 µl 

QuantiMix 10 µl 

H2O DEPC 7 µl 

ADNc 2 µl 

Total 20 µl 

 

Tabla 12: Sondas empleadas para la cuantificación de la expresión génica por qPCR del diseño 
experimental I. 

Gen Sonda Referencia 

Cnr1 PrimePCR™ Probe Assay: Cnr1, Mouse qMmuCEP0038879 

Cnr2 PrimePCR™ Probe Assay: Custom, Mouse - 

Il1β PrimePCR™ Probe Assay: Il1b, Mouse qMmuCEP0054181 

Il6 PrimePCR™ Probe Assay: Il6, Mouse qMmuCEP0054186 

Rps18 PrimePCR™ Probe Assay: Rps18, Mouse qMmuCEP0053856 

Tnfa PrimePCR™ Probe Assay: Tnf, Mouse qMmuCEP0028054 
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Tabla 13: Sondas empleadas para la cuantificación de la expresión génica por qPCR del diseño 
experimental II. 

Gen Sonda Referencia 

Asc PrimePCR™ Probe Assay: Pycard, Mouse qMmuCEP0056295 

Casp1 PrimePCR™ Probe Assay: Casp1, Mouse qMmuCIP0037127 

Cnr2 PrimePCR™ Probe Assay: Custom, Mouse - 

Csf1 PrimePCR™ Probe Assay: Csf1, Mouse qMmuCIP0032398 

Csf1r PrimePCR™ Probe Assay: Csf1r, Mouse qMmuCEP0054028 

Faah PrimePCR™ Probe Assay: Faah, Mouse qMmuCEP0055480 

Il1a PrimePCR™ Probe Assay: Il1a, Mouse qMmuCIP0030741 

Il1β PrimePCR™ Probe Assay: Il1b, Mouse qMmuCEP0054181 

Il34 PrimePCR™ Probe Assay: Il34, Mouse qMmuCEP0056163 

Nlrp3 PrimePCR™ Probe Assay: Nlrp3, Mouse qMmuCIP0031558 

Rps18 PrimePCR™ Probe Assay: Rps18, Mouse qMmuCEP0053856 

Tlr4 PrimePCR™ Probe Assay: Tlr4, Mouse qMmuCIP0035732 

Tnfa PrimePCR™ Probe Assay: Tnf, Mouse qMmuCEP0028054 

 

Tabla 14: Programa de ciclos para cada reacción de qPCR. 

Paso Temperatura Tiempo 

Activación 95 ºC 2 min 

Desnaturalización 95 ºC 5 seg (x40) 

Alineamiento/extensión 60 ºC 30 seg (x40) 

Fin 4 ºC ∞ 

 

7.3. Western-blot 

Las proteínas de la corteza cerebral se cuantificaron mediante Western-blot (WB). En primer 
lugar, se homogeneizaron las muestras mecánicamente (Ultra-Turrax, IKA), empleando 200 
µl de MLB (del inglés, Magnesium Lysis Buffer) como solución de lisis (25 mM HEPES, pH 7,5, 
150 mM NaCl, 1 % Igepal CA-630, 10 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 10 % glicerol, 1 mM Na3VO4, 
25 mM NaF e 1X inhibidor de proteasas; Ref. 04693132001, Roche Diagnostics). 
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Tras su centrifugación a 9000 g durante 20 minutos a 4 ºC, se cuantificó la concentración de 
proteínas obtenida en el sobrenadante mediante el ensayo BCA (del inglés, Bicinchoninic Acid; 
Protein Assay Kit; ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EE. UU.). La recta de 
calibrado se realizó a partir de distintas concentraciones de BSA (del inglés, bovine serum 
albumin): 0 µg/ml, 125 µg/ml, 250 µg/ml, 500 µg/ml, 750 µg/ml, 1000 µg/ml, 1500 µg/ml y 
2000 µg/ml. Se prepararon diluciones 1:30 de cada muestra por duplicado en una placa de 
96 pocillos y se midió su absorbancia a una longitud de onda de 562 nm en un lector de placas 
(Sunrise, Tecan, Männedorf, Suiza). Las muestras se preservaron a -80 ºC hasta su 
procesamiento. 

Posteriormente, se realizó la electroforesis SDS-PAGE (del inglés, sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis) a partir de 50 µg de proteínas de cada lisado con tampón 
de carga 1X (laemmli 8X: 520 nM Tris-HCl pH 6,8, 16 % SDS, 40 % Glicerol, 0,8 % azul de 
bromofenol, 8 % β-mercaptoetanol). Las muestras se hirvieron a 95 ºC durante 5 minutos 
para favorecer la desnaturalización proteica y se cargaron en geles de poliacrilamida con SDS.  

Tras separar las proteínas a un voltaje constante (120 V), se transfirieron con amperaje 
constate (400 mA) durante 50 minutos a membranas de nitrocelulosa con un tamaño de poro 
de 0,45 µm (Bio-Rad) para las proteínas de mayor tamaño o de PVDF (del inglés, 
Polyvinylidene Difluoride) con un tamaño de poro de 0,2 µm (Bio-Rad) para las proteínas de 
menor tamaño. Las membranas de nitrocelulosa se bloquearon con leche al 5 % en solución 
TTBS (10 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1 % Tween 20) y las de PVDF con BSA al 5 % 
en TTBS durante un mínimo de 3 horas a temperatura ambiente (RT, del inglés, room 
temperature).  

Para la visualización y cuantificación de las proteínas de interés, primero se incubaron las 
membranas con el anticuerpo primario correspondiente durante toda la noche a 4 ºC y, 
seguidamente, con el anticuerpo secundario específico para cada especie animal, conjugado 
con la enzima HRP (del inglés, horseradish peroxidase), durante 1 hora a RT (tabla 15 y 16). 

Las membranas se revelaron utilizando el reactivo de detección quimioluminiscente Western 
Lighting ECL Plus (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, EE. UU.; GE Healthcare, Chicago, 
Illinois, EE. UU.) y el equipo ChemiDoc® (Bio-Rad). Finalmente, se cuantificó la intensidad de 
la señal de cada banda correspondiente a cada proteína con ImageJ (Fiji) y su expresión se 
relativizó a los niveles de GAPDH, que fue el control de carga empleado. 
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Tabla 15: Anticuerpos primarios y secundarios empleados para realizar el WB del diseño 
experimental I. 

Anticuerpo Casa comercial Referencia Dilución 

Anti-GAPDH Abcam Ab8245 1:1000 

Anti-GFAP Bio-rad MCA6305 1:500 

Anti-Iba1 
FUJIFILM Wako Pure 

Chemical 
016-20001 1:1000 

Anti-mouse IgG-HRP Abcam Ab97046 1:10000 

Anti-PSD95 Abcam Ab18258 1:1000 

Anti-rabbit IgG-HRP Cell Signalling Technology 7074S 1:5000 

Anti-synaptophysin Abcam Ab52636 1:1000 

 

Tabla 16: Anticuerpos primarios y secundarios empleados para realizar el WB del diseño 
experimental II. 

Anticuerpo Casa comercial Referencia Dilución 

Anti-CSF1R Abcam ab221684 1:1000 

Anti-GAPDH Abcam Ab8245 1:1000 

Anti-Iba1 
FUJIFILM Wako Pure 

Chemical 
016-20001 1:1000 

Anti-mouse IgG-HRP Abcam Ab97046 1:10000 

Anti-rabbit IgG-HRP Cell Signalling Technology 7074S 1:5000 

 

7.4. ELISA para cuantificar el péptido Aβ1-42 

En el diseño experimental I, se cuantificaron los niveles de Aβ1-42 del hipocampo de los 
animales expuestos a CBD, THC o CBD:THC mediante ELISA. 

Para la obtención del Aβ1-42 se homogeneizó el tejido mecánicamente (Ultra-Turrax, IKA) con 
200 µl del buffer de extracción TBS (140 mM NaCl; 3 mM KCl; 25 mM Tris pH 7,4; 5 mM 
EDTA), se centrifugó a 16000 g durante 20 minutos a 4 ºC y se añadió el mismo volumen de 
PBS 1X AEBSF 1 nM al sobrenadante para extraer la fracción soluble. El pellet obtenido se 
homogeneizó mecánicamente con 200 µl de Tris-Guanidinio (50 mM Tris pH 8; 5 M Guanidinio-
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HCl), se centrifugó manteniendo las mismas condiciones y se añadió el mismo volumen de 
PBS 1X AEBSF 1nM al sobrenadante para obtener el Aβ1-42 insoluble.  

Posteriormente, se cuantificó la concentración proteica con un kit comercial (MicroBCATM 
Protein Assay Kit, ref. 23235 Thermo Scientific) siguiendo las indicaciones del fabricante. Para 
ello, se prepararon diluciones de la muestra (1:40) y una recta de calibrado con BSA (0,5 
µg/ml; 1 µg/ml; 2,5 µg/ml; 5 µg/ml; 10 µg/ml; 15 µg/ml; 25 µg/ml; 50 µg/ml; 100µg/ml; 200 
µg/ml; 300 µg/ml). Tras una incubación a 37 ºC durante 30 minutos en oscuridad, se midió 
la absorbancia de cada muestra a 562 nm (Sunrise, Tecan).  

Para la cuantificación del Aβ1-42 soluble se emplearon 2 µg de proteína por pocillo, mientras 
que para la fracción insoluble se partió de 1 µg de proteína por pocillo. En ambos casos, se 
siguió el protocolo detallado por el fabricante del kit comercial utilizado (Human Aβ42 
Ultrasensitive ELISA ref. KHB3544, Invitrogen, Waltham, Massachusetts, EE. UU.). 
Brevemente, se añadieron las muestras por duplicados en una placa de 96 pocillos y se 
realizaron diluciones seriadas a partir de la solución estándar (100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 
12,5 pg/ml, 6,25 pg/ml, 3,13 pg/ml, 1,56 pg/ml, 0 pg/ml). Se incubó el anticuerpo primario a 
RT durante 3 horas y, posteriormente, el anticuerpo secundario durante 30 minutos. 
Transcurrido este tiempo, se añadió cromógeno a las muestras durante 30 minutos a RT en 
oscuridad. Una vez detenida la reacción, se midió la absorbancia a 450 nm (Sunrise, Tecan) 
y se calculó la concentración de cada una de las muestras a partir de la recta patrón. 

 

8. Imagen in vivo 2PE 

En el diseño experimental II, se realizaron estudios de imagen in vivo utilizando microscopía 
intravital dos fotones (2PE; figura 23), que incluyeron:  

• La implantación de una ventana craneal a los animales. 
• La adquisición de imágenes utilizando el microscopio 2PE de la Universidad Francisco 

de Vitoria (UFV). 
• El procesamiento de las imágenes obtenidas con el microscopio 2PE empleando el 

software de reconstrucción tridimensional Imaris (V.10.0; Oxford Instruments, 
Abingdon, Reino Unido). 
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Figura 23: Diseño experimental II.  En primer lugar, se implantó la ventana craneal a los animales. Tras una 
fase de recuperación de 28 días, se realizó la primera sesión de imagen por microscopía 2PE (día 0). Para 

visualizar las placas de amiloide, se administró MeO-X04 i.p. 24 horas antes de la adquisición de imagen. En cada 
sesión, se adquirió tanto las células microgliales como las placas neuríticas para su estudio. Los ratones se 

trataron con PLX5622 durante 28 días para producir un contexto de ablación microglial. En este punto temporal 
(día 28) se adquirieron imágenes nuevamente. Posteriormente, se cambió la dieta PLX5622 por dieta estándar 

durante 9 días para favorecer la repoblación microglial y realizar otra sesión de imagen (día 37). Todas las 
imágenes adquiridas se analizaron con el software de reconstrucción 3D Imaris 10.0. Imagen creada con 

BioRender.com. 

 

8.1. Cirugía de ventana craneal 

Para la adquisición de imágenes in vivo 2PE, se implantó una ventana craneal a los ratones 
(figura 24) (58). Brevemente, se realizó una craneotomía para reemplazar una porción circular 
del cráneo por un cubre de cristal de 5 mm, permitiendo la visualización directa de la corteza 
cerebral del hemisferio izquierdo y la realización de estudios crónicos de imagen in vivo. 

Los animales se anestesiaron por vía inhalatoria con una mezcla de oxígeno a un flujo de 2 
lpm y de isoflurano (IsoVet® 1000 mg/g; Ref. 469860, Piramal Critical Care, Belén, Pensilvania, 
EE. UU.) a una concentración del 5 % para la inducción y del 1,8-2 % para el mantenimiento 
de la anestesia durante la cirugía. La temperatura del animal se mantuvo constante a 37 ºC 
utilizando una manta térmica para reducir el riesgo de hipotermia causado por la anestesia. 
Además, se aplicó una pomada oftálmica para hidratar la córnea del ratón y evitar quemaduras 
provocadas por el pegamento y el cemento dental durante la craneotomía.  
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Figura 24: Ventana craneal para la adquisición de imágenes in vivo por microscopía 2PE. 

 

Antes de comenzar el procedimiento quirúrgico, se inmovilizó la cabeza del animal, fijando las 
barras del estereotáxico bajo el arco cigomático, y se administró dexametasona 
(Cortexonavet® 2 mg/ml, Syva, León, España) y carprofeno (Norocarp® 50 mg/ml, Karizoo, 
Barcelona, España) por vía subcutánea. Seguidamente, se expuso el cráneo y se aplicó una 
solución hemostática y analgésica de lidocaína y epinefrina (Anesvest® 20/0,02 mg/ml, 
Ovejero Laboratorios, León, España) para retirar el periostio con un bisturí. Posteriormente, 
se realizó la craneotomía de 4 mm de diámetro empleando un taladro dental y una lupa 
binocular de gran aumento. A lo largo de la intervención, se irrigó la zona con suero salino 
fisiológico para disipar el calor generado por la fricción del taladro y retirar los restos óseos. 
Al lograr la profundidad requerida en el surco, se retiró el cráneo, se aplicó Espongostan® 
(Takeda, Osaka, Japón) y se realizó un lavado meticuloso con suero salino. La zona expuesta 
se cubrió con un cristal de 5 mm aplicando pegamento con cianocrilato, que también se 
empleó para cubrir el resto de la superficie craneal. En el mismo plano de la ventana craneal, 
se fijó una barra de titanio con cemento dental (Ortho-Jet® Liquid, Lang Dental, Wheeling, 
Illinois, EE. UU.), que sirvió como soporte para asegurar una estabilidad óptima durante las 
sesiones de imagen. Además, se realizó un pocillo en torno a la ventana capaz de contener la 
gota necesaria para el empleo del objetivo de inmersión durante la adquisición de imágenes.  

Tras la implantación de la ventana craneal, se mantuvo el flujo de oxígeno y la manta térmica 
para garantizar la correcta recuperación de la anestesia. Con el objetivo de asegurar el 
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bienestar animal, se estableció un periodo de recuperación de 4 semanas tras la implantación 
de la ventana craneal, durante el cual se monitorizó la evolución del animal. 

 

8.2. Adquisición de imágenes por microscopía 2PE 

Tras la fase de recuperación del procedimiento quirúrgico, se procedió a la adquisición de 
imágenes utilizando microscopía intravital dos fotones. Entre los elementos que componen el 
microscopio, cabe destacar: 

• Un láser sintonizable de femtosegundos (Chamaleon Ultra II, Coherent, Inc., 
Saxonburg, Pensilvania, EE. UU.), capaz de emitir las longitudes de ondas 
comprendidas en el rango 680-1050 nm. 

• Un sistema de control de los motores del microscopio, que permite registrar las 

coordenadas en X, Y, Z para el estudio de estructuras de forma prolongada en el 
tiempo. 

• Un controlador de espejos. 

• Fotomultiplicadores (PMTs). 

• Un medidor de potencia, para garantizar la misma energía de excitación en cada sesión 
de imagen. 

• El software ScanImage 3.8 desarrollado en MATLAB (Mathworks; RRID: SCR_001622), 
para el correcto funcionamiento del equipo. 

Tal y como se detalla en el procedimiento experimental II (figura 23), se administró MeO-X04 
(10 mg/kg; Tocris Bioscience, Brístol, Reino Unido) i.p. como agente de marcaje fluorescente 
de las placas amiloides. Tras un periodo de 24 horas, se realizó la primera sesión de imagen 
(d0) para identificar las células de microglía y las placas amiloides (mínimo 3 placas por campo 
y 2-3 campos por ratón), así como estudiar su evolución. 

Para la inducción de la anestesia de los animales se administró una mezcla de isoflurano al 5 
% en oxígeno a un flujo de 2 lpm. Durante la adquisición de imagen, se redujo la 
concentración de isoflurano al 1,5 % y el flujo de oxígeno a 1,5 lpm para mantener el plano 
anestésico adecuado. Además, se aplicó una pomada oftálmica para hidratar los ojos del 
animal y se mantuvo una temperatura constante de 37 ºC, utilizando una manta térmica para 
minimizar el riesgo de hipotermia. A continuación, se fijó la barra de titanio implantada en el 
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animal a la pletina del microscopio para garantizar una mayor estabilidad de las imágenes y 
realizar estudios crónicos de una misma estructura in vivo. Para ello, primeramente, se limpió 
la zona de observación con etanol y se aplicó vaselina en torno a la ventana craneal para 
contener la gota requerida por el objetivo de inmersión. Seguidamente, se dispuso la ventana 
craneal perpendicular al objetivo, utilizando un objetivo 4X (Olympus, UPLFLN 4X/0.13, Tokio, 
Japón) y el microscopio en formato óptico. Además, se fotografió el patrón de vasos 
sanguíneos (figura 25A) con el objetivo de inmersión 40X (Olympus LUMPLFLN 40X/0.8 NA), 
que sirvió como referencia en el estudio temporal de una misma área. 

Las longitudes de onda utilizadas fueron 950 nm y 720 nm para visualizar las células de 
microglía y las placas neuríticas, respectivamente. Las imágenes se adquirieron a una 
profundidad de 50 µm respecto a la superficie cerebral empleando la misma potencia del láser. 
Se observó: 

• El patrón de placas (figura 25B) y la microglía (figura 25C) de cada área. Se adquirió 

un stack de 100 imágenes consecutivas en Z con una distancia entre cada una de 2 
µm (step -2) utilizando el objetivo de inmersión 40X (zoom digital 2x; 0,36 µm/píxel; 
512 x 512 píxels) y las longitudes de onda correspondientes. 

• Placas individualizadas (figura 25D) de cada área. El tamaño del stack dependió del 
volumen de la placa, es decir, se adquirieron tantas imágenes como fueron necesarias 
para capturar la totalidad de la estructura. Para ello, se utilizó un step de -1, el objetivo 
40X a mayor magnificación (zoom digital 4x; 0,18 µm/píxel; 512 x 512 píxels) y una 
longitud de onda de 720 nm.  

El estudio in vivo se llevó a cabo en 3 sesiones de imagen: 

• Día 0 (d0): es el primer día de imagen, empleado como control para cada genotipo 
puesto que no ha sido expuesto a ningún tratamiento. 

• Día 28 (d28): es el último día de tratamiento con PLX5622 y, por ende, el último día 
de pérdida microglial. 

• Día 37 (d37): es el último día de repoblación microglial tras la sustitución del 
tratamiento por la dieta control durante 9 días. 
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Figura 25: Esquema representativo de las imágenes adquiridas con el microscopio 2PE del campo 
de observación en un animal. A) El patrón vascular y la escala de referencia observados con el objetivo de 
inmersión 40X y el microscopio en modo óptico. B) El patrón de placas neuríticas característico de un área (720 
nm). C) Las células de microglía de un área (950 nm). D) Adquisición de una placa individualizada del campo de 

observación. 
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8.3. Reconstrucción 3D y análisis de las imágenes 

Las imágenes adquiridas con el microscopio 2PE se procesaron y analizaron 
semiautomáticamente con el software de reconstrucción tridimensional Imaris (V.10.0). Para 
ello, primeramente, se convirtieron las imágenes al formato ims utilizando Imaris File 
Converter (V.10.0.1) y especificando el tamaño de píxel correspondiente a la magnificación 
empleada.  

Un aspecto importante para el análisis de las imágenes fue la identificación de los subtipos 
microgliales atendiendo a su localización respecto a la placa (figura 26). Tras fusionar las 
imágenes adquiridas a 950 nm y 720 nm, se estableció la siguiente clasificación: 

• Microglía asociada a placa: aquellas células cuyo soma se encontraba a menos de 20 
µm de distancia del centro de la placa en X, Y, Z. 

• Microglía no asociada a placa: aquellas células cuyo soma se localizaba a más de 20 
µm de distancia respecto al centro de la placa en X, Y, Z. 

 

 

Figura 26: Clasificación de los subtipos microgliales en función de su cercanía a la placa amiloide. 
Las imágenes de las células de microglía (verde) y las placas amiloides (azul), obtenidas en el estudio in vivo por 

microscopía 2PE, se reconstruyeron tridimensionalmente con el módulo Surface de Imaris. El soma microglial 
ubicado a menos de 20 µm (X, Y, Z) del centro de la placa neurítica se clasificó como microglía asociada a placa, 

mientras que aquel situado a más de 20 µm (X, Y, Z) se consideró microglía no asociada a placa. 
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Con el fin de mejorar la calidad de las imágenes, se empleó la herramienta Attenuation 
Correction, que permitió igualar la intensidad de la señal en todo el stack. Tanto el soma de 
la microglía como las placas amiloides se reconstruyeron con el módulo Surface (figura 27B y 
D; anexo II). Esta herramienta también sirvió para calcular el número de células MeO-X04 
positivas (figura 27C), que se expresaron como porcentaje respecto al número total de células 
de microglía en cada área. Además, el módulo Filament tracer permitió la caracterización de 
los procesos de este tipo celular (figura 27A; anexo II).   

 

 

Figura 27: Esquema representativo de los análisis de reconstrucción 3D realizados con Imaris. A) 
Renderizado de las proyecciones de una célula microglial utilizando el módulo Filament tracer. B) Reconstrucción 

del soma microglial (verde) y de las placas amiloides (azul) utilizando el módulo Surface. C) Imagen 
representativa de la identificación de las células de microglía (verde) MeO-X04 positivas (azul) con el módulo 

Surface. D) Caracterización 3D de una placa amiloide utilizando el módulo Surface. 
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El análisis de la morfología microglial comprendió la caracterización del soma y de las 
proyecciones celulares. Se excluyeron del análisis aquellas células localizadas a menos de 10 
µm de los bordes de la imagen para garantizar la reconstrucción 3D de la estructura completa.  

Respecto al soma, se cuantificó automáticamente: 

• Esfericidad (ψ): es una medida de cuán esférico es un objeto.  
En 1932, Wadell definió este concepto como la relación entre el área superficial de una 
esfera (con el mismo volumen que la partícula dada) y el área de la superficie de la 
partícula. 

• Volumen: es el espacio que ocupa la superficie de un objeto. 

En cuanto a las proyecciones de la microglía, se cuantificó su esfericidad y volumen, además 
de: 

• Longitud total: es la suma total de las distancias entre los vértices de la estructura 
renderizada. 

• Índice de ramificación: es el valor de máxima ramificación de la reconstrucción. Se 
trata de una estructura numérica que empieza con el punto de origen del filamento y 
se extiende hacia los puntos terminales de la reconstrucción, asignando un nivel 
adicional a cada punto de ramificación (figura 28). 
 

 

Figura 28: Esquema representativo de la determinación del índice de ramificación de una 
reconstrucción 3D realizado automáticamente por Imaris. El círculo azul representa el origen de 
la reconstrucción, el círculo rojo es el punto de ramificación y el círculo verde es el punto terminal de la 

estructura. 
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• Análisis Sholl: se basa en crear una serie de círculos concéntricos en torno al centro 
del filamento reconstruido. El número de intersecciones sholl se define como el número 
de intersecciones de cada proyección con una esfera concéntrica. De este modo, se 
puede estudiar la complejidad celular y cuanto de lejanas se encuentran las 
ramificaciones respecto al soma (figura 29). 

 

 
Figura 29: Esquema representativo del análisis Sholl calculado automáticamente por 

Imaris. El círculo azul representa el soma celular, los círculos negros son los puntos de ramificación y 
las líneas curvas con trazado discontinuo representan las circunferencias concéntricas a una distancia de 

5 µm de distancia entre sí. 

 
• Porcentaje de la microglía MeO-X04+: se calculó mediante el contaje de las células 

microgliales con señal MeO-X04+ en su interior. El valor resultante se expresó en 
porcentaje respecto al número total de células presentes en cada área de observación.  

Con relación al análisis de las placas amiloides, se excluyeron aquellas con un volumen 
inferior a 58 µm3 y se cuantificó su volumen y esfericidad, además de: 

• Densidad de proteína: se calcula dividiendo la intensidad total del fluoróforo entre el 
volumen de la placa. A mayor densidad, mayor concentración de proteína en la placa 
amiloide. 

• Coeficiente de variación de la intensidad: es el resultado de la desviación estándar 

entre la intensidad media. Cuanto mayor sea este valor, más heterogénea será la 
placa. 



Materiales y métodos 
 

89 
 

9. Análisis estadísticos 

El análisis estadístico de los datos se llevó a cabo utilizando el Software GraphPad Prism 
versión 10.0 (GraphPad Software, San Diego, California, EE. UU.). Los resultados se 
expresaron como la media ± error estándar (SEM, del inglés, standard error of the mean). La 

distribución de los datos se evaluó mediante los tests de D’Agostino-Pearson o de Shapiro-
Wilk. Para aquellos que seguían una distribución normal, se utilizó la prueba t de Student, la 
ANOVA de una vía, seguida de un análisis post-hoc de Tukey, o una ANOVA de dos vías, 
seguida de esa misma prueba o la de Sidak. Los datos que no seguían una distribución normal 
se analizaron mediante el test de Mann-Whitney o el de Kruskal-Wallis, seguido del test de 
Dunn para comparaciones múltiples. Se consideró que las diferencias eran estadísticamente 
significativas al alcanzar un valor de p < 0,05. El número de animales empleados en estos 
estudios fue de mínimo 8 ratones para las pruebas comportamentales, 8 ratones para los 
estudios de biología molecular, y de 8-11 ratones para los estudios de imagen mediante 
microscopía multifotón. El análisis in vivo de las placas de Aβ se realizó sobre una muestra de 
6-10 placas por animal. 
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1. Evaluación del potencial efecto antiinflamatorio y neuroprotector del CBD, THC 
y una combinación de ambos sobre la patología amiloide  

En el diseño experimental I se evaluaron los efectos de la modulación del sistema 
endocannabinoide sobre la patología amiloide, concretamente, a través del tratamiento 
crónico del modelo murino 5xFAD con dosis bajas de cannabinoides (CBD, THC y CBD:THC). 

Para ello, se realizó una batería de pruebas comportamentales para caracterizar el impacto de 
cada tratamiento sobre la memoria espacial, el estado ansioso y depresivo, la coordinación 
motora y la locomoción de los animales. Además, se llevaron a cabo estudios moleculares 
para determinar los efectos de la administración de cannabinoides con respecto a la 
inflamación, la gliosis, el daño neuronal y la concentración del péptido Aβ1-42, tanto en su 
isoforma soluble como insoluble, en el parénquima cerebral de cada grupo experimental.  

 

1.1. Datos comportamentales 

1.1.1. Memoria espacial 

Los resultados obtenidos en la prueba BM muestran 1) la latencia al escondite de la fase de 
aprendizaje (día 1-4), expresada en porcentaje respecto al día 1, 2) el área bajo la curva de 
la fase de aprendizaje y 3) la latencia de la evaluación de la memoria a corto plazo (día 5), 
expresada en segundos. La latencia al escondite se empleó como indicador del deterioro de 
la memoria espacial y, en este contexto, hace referencia al tiempo transcurrido hasta que el 
animal encontró el escondite de la plataforma; valores elevados de latencia se asociaron con 
un deterioro de la memoria espacial mayor. 

Los ratones 5xFAD mostraron mayor latencia en los días 3 y 4 (figura 30A), mayor área bajo 
la curva (AUC, del inglés, Area Under the Curve) durante la fase de aprendizaje y mayor 
latencia a día 5 (figura 30B) en comparación con los controles. En línea con estudios previos, 
estos resultados confirmaron el deterioro de la memoria espacial descrito en la patología 
amiloide. 

La exposición de ratones 5xFAD a dosis bajas de cannabinoides no produjo cambios en la 
latencia al escondite durante la fase de aprendizaje (figura 30C). El área bajo la curva reveló 
diferencias significativas por el tratamiento con dosis independientes de CBD o THC en 
comparación con el VEH (figura 30D). Sin embargo, la coadministración de CBD y THC sugirió 
un potencial beneficio en la memoria espacial a corto plazo de los animales tratados, 
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evidenciado por una reducción significativa de la latencia al escondite en comparación con el 
VEH (figura 30D). Estos datos revelaron un posible mecanismo sinérgico entre el CBD y el 
THC en el contexto de la patología amiloide, respaldando los hallazgos previos descritos en la 
literatura.  

 

 
Figura 30: Efectos de la patología amiloide y de la exposición crónica a CBD, THC o CBD:THC sobre 
la memoria espacial de los ratones 5xFAD. A) Latencia durante la fase de aprendizaje (día 1-4) de ratones 
WT y 5xFAD, expresada en porcentaje respecto al día 1. Los análisis estadísticos consistieron en un ANOVA de 

dos vías seguido de un test post-hoc de Sidak. B) Análisis del área bajo la curva de la fase de aprendizaje (día 1-
4) (t de student) y la latencia al escondite (segundos) en el 5º día de la prueba BM para evaluar los efectos de la 
patología amiloide sobre la memoria (test de Mann-Whitney). C) Latencia durante la fase de aprendizaje (día 1-

4), expresada en porcentaje respecto al día 1, para analizar los efectos del tratamiento con CBD, THC y CBD:THC 
sobre la función cognitiva de los animales. D) Análisis del área bajo la curva de la fase de aprendizaje (día 1-4) 

(ANOVA de una vía seguido de un test post-hoc de Tukey) y la latencia al escondite (segundos) en el 5º día de la 
prueba BM (Kruskal-Wallis test seguido de un test post-hoc de Dunn) para evaluar la memoria de los ratones tras 

el tratamiento con CBD, THC o CBD:THC. N=43 (WT) y N=16-24 (5xFAD). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 y 
****p<0,0001. Los datos representan la media ± SEM. 
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1.1.2. Ansiedad  

En la prueba EPM se evaluó la ansiedad de los ratones a través de la cuantificación del tiempo 
de exploración en el brazo abierto del aparato. Este parámetro se expresó en porcentaje con 
respecto a la duración total de la prueba y sirvió como marcador de la ansiedad de los ratones 
por las superficies abiertas y elevadas. El tiempo en el brazo abierto se correlacionó de forma 
inversamente proporcional al nivel de ansiedad del animal. Por tanto, valores más altos del 
porcentaje de tiempo en el brazo abierto del EPM reflejaron niveles más bajos de ansiedad.  

Por un lado, el modelo 5xFAD permaneció más tiempo en el brazo abierto del EPM que el WT, 
lo que indicó un perfil de ansiedad reducido como consecuencia de la patología amiloide 
(figura 31A).  

Por otro lado, el tratamiento de este modelo de amiloidosis con dosis bajas de cannabinoides 
no reveló alteraciones de la ansiedad inducidas por CBD o CBD:THC en comparación con el 
VEH (figura 31B). Sin embargo, la exposición de ratones 5xFAD a THC desencadenó un perfil 
de mayor ansiedad que el VEH, evidenciado por el menor tiempo de exploración de este grupo 
experimental en los brazos abiertos del EPM (figura 31B).  

 

 

Figura 31: Prueba EPM para el estudio del estado ansioso de los animales. A) Efectos por la patología 
amiloide (test Mann-Whitney). B) Efectos asociados al tratamiento del modelo 5xFAD con cannabinoides (ANOVA 

de una vía seguido del test post-hoc Tukey). Se graficó el tiempo que permaneció cada animal en el brazo 
abierto, expresado como porcentaje del tiempo total de la prueba. N=43 (WT) y N=16-24 (5xFAD). *p<0,05 y 

**p<0,01. Los datos representan la media ± SEM. 
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1.1.3. Depresión 

El TST se empleó como técnica para evaluar la tendencia depresiva de los ratones en 
respuesta a una situación de estrés moderado, concretamente, inducido por la suspensión en 
el aire de los animales. Los resultados de esta prueba muestran el tiempo que los ratones 
permanecieron inmóviles en el aparato. Se consideró inmovilidad a la ausencia de 
comportamiento de tipo escapatorio, de tal forma que, a mayor inmovilidad, mayor será el 
perfil depresivo del animal.  

El modelo 5xFAD no presentó cambios significativos en cuanto al tiempo de inmovilidad en 
comparación con el WT, lo que sugirió una ausencia de alteraciones del perfil depresivo de 
los ratones desencadenadas por la patología amiloide (figura 32A).  

La administración crónica de dosis bajas de THC en ratones 5xFAD exacerbó su 
comportamiento depresivo, evidenciado por un aumento en el tiempo de inmovilidad en 
comparación con el grupo VEH (figura 32B). Sin embargo, la exposición de ratones 5xFAD a 
CBD o CBD:THC no reportó cambios estadísticamente significativos en el TST.  

 

 

Figura 32: Prueba TST para el estudio del comportamiento depresivo de ratones 5xFAD.  A) Impacto 
de la patología amiloide. B) Efectos del tratamiento con CBD, THC y CBD:THC (ANOVA de una vía seguido del 

test post-hoc Tukey). Se cuantificó el tiempo que cada ratón permaneció inmóvil en el aparato del TST, 
expresado en segundos. N=43 (WT) y N=16-24 (5xFAD). *p<0,05. Los datos representan la media ± SEM. 
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1.1.4. Coordinación motora 

La prueba RR permitió estudiar los efectos de la patología amiloide y del tratamiento con 
cannabinoides sobre la coordinación motora de los ratones. Concretamente, se midió el tiempo 
total que los animales permanecieron en el aparato antes de caerse. Para la interpretación de 
los resultados, se asumió una relación directa entre el tiempo de realización de la prueba y el 
nivel de coordinación motora, es decir, a mayor tiempo de permanencia en el aparato, mejor 
coordinación motora.  

Por un lado, los ratones 5xFAD permanecieron más tiempo en el aparato sin caerse, lo que 
indicó una mejoría en su coordinación motora con respecto a los WT (figura 33A). Por otro 
lado, el tratamiento con diferentes cannabinoides no reflejó cambios significativos en la prueba 
RR en comparación con el grupo VEH en el contexto de la patología amiloide (figura 33B). 

 

 

Figura 33: Prueba RR para evaluar la coordinación motora de los animales. A) Impacto de la patología 
amiloide (t de student). B) Efectos del tratamiento con CBD, THC o CBD:THC en los ratones 5xFAD. Se analizó el 

tiempo (segundos) que cada ratón permaneció en el aparato sin caerse. N=43 (WT) y N=16-24 (5xFAD). 
****p<0,0001. Los datos representan la media ± SEM. 

 

1.1.5. Actividad locomotora 

Para el análisis de la prueba OF se cuantificó la distancia recorrida en la zona central y 
periférica del aparato, como medida directa de la actividad locomotora de los ratones. A mayor 
distancia recorrida, mayor será el nivel de actividad locomotora. Adicionalmente, se analizó el 
tiempo de permanencia en cada zona del aparato para corroborar que las diferencias 
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observadas no se debían a la inactividad de los animales, sino a cambios específicos asociados 
al modelo animal o a los tratamientos empleados. 

El modelo 5xFAD presentó un deterioro de la actividad locomotora, evidenciado por la menor 
distancia recorrida tanto en el centro como en la periferia del aparato en comparación con los 
ratones WT (figura 34A y 34B). La exposición de ratones 5xFAD a diferentes cannabinoides 
no alteró la distancia recorrida en el aparato en comparación con el grupo VEH (figura 34A y 
34B). Además, no se observaron diferencias en cuanto al tiempo de permanencia en el centro 
y la periferia del aparato ni por la patología amiloide ni por el tratamiento con dosis bajas de 
cannabinoides (figura 34C y 34D). Estos resultados indicaron que la reducción de la actividad 
locomotora en el modelo 5xFAD estaba asociada específicamente a la patología amiloide y no 
a la inactividad de los animales en comparación con los WT.  

 

 

Figura 34: Evaluación de la actividad locomotora asociada a la patología amiloide y al tratamiento 
con CBD, THC o CBD:THC en los ratones 5xFAD. A) Distancia recorrida (centímetros) en la zona periférica (t 
de student). B) Distancia recorrida (centímetros) en el centro del OF (t de student). C) Tiempo (segundos) que 

estuvieron los animales en la periferia del aparato OF. D) Tiempo (segundos) que permaneció cada grupo 
experimental en el centro del aparato. N=43 (WT) y N=16-24 (5xFAD). *p<0,05 y ****p<0,0001. Los datos 

representan la media ± SEM. 
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1.2. Caracterización molecular 

1.2.1. Expresión de receptores cannabinoides y marcadores inflamatorios 

Para evaluar el impacto de la patología amiloide y del tratamiento crónico con cannabinoides 
a nivel molecular, se cuantificó por RT-qPCR la expresión del ARNm de los receptores 
cannabinoides CB1R y CB2R, y los marcadores inflamatorios TNFα, IL1β e IL6 en el hipocampo 
(figura 35) y la corteza (figura 36) de ratones 5xFAD. Los datos de expresión génica se 
normalizaron con el gen de referencia 18S. 

La patología amiloide no alteró los niveles de expresión de CB1R ni en el hipocampo (figura 
35A) ni en la corteza (figura 36A) de ratones 5xFAD en comparación con los controles. Sin 
embargo, se observó una sobreexpresión de CB2R, TNFα, IL1β e IL6 en el modelo 5xFAD con 
respecto al WT, tanto en el hipocampo (figura 35B-E) como la corteza cerebral (figura 36B-
E). 

En el contexto patológico, la exposición a CBD, THC o CBD:THC no indujo alteraciones de la 
expresión de CB1R, TNFα, IL1β e IL6 ni en el hipocampo (figura 35A, 35C-E) ni en la corteza 
cerebral (figura 36A, 36C-E) de los diferentes grupos experimentales. Los niveles de CB2R 
tampoco se vieron alterados en ambas regiones cerebrales (figura 35B y 36B) por el 
tratamiento con cannabinoides en comparación con el grupo VEH. Sin embargo, se apreciaron 
diferencias en la expresión hipocampal de CB2R en algunos grupos experimentales. 
Concretamente, la exposición del modelo 5xFAD a CBD desencadenó niveles más altos de 
CB2R en comparación con los tratamientos con THC o la combinación CBD:THC en el contexto 
patológico (figura 35B). 
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Figura 35: Análisis del ARNm hipocampal de los receptores cannabinoides y marcadores 
inflamatorios por RT-qPCR tras el tratamiento de ratones 5xFAD con CBD, THC o CBD:THC. A) 
Cuantificación de la expresión de CB1R. B) Cuantificación de la expresión de CB2R. C) Cuantificación de la 

expresión de TNFα. D) Cuantificación de la expresión de IL1β. E) Cuantificación de la expresión de IL6. El análisis 
estadístico consistió en t de student. N=8 por grupo experimental. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 y 

****p<0,0001. Los datos representan la media, expresada en unidades arbitrarias (u.a.), ± SEM. 
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Figura 36: Análisis del ARNm cortical de los receptores cannabinoides y marcadores inflamatorios 
por RT-qPCR tras el tratamiento de ratones 5xFAD con CBD, THC o CBD:THC. A) CB1R. B) CB2R. C) 

TNFα. D) IL1β. E) IL6. El análisis estadístico consistió en t de student. N=8 por grupo experimental. ***p<0,001 
y ****p<0,0001. Los datos representan la media (u.a.) ± SEM. 

 

1.2.2. Activación glial y daño neuronal 

Otro estudio molecular consistió en la cuantificación de proteínas relacionadas con procesos 
característicos de la patología amiloide por WB, como la gliosis (IBA1 y GFAP) y la 
neurodegeneración (sinaptofisina y PSD95). Estos marcadores se analizaron en el hipocampo 
(figura 37) y la corteza (figura 38) de ratones 5xFAD para evaluar el impacto del tratamiento 
con cannabinoides sobre la progresión de la patología. Los datos obtenidos se normalizaron 
con la proteína de referencia GAPDH. 
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La patología amiloide indujo niveles proteicos más elevados de GFAP e IBA1 en la región 
hipocampal y cortical (figura 37A-B y 38A-B) del modelo 5xFAD en comparación con el WT, 
confirmando la exacerbación de la astrogliosis y la microgliosis en este modelo animal de 
amiloidosis cerebral descrita en la literatura. Además, se detectaron niveles más bajos de 
sinaptofisina en la corteza de ratones 5xFAD en comparación con los controles (figura 38C).  

Los resultados no mostraron alteraciones de los niveles de expresión de los parámetros 
analizados en el hipocampo (figura 37) y la corteza (figura 38) del modelo 5xFAD por el 
tratamiento con CBD, THC o CBD:THC, sugiriendo, en este contexto, la ausencia de efectos 
sobre la gliosis y la integridad sináptica tras la exposición a cannabinoides.   

 

 

Figura 37: Cuantificación de proteínas hipocampales relacionadas con la gliosis y la integridad 
neuronal por WB tras el tratamiento con CBD, THC o CBD:THC en el contexto de la patología 

amiloide. A) IBA1. B) GFAP. C) Sinaptofisina. D) PSD95. El análisis estadístico consistió en t de student. N=8 
por grupo experimental. *p<0,05 y **p<0,01. Los datos representan la media (u.a.) ± SEM. 
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Figura 38: Cuantificación de proteínas corticales relacionadas con la gliosis y la integridad neuronal 
por WB tras el tratamiento con CBD, THC o CBD:THC en el contexto de la patología amiloide. A) 
IBA1. B) GFAP. C) Sinaptofisina. D) PSD95. El análisis estadístico consistió en t de student. N=8 por grupo 

experimental. *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001. Los datos representan la media (u.a.) ± SEM. 

 

1.2.3. Niveles de Aβ1-42 

Se cuantificaron los niveles de Aβ1-42, tanto en su conformación soluble como insoluble, 
mediante ELISA para evaluar los efectos del tratamiento con cannabinoides sobre la 
amiloidosis de la región hipocampal de ratones 5xFAD.  

Por un lado, la fracción soluble del péptido Aβ1-42 en el modelo 5xFAD no mostró alteraciones 
tras el tratamiento con cannabinoides (figura 39A).  

Por otro lado, la conformación insoluble del Aβ1-42 presentó un incremento creciente de su 
concentración tras la administración de CBD, THC o CBD:THC, respectivamente, en el modelo 
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5xFAD en comparación con el grupo VEH (figura 39B). Concretamente, la coadministración de 
CBD y THC produjo la concentración más elevada de Aβ1-42 insoluble con respecto al vehículo 
en el contexto patológico. 

 

 

Figura 39: Cuantificación del Aβ1-42 hipocampal en el modelo 5xFAD tratado con CBD, THC o 
CBD:THC. A) Fracción soluble. B) Fracción insoluble. El análisis estadístico consistió en ANOVA de una vía 

seguido del test post-hoc Tukey. N=8 por grupo experimental. ****p<0,0001. Los datos representan la media 
(pg/ml) ± SEM. 

 

2. Estudio del impacto de la inactivación genética de la enzima FAAH en el contexto 
de la EA  

En el diseño experimental II se abordó la inactivación genética de FAAH como nueva estrategia 
para estudiar el impacto de la modulación del sistema endocannabinoide sobre la patología 
amiloide. Para ello, se empleó el modelo 5xFAD/FAAH-/-, caracterizado por la elevación del 
tono endocannabinoide y la exacerbación de la respuesta inflamatoria, paradójicamente 
asociada a efectos neuroprotectores.  

Con el fin de esclarecer los efectos descritos en este modelo animal, se realizó la prueba BM 
para evaluar los efectos de la inactivación genética de la enzima FAAH sobre la memoria 
espacial de los ratones en condiciones patológicas. También, se llevaron a cabo análisis de 
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transcriptómica y otros estudios moleculares para profundizar en el impacto de la inactivación 
genética de FAAH sobre el proceso neuroinflamatorio característico de la patología amiloide. 
Adicionalmente, se determinó el grado de contribución de las células microgliales con respecto 
a los cambios moleculares observados mediante la ablación de la microglía durante 28 días 
con el compuesto PLX5622, que se formuló en la dieta de los animales. Por último, se 
realizaron sesiones de imagen in vivo 2PE en el contexto de ausencia de la actividad de FAAH 
y de ablación microglial utilizando PLX5622, con posterior repoblación de este tipo celular, en 
condiciones patológicas. 

 

2.1. Datos comportamentales 

2.1.1. Memoria espacial 

Para profundizar en la caracterización del modelo 5xFAD/FAAH-/-, se analizó el aprendizaje 
espacial de los animales realizando la prueba comportamental Barnes Maze. Se empleó el 
tiempo de latencia al escondite como indicador del deterioro cognitivo, es decir, a mayor 
tiempo de latencia, mayor será la disfunción cognitiva en los animales.  

Los modelos 5xFAD y 5xFAD/FAAH-/- presentaron un deterioro del aprendizaje espacial por la 
patología amiloide en el cuarto día de la prueba BM, evidenciado por el mayor tiempo de 
latencia al escondite en comparación con el grupo WT (p<0,0001) y FAAH-/- (p=0,0325), 
respectivamente (figura 40).  

 

 
Figura 40: Análisis del aprendizaje espacial del modelo 5xFAD/FAAH-/- utilizando la prueba BM. Se 
muestra la latencia al escondite durante la fase de aprendizaje (día 1-4) expresada en porcentaje respecto al día 
1. Los análisis estadísticos consistieron en un ANOVA de dos vías seguido de un test post-hoc de Sidak. N=8-16 

ratones. Los datos representan la media ± SEM. 
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La inactivación genética de FAAH no alteró el aprendizaje espacial de los animales en el 
contexto fisiológico. Sin embargo, el modelo 5xFAD/FAAH-/- presentó un tiempo de latencia al 
escondite menor con respecto al grupo 5xFAD (figura 40; p=0,0124). Esto sugirió efectos 
neuroprotectores ligados a la inactivación genética de la enzima FAAH en el contexto de la 
patología amiloide. 

 

2.2. Perfil transcriptómico 

Tras confirmar la idoneidad de la calidad de las muestras por PCA (anexo III), se llevó a cabo 
el análisis de RNA-seq para investigar las alteraciones transcriptómicas asociadas a la 
inactivación genética de FAAH en el contexto de la EA.  

En primer lugar, se identificaron los genes diferencialmente expresados en condiciones 
fisiológicas y patológicas. En la comparativa WT/FAAH-/- vs. WT, se observaron 17 genes 
sobreexpresados y 30 infraexpresados (figura 41A), mientras que en la comparativa 
5xFAD/FAAH-/- vs. 5xFAD se detectaron 17 genes sobreexpresados y 16 infraexpresados 
(figura 41B).  

 

 

Figura 41: Volcano-plots de genes diferencialmente expresados por la inactivación de FAAH. A) 
Contexto fisiológico. B) Contexto patológico. Los puntos de color rojo representan genes sobreexpresados, el 

color azul indica genes infraexpresados y el gris refleja aquellos cambios de expresión que no son 
estadísticamente significativos. Se consideró significativo aquellos valores de FDR inferiores a 0,05. N= 3 por 

grupo experimental. 
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Algunos de los genes diferencialmente expresados guardaron estrecha relación con la 
respiración celular (Ndufs5), la regulación de la transcripción (Ndn, Med8, Trnp1 o Hdac1), el 
metabolismo lipídico (Aldh1a1), la adhesión celular (Col16a1 o Ccn2), el metabolismo de 
carbohidratos (Npl), la regulación de la señalización vía TLR3 y 4 (Wdfy1) y el transporte de 
iones (Gabra2), entre otros procesos biológicos.  

En segundo lugar, se realizaron GSEAs para identificar procesos biológicos potencialmente 
alterados por la inactivación de FAAH, tanto en condiciones fisiológicas (figura 42A) como 
patológicas (figura 42B).  

 

 

Figura 42: Gráficos GSEAs de las firmas descritas en GO alteradas por la inactivación genética de 
FAAH. A) Condiciones fisiológicas. B) Condiciones patológicas. El eje de la X representa el rango de genes, el eje 

de la Y muestra el valor de enriquecimiento y cada línea vertical indica la posición que ocupa cada gen. Los 
genes que se encuentran en el pico de la gráfica son aquellos que contribuyen a la puntuación de 

enriquecimiento. Se considera FDR significativo a los valores inferiores a 0,05. N= 3 por grupo experimental. 
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Al comparar el perfil transcriptómico de ratones WT/FAAH-/- y WT, se observó un 
enriquecimiento negativo de algunas firmas génicas relacionadas con el metabolismo celular 
por la inactivación genética de FAAH (figura 42A y anexo III). En línea con el efecto paradójico 
descrito en el modelo 5xFAD/FAAH-/-, se describió un enriquecimiento positivo de la firma 
génica representativa de la respuesta inflamatoria y un enriquecimiento negativo de los genes 
asociados a la enfermedad de Alzheimer (figura 42B), entre otros procesos biológicos (anexo 
III), por la inactivación genética de FAAH en condiciones patológicas. Además, el genotipo 
5xFAD/FAAH-/- presentó un enriquecimiento positivo del fenotipo microglial DAM en 
comparación con el modelo 5xFAD (figura 42B). 

 

2.3. Caracterización molecular 

2.3.1. Inflamasoma canónico NLRP3 

Para estudiar los efectos de la inactivación genética de FAAH sobre la neuroinflamación, se 
analizaron por RT-qPCR los componentes del inflamasoma canónico NLRP3, ya que es una de 
las principales fuentes de citoquinas proinflamatorias. Concretamente, se cuantificó la 
expresión del ARNm de NLRP3, Caspasa 1 (CASP1), ASC y TLR4 (figura 43), por ser un 
receptor implicado en la activación del inflamasoma. Adicionalmente, se determinó el grado 
de contribución de las células microgliales sobre los cambios moleculares observados 
mediante la ablación de este tipo celular con PLX5622 durante 28 días en el contexto 
fisiológico (figura 44) y patológico (figura 45). 

Los ratones 5xFAD y 5xFAD/FAAH-/- presentaron niveles más elevados de NLRP3 (figura 43A), 
CASP1 (figura 43B) y TLR4 (figura 43D) por la patología amiloide en comparación con los WT 
y WT/FAAH-/-, respectivamente. A diferencia de lo observado con los otros parámetros 
analizados, la patología no tuvo un impacto significativo sobre la expresión de ASC (figura 
43C).  

La inactivación genética de FAAH en el genotipo WT/FAAH-/- indujo una atenuación de la 
expresión de ASC (figura 43C) y mayores niveles de TLR4 (figura 43D) en comparación con 
el grupo WT, mientras que el ARNm de NLRP3 (figura 43A) y CASP1 (figura 43B) no se vio 
alterado en este marco. En condiciones patológicas, la inactivación de la enzima en ratones 
5xFAD/FAAH-/- no produjo cambios de la expresión de TLR4 (figura 43D) con respecto al 
modelo 5xFAD, pero desencadenó una sobreexpresión de NLRP3 (figura 43A) y una 
infraexpresión de CASP1 (figura 43B) y ASC (figura 43C) en este contexto. 
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Figura 43: Caracterización de los efectos de la patología amiloide en la expresión del ARNm de los 
componentes del inflamasoma NLRP3. A) NLRP3. B) CASP1. C) ASC. D) TLR4. El análisis estadístico 

consistió en ANOVA de dos vías seguida del test post-hoc de Sidak. N=8 por grupo experimental. *p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001 y ****p<0,0001. Los datos representan la media (u.a.) ± SEM.  

 

La exposición de ratones WT a dieta PLX5622 durante 28 días desencadenó el descenso de 
los niveles del ARNm de NLRP3 (figura 44A) en comparación con el grupo tratado con comida 
control (VEH). Además, el grupo WT/FAAH-/- tratado con PLX5622 mostró una atenuación de 
la expresión de NLRP3 (figura 44A) y TLR4 (figura 44D) en comparación con el VEH. Sin 
embargo, el tratamiento con PLX5622 no afectó a la expresión ni de CASP1 (figura 44B) ni de 
ASC (figura 44C). Además, la inactivación genética de FAAH en el contexto de ablación 
microglial indujo una reducción de los niveles de NLRP3 (figura 44A) en los ratones WT/FAAH-

/- con respecto a los WT expuestos a dieta PLX.  
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Figura 44: Estudio de los cambios de expresión génica de parámetros relacionados con el 
inflamasoma NLRP3 tras el tratamiento con PLX5622 en condiciones fisiológicas. A) NLRP3. B) CASP1. 
C) ASC. D) TLR4. El análisis estadístico consistió en ANOVA de dos vías seguida del test post-hoc de Sidak. N=8 

por grupo experimental. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 y ****p<0,0001. Los datos representan la media 
(u.a.) ± SEM.  

 

En el contexto patológico tras la ablación microglial, se detectó un descenso de los niveles de 
NLRP3 (figura 45A) y TLR4 (figura 45D) en ratones 5xFAD tratados con PLX en comparación 
con el VEH. La exposición del modelo 5xFAD/FAAH-/- a PLX produjo una reducción significativa 
de la expresión de NLRP3 (figura 45A), CASP1 (figura 45B) y TLR4 (figura 45D) con respecto 
a la dieta VEH. Sin embargo, ASC no presentó alteraciones de su expresión tras el tratamiento 
con PLX5622 en el contexto de la patología amiloide (figura 45C). Además, la inactivación 
genética de FAAH en ratones 5xFAD/FAAH-/- tratados con PLX produjo un descenso 
significativo de los niveles de CASP1 (figura 45B) en comparación con el modelo 5xFAD.  
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Figura 45: Estudio de los cambios de expresión génica de parámetros relacionados con el 
inflamasoma NLRP3 tras el tratamiento con PLX5622 en condiciones patológicas. A) NLRP3. B) 

CASP1. C) ASC. D) TLR4. El análisis estadístico consistió en ANOVA de dos vías seguida del test post-hoc de 
Sidak. N=8 por grupo experimental. *p<0,05, ***p<0,001 y ****p<0,0001. Los datos representan la media 

(u.a.) ± SEM.  

 

2.3.2. Citoquinas proinflamatorias 

Otro estudio para caracterizar la exacerbación de la respuesta inflamatoria en el modelo 
5xFAD/FAAH-/- fue la cuantificación por RT-qPCR del ARNm de las citoquinas proinflamatorias 
IL1β, TNFα e IL1α. 

El modelo 5xFAD mostró un incremento de los niveles de TNFα (figura 46B) e IL1α (figura 
46C) en comparación con el grupo WT, como era de esperar por la exacerbación del proceso 
neuroinflamatorio asociado a la patología amiloide. Los ratones 5xFAD/FAAH-/- presentaron 
una sobreexpresión de todas las citoquinas proinflamatorias analizadas con respecto al grupo 
WT/FAAH-/- (figura 46A-C). 



Resultados 
 

112 
 

Además, la expresión de IL1β se vio exacerbada por la inactivación genética de FAAH tanto 
en ratones WT/FAAH-/- como 5xFAD/FAAH-/- en comparación con los WT y 5xFAD, 
respectivamente (figura 46A). TNFα e IL1α no mostraron diferencias en los niveles de ARNm 
por la inactivación genética de FAAH ni en condiciones fisiológicas ni patológicas (figura 46B 
y 46C).  

 

 

Figura 46: Análisis del ARNm de citoquinas proinflamatorias tanto en condiciones fisiológicas como 
patológicas. A) IL1β. B) TNFα. C) IL1α. El análisis estadístico consistió en ANOVA de dos vías seguida del test 
post-hoc de Sidak. N=8 por grupo experimental. *p<0,05, ***p<0,001 y ****p<0,0001. Los datos representan 

la media (u.a.) ± SEM.  

 

El tratamiento de ratones WT con PLX5622 desencadenó una reducción de la expresión de 
IL1α en comparación con el grupo WT expuesto a dieta vehículo (figura 47C). El modelo 
WT/FAAH-/- también mostró menores niveles de IL1α en comparación con el grupo VEH, 
además de un descenso de la expresión de IL1β, bajo estas condiciones (figura 47A). Sin 
embargo, TNFα permaneció estable tras el tratamiento con PLX5622 en condiciones 
fisiológicas (figura 47B). 

En condiciones patológicas, el tratamiento con PLX5622 reprodujo los mismos resultados 
descritos previamente en el contexto fisiológico con respecto a IL1β e IL1α (figura 48A y 48C), 
a excepción de TNFα, cuya expresión disminuyó significativamente tras la exposición de 
ratones 5xFAD/FAAH-/- con PLX en comparación con el grupo VEH (figura 48B).  
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Figura 47: Estudio de los efectos derivados del tratamiento con PLX5622 en condiciones 
fisiológicas. A) IL1β. B) TNFα. C) IL1α. El análisis estadístico consistió en ANOVA de dos vías seguida del test 

post-hoc de Sidak. N=8 por grupo experimental. **p<0,01, ***p<0,001 y ****p<0,0001. Los datos representan 
la media (u.a.) ± SEM.  

 

 

Figura 48: Estudio de los efectos derivados del tratamiento con PLX5622 en el contexto de la 
patología amiloide. A) IL1β. B) TNFα. C) IL1α. El análisis estadístico consistió en ANOVA de dos vías seguida 
del test post-hoc de Sidak. N=8 por grupo experimental. **p<0,01 y ****p<0,0001. Los datos representan la 

media (u.a.) ± SEM.  

 

2.3.3. Componentes del SEC 

Adicionalmente, se analizó la expresión de algunos elementos del SEC por RT-qPCR. 
Concretamente, se cuantificó el ARNm de CB2R, por ser un receptor cuya expresión se induce 
en la microglía asociada a placa en el contexto neuroinflamatorio de la patología amiloide, y 
de la enzima FAAH, por ser la diana propuesta en el diseño experimental II para modular el 
SEC en condiciones patológicas.  
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La patología amiloide produjo un incremento del ARNm de CB2R (figura 49A) y un descenso 
de FAAH (figura 49B) tanto los ratones 5xFAD como los 5xFAD/FAAH-/- en comparación con el 
grupo WT y WT/ FAAH-/-, respectivamente.  

La inactivación genética de FAAH redujo la expresión CB2R en ratones 5xFAD/FAAH-/- con 
respecto a los animales con la enzima intacta (figura 49A). Conforme a lo previsto, los modelos 
WT/FAAH-/- y 5xFAD/FAAH-/- mostraron niveles significativamente más bajos de la enzima 
FAAH en comparación con el grupo WT y el 5xFAD, respectivamente (figura 49B). 

 

 

Figura 49: Análisis por RT-qPCR de los niveles de expresión de elementos del SEC en ratones con 
patología amiloide y controles. A) CB2R. B) FAAH. El análisis estadístico consistió en ANOVA de dos vías 

seguida del test post-hoc de Sidak. N=8 por grupo experimental. *p<0,05, **p<0,01 y ****p<0,0001. Los datos 
representan la media (u.a.) ± SEM.  

 

La ablación microglial inducida por PLX5622 desencadenó un descenso de CB2R (figura 50A) 
y de FAAH (figura 50B) en ratones WT/FAAH-/- en comparación con los expuestos a dieta 
control. La exposición de ratones WT a PLX incrementó los niveles de FAAH con respecto al 
grupo VEH (figura 50B). Además, la inactivación genética de FAAH en ratones WT/FAAH-/- 
produjo una reducción de la expresión de CB2R y FAAH en comparación con el grupo WT en 
el contexto de ablación microglial (figura 50A y 50B). 

En el contexto patológico, la exposición de ratones 5xFAD/FAAH-/- a PLX5622 produjo un 
descenso de la expresión de CB2R en comparación con el grupo VEH (figura 51A). Sin 
embargo, no se detectaron cambios de la expresión de FAAH tras el tratamiento con PLX5622 
en condiciones patológicas (figura 51B). Los resultados obtenidos en el contexto patológico 
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de ablación microglial corroboraron los efectos previamente descritos en condiciones 
fisiológicas: una disminución en los niveles de CB2R y de FAAH (figura 51A y 51B). 

 

 

Figura 50: Análisis por RT-qPCR de los niveles de expresión de los componentes del SEC tras la 
exposición a dieta PLX5622 en condiciones fisiológicas. A) CB2R. B) FAAH. El análisis estadístico consistió 
en ANOVA de dos vías seguida del test post-hoc de Sidak. N=8 por grupo experimental. *p<0,05, **p<0,01 y 

****p<0,0001. Los datos representan la media (u.a.) ± SEM.  

 

 

Figura 51: Análisis por RT-qPCR de los niveles de expresión de elementos del SEC en ratones con 
patología amiloide expuestos a PLX5622. A) CB2R. B) FAAH. El análisis estadístico consistió en ANOVA de 
dos vías seguida del test post-hoc de Sidak. N=8 por grupo experimental. *p<0,05, **p<0,01 y ****p<0,0001. 

Los datos representan la media (u.a.) ± SEM.  
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2.3.4. Señalización vía CSF1R 

Dado que PLX5622 se empleó como inhibidor de CSF1R en el diseño experimental II, se 
cuantificó el ARNm de este receptor y sus respectivos ligandos (CSF1L e IL34) por RT-qPCR 
para determinar los efectos de la patología amiloide y la inactivación genética de FAAH sobre 
la expresión de estos parámetros.  

Los resultados reflejaron un aumento de CSF1R y CSF1L (figura 52A y 52B), y un descenso 
de IL34 (figura 52C) en ratones 5xFAD y 5xFAD/FAAH-/- en comparación con el grupo WT y 
WT/FAAH-/-, respectivamente.  

Se observó un incremento de IL34 por la inactivación genética de FAAH en condiciones 
fisiológicas (figura 52C). La expresión de CSF1R fue significativamente mayor en el modelo 
5xFAD/FAAH-/- en comparación con los ratones 5xFAD (figura 52A), mientras que los niveles 
de CSF1L fueron menores en este contexto como consecuencia de la inactivación genética de 
FAAH (figura 52B).  

 

 

Figura 52: Análisis del impacto de la patología amiloide y la inactivación genética de FAAH en el eje 
CSF1R-CSF1L por RT-qPCR. A) CSF1R. B) CSF1L. C) IL34. El análisis estadístico consistió en ANOVA de dos 
vías seguida del test post-hoc de Sidak. N=8 por grupo experimental. **p<0,01, ***p<0,001 y ****p<0,0001. 

Los datos representan la media (u.a.) ± SEM.  

 
El tratamiento de ratones WT con PLX5622 provocó un descenso significativo del ARNm de 
CSF1R en comparación con los controles (figura 53A). El modelo WT/FAAH-/- tratado con 
PLX5622 también presentó una reducción de la expresión de CSF1R con respecto al VEH 
(figura 53A). Sin embargo, la exposición a PLX5622 no alteró el ARNm de CSF1L ni de IL34 
(figura 53B y 53C).  
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Figura 53: Cuantificación de la expresión del eje CSF1R-CSF1L por RT-qPCR tras el tratamiento con 
PLX5622 en condiciones fisiológicas. A) CSF1R. B) CSF1L. C) IL34. El análisis estadístico consistió en 

ANOVA de dos vías seguida del test post-hoc de Sidak. N=8 por grupo experimental. **p<0,01 y ****p<0,0001. 
Los datos representan la media (u.a.) ± SEM.  

 

En condiciones patológicas, la ablación microglial de ratones 5xFAD redujo la expresión de 
CSF1R y CSF1L con respecto a los animales expuestos a la comida VEH (figura 54A y 54B). 
Los niveles de CSF1R también descendieron tras el tratamiento de los ratones 5xFAD/FAAH-/- 
con PLX5622 en comparación con el grupo VEH (figura 54A). Sin embargo, PLX5622 no indujo 
cambios en la expresión de IL34 en los diferentes grupos experimentales (figura 54C).  

 

 

Figura 54: Cuantificación de la expresión del eje CSF1R-CSF1L por RT-qPCR tras el tratamiento con 
PLX5622 en el contexto de la patología amiloide. A) CSF1R. B) CSF1L. C) IL34. El análisis estadístico 

consistió en ANOVA de dos vías seguida del test post-hoc de Sidak. N=8 por grupo experimental. **p<0,01 y 
****p<0,0001. Los datos representan la media (u.a.) ± SEM.  
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Adicionalmente, se analizó mediante WB la expresión de CSF1R y del marcador microglial IBA1 
para caracterizar el impacto de PLX5622 tras la ablación microglial en el contexto patológico. 
Se empleó como control de carga GAPDH, ya que su expresión es relativamente estable en 
las diferentes condiciones estudiadas.  

Tanto los ratones 5xFAD como 5xFAD/FAAH-/- tratados con PLX presentaron un descenso 
significativo de CSF1R y del marcador microglial IBA1 en comparación con los VEH 
correspondientes por la pérdida de las células de microglía (figura 55). Además, la inactivación 
genética de FAAH en ratones 5xFAD/FAAH-/- expuestos a dieta control reveló menores niveles 
de IBA1 (figura 55A y 55C) y mayores niveles de CSF1R (figura 55B y 55C) en comparación 
con el grupo 5xFAD.  

  

 

Figura 55: Evaluación de los efectos de PLX5622 sobre la expresión de IBA1 y CSF1R por WB en el 
contexto de la patología amiloide. A) IBA1. B) CSF1R. C) Imágenes representativas de las bandas proteicas 
asociadas a cada marcador analizado. GAPDH se empleó como control de carga para normalizar los resultados 
obtenidos. El análisis estadístico consistió en ANOVA de dos vías seguida del test post-hoc de Sidak. N=8 por 

grupo experimental. *p<0,05, **p<0,01 y ****p<0,0001. Los datos representan la media (u.a.) ± SEM.  
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3. Dinámica in vivo de las células microgliales y placas amiloides 

En el diseño experimental II, se emplearon los genotipos 5xFAD/CX3CR1+/GFP y 5xFAD/FAAH-

/-/CX3CR1GFP/+ para realizar el estudio temporal in vivo por microscopía 2PE. Previo a iniciar 
las sesiones de imagen, se analizaron algunos parámetros previamente cuantificados en los 
ratones con CX3CR1 intacto, confirmándose la ausencia de grandes alteraciones moleculares 
por la deleción parcial de CX3CR1 (anexo IV). 

Para evaluar de forma más exhaustiva la respuesta microglial por la inactivación de FAAH, se 
realizaron sesiones de imagen en tres puntos temporales diferentes: 1) antes de la exposición 
a PLX5622 (día 0), 2) durante el tratamiento crónico con el inhibidor de CSF1R (día 28), y 3) 
tras la retirada del tratamiento, favoreciendo la repoblación microglial (día 37).  

Se llevó a cabo un análisis detallado de los resultados, teniendo en cuenta la distribución 
espacial de las subpoblaciones microgliales con relación al centro de la placa amiloide. De este 
modo, se consideró “microglía asociada a placa” (AP) a aquellas células localizadas a <20 µm 
(X, Y, Z) con respecto al centro de la placa y “microglía no asociada a placa” (NAP) a aquellas 
células cuya distancia a la placa era >20 µm (X, Y, Z). 

En primer lugar, se cuantificó el porcentaje de células microgliales presentes en el campo 
visual de cada sesión, normalizándose los valores obtenidos al día 0 (figura 56). En línea con 
estudios previos, se confirmó que cada subtipo microglial difería en su sensibilidad a PLX5622. 
Específicamente, el 69 % y 58 % de la microglía AP sobrevivió en ratones 5xFAD/CX3CR1GFP/+ 

y 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+, respectivamente, tras el tratamiento durante 28 días con 
PLX5622 (figura 56B y 56D). Únicamente, el 14 % y 21 % de la microglía NAP resistió a día 
28 en ratones 5xFAD/CX3CR1GFP/+ y 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+, respectivamente, con 
respecto al día 0 (figura 56C y 56D). Sin embargo, no se observaron diferencias en el 
porcentaje de células microgliales ni AP ni NAP por la inactivación genética de FAAH tras 28 
días de exposición a PLX5622 (figura 56D). Además, la sustitución del tratamiento por la dieta 
estándar (día 37) desencadenó la repoblación de la microglía AP y NAP hasta igualar la 
población observada a día 0 en ambos genotipos (figura 56B y 56C).  

Estos resultados sugieren que la microglía AP tendría una sensibilidad menor a PLX5622 en 
comparación con la microglía NAP y que las ratios de repoblación de ambas subpoblaciones 
serían similares independientemente de la actividad de FAAH en el contexto de la patología 
amiloide.  
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Figura 56: La ablación microglial por PLX5622 revela diferentes subpoblaciones microgliales en 
ratones 5xFAD. A) Parte superior: Imágenes representativas del efecto de PLX5622 sobre la supervivencia 

microglial (verde) y las placas amiloides (azul) obtenidas por microscopía multifotón. Parte inferior: 
reconstrucción 3D de las células microgliales (gris) y las placas amiloides (azul). B) Estudio crónico de la pérdida 

microglial y la posterior repoblación de la microglía asociada a placa (AP), <20 µm de distancia (X, Y, Z) del 
centro de la placa. C) Estudio crónico de la pérdida microglial y la posterior repoblación de las células de 

microglía no asociadas a placa (NAP), >20 µm de distancia (X, Y, Z) al centro de la placa. D) Porcentaje de 
microglía AP y NAP tras 28 días de tratamiento con PLX5622. El análisis estadístico consistió en ANOVA de dos 

vías seguida del test post-hoc de Sidak. N=8-9 ratones por grupo. **p<0,01, ***p<0,001 y ****p<0,0001. Los 
datos representan la media ± SEM.  

 



Resultados 
 

121 
 

En segundo lugar, se caracterizó la morfología de la microglía AP y NAP en ratones 
5xFAD/CX3CR1+/GFP y 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+ para identificar los cambios asociados a la 
inactivación genética de FAAH en el contexto de la patología amiloide y de ablación microglial.  

El análisis sholl de la microglía AP de ratones 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+ presentó mayor 
número de intersecciones que la microglía de ratones 5xFAD/CX3CR1+/GFP a día 0, 28 y 37. 
Concretamente, la microglía AP de ambos genotipos mostró el mayor número de 
intersecciones a una distancia de 10 µm con respecto al soma. Por tanto, la microglía AP 
mostró una estructura más compleja por la inactivación de FAAH en todos los puntos 
temporales del estudio (figura 57A, 57B y 57C). Además, la microglía NAP de ratones 
5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+ mostró un número de intersecciones mayor a 15 µm de distancia 
del soma por la inactivación genética de FAAH a día 0 en comparación con el modelo 
5xFAD/CX3CR1+/GFP (figura 57D). Sin embargo, no se detectaron alteraciones de la 
complejidad de la microglía NAP por la inactivación genética de FAAH en el análisis Sholl ni a 
día 28 ni 37 del estudio (57E, 57F).  

 

 
Figura 57: Análisis Sholl para el estudio de la complejidad de la estructura microglial a día 0, 28 y 

37. A-C) Datos de la microglía AP en ratones 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+ y 5xFAD/CX3CR1+/GFP. D-F) Datos de la 
microglía NAP en ratones 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+ y 5xFAD/CX3CR1+/GFP. El análisis estadístico consistió en 

ANOVA de dos vías seguida del test post-hoc de Sidak. N=8-11 ratones por grupo experimental. *p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001 y ****p<0,0001. Los datos representan la media ± SEM.  



Resultados 
 

122 
 

Para la caracterización de los procesos y el soma microglial, se emplearon los módulos 
Filament tracer y Surface de Imaris 10.0, respectivamente. Al estudiar los procesos, se 
identificaron alteraciones de la morfología microglial AP en ratones 5xFAD/CX3CR1+/GFP por la 
exposición a PLX5622, mientras que los procesos de la microglía AP de ratones 5xFAD/FAAH-

/-/CX3CR1GFP/+ permanecieron prácticamente estables tras el tratamiento (figura 58A). 
Concretamente, la microglía AP de ratones 5xFAD/CX3CR1+/GFP mostró procesos más cortos, 
más esféricos y menos ramificados en comparación con el modelo 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+. 
Además, la microglía NAP de ratones 5xFAD/CX3CR1+/GFP presentó procesos más esféricos por 
el tratamiento durante 28 días con PLX en comparación con el día 0 de estudio, mientras que 
el modelo 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+ reveló procesos más cortos y menos ramificados en 
este contexto (figura 58B). 

 

 

Figura 58: Estudio temporal de los procesos de la microglía AP y NAP. A) Caracterización de la longitud, 
la esfericidad y el índice de ramificación de la microglía asociada a placa en ratones 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+ y 
5xFAD/CX3CR1+/GFP. B) Caracterización de la longitud, la esfericidad y el índice de ramificación de la microglía no 
asociada a placa en ratones 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+ y 5xFAD/CX3CR1+/GFP. El análisis estadístico consistió en 

ANOVA de dos vías seguida del test post-hoc de Sidak. N=8-11 ratones por grupo experimental. *p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001 y ****p<0,0001. Los datos representan la media ± SEM.  
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Adicionalmente, se cuantificó el volumen y la esfericidad del soma de la microglía AP de 
ratones 5xFAD/CX3CR1+/GFP y 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+, sin observarse cambios por el 
tratamiento con PLX5622 (anexo V-figura 72A). El soma de la microglía no asociada a placa 
5xFAD/CX3CR1+/GFP presentó un volumen mayor a día 28 en comparación con el observado a 
día 0 (anexo V-figura 72B). Además, el soma de la microglía NAP del modelo 5xFAD/FAAH-/-

/CX3CR1GFP/+ mostró una esfericidad mayor con respecto al 5xFAD/CX3CR1+/GFP tras 28 días 
de ablación microglial con PLX (anexo V-figura 72B).  

El estudio temporal in vivo permitió determinar la presencia o ausencia de MeO-X04 en el 
interior del soma microglial, como medida indirecta de las células de microglía con potencial 
capacidad fagocítica. Para ello, se cuantificó el número de microglía MeO-X04+ y se expresó 
como porcentaje con respecto al número total de células microgliales presentes en el campo 
de observación. A día 28, los ratones 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+ mostraron un porcentaje 
mayor de la microglía MeO-X04+ por el tratamiento con PLX con respecto al día 0 (figura 59).  

Además, se observó un porcentaje mayor de la microglía MeO-X04+ por la inactivación 
genética de FAAH tras la ablación microglial durante 28 días en los ratones 5xFAD/FAAH-/-

/CX3CR1GFP/+ con respecto a los 5xFAD/CX3CR1+/GFP (figura 59). Una vez transcurrido el 
periodo de repoblación microglial a día 37, se perdieron las diferencias por la inactivación de 
FAAH descritas a día 28 entre ambos genotipos (figura 59). 

 

 

Figura 59: Cuantificación del porcentaje de microglía MeO-X04+ a día 0, 28 y 37 del estudio de 
imagen. Estudio temporal del porcentaje de microglía MeO-X04+ tras la ablación microglial y su posterior 
repoblación en el contexto de la patología amiloide. El análisis estadístico consistió en ANOVA de dos vías 

seguida del test post-hoc de Sidak. N=8-11 ratones por grupo experimental. *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001. 
Los datos representan la media ± SEM.  
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Por último, se analizaron las características morfológicas de las placas de Aβ. Se observó que 
los parámetros empleados apenas se alteraron por el tratamiento con PLX5622 en ratones 
5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1+/GFP, a excepción de la densidad a día 28 que incrementó en 
comparación con el día 0 del estudio (figura 60). El modelo 5xFAD/CX3CR1+/GFP mostró placas 
de mayor volumen y menor esfericidad en comparación con el 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1+/GFP en 
el contexto de ablación microglial (día 28) y posterior repoblación (día 37) (figura 60). Por 
tanto, estos resultados reflejaron un patrón de progresión de las placas amiloides diferente 
por la inactivación genética de FAAH tras el tratamiento con PLX5622. 

 

 

Figura 60: Caracterización de las placas amiloides a día 0, 28 y 37 del estudio de imagen en ratones 
5xFAD/CX3CR1+/GFP y 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1+/GFP. Cuantificación del volumen, esfericidad, densidad y 

desviación estándar de la intensidad de las placas neuríticas con Imaris 10.0 tanto en los ratones 
5xFAD/CX3CR1+/GFP como en los 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1+/GFP. El análisis estadístico consistió en ANOVA de dos 

vías seguida del test post-hoc de Sidak. N=8-11 ratones por grupo experimental. *p<0,05, **p<0,01 y 
***p<0,001. Los datos representan la media ± SEM. 
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La enfermedad de Alzheimer es una patología multifactorial y compleja cuya prevalencia crece 
exponencialmente con el paso del tiempo en una población cada vez más envejecida. Algunas 
características principales de la fisiopatología de la enfermedad son el desarrollo de los ovillos 
intraneuronales de tau hiperfosforilada, el descenso de los niveles de acetilcolinesterasa y la 
formación de las placas neuríticas en el parénquima cerebral de los pacientes (37). Además, 
se han descrito otros mecanismos asociados a la patogénesis de la EA como la 
neuroinflamación, que se encuentra exacerbada en este contexto (81). Actualmente, se ha 
aprobado el uso de fármacos para paliar la sintomatología de los pacientes, aunque no existe 
una cura para la enfermedad (100). Durante años, la comunidad científica no ha cesado en 
sus esfuerzos por profundizar en los mecanismos moleculares subyacentes a la EA para 
desarrollar nuevos métodos de diagnóstico y plantear nuevas estrategias terapéuticas.  

Una de las vías terapéuticas emergentes para la EA es la modulación de la respuesta 
inflamatoria a través del sistema endocannabinoide. El SEC desempeña un papel importante 
en la regulación de la homeostasis del SNC al participar en procesos biológicos, como la 
neurotransmisión, la inflamación y la proliferación, diferenciación, migración y supervivencia 
de las neuronas y las células gliales. Además, se han asociado propiedades inmunosupresoras, 
antiinflamatorias y neuroprotectoras a los cannabinoides (322). En relación con la EA, se han 
descrito algunas alteraciones en los componentes de este sistema. A pesar de que todavía se 
desconoce la relevancia clínica de muchos de estos cambios, hay un creciente interés por 
estudiar el papel del SEC en la progresión de la EA. De hecho, algunos de sus componentes 
se están investigando como posibles dianas terapéuticas. Algunos ejemplos destacables son 
la inducción de la expresión de CB2R en la microglía próxima a los depósitos de amiloide y la 
acumulación de la enzima FAAH de forma selectiva en los astrocitos reactivos asociados a las 
placas neuríticas (313).  

En relación con la investigación de la modulación del SEC como nuevo abordaje terapéutico 
en la EA, algunos estudios preclínicos han demostrado que la exposición a fitocannabinoides 
induce mejoras comportamentales, reduce las placas neuríticas y atenúa el proceso 
neuroinflamatorio en modelos animales de la EA (325). En paralelo, otras investigaciones han 
desarrollado fármacos capaces de inhibir las enzimas catabólicas de los eCBs para prolongar 
su vida media y aumentar su efecto biológico (355). Concretamente, algunos inhibidores de 
la enzima FAAH y MAGL han demostrado reducir la síntesis de interleuquinas proinflamatorias 
y las placas amiloides gracias a la elevación del tono endocannabinoide en el organismo 
(356,357). 
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Con el objetivo de profundizar en el potencial terapéutico de la modulación del SEC en la EA, 
en la presente tesis se llevó a cabo 1) la administración crónica de dosis bajas de THC y CBD 
a ratones 5xFAD y 2) la evaluación de los efectos de la inactivación genética de FAAH, con la 
consecuente elevación del tono endocannabinoide, en ratones 5xFAD. 

Respecto a la administración de THC y CBD, se observó que el tratamiento crónico con dosis 
bajas de THC, CBD o CBD:THC afectaba significativamente al comportamiento de los ratones 
5xFAD con respecto a los controles. Concretamente, el tratamiento con THC exacerbaba el 
estado ansioso y depresivo de los animales en las pruebas EPM y TS, respectivamente. 
Además, el modo de administración del CBD y THC, como dosis independiente o combinada, 
resultó ser un factor determinante en los cambios observados en la memoria espacial del 
modelo 5xFAD en la prueba de Barnes. A nivel molecular, el tratamiento con cannabinoides 
aumentó los niveles de la fracción insoluble del péptido Aβ en condiciones patológicas, pero 
sin alterar la expresión de los marcadores de inflamación analizados a nivel de ARNm y 
proteína (anexo VI; (358)).  

El modelo de amiloidosis 5xFAD desarrolla placas de Aβ a partir de los 2 meses de edad y 
presenta un deterioro de la memoria asociativa y espacial a los 6 meses de edad en la prueba 
de condicionamiento del miedo y en el laberinto acuático de Morris, respectivamente (214). 
De manera consistente con estudios previos, nuestros datos confirmaron las características 
del fenotipo 5xFAD, incluyendo el deterioro de la memoria espacial, el aumento de la 
coordinación motora (359), la atenuación de la locomoción (360) y la sobreexpresión de 
marcadores proinflamatorios en comparación con los controles por el aumento de la síntesis 
del péptido amiloide (361).  

La amnesia inducida por la exposición a THC está mediada por la interacción con el receptor 
CB1R, expresado en las interneuronas GABAérgicas del hipocampo, y los receptores 
postsinápticos NMDA (362). Existe una asociación directa entre la exposición de dosis 
convencionales de THC (1-20 mg/kg) y déficits en la atención (363), la memoria a corto plazo 
(364) y la memoria espacial de animales jóvenes (365). Sin embargo, la administración de 
dosis bajas (1 mg/kg y 3 mg/kg) (326,366) y ultra bajas de THC (0,002 mg/kg) (367) induce 
mejoras cognitivas en ratones envejecidos. Además, estudios in vivo han descrito una 
potenciación de la función cognitiva en el modelo APP/PS1 asociada al tratamiento con CBD 
(0,75 mg/kg o 5mg/kg) (368,369). Estas observaciones contradicen lo observado en nuestro 
estudio, ya que la exposición a CBD indujo un deterioro del aprendizaje espacial del modelo 
5xFAD en la prueba BM. La disparidad en los datos podría atribuirse a la edad de los ratones 
empleada (8 meses), difiriendo de la publicada en literatura. Las discrepancias observadas en 



Discusión 
 

129 
 

la literatura con respecto a los efectos de los cannabinoides sugieren que factores como la 
edad, el modelo animal, la dosis y el tipo de cannabinoide son determinantes para explicar la 
variabilidad de los datos (370). 

Algunos autores postulan que la administración crónica de THC en combinación con CBD 
produce efectos adversos en la memoria de los ratones (366), aunque nuestros datos aportan 
nuevas evidencias que respaldan la hipótesis de un efecto beneficioso (329,369). La prueba 
BM mostró una reducción del tiempo de latencia al escondite en los ratones 5xFAD tras el 
tratamiento con CBD:THC, sugiriendo la existencia de un efecto antagonista entre ambos 
cannabinoides en el contexto de la patología amiloide. En línea con nuestras observaciones, 
se ha descrito en literatura reciente que el CBD es capaz de reducir los efectos psicoactivos 
asociados al THC, incluyendo el deterioro cognitivo (370,371).  

A raíz de los estudios realizados por Ben-Shabat y colaboradores, se han propuesto diferentes 
mecanismos para esclarecer cómo los cannabinoides no activos podrían modular la actividad 
de otros cannabinoides, como el THC (372). Modelos preclínicos de cáncer y daño han 
mostrado ejemplos de la interacción entre los fitocannabinoides y los endocannabinoides, 
aunque aún no se han reportado datos concluyentes (373). Se ha descrito, por ejemplo, que 
los cannabinoides podrían regular la interacción de otros cannabinoides con CB1R y/o CB2R, 
alterar el metabolismo de los eCBs o potenciar la interacción con otros receptores como TRPV1 
o GPR55 (374). 

Para esclarecer la base molecular subyacente a los efectos observados, en el presente trabajo 
se analizaron parámetros relacionados con la inflamación en los diferentes grupos 
experimentales. Para ello, se empleó tanto el hipocampo como la corteza del parénquima 
cerebral, ya que, como indicaron Negrón-Oyarzo y colaboradores, la interacción entre ambas 
áreas cerebrales es de gran relevancia en el proceso de consolidación de la memoria espacial 
(375). Nuestros datos no mostraron cambios en ninguno de los marcadores inflamatorios por 
la exposición del modelo 5xFAD a CBD, THC o CBD:THC, sugiriendo que el contexto 
neuroinflamatorio parecía ser insuficiente para explicar las alteraciones cognitivas observadas 
en este contexto.  

Otras pruebas comportamentales realizadas en el presente trabajo evidenciaron que el modelo 
5xFAD presentaba un perfil de menor ansiedad en comparación con los ratones WT. La 
exposición del modelo de amiloidosis a THC inducía un estado más ansioso y depresivo en las 
pruebas EPM y TS, respectivamente. Estudios preclínicos han demostrado que los 
cannabinoides, tanto exógenos como endógenos, inducen, generalmente, un perfil 
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antidepresivo en roedores (376). Dado que el THC es un agonista parcial de CB1R (377), 
algunos autores han profundizado en la caracterización de este receptor para esclarecer los 
efectos del THC sobre la depresión y la ansiedad de los animales. Se ha descrito que la 
activación aguda de CB1R con THC y otros cannabinoides, como los agonistas sintéticos 
WIN55, 212-2, CP55 y 940, produce efectos antidepresivos y/o ansiolíticos (378–380). A 
menudo, estos efectos positivos se han asociado con la administración de dosis bajas de 
cannabinoides, mientras que las dosis altas con la inducción de la depresión y la ansiedad 
(376,381). Por tanto, estas observaciones respaldarían los efectos bifásicos del THC descritos 
en los seres humanos en función de la dosis administrada (382).    

Nuestros resultados también reflejaron un incremento significativo de la conformación 
insoluble del péptido Aβ1-42 tras el tratamiento de ratones 5xFAD con CBD, THC y CBD:THC, 
siendo este último el que mostró la máxima concentración. Aso y colaboradores describieron 
que la coadministración de CBD y THC facilitaba el depósito de amiloide y reducía los niveles 
de la conformación soluble del péptido Aβ1-42 en el modelo murino APP/PS1 (369). En 
contraposición, nuestro estudio no mostró alteraciones en la concentración de la isoforma 
soluble por el tratamiento con cannabinoides. La concordancia parcial entre nuestros datos y 
los de este estudio podrían deberse a los fármacos usados (cannabinoides sintéticos vs. 
fitocannabinoides), la dosis administrada (CBD a 0,273 mg/kg y THC a 0,205 mg/kg vs. 0,75 
mg/kg) y la duración del tratamiento (28 días vs. 5 semanas). 

Estudios in vitro y de modelado molecular han revelado que el THC puede interferir en el 
proceso de fibrilación del péptido Aβ. Dado que la morfología del Aβ no muestra una 
correlación directa con la neuroprotección, se desconoce la relevancia biológica de esta 
interacción (383,384). La heterogeneidad estructural de las distintas especies amiloides podría 
ser un factor clave en la progresión de la patología amiloide (385). Por ejemplo, los oligómeros 
solubles de bajo peso molecular se consideran una conformación del Aβ neurotóxica por su 
capacidad de interferir con funciones neuronales, como la potenciación a largo plazo (386). 
Gracias a su mayor superficie, hidrofobicidad y su capacidad de unión a la membrana, los 
oligómeros solubles forman poros e incrementan la permeabilidad de la membrana (387).  

Además de las diferencias estructurales de los monómeros, los oligómeros pueden alterar 
procesos celulares mediante la interacción específica e inespecífica con los receptores, la 
mitocondria, las vesículas sinápticas y las membranas, provocando cambios aberrantes en la 
señalización y disfunción celular (388). El incremento de los niveles de Aβ insoluble observado 
en nuestro estudio podría interpretarse como un mecanismo neuroprotector, ya que podría 
limitar la toxicidad inducida por los oligómeros de pequeño tamaño. 
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Otros fitocannabinoides diferentes al CBD y THC se están empleando en diferentes estudios 
para evaluar sus efectos en el contexto de la patología amiloide. Patil y colaboradores han 
observado que el cannabidiorcol, presente en pequeñas cantidades en Cannabis sativa, y el 
cannabinol actúan inhibiendo enzimas asociadas a la EA, incluyendo las acetilcolinesterasas y 
las butirilcolinesterasas (389). La exposición a isómeros del THC (∆8-THC) ha demostrado 
favorecer la viabilidad celular in vitro (390), mientras que las variantes acídicas del CBD y THC 
han logrado disminuir los niveles del péptido Aβ y de tau fosforilada, y potenciar los efectos 
neuroprotectores de BDNF en el contexto de la EA (391).  

Actualmente, la FDA no ha aprobado el uso de cannabinoides o sus derivados para tratar la 
EA. Además, se han completado pocos ensayos clínicos para evaluar el potencial uso del THC 
(dronabinol y nabilona) o CBD. Por ejemplo, la nabilona, que es un cannabinoide sintético 
aprobado para el tratamiento de las náuseas y vómitos asociados a la quimioterapia, ha 
resultado ser eficaz para reducir la agitación y la agresión de pacientes con EA (331). Sin 
embargo, es importante monitorizar los posibles efectos adversos como la sedación y el 
deterioro cognitivo.  

El uso terapéutico de los cannabinoides tiene algunas limitaciones como la dosis, la vía de 
administración y el estadio de la enfermedad, además de sus efectos adversos. Cuando los 
cannabinoides son administrados vía oral, estos quedan retenidos en la grasa y se liberan 
lentamente al plasma. En consecuencia, la ventana terapéutica es estrecha y es difícil 
determinar la dosis necesaria (392). La inhalación del cannabis potencia sus efectos 
terapéuticos, aunque incrementa los efectos adversos y el riesgo de abuso de estas drogas 
(393). Otro problema asociado al uso terapéutico del cannabis medicinal es la tolerancia a 
largo plazo. Entre los mecanismos subyacentes al proceso de tolerancia se encuentran la 
infraexpresión de CB1R, la internalización del receptor y su desensibilización (309,394). Dado 
que las alteraciones moleculares aparecen con antelación a la sintomatología de la EA, los 
cannabinoides deberían ser administrados en etapas iniciales para potenciar sus efectos 
neuroprotectores e inmunomoduladores. Sin embargo, se requiere más investigación para 
esclarecer la ventana terapéutica de los cannabinoides en la progresión de la EA (325).   

Dado que los efectos de los cannabinoides exógenos y los endocannabinoides podrían diferir 
en el organismo, la síntesis de fármacos capaces de modular directamente la señalización de 
los eCBs ha cobrado importancia en la actualidad. Algunos enfoques terapéuticos comprenden 
la síntesis de moduladores alostéricos de los CBRs y el desarrollo de inhibidores de los 
transportadores de los eCBs o de las enzimas responsables de su degradación (228). Esta 
última estrategia se ha abordado en el presente trabajo utilizando el modelo 5xFAD/FAAH-/-.  



Discusión 
 

132 
 

La elevación crónica del tono endocannabinoide en el modelo 5xFAD/FAAH-/- condujo a un 
contexto neuroinflamatorio exacerbado que, paradójicamente, vino acompañado de efectos 
neuroprotectores relacionados con una menor expresión de genes asociados con el desarrollo 
de la EA. Los resultados demostraron que la inactivación de esta enzima inducía un perfil 
génico y morfológico diferente en la microglía, a pesar de que FAAH no se expresa 
prácticamente en este tipo celular. El tratamiento con PLX5622 permitió llevar a cabo la 
ablación microglial, revelando cambios importantes en la morfología de la microglía 
dependiendo de su localización con respecto a las placas amiloides. Concretamente, la 
microglía 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+ asociada a placa mostró una morfología más estable 
tras el tratamiento con PLX5622 en comparación con el modelo 5xFAD/CX3CR1GFP/+, que 
presentó procesos más cortos, más esféricos y menos ramificados. Además, se observó un 
incremento del porcentaje de la microglía MeO-X04+ y un volumen estable de las placas 
amiloides por la inactivación genética de FAAH en el contexto patológico de ablación microglial 
(anexo VII; (395)).  

El análisis postmortem de la corteza cerebral de los pacientes con EA ha indicado una 
reducción significativa de la hidrólisis de AEA, junto con una mayor acumulación de FAAH en 
astrocitos hipertróficos cercanos a las placas amiloides en comparación con los controles sanos 
(313,396). Por el contrario, nuestros datos revelaron un descenso del ARNm de FAAH en el 
hipocampo como consecuencia de la patología amiloide. Dado que FAAH se expresa 
principalmente en neuronas (397), el proceso de pérdida neuronal asociado a la progresión 
de la EA podría ser responsable de los cambios en la expresión de FAAH reflejados en nuestro 
estudio. No tenemos una explicación que justifique la disparidad entre los estudios previos y 
nuestros datos, más allá del origen biológico de las muestras (seres humanos vs. modelos 
murinos), las diferencias patológicas (EA vs. amiloidosis) y las técnicas de cuantificación 
empleadas (inmunohistoquímica vs. RT-qPCR). Además, la cuantificación del ARNm de FAAH 
en ratones WT/FAAH-/- y 5xFAD/FAAH-/- reveló una expresión residual de la enzima. Esto se 
debe a que el modelo Knock-out empleado en nuestro estudio se caracteriza por la deleción 
del exón 1 de FAAH para truncar la proteína y, de este modo, inactivar genéticamente FAAH 
(286).  

La inactivación genética de FAAH induce la acumulación de anandamida, entre otras NAEs, 
que actúa como agonista del receptor cannabinoide CB1R (255). Gutiérrez-Rodríguez y 
colaboradores han identificado la presencia del receptor CB1R en la membrana mitocondrial 
de los astrocitos del hipocampo mediante microscopía electrónica (398). Estudios previos han 
demostrado que la activación de CB1R mitocondrial con cannabinoides altera la estabilidad y 
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la actividad del complejo I de la cadena de transporte de electrones, reduciendo la fosforilación 
de la subunidad NDUFS4. En este contexto, también observaron una alteración del 
metabolismo de la glucosa y del lactato (399). En línea con estos hallazgos, el análisis 
diferencial de genes, tanto en el contexto basal como patológico de inactivación genética de 
FAAH, mostró un descenso significativo de la expresión de NDUFS5 hipocampal, que es una 
subunidad del espacio intermembrana necesaria para la maduración del complejo I de la 
cadena de transporte de electrones (400). En consecuencia, observamos un enriquecimiento 
negativo de la fosforilación oxidativa, entre otras alteraciones de las firmas génicas del 
metabolismo celular, por la inactivación genética de la enzima en el análisis GSEA.  

Datos previos han demostrado que la inactivación genética de FAAH en el modelo 
5xFAD/FAAH-/- induce un ambiente proinflamatorio cerebral que previene el deterioro 
cognitivo, preserva la plasticidad sináptica y reduce los depósitos del péptido Aβ en 
comparación con los ratones que presentan la enzima intacta (313,401–403). Nuestros 
resultados confirmaron la asociación paradójica entre la respuesta inflamatoria exacerbada y 
la neuroprotección en el contexto de inactivación genética de FAAH. Los ratones 5xFAD/FAAH-

/- mostraron una mejora del aprendizaje espacial en la prueba BM, acompañada de un perfil 
transcriptómico enriquecido negativamente con genes asociados a la EA y positivamente con 
la firma génica “respuesta inflamatoria”. 

Nuestros estudios más recientes han indicado la sobreexpresión de algunos receptores 
microgliales implicados en la fagocitosis, como TREM2 y CTSD, en condiciones patológicas de 
inactivación genética de FAAH (401). Dado que estos dos receptores son característicos del 
fenotipo microglial DAM, su sobreexpresión sugiere un enriquecimiento de esta población 
celular en el parénquima cerebral de ratones 5xFAD/FAAH-/-. Por este motivo, el presente 
trabajo abordó el análisis de la firma génica DAM descrita por Grubman y colaboradores (180), 
demostrando un enriquecimiento positivo del fenotipo microglial DAM en los ratones 
5xFAD/FAAH-/-.  

El papel de la microglía DAM en la progresión de la patología amiloide sigue siendo objeto de 
investigación en la actualidad. Algunos estudios sugieren que la progresión de la 
neurodegeneración en la EA no tiene relación directa con el fenotipo DAM (404). No obstante, 
existen evidencias que respaldan la estrecha asociación entre la disfunción de la microglía 
homeostática y la progresión de la enfermedad (404,405).  

Con el fin de caracterizar la microglía en el contexto de inactivación genética de FAAH, se 
analizó la expresión de genes específicos asociados a la activación microglial. En el contexto 
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de la EA, el péptido Aβ induce la activación de TLR4 en la microglía y promueve la activación 
de NF-κB y la síntesis de citoquinas proinflamatorias, como IL1β (406). La activación del 
inflamasoma NLRP3, principalmente en la microglía, media la producción de citoquinas 
proinflamatorias y desempeña un papel clave en la formación de las placas de Aβ (157,405). 
En consecuencia, se analizó el ARNm de componentes del inflamasoma NLRP3, citoquinas 
proinflamatorias y TLR4 para identificar alteraciones de su expresión por la inactivación 
genética de FAAH, tanto en condiciones fisiológicas como patológicas. Como era de esperar, 
observamos un incremento de la expresión de estos genes por la patología amiloide, indicando 
una mayor activación microglial en este contexto. El modelo WT/FAAH-/- mostró una 
sobreexpresión de TLR4 e IL1β y el fenotipo 5xFAD/FAAH-/- reveló alteraciones de algunos 
componentes del inflamasoma NLRP3 y un incremento significativo de la expresión de IL1β 
en comparación con los respectivos controles. Estas observaciones aportan evidencias sobre 
la exacerbación del contexto inflamatorio y la activación microglial por la inactivación genética 
de FAAH en condiciones fisiológicas y patológicas.  

El empleo de agonistas de CB2R ha puesto de manifiesto la importancia de este receptor en 
la activación microglial y la eliminación del péptido Aβ (311,314). Nuestro estudio molecular 
reveló la sobreexpresión de CB2R por la patología amiloide en el hipocampo, confirmando lo 
descrito en literatura previa (313). El modelo 5xFAD/FAAH-/- mostró una reducción de la 
expresión de CB2R en comparación con el modelo 5xFAD, sugiriendo que la inactivación 
genética de FAAH podría inducir un perfil de activación microglial diferente en este contexto.  

Además de evaluar la expresión de genes relacionados con la activación microglial, también 
cuantificamos los niveles de ARNm de CSF1R y sus respectivos ligandos (CSF1L e IL34). CSF1R 
se localiza predominantemente en la microglía, mientras que IL34 se expresa principalmente 
en neuronas y CSF1L en neuronas y astrocitos del SNC (144,407). En condiciones fisiológicas, 
la expresión basal de CSF1L contribuye al funcionamiento correcto de la microglía, incluyendo 
el podado sináptico, la liberación de factores neurotróficos y la conectividad cerebral, e IL34 
desempeña un papel relevante en el desarrollo y el mantenimiento de la microglía en el 
cerebro (407,408). No obstante, Walker y colaboradores observaron una sobreexpresión de 
CSF1L y CSF1R, y una infraexpresión de IL34 en tejido cerebral postmortem de pacientes con 
EA (409), tal y como mostraron nuestros datos, como consecuencia de la patología amiloide 
en el modelo 5xFAD. Asimismo, estos autores reportaron respuestas similares en la microglía 
postmortem tras la activación de CSF1R indistintamente por IL34 o CSF1L (409). La 
sobreexpresión de CSF1R es característica del perfil génico de la microglía DAM (167,410). 
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Nuestros resultados revelaron una sobreexpresión de CSF1R y una reducción de CSF1L en el 
modelo 5xFAD/FAAH-/- en comparación con el grupo 5xFAD.  

En paralelo a estas alteraciones génicas, se detectaron niveles más bajos de la proteína IBA1, 
señalando una atenuación de la microgliosis en este contexto. Datos previos de nuestro de 
investigación revelaron una menor microgliosis en el modelo 5xFAD/FAAH-/- utilizando técnicas 
de densitometría de células IBA1+ y citometría de flujo (403,411). Todos estos hallazgos 
respaldarían la exacerbación del perfil microglial DAM descrito en el modelo 5xFAD/FAAH-/-, y 
podrían explicar la preservación de las funciones de la microglía homeostática observadas en 
este modelo (401). Por tanto, nuestros resultados sugieren que la neuroinflamación asociada 
a la inactivación genética de FAAH está vinculada al desarrollo del perfil microglial DAM, el 
cual presenta cambios en el eje CSF1R que podrían ser responsables de la mejoría significativa 
de la patología detectada en el modelo 5xFAD/FAAH-/-. 

Con el fin de identificar características adicionales asociadas a la inactivación genética de FAAH 
y la contribución de la microglía en las mismas, expusimos a la microglía a un desafío 
farmacológico. Concretamente, se empleó un inhibidor de CSF1R (PLX5622), que induce 
apoptosis en las células mieloides, incluyendo la microglía (341). La exposición a PLX5622, 
tanto en condiciones fisiológicas como patológicas, produjo una reducción de la expresión de 
marcadores microgliales, como NLRP3, TLR4, CSF1R y CB2R, y de parámetros con origen 
celular diverso, como IL1α y IL1β. Además, los niveles de FAAH permanecieron estables en el 
contexto patológico de ablación microglial. En consecuencia, nuestros datos confirmaron la 
expresión baja de FAAH, en caso de que hubiera, en la microglía, tal y como describió Muccioli 
y Stella (412). Por tanto, los efectos observados en la microglía por la inactivación genética 
de FAAH, tanto en este trabajo como en otros estudios (413), sugieren una regulación 
heterocelular por parte de otras células gliales y/o neuronales, conforme a lo descrito en 
literatura previa (105). 

Otro objetivo de nuestro trabajo fue evaluar si la inactivación genética de FAAH, y el ambiente 
neuroinflamatorio resultante, inducía cambios morfológicos y funcionales in situ en la microglía 
tras la ablación de este tipo celular por PLX5622 y su posterior repoblación. La morfología 
microglial y las alteraciones de la microglía cercana a la placa amiloide se han considerado 
indicadores de la respuesta inflamatoria (414). El uso de PLX5622 permitió evaluar diferentes 
poblaciones microgliales según su localización respecto a las placas de amiloide. Utilizando 
microscopía multifotón intravital detectamos una población microglial capaz de sobrevivir tras 
28 días de exposición a PLX5622 y una rápida repoblación al retirar el inhibidor de CSF1R, 
respaldando lo descrito en estudios previos (341,415). Nuestros hallazgos mostraron que la 
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microglía asociada a placas de Aβ resistía más al tratamiento con PLX5622 en comparación 
con la microglía localizada lejos de la placa. Estos datos coinciden con lo descrito por 
Spangerberg y colaboradores (341), quienes, además, mostraron una correlación entre la 
supervivencia de la microglía cercana a placa y la expresión de marcadores del perfil microglial 
DAM en el hipocampo de ratones 5xFAD tratados con PLX5622. De hecho, otros trabajos, que 
también emplearon PLX5622 para provocar la ablación microglial y analizar sus efectos sobre 
la patología amiloide, describieron que las células IBA1+ detectadas en el parénquima cerebral 
de ratones expuestos a PLX5622 coexpresaban CSF1R y resistían al tratamiento (175,414). 
No obstante, se requiere una caracterización más detallada para determinar el papel específico 
de la microglía DAM en la progresión de las placas neuríticas (341).  

Asimismo, analizamos la morfología de las células microgliales por su estrecha relación con la 
función celular (341). Algunos de los parámetros comúnmente empleados para realizar este 
análisis son la esfericidad, el volumen, la longitud y el número de puntos terminales de los 
procesos microgliales (416–418). Nuestros resultados mostraron un incremento de la 
ramificación de la microglía asociada a placa por la ausencia de la actividad de FAAH en el 
contexto de la EA, indicando una mayor complejidad estructural. Esta complejidad permaneció 
estable tras la exposición a PLX5622. Por el contrario, la microglía cercana a placa de ratones 
5xFAD/CX3CR1GFP/+ presentó cambios morfológicos asociados a la transición de la microglía 
hacia un fenotipo más ameboide en el contexto de ablación microglial.  

Tradicionalmente, se han establecido dos estados de activación microglial con una serie de 
características morfológicas específicas. Por un lado, la morfología ramificada se ha asociado 
a la microglía “en reposo” presente en condiciones fisiológicas (419). Por otro lado, la 
morfología ameboide, con procesos engrosados y retraídos, se ha vinculado con la microglía 
activada, la cual comprende la potenciación de funciones gliales como la migración, la 
presentación antigénica o la fagocitosis (149,420,421). Gracias al descubrimiento de fenotipos 
microgliales alternativos mediante análisis ultraestructurales, el paradigma de dos estados de 
activación microglial ha quedado obsoleto en la actualidad (201,422). Los datos obtenidos por 
imagen in vivo 2PE han demostrado que la microglía está continuamente activa en el SNC, 
siendo capaz de fagocitar restos celulares a través de sus ramificaciones terminales. Además, 
varios estudios han reportado un descenso de la actividad fagocítica asociado a la microglía 
ameboide (192,423–426). Por tanto, la microglía muestra una notable heterogeneidad 
funcional, siendo capaz de modular su actividad en respuesta a factores como la especie, el 
sexo, la edad, el área cerebral y el contexto fisiológico o patológico (189). 
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Nuestros resultados mostraron que, aunque FAAH no se expresa en la microglía, la inactividad 
de la enzima altera la función microglial, desencadenando cambios significativos en la 
estructura de las placas neuríticas. Concretamente, los ratones 5xFAD/CX3CR1GFP/+ 
presentaron un incremento progresivo del volumen de las placas, mientras que el modelo 
5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+ mostró placas con un volumen más estable. Además, a pesar de 
la morfología más ramificada de la microglía asociada a placa, se observó un mayor número 
de microglía MeO-X04+ por la inactivación genética de FAAH en el contexto de ablación 
microglial. Asimismo, el modelo 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+ mostró placas más densas tras la 
exposición a PLX5622. En línea con estas observaciones, estudios previos demostraron un 
incremento del tamaño de placa tras la ablación microglial con PLX5622 y destacaron el papel 
de la microglía en el mantenimiento de las placas de tipo compacto, limitando el crecimiento 
de las placas amiloides y, por ende, retrasando la progresión de la distrofia neurítica 
(427,428).  

A pesar de la controversia sobre el papel neuroprotector o perjudicial de la microglía en la 
progresión de la EA (178), FAAH podría ser considerado un modulador relevante de la función 
microglial, específicamente de la microglía localizada en torno a las placas neuríticas. Los 
hallazgos realizados en este trabajo aportan datos novedosos y relevantes sobre la modulación 
del SEC en el contexto de amiloidosis característico de la EA, aunque también presentan una 
serie de limitaciones para su traslación clínica. 

Es importante destacar que los resultados obtenidos en el presente estudio se obtuvieron 
empleando ratones 5xFAD, que, aunque es un modelo de la amiloidosis propia de la EA, no 
reproduce la complejidad fisiopatológica que desarrollan los seres humanos (337,338).  

Actualmente, se están desarrollando compuestos capaces de inhibir farmacológicamente la 
enzima FAAH como estrategia terapéutica de enfermedades neurodegenerativas. Un ejemplo 
es el PF-04457845, que ha mostrado ser seguro y ha reflejado una buena tolerancia a dosis 
altas en ensayos clínicos, sin producir alteraciones cognitivas. Este inhibidor de FAAH también 
se está investigando para tratar el estrés postraumático, trastornos depresivos, y los síntomas 
de abstinencia por consumo de cannabinoides (429). Sin embargo, se han descrito ciertos 
riesgos asociados a la administración de los inhibidores de FAAH. Concretamente, el 
compuesto BIA 10-2474 produjo neurotoxicidad en la fase I de ensayos clínicos. Van Esbroeck 
y colaboradores determinaron que BIA 10-2474 no solo inhibía FAAH, sino también otras 
lipasas no identificadas aún en combinación con PF-04457845, que inhibe FAAH con alta 
selectividad (430). 
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Los resultados obtenidos en este trabajo confirman hallazgos previos y proporcionan nuevos 
datos sobre los efectos derivados de la modulación del SEC en el contexto de la EA, 
concretamente, a través de la administración de cannabinoides o del incremento del tono 
endocannabinoide en el organismo. Gracias a estas dos aproximaciones experimentales, 
hemos aportado a la comunidad científica datos relevantes para abrir nuevas estrategias 
terapéuticas con un valor traslacional significativo. 
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Los resultados de esta investigación conducen a las siguientes conclusiones: 

1. Los efectos del CBD y THC varían significativamente dependiendo de si se administran 
en combinación o de forma independiente en el modelo 5xFAD. 

2. La exposición crónica a dosis bajas de CBD, THC o CBD:THC altera el comportamiento 
de los ratones 5xFAD. Concretamente, el tratamiento con THC induce un fenotipo 
ansioso-depresivo y la coadministración de CBD y THC produce mejoras en la memoria 
espacial de este modelo de amiloidosis.  

3. El tratamiento crónico con THC, CBD o CBD:THC a dosis bajas incrementa los niveles 
de la forma insoluble del péptido Aβ1-42 en la corteza cerebral de ratones 5xFAD, pero 
no altera la expresión de parámetros moleculares asociados a la inflamación ni a nivel 
de ARNm ni de proteína. 

4. La inactivación genética de FAAH mejora el aprendizaje espacial y atenúa la 
microgliosis de los ratones en el contexto de la patología amiloide.  

5. El modelo 5xFAD/FAAH-/- tiene un perfil transcriptómico caracterizado por un 
enriquecimiento negativo de la firma génica “EA” y, paradójicamente, un 
enriquecimiento positivo de grupos de genes asociados a la respuesta inflamatoria y 
al fenotipo microglial DAM. 

6. La inactivación genética de FAAH en el contexto de la patología amiloide altera la 
expresión de genes involucrados en la activación microglial, como NLRP3, TLR4, CSF1R 
y CB2R, revelando un perfil génico diferente de este tipo celular. La ablación microglial 
con PLX5622, tanto en condiciones fisiológicas como patológicas, reduce la expresión 
de marcadores microgliales (NLRP3, TLR4, CSF1R y CB2R) y de origen celular diverso 
(IL1α y IL1β), sugiriendo una regulación heterocelular por parte de otras células gliales 
y/o neuronales. 

7. El tratamiento con PLX5622 permite diferenciar entre la microglía asociada a placa y 
no asociada a placa, mostrando cambios importantes en la morfología de la microglía 
dependiendo de su localización con respecto a las placas amiloides. Aunque FAAH no 
se expresa en la microglía, la inactividad de la enzima altera la morfología microglial. 
Concretamente, la microglía 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+ asociada a placa tiene una 
morfología más compleja y estable tras el tratamiento con PLX5622 en comparación 
con el modelo 5xFAD/CX3CR1GFP/+, que presenta procesos más cortos, más esféricos 
y menos ramificados.  
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8. El modelo 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+ presenta una mayor captación del péptido Aβ 
por parte de la microglía y un volumen estable de las placas amiloides en comparación 
con el modelo 5xFAD/CX3CR1GFP/+ ante el desafío farmacológico con PLX5622.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

143 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSIONS 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

144 
 

 

  



Conclusions 
 

145 
 

The results of this research lead to the following conclusions: 

1. The effects of CBD and THC vary significantly depending on whether they are 
administered in combination or independently in 5xFAD mice. 

2. Chronic exposure to low-dose CBD, THC, or CBD:THC alters the behavior of 5xFAD 
mice. Specifically, THC treatment induces an anxious-depressive phenotype, and co-
administration of CBD and THC improves spatial memory in this amyloidosis mouse 
model. 

3. Chronic treatment with low-doses THC, CBD, or CBD:THC increases insoluble Aβ1-42 
peptide levels in the cerebral cortex of 5xFAD mice but does not alter the expression 
of inflammation related markers at either the mRNA or protein level. 

4. Genetic inactivation of FAAH improves spatial learning and attenuates microgliosis in 
the context of amyloid pathology. 

5. 5xFAD/FAAH-/- mice have a transcriptomic profile characterized by a negative 
enrichment of the "AD" gene signature and, paradoxically, a positive enrichment of 
gene groups associated with the inflammatory response and the DAM microglial 
phenotype. 

6. Genetic inactivation of FAAH in the context of amyloid pathology alters the expression 
of genes involved in microglial activation, such as NLRP3, TLR4, CSF1R, and CB2R, 
revealing a different gene profile of this cell type. Microglial ablation with PLX5622, 
both under physiological and pathological conditions, reduces the expression of 
microglial markers (NLRP3, TLR4, CSF1R, and CB2R) and markers of diverse cellular 
origin (IL1α and IL1β), suggesting heterocellular regulation by other glial and/or 
neuronal cells. 

7. Treatment with PLX5622 allows differentiation between plaque-associated and non-
plaque-associated microglia, showing significant changes in microglial morphology 
depending on its location relative to amyloid plaques. Although FAAH is not expressed 
in microglia, the enzyme inactivation alters microglial morphology. Specifically, plaque-
associated 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+ microglia has a more complex and stable 
morphology after treatment with PLX5622 compared to 5xFAD/CX3CR1GFP/+ mice, 
which exhibits shorter, more spherical, and less branched processes. 
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8. 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1GFP/+ mice show increased Aβ peptide uptake by microglial cells 
and a stable volume of amyloid plaques compared to 5xFAD/CX3CR1GFP/+ mice when 
challenged with PLX5622. 
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Las firmas génicas empleadas en los GSEAs de la comparativa WT/FAAH-/- vs. WT son: 

Ø GO (del inglés, Gene Ontology): 

• GOMF_OXIDOREDUCTASE_ACTIVITY_ACTING_ON_THE_ALDEHYDE_OR_OX
O_GROUP_OF_DONORS. 

• GOMF_OXIDOREDUCTASE_ACTIVITY_ACTING_ON_THE_ALDEHYDE_OR_OX
O_GROUP_OF_DONORS_NAD_OR_NADP_AS_ACCEPTOR. 

• GOMF_ALDEHYDE_DEHYDROGENASE_NAD_P_PLUS_ACTIVITY. 

Ø Hallmark: 

• HALLMARK_FATTY_ACID_METABOLISM. 
• HALLMARK_MTORC1_SIGNALING. 

• HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB. 

Ø Reactome:  
• REACTOME_REGULATION_OF_NF_KAPPA_B_SIGNALING. 

• REACTOME_TNF_SIGNALING. 

 

En los GSEAs de la comparativa 5xFAD/FAAH-/- vs. 5xFAD se emplearon las siguientes 
firmas génicas: 

Ø Hallmark: 

• HALLMARK_UNFOLDED_PROTEIN_RESPONSE. 

• HALLMARK_MTORC1_SIGNALING. 
• HALLMARK_INFLAMMATORY_RESPONSE. 
• HALLMARK_FATTY_ACID_METABOLISM. 
• HALLMARK_OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION. 

• HALLMARK_PEROXISOME. 
• HALLMARK_INTERFERON_GAMMA_RESPONSE. 
• HALLMARK_INTERFERON_ALPHA_RESPONSE. 
• HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB. 

• HALLMARK_IL6_JAK_STAT3_SIGNALING. 

Ø KEGG:  
• KEGG_COMPLEMENT_AND_COAGULATION_CASCADES. 
• KEGG_ALZHEIMERS_DISEASE. 
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• KEGG_PROTEASOME.  
• KEGG_PROTEIN_EXPORT. 
• KEGG_NEUROACTIVE_LIGAND_RECEPTOR_INTERACTION. 

• KEGG_CYTOKINE_CYTOKINE_RECEPTOR_INTERACTION. 

• KEGG_LYSOSOME.  

Ø Reactome: 
• REACTOME_INFLAMMASOMES. 

• REACTOME_THE_NLRP3_INFLAMMASOME. 

Ø GO: 
• GOBP_COMPLEMENT_ACTIVATION.  
• GOBP_INTERLEUKIN_1_PRODUCTION. 
• GOBP_POSITIVE_REGULATION_OF_INFLAMMATORY_RESPONSE. 

• GOBP_PRODUCTION_OF_MOLECULAR_MEDIATOR_INVOLVED_IN_INFLAMM
ATORY_RESPONSE. 

• GOBP_INFLAMMATORY_RESPONSE. 
• GOBP_REGULATION_OF_PHAGOCYTOSIS. 
• GOBP_NEGATIVE_REGULATION_OF_INTERLEUKIN_1_BETA_PRODUCTION. 

• GOBP_NEGATIVE_REGULATION_OF_INTERLEUKIN_1_PRODUCTION.  
• GOBP_MICROGLIA_DIFFERENTIATION. 
• GOBP_POSITIVE_REGULATION_OF_MICROGLIAL_CELL_ACTIVATION. 
• GOBP_MICROGLIAL CELL_MIGRATION. 
• GOBP_MICROGLIAL_CELL_MEDIATED_CYTOTOXICITY. 

• GOBP_MICROGLIAL_DEVELOPMENT. 
• GOBP_REGULATION_OF_MICROGLIAL_CELL_ACTIVATION. 
• GOBP_MICROGLIAL_CELL_PROLIFERATION. 

• GOBP_NEGATIVE_REGULATION_OF_INTERLEUKIN_1_PRODUCTION. 
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Ø Microglía DAM (Grubman et al. 2021)  

Genes sobreexpresados en DAM 

Tyrobp 

Ctsb 

Ctsd 

Apoe 

B2m 

Fth1 

Lyz2 

Trem2 

Axl 

Cst7 

Ctsl 

Lpl 

Cd9 

Csf1 

Ccl6 

Itgax 

Clec7a 

Lilrb4 

Timp2 

Igf1 

Spp1 

Cxcr4 

Gas7 

Serpine2 

Gpnmb 

Fabp3 

Cd200r4 

Apbb2 
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Tabla 17: Algoritmos de Imaris 10.0 empleados para la reconstrucción tridimensional. Soma 
microglial (Surface 1), procesos microgliales (Filaments), patrón de placas para clasificar la microglía en función 

de su cercanía o lejanía a placa (Surface 2), placa amiloide (Surface 3) y conteo del número de células de 
microglía (Spots)

Surface 1 (soma microglial) Filaments (procesos microgliales) 
[Algorithm] 
Enable Region Of Interest = false 
Enable Region Growing = true 
Enable Tracking = false 
Enable Classify = true 
Enable Shortest Distance = true 
[Source Channel] 
Source Channel Index = 2 
Enable Smooth = true 
Surface Grain Size= 0,700 µm 
Enable Eliminate Background = true 
Diameter Of Largest Sphere = 7,00 µm 
[Threshold] 
Active Threshold = true 
Enable Automatic Threshold = true 
Active Threshold B = false 
Region Growing Estimated Diameter = 7,50 µm 
Region Growing Morphological Split = false 
[Filter Seed Points] 
“Quality” above 370 
[Filter Surfaces] 
“Distance to Image Border XYZ Img=1” above 10,0 µm 

[Algorithm] 
Name = Autopath (no loops) 
Segment Start Point = true 
Detect Spines = false 
Enable Regions Of Interest = false 
Track (over time) = false 
[Soma Starting Points] 
Segment Channel Index = 2 
Segment Starting Point Diameter = 7,00 µm 
Calculate Soma Model = false 
[Filter Starting Points] 
Segment Starting Point Threshold Low = 414.951 
Segment Starting Point Threshold High = Automatic 
[Seed Points for  Segments] 
Segment Seed Point Diameter = 1,00 µm 
[Filter Seed Points for  Segments] 
Segment Seed Point Threshold = 355.343 
Diameter around Starting Point(s) to remove Seed Points 
= 20,0 µm 
Segment Diameter Filter Strengthness = 2 
 

Surface 2 (patrón de placas) Surface 3 (placa amiloide) 
[Algorithm] 
Enable Region Of Interest = false 
Enable Region Growing = false 
Enable Tracking = false 
Enable Classify = true 
Enable Shortest Distance = true 
[Source Channel] 
Source Channel Index = 1 
Enable Smooth = true 
Surface Grain Size= 0,700 µm 
Enable Eliminate Background = false 
[Threshold] 
Active Threshold = true 
Enable Automatic Threshold = false 
Manual Threshold Value = 46 
Active Threshold B = false 
[Filter Surfaces] 
“Volume” above 58,0 µm3 

[Algorithm] 
Enable Region Of Interest = false 
Enable Region Growing = false 
Enable Tracking = false 
Enable Classify = true 
Enable Shortest Distance = false 
[Source Channel] 
Source Channel Index = 1 
Enable Smooth = true 
Surface Grain Size= 0,360 µm 
Enable Eliminate Background = false 
[Threshold] 
Active Threshold = true 
Enable Automatic Threshold = true 
Active Threshold B = false 
[Filter Surfaces] 
“Volume” above 760 µm3 

Spots (número de células de microglía) 
[Algorithm] 
Enable Region Of Interest = false 
Enable Region Growing = false 
Enable Tracking = false 
Enable Classify = true 
Enable Region Growing = false 
Enable Shortest Distance = true 
[Source Channel] 
Source Channel Index = 2 
Estimated Diameter = 7,50 µm 
Background Subtraction = true 
[Filter Spots] 
“Quality” above 327 
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Las dos componentes principales (PC1 y PC2), representaron el 75 % y el 10 % de la variación 
total, respectivamente, y permitieron separar significativamente los cuatro grupos 
experimentales mediante un código de colores (figura 61). Por un lado, la primera componente 
principal evidenció las diferencias asociadas a la patología, ya que separó las muestras AD 
hacia la izquierda del biplot de las WT localizadas hacia la derecha. Por otro lado, PC2 separó 
las muestras con la enzima FAAH inactivada de los controles.  

Por tanto, al observarse que las muestras del mismo grupo experimental se encontraban 
agrupadas próximas entre sí, se confirmó que eran óptimas para continuar con el estudio y 
que los cuatro grupos experimentales mostraron perfiles transcriptómicos diferentes. 

 

 

Figura 61: PCA del RNAseq. Las dos componentes principales, PC1 y PC2, representaron el 75 % y el 10 % 
de la variación total, respectivamente. En el biplot se muestra cada grupo experimental siguiendo un código de 

colores: 5xFAD en naranja, 5xFAD/FAAH-/- en verde, WT en azul y WT/FAAH-/- en morado. N=3 ratones por 
grupo experimental.  
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Figura 62: GSEAs para evaluar los efectos de la inactivación de FAAH en condiciones fisiológicas. El 
tamaño del punto representa el porcentaje de genes implicados y la intensidad de color representa la 

significancia del FDR. N= 3 ratones por grupo experimental. Se considera como significativo el valor de FDR 
inferior a 0,05. 
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Figura 63: GSEAs para evaluar los efectos de la inactivación de FAAH en condiciones patológicas. El 
tamaño del punto representa el porcentaje de genes implicados y la intensidad de color representa la 

significancia del FDR. N= 3 ratones por grupo experimental. Se considera como significativo el valor de FDR 
inferior a 0,05.
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Figura 64: Caracterización de algunos componentes del inflamasoma canónico NLRP3 en el 
contexto de CX3CR1 en heterocigosis. Se muestra el ARNm de NLRP3, CASP1, ASC y TLR4. N=8 por grupo 
experimental. El análisis estadístico consistió en ANOVA de dos vías seguida del test post-hoc de Sidak. *p<0,05, 

**p<0,01, ***p<0,001 y ****p<0,0001. Los datos representan la media (u.a.) ± SEM.  
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Figura 65: Efecto de PLX5622 sobre algunos componentes del inflamasoma NLRP3 en ratones con 
CX3CR1 en heterocigosis. A) ARNm de NLRP3, CASP1, ASC y TLR4 en condiciones fisiológicas. B) ARNm de 

NLRP3, CASP1, ASC y TLR4 en condiciones patológicas. N=8 por grupo experimental. El análisis estadístico 
consistió en ANOVA de dos vías seguida del test post-hoc de Sidak. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 y 

****p<0,0001. Los datos representan la media (u.a.) ± SEM.  
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Figura 66: Cuantificación del ARNm de citoquinas proinflamatorias mediante RT-qPCR en ratones 
con CX3CR1 en heterocigosis. Se muestra el ARNm de IL1β, TNFα e IL1α. N=8 por grupo experimental. El 
análisis estadístico consistió en ANOVA de dos vías seguida del test post-hoc de Sidak. *p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001 y ****p<0,0001. Los datos representan la media (u.a.) ± SEM.  
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Figura 67: Análisis de los efectos del tratamiento de ratones CX3CR1+/GFP con PLX5622 sobre la 
expresión de diferentes citoquinas proinflamatorias. A) ARNm de IL1β, TNFα e IL1α en condiciones 

fisiológicas. B) ARNm de IL1β, TNFα e IL1α en condiciones patológicas. N=8 por grupo experimental. El análisis 
estadístico consistió en ANOVA de dos vías seguida del test post-hoc de Sidak. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 

y ****p<0,0001. Los datos representan la media (u.a.) ± SEM.  
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Figura 68: Cuantificación de algunos componentes del SEC por RT-qPCR en ratones con CX3CR1 en 
heterocigosis. Se muestra el ARNm de CB2R y FAAH. N=8 por grupo experimental. El análisis estadístico 
consistió en ANOVA de dos vías seguida del test post-hoc de Sidak. *p<0,05 y ****p<0,0001. Los datos 

representan la media (u.a.) ± SEM.  
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Figura 69: Análisis del ARNm de CB2R y FAAH tras la exposición de ratones con CX3CR1 en 
heterocigosis a PLX5622. A) ARNm de CB2R y FAAH en condiciones fisiológicas. B) ARNm de CB2R y FAAH en 

condiciones patológicas. N=8 por grupo experimental. El análisis estadístico consistió en ANOVA de dos vías 
seguida del test post-hoc de Sidak. *p<0,05 y ****p<0,0001. Los datos representan la media (u.a.) ± SEM.  
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Figura 70: Caracterización del eje CSF1R/CSF1L en el modelo CX3CR1+/GFP. Se muestra el ARN de 
CSF1R y CSF1L. N=8 por grupo experimental. El análisis estadístico consistió en ANOVA de dos vías seguida del 

test post-hoc de Sidak. *p<0,05 y ****p<0,0001. Los datos representan la media (u.a.) ± SEM.  
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Figura 71: Identificación de los cambios de expresión de CSF1R-CSF1L derivados del tratamiento 
con PLX5622 en el modelo CX3CR1+/GFP. A) ARNm de CSF1R y CSF1L en condiciones fisiológicas. B) ARNm 
de CSF1R y CSF1L en condiciones patológicas. N=8 por grupo experimental. El análisis estadístico consistió en 

ANOVA de dos vías seguida del test post-hoc de Sidak. *p<0,05, **p<0,01 y ****p<0,0001. Los datos 
representan la media (u.a.) ± SEM.  
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Figura 72: Caracterización de la morfología del soma de la microglía en ratones 
5xFAD/CX3CR1+/GFP y 5xFAD/FAAH-/-/CX3CR1+/GFP. A) Cuantificación de la esfericidad y del volumen de la 

microglía AP en el contexto de ablación microglial y posterior repoblación. B) Cuantificación de la esfericidad y 
del volumen de la microglía NAP en el contexto de ablación microglial y posterior repoblación. N=8-11 animales 

por grupo experimental. El análisis estadístico consistió en ANOVA de dos vías seguida del test post-hoc de 
Sidak. **p<0,01. Los datos representan la media (u.a.) ± SEM.  
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