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1. Introducción 

1.1. Receptores acoplados a proteínas G 

1.1.1. Miscelánea  

Los receptores acoplados a proteína G o GPCR son una compleja y versátil super-
familia de proteínas compuesta por más de 1000 miembros distintos y que representa 
el 3% del proteoma humano (1). Fueron descritos en los años 70 y 80 por Robert J. 
Lefkowitz y su colega Brian K. Kobilka, dentro de un conjunto de investigaciones sobre 
el receptor de la hormona Adrenocorticotropa (ACTHR) (2) (3) y los receptores 
adrenérgicos (4) (5), lo que les valió el premio Nobel de química en el año 2012. Los 
GPCR están presentes en diversos organismos eucariotas, desde plantas y animales (6) 
a hongos (7). En el ser humano estos receptores se distribuyen ubicuamente por todo el 
organismo (8), sin embargo cerca del 90% de los GPCR se expresan en el sistema 
nervioso central (SNC) (9).  

 Los GPCR son responsables de la captación de señales extracelulares y de su 
transducción, desencadenando diversas cascadas de señalización mediadas por 
múltiples segundos mensajeros, que darán lugar a distintas respuestas celulares. 
Hormonas, proteínas, lípidos, drogas e incluso fotones pueden actuar como ligandos de 
los GPCR. Éstos pueden unirse al receptor por su región amino terminal o en bolsillos 
formados por los dominios transmembrana y extracelulares (10). A día de hoy, cerca del 
40 % de los medicamentos presentan como diana terapéutica un GPCR (11). De ahí la 
relevancia de los estudios sobre estos receptores en el tratamiento de diversas 
enfermedades, desde el cáncer a patologías del SNC. 

 

1.1.2. Estructura de los GPCR 

Los GPCR presentan una estructura típica y reconocible (Figura 1) de siete dominios 
transmembrana (TM1-TM7), unidos mediante tres bucles extracelulares (EC1, EC2 y 
EC3) y tres bucles intracelulares (IC1, IC2, IC3). El dominio amino terminal queda 
orientado hacia el medio extracelular y el dominio carboxilo terminal hacia el citosol. 
Los dominios transmembrana presentan una elevada hidrofobicidad y la secuencia de 
aminoácidos que los compone posee una estructura secundaria de tipo hélice alfa 
(Figura 1) (12) (13). La secuencia de los GPCR presenta motivos altamente conservados 
en diferentes especies (14), y se cree que proceden de un ancestro común de hace unos 
1200 millones de años (15).  

Desde la obtención de la estructura cristalina del receptor de rodopsina en el año 
2000 mediante difracción de rayos-X (16), se han obtenido más de 100 estructuras 
cristalinas de estos receptores (17) en diversos estados de activación, unidos a 
diferentes ligandos o interaccionando con diferentes componentes de la maquinaria 
intracelular. Conocer la estructura de cada uno de los GPCR permite diseñar nuevos  
compuestos basados en características propias de cada receptor (18).  
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Figura 1. Estructura típica de un GPCR. Se ha utilizado como ejemplo el receptor de Adenosina A2A 
unido a su propio ligando, representado con esferas de color verde. En colores blanco, amarillo y rojo 
quedan representadas las secuencias de la estructura con un mayor grado de conservación, siendo el 
blanco indicador de menor conservación de secuencia y el rojo de alta conservación. Extraído de Lee, 
Basith, & Choi, 2017 (19). 

 

1.1.3. Clasificación de los GPCR 

En las últimas décadas, los GPCR han sido agrupados según diferentes clasificaciones 
atendiendo a distintos criterios. Según la clasificación propuesta por Kolakowski en 1994 
(20), los GPCR se dividen en seis familias diferenciadas (de la familia A hasta la F), 
atendiendo a su estructura y características genéticas. Los GPCR de la misma familia 
generalmente presentan una identidad de entorno al 20% en sus dominios 
transmembrana, y se diferencian principalmente en sus dominios amino terminal. 
Existen otros sistemas de clasificación de GPCR, como la clasificación GRAFS (Glutamate, 
Rhodopsin, Adhesion, Frizzled/Taste2 y Secretin), que comprende cinco familias de 
acuerdo con su filogenia y su evolución a partir de un ancestro común (21). 

La familia A o Rhodopsin-like es la más numerosa de todas, con distintas subfamilias 
y con unos 700 miembros diferentes, así como la mejor descrita y de la que existe un 
mayor número de estructuras cristalinas (22). Sus ligandos pueden ser desde péptidos 
hasta hormonas e incluso fotones. La estructura de sus componentes presenta un 
dominio amino terminal extracelular, siete dominios transmembrana con sus 
respectivos bucles extracelulares e intracelulares, y un dominio carboxilo terminal 
citosólico. Además, los miembros de esta familia se caracterizan por poseer un motivo 
NSxxNPxxY en el dominio transmembrana 7 (TM7), un motivo DRY altamente 
conservado entre los distintos miembros de esta familia situado entre el dominio TM3 
y el segundo loop intracelular (IL2), así como un puente disulfuro que une los dominios 
extracelulares uno y dos (EC1 y EC2) (23). 

La familia B o Secretin family está formada por 15 receptores de péptidos hormonales 
(24), que son importantes dianas terapéuticas de una gran variedad de enfermedades 
como la diabetes, la osteoporosis, el cáncer y alteraciones neurológicas (25). 
Estructuralmente, los miembros de esta familia presentan un extremo amino terminal 
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que consta de entre 60 y 80 aminoácidos y que constituye el dominio extracelular (ECD). 
También poseen siete dominios transmembrana y un extremo carboxilo terminal 
citosólico. La estructura del ECD varía de un receptor a otro, aunque se caracteriza por 
presentar una hélice alfa y dos pares de láminas beta antiparalelas, estabilizadas por 
puentes disulfuro entre cisteínas y por interacciones hidrofóbicas (26). 

La familia C consta de 22 miembros diferentes, desde receptores GABAB a receptores 
gustativos (27).  Estos GPCR presentan una amplia variedad de agonistas como iones o 
azúcares. Pueden formar dímeros (complejos de dos receptores) constitutivamente, y 
se caracterizan por la presencia de un dominio extracelular de gran tamaño, de entre 
200 y 600 aminoácidos (28), que se encuentra dividido a su vez en dos dominios distintos 
denominados Venus flytrap (VFT) y Cysteine-rich domain (CRD) (29). 

La familia D está formada por receptores de feromonas y se expresa en levaduras, y  
la familia E se encuentra involucrada en el desarrollo de Dictyostelium Discoideum (30) 
y está presente en los mohos mucilaginosos. Finalmente, la familia F se compone de 
receptores de proteínas implicadas en el desarrollo como Wnt, sintetizada durante el 
desarrollo embrionario y necesaria para la formación de los tejidos del organismo (21). 

 

1.1.4. Señalización de los GPCR 

La principal función de los GPCR consiste en la transducción de las señales 
procedentes del medio extracelular hacia el interior de la célula, hecho que da lugar a la 
activación de diversas cascadas de señalización que tendrán como resultado distintas 
respuestas celulares. Estos receptores, como su propio nombre indica, tienen  la 
capacidad de interaccionar con las denominadas proteínas G heterotriméricas o 
Guanine-nucleotide binding proteins, acoplando el receptor a los mediadores 
intracelulares (31). Las proteínas G están compuestas por tres subunidades distintas, 
denominadas α, β y γ. La subunidad α posee un peso de entre 40 y 45 kDa, mientras que 
las subunidades β y γ son más pequeñas y pesan alrededor de 37 y 8 kDa 
respectivamente. En un estado inicial, la proteína G se encuentra unida a GDP. La 
activación del receptor da lugar a un intercambio de GDP por GTP, actuando como un 
guanine nucleotide exchange factor (GEF), hecho que provoca un cambio 
conformacional en la proteína heterotrimérica G, separándose la subunidad Gα del 
dímero compuesto por las subunidades β y γ  (32). 

La subunidad Gα posee actividad GTPasa lenta intrínseca, por lo que cataliza una 
reacción que libera GDP y fosfato inorgánico a partir de GTP (33). Este proceso puede 
verse facilitado gracias a la actividad de proteínas reguladoras de la señalización por 
proteínas G (RGS), que son capaces de unirse a Gα y acelerar la hidrólisis (34). Este 
fenómeno inhibe la actividad de la subunidad Gα y favorece su unión al dímero βγ, que 
debido a esto perderá también su actividad (Figura 2). Tanto la subunidad Gα como el 
dímero βγ tienen la capacidad de señalizar cuando se encuentran disociados tras la 
activación del receptor. En condiciones normales, cuando se encuentran formando 
parte de la proteína G heterotrimérica, las subunidades carecen de actividad. De esta 
forma, el ensamblaje de la proteína G favorece la terminación de la señalización del 
receptor.  
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Figura 2. Representación esquemática del ciclo de activación de un GPCR. Extraído de Syrovatkina et 
al., 2016 (35). 

Existen 21 subunidades Gα codificadas por 16 genes distintos, 6 subunidades Gβ 
codificadas por 5 genes, y un total de 12 subunidades Gγ codificadas por 12 genes (33). 
Las subunidades Gα se clasifican en cuatro grupos principales diferenciados por su 
actividad y su estructura. Estas son la subunidades Gαs, Gαi/o, Gαq/11 y Gα12/13 (36). La 
subunidad Gαs se caracteriza por activar la enzima adenilato ciclasa (AC), aumentando 
así los niveles del segundo mensajero producido por dicha enzima, el monofosfato 
cíclico de adenosina (cAMP), obtenido a partir del trifosfato de adenosina (ATP) (37). Por 
el contrario, la subunidad Gαi/o se caracteriza por inhibir la AC, por lo que se reducen los 
niveles de cAMP. La concentración de cAMP intracelular está fuertemente regulada 
tanto por la actividad de la AC como por las fosfodiesterasas citosólicas (PDE). El cAMP 
es capaz de unirse a la subunidad reguladora de la proteína kinasa A (PKA) activándola, 
tras lo cual fosforilará a otras proteínas como factores de transcripción en residuos 
Ser/Thr específicos. La subunidad Gαq/11 es responsable de la activación de la fosfolipasa 
C β (PLC β), un enzima que transforma lípidos de membrana. La actividad de la PLC β 
genera Inositol 1, 4, 5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). EL IP3 es capaz de aumentar 
los niveles de calcio intracelular, y el DAG es responsable de la activación de la proteína 
kinasa C (PKC) (38). En último lugar, las subunidades Gα12/13 se caracterizan por 
presentar como mediadores proteínas Rho, que poseen actividad GTPasa (38). 

Como ya se ha mencionado, el dímero βγ posee actividad al igual que la subunidad 
Gα, activando distintas vías de señalización. Se ha descrito que es capaz de activar 
canales de potasio, así como de regular la AC y otros componentes celulares. Asimismo, 
este dímero es capaz de activar la vía de las MAP kinasas a través de la proteína Ras (39). 
La activación de la vía de las MAP Kinasas se había descrito como un fenómeno 
dependiente de la activación de receptores con actividad tirosina kinasa (TRK) (Figura 
3A), pero se determinó que era posible activar también esta vía a través de GPCR, 
mediante el fenómeno denominado transactivación (Figura 3B) (39) (40). Este proceso 



1. Introducción 
 

21 
 

se inicia con la activación de Ras, que desencadena una cascada de fosforilaciones de 
distintas proteínas de la familia Raf (donde destacan c-Raf y b-Raf) y MEK1/2. Esta última 
se encuentra unida a la proteína ERK en estado basal, pero tras fosforilarse se produce 
su disociación, por lo que ERK puede moverse libremente a distintos lugares de la célula, 
incluido el núcleo (41). 

 

 Figura 3. Esquema de la activación de la vía de las MAP kinasas mediada por TRK (A), o por GPCR 
(B). Extraído de Wetzker R, Böhmer F-D 2003 (42).  

 

1.1.5. Control de la señalización de los GPCR 

La terminación de la señalización es un fenómeno tan importante como la activación 
del receptor, la transducción de la señal hacia el interior de la célula y el inicio de las 
distintas vías de señalización. Este proceso tiene una elevada relevancia funcional, 
puesto que a nivel fisiológico la desregulación de la actividad de los GPCR y otros 
receptores de membrana puede desencadenar distintas patologías como el cáncer. El 
proceso mediante el cual un receptor disminuye su señalización tras activarse mediante 
un agonista se denomina desensibilización (43), y está mediado por distintos 
mecanismos. 

La desensibilización se inicia mediante la fosforilación del receptor en residuos de 
serina y treonina del tercer loop intracelular y de la región carboxilo terminal por kinasas 
de receptores acoplados a proteína G (GRKs) (44). Esta fosforilación permite el anclaje 
al receptor de proteínas denominadas β-arrestinas que desacoplan al receptor de la 
proteína G, produciendo una disminución de la señal (45). También juegan un papel 
importante en el tráfico celular. Así, el complejo GPCR fosforilado/β-arrestina es capaz 
de reclutar proteínas denominadas clatrinas, dando lugar a la internalización del 
receptor en vesículas donde podrá ser desfosforilado y enviado de nuevo a la membrana 
plasmática, o degradado mediante la unión de las vesículas de clatrina con lisosomas 
(Figura 4). La unión del receptor a la β-arrestina difiere según el tipo de GPCR. Por 
ejemplo, en el caso de los receptores de la familia A, la interacción es más corta, y 
normalmente los receptores se reciclan con rapidez a nivel de membrana, mientras que 
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los miembros de la familia B presentan una unión más fuerte a las β-arrestinas y su 
destino final suele ser la degradación lisosómica (46). También puede producirse una 
disminución en la expresión del receptor como respuesta a la activación (47). La afinidad 
del receptor por las β-arrestinas influye en la velocidad a la que se produce la 
desensibilización. En algunos casos, como en el receptor adrenérgico β2-AR, la 
disociación del receptor y las β-arrestinas se produce incluso cuando el receptor se 
encuentra fosforilado por las GRKs (48). 

La función de las β-arrestinas no es únicamente la finalización de la señalización del 
receptor. Se ha descrito la capacidad de estas proteínas de activar ciertas vías de 
señalización (49).  Gracias a su capacidad de formar scaffolds o puentes entre proteínas, 
las β-arrestinas forman complejos con componentes de la vía de las MAPK, activándolos, 
o incluso en el caso de la proteína ERK fosforilada, secuestrándolos en el citoplasma (50). 
Recientemente, se ha descrito la existencia de un sitio de unión de la β-arrestina al 
receptor que podría estar implicado en diferentes procesos de señalización (51).  La 
activación de la vía de las MAPK mediante β-arrestinas es más lenta en comparación con 
su activación directa vía GPCR, pero multiplica la complejidad de los procesos de 
señalización celular y las posibles respuestas derivadas de la activación de los receptores 
acoplados a proteína G. 

 

Figura 4. Representación esquemática del proceso de activación/desensibilización de un GPCR 
mediado por arrestinas. Extraído de Reiter E, et al., 2017 (52). 

 

1.1.6. Ligandos de los GPCR 

Normalmente, la activación de un GPCR se produce mediante la interacción del 
receptor con su agonista endógeno. Este proceso da lugar a cambios conformacionales 
en su estructura que a su vez provocarán cambios en la integridad de la proteína G, 
disociando sus subunidades y dando lugar a la iniciación del proceso de señalización 
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celular. La unión del agonista se produce en el sitio ortostérico del receptor, que 
acostumbra a encontrarse en la región amino terminal del receptor o en regiones 
transmembrana (53). Existen también regiones alostéricas a través de las cuales se 
puede regular la actividad mediada por agonista. Se ha descrito que los GPCR pueden 
encontrarse en dos estados de activación distintos, en un estado inactivo (R), o activo 
(R*), es decir, unidos o no a su propio agonista. Estos dos estados acostumbran a estar 
en equilibrio (54). Sin embargo, existen cada vez más evidencias de la existencia de 
múltiples estados de activación del receptor (55). También ha sido descrito un estado 
de activación constitutiva de los GPCR en ausencia de agonista (56).  

Cuando un ligando se une a un GPCR estabiliza al receptor en un determinado estado 
de activación. Estos compuestos son muy diversos, comprendiendo iones, fotones, 
vitaminas, nutrientes, hormonas, proteínas y neurotransmisores, así como diversas 
sustancias exógenas. Si un agonista es capaz de inducir una respuesta del 100% en un 
receptor es considerado como un agonista total. Algunos neurotransmisores y 
hormonas son capaces de generar este tipo de respuestas. En cambio, un compuesto 
que provoca una respuesta menor del 100% es considerado como un agonista parcial. 
Por otro lado, existen sustancias capaces de unirse a un GPCR y bloquear la actividad del 
receptor. Estas sustancias se denominan antagonistas. Algunos compuestos pueden 
considerarse agonistas inversos si reducen la actividad constitutiva del receptor, o 
antagonistas neutros, que no afectan a la actividad constitutiva del receptor (57) (58) 
(Figura 5). 

 

Figura 5. Caracterización de la actividad de distintos ligandos sobre la actividad del receptor. Extraído 
de Wacker D, Stevens RC and Roth BL, 2017 (58).  

Mientras que agonistas y antagonistas se unen al sitio ortostérico del receptor, 
existen sustancias capaces de unirse a regiones distintas, denominadas sitios alostéricos, 
modulando la actividad de los ligandos. Estas sustancias pueden tener un efecto positivo 
o negativo sobre la actividad de los compuestos que actúan en el sitio ortostérico, 
potenciando o inhibiendo la función del agonista o antagonista, y pueden ser de origen 
endógeno o exógeno. Existen también algunos compuestos, denominados bitópicos, 
que pueden actuar tanto en sitios alostéricos como ortostéricos, y en este último caso 
como agonistas o antagonistas (59). 

En los últimos años se ha descubierto un nuevo horizonte en el estudio de la 
farmacología de los GPCR y en el desarrollo de fármacos específicos gracias al estudio 
del denominado biased agonism (60). Este fenómeno implica que ligandos distintos 
pueden dar lugar a respuestas diferentes sobre un mismo receptor (Figura 6). Es decir, 
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activar determinadas vías de señalización y no otras (61). En otras palabras, poder 
desarrollar fármacos que provoquen únicamente las respuestas deseadas en un 
tratamiento específico de una enfermedad, lo que ayudaría a evitar efectos no 
deseados. Así, un mismo ligando podría estar activando unas vías de señalización, sin 
afectar o afectando en menor grado a otras, y por lo tanto los conceptos de agonistas 
totales, parciales y antagonistas perderían el sentido y habría que analizar el efecto 
sobre las diferentes respuestas ejercidas por el receptor al unir cada ligando. Con el 
descubrimiento del biased agonism, el hecho de que un receptor pueda encontrarse en 
más de dos estados conformacionales (R y R*) (62), la descripción de la señalización por 
medio de arrestinas y el descubrimiento de que proteínas G de diferentes familias 
pueden unirse a un mismo receptor (63), los modelos ternarios constituidos por 
receptor, ligando y proteína G para definir GPCR deberían ser revisados y ampliados. 

 

Figura 6. Fenómeno del biased agonism. La unión de un agonista puede desencadenar una respuesta 
balanceada, o activar únicamente determinadas vías de señalización. Extraído de Rankovic Z, Brust TF, 
Bohn LM, 2016 (64). 

 

1.2. El fenómeno de la oligomerización de GPCR 

1.2.1. Interacción entre receptores 

Los GPCR forman parte de una amplia red en la membrana plasmática junto con las 
proteínas que interaccionan con ellos (denominadas GPCR interacting proteins, o GIP 
por sus siglas en inglés) (65). Ya se ha mencionado el acoplamiento a proteínas G y la 
interacción con otros componentes de la maquinaria celular como las β-arrestinas, 
fenómeno fundamental para explicar la señalización de estos receptores y para la 
transducción de las señales extracelulares. Pero la complejidad de estas proteínas no 
termina en este punto. Inicialmente se pensó que los GPCR funcionaban como unidades 
monoméricas que interaccionaban con las proteínas G siguiendo una estequiometría 
1:1. Sin embargo, en la década de los noventa se demostró por primera vez la capacidad 
de los GPCR de interaccionar entre ellos (66), ampliando la farmacología de estos 
receptores (67) (68). No obstante, en la actualidad, aún existe debate entre algunos 
investigadores sobre la posible existencia de alguna relevancia funcional en dicho 
fenómeno (69). 

Ya en los años 70 existían evidencias de la cooperación entre receptores acoplados a 
proteína G, como es el caso del receptor β2-Adrenérgico, considerándose que existía una 
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interacción negativa entre diferentes unidades de este mismo receptor (70). Un estudio 
sobre el GPCR GNRHR empleando antagonistas unidos mediante anticuerpos específicos 
demostró que la aproximación y agregación de los receptores era suficiente para 
activarlos (71). En los años 90, algunos investigadores llegaron a la conclusión de que la 
formación de oligómeros de receptores de membrana era esencial para su propia 
señalización (72). También se describió la existencia de oligómeros de algunos GPCR, 
como es el caso del receptor metabotrópico de glutamato, capaz de formar 
homodímeros (73). Otros estudios evidenciaron este fenómeno mediante la 
construcción de quimeras. Maggio y colaboradores pusieron en práctica este 
procedimiento, diseñando quimeras del receptor muscarínico M3 y del receptor 
adrenérgico α2 A. Intercambiaron porciones de la región carboxilo terminal de ambos 
receptores y llevaron a cabo ensayos de binding empleando el ligando N-[3H] metil-
escopolamina del receptor M3 y el ligando adrenérgico [3H] rauwolscina, determinando 
que la expresión individual de los receptores era insuficiente para unir los ligandos, y 
precisando que la coexpresión de ambas quimeras era suficiente para proporcionar 
curvas de binding y respuestas celulares (74). 

Este último estudio es muy importante puesto que implica un nivel superior de 
interacción entre GPCR. La oligomerización no ocurre únicamente entre receptores del 
mismo tipo para dar lugar a homodímeros. También es posible que dos GPCR diferentes 
interaccionen dando lugar a un heterodímero. Incluso es posible la formación de 
estructuras más complejas y de mayor magnitud, con más de dos receptores (75). El 
descubrimiento de estos fenómenos ha podido ser caracterizado gracias al desarrollo de 
novedosas técnicas que han permitido determinar la existencia de este tipo de 
complejos macromoleculares, como el Single fluorescent-molecule video imaging and 
tracking (76). 

Actualmente, existen claras evidencias que demuestran que los GPCR pueden 
señalizar siguiendo una estequiometría 1:1 con su propia proteína G. Esto se ha 
determinado empleando nano-discos, estructuras que contienen lípidos en disposición 
de bicapa estabilizados por proteínas de anclaje MSP y que permiten purificar proteínas 
de membrana como los GPCR (77). Sin embargo, numerosos  estudios apoyan la idea de 
la formación de estructuras proteicas de un grado superior necesarias para la 
señalización de los GPCR (78) (79) (80). El dímero sería la unidad mínima de interacción 
entre GPCR, pudiendo existir estructuras superiores en las que por ejemplo, predominan 
los tetrámeros de GPCR, y donde la unión a ligando es capaz de estabilizar el complejo 
(81). Estas estructuras se organizarían en forma de clústeres, dentro de los cuales cada 
uno de los protómeros que componen los oligómeros podría encontrarse en un estado 
de activación diferente (82). 

 

1.2.2. Características de la interacción 

La explicación de cómo los GPCR se estructuran en complejos oligoméricos 
contempla dos posibilidades. Una primera idea propone la interacción directa entre 
ambos receptores, existiendo una interacción física. Por otro lado, los componentes del 
citoesqueleto y otras proteínas podrían servir de scaffold proteins y ayudar a que los 
GPCR interactúen de forma indirecta. De esta forma los receptores podrían 
“comunicarse” entre ellos y dar lugar a respuestas celulares distintas a la de las unidades 
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por separado, gracias a que se encontrarían formando parte de una estructura de 
proteínas celulares pero sin interaccionar físicamente entre sí (83). 

La formación de oligómeros de manera directa implica la interacción física entre 
GPCR a través de su propia estructura. Existen diversas teorías sobre cómo y cuándo se 
forman las interacciones entre los receptores. Algunos autores han propuesto la 
existencia de receptores únicamente en forma de oligómeros en la célula, como es el 
caso del receptor D2R, de tal forma que el tráfico del receptor a la membrana plasmática 
solo puede producirse en forma de dímero (84). Esto significa que el oligómero se 
constituye en el proceso de síntesis y se transporta a la membrana de esta forma. 
También se ha mencionado la unión de ligando como fenómeno necesario para el 
establecimiento de interacciones directas entre receptores β2-adrenérgicos. Otros 
autores, sin embargo, proponen que los GPCR pueden encontrarse tanto en poblaciones 
monoméricas como en forma de oligómeros en la membrana plasmática, de tal forma 
que continuamente se forman y se deshacen estos complejos en intervalos muy cortos 
de tiempo (85). La composición de los lípidos de membrana también se considera 
importante en la oligomerización de los receptores. Ha sido descrita la existencia de hot-
spots en la membrana plasmática en los que la predominancia del colesterol favorecería 
la formación de oligómeros (86). Otro fenómeno que podría tener un peso importante 
en la formación de complejos oligoméricos es el llamado hydrophobic mismatch o 
desajuste hidrofóbico: Cuando la longitud de los segmentos transmembrana 
hidrofóbicos de una proteína excede el grosor de la propia membrana, para poder 
reducir la exposición de los segmentos hidrofóbicos de la proteína al ambiente 
hidrofílico extracelular y citosólico, los receptores se podrían organizar en complejos de 
oligómeros (87) (88). 

La interacción directa entre GPCR puede producirse gracias a enlaces covalentes en 
forma de puentes disulfuro, y mediante interacciones electrostáticas e hidrofóbicas. Un 
ejemplo de interacción covalente entre GPCR es la interacción entre los dominios amino 
terminal de ambos receptores, como es el caso de algunos miembros de la familia C de 
GPCR. Un caso concreto es el receptor metabotrópico de glutamato mGluR1, que 
homodimeriza estableciendo un puente disulfuro entre las cisteínas de la posición 140 
de la secuencia de ambos monómeros  (89). Otro ejemplo es la interacción del receptor 
mGluR5 y el receptor sensor de calcio extracelular CaR, donde se produce una 
interacción a nivel del dominio amino terminal por puentes disulfuro y también 
interacciones de tipo hidrofóbico entre segmentos transmembrana (90) (91). Otro 
ejemplo de interacción hidrofóbica es el propuesto para el receptor β2-adrenérgico, en 
el que determinados residuos de glicina y leucina del dominio transmembrana seis del 
receptor son necesarios para establecer el dímero (92), algo que al parecer también 
sucede con el receptor D2 de dopamina (93). Otros receptores interaccionan mediante 
fuerzas electrostáticas, como es el caso de los receptores D1 y D2 de dopamina, los cuales 
dimerizan mediante un motivo rico en argininas del tercer loop intracelular del receptor 
D2 y un motivo rico en aminoácidos con carga negativa del receptor D1 (94). Cabe 
destacar que es posible que estas interacciones directas entre GPCR se establezcan por 
medio de interacciones en la región carboxilo terminal, a través de los dominios coiled-
coil. Por ejemplo, los receptores GBR1 y GBR2 de ácido γ-aminobutírico interaccionan 
entre ellos mediante estos dominios, aunque la eliminación de los segmentos carboxilo 
terminal de ambos protómeros no afecta a la formación del dímero (95). En cambio, la 
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existencia del dominio coiled-coil y de la región carboxilo terminal si son esenciales en 
la formación de los dímeros del receptor δ-opioide (96). 

 

Figura 6. Modelos propuestos de interacción entre dominios transmembrana en dímeros de 

receptores κ-opioide (A), β1-adrenérgico (B) y μ-opioide (C).  Extraído de Fotis A. Baltoumas, Margarita 
C. Theodoropoulou & Stavros J. Hamodrakas, 2016 (97). 

Estudios bioinformáticos recientes han permitido investigar a fondo la estructura de 
los oligómeros de GPCR (98). Parte del análisis se ha centrado en la secuencia de los 
receptores, buscando los posibles motivos a través de los cuales se establece la 
interacción, teniendo en cuenta la conservación de los aminoácidos al alinear las 
secuencias estudiadas y la entropía de estas interacciones. Según los modelos de 
predicción y estudios realizados, parece que los dominios TM 1, 4, 5 y 6, así como la 
hélice citoplasmática 8 juegan un papel importante en la formación de oligómeros (99). 
También se ha determinado una alta frecuencia de interacciones entre los dominios 
transmembrana TM1, TM2 y la hélice 8, entre el TM4 y el TM5, y entre el TM5 y el TM6 
(100) (figura 6). Un ejemplo concreto es  el receptor de rodopsina, donde se ha 
propuesto una interacción entre los dominios TM4 y TM5 (modelo IV-V) en el que 
interacciones entre los dominios TM1 y MT2 y el dominio IC3 facilitarían la agrupación 
del dímero (101). Otros autores proponen que los receptores interaccionan en 
disposición head to head, siendo relevantes los dominios TM 1, 4, 4/5 y 5/6 (102), 
proponiendo que el modelo más probable es el de los dímeros de TM1 y TM4/TM5, ya 
que en el modelo TM4 no quedaría espacio para acomodar la proteína G, y en el modelo 
TM5/TM6 no podrían tener lugar los cambios conformacionales necesarios para la 
señalización.  

 

1.2.3. Métodos de estudio de los oligómeros de GPCR 

La primera evidencia de la existencia de interacciones entre GPCR surgió del estudio 
del fenómeno de cooperación entre receptores. Los investigadores observaron cambios 
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en las curvas de binding en determinados receptores de membrana en presencia de sus 
respectivos radioligandos, y llegaron a la conclusión de que existía algún tipo de 
cooperación entre estos, en algunos casos positiva (la unión a ligando está favorecida) y 
en otros negativa (la unión a ligando está desfavorecida), y que podría llegar a explicarse 
mediante la formación de complejos de orden superior al monómero (103) (104). Este 
método permitió, por ejemplo, detectar dímeros del receptor D2 de dopamina en 
cerebro humano y de rata, empleando preparaciones de membranas de tejido cerebral 
(105). Las muestras empleadas en este tipo de técnicas no presentan componentes de 
la maquinaria celular que permitan a los receptores comunicarse entre sí, por lo tanto, 
aquellos cambios detectados en la unión a radioligandos solo pueden producirse por la 
interacción física entre los GPCR. 

Otra técnica relevante y ampliamente extendida para la detección de complejos 
oligoméricos de GPCR ha sido la co-inmunoprecipitación (co-IP). De manera resumida, 
muestras de tejido o células transfectadas con el DNA de los receptores que se quieran 
estudiar, serán disgregadas y consecutivamente las proteínas de membrana serán 
solubilizadas. Para detectar los GPCR y los posibles complejos oligoméricos formados se 
emplearán anticuerpos específicos frente a epítopos concretos de los receptores sobre 
los que se centre el estudio. En un primer lugar se inmunoprecipitará uno de los 
receptores mediante un anticuerpo altamente específico. Seguidamente, se llevará a 
cabo un western-blot con anticuerpos específicos de los receptores que se sospecha 
forman oligómeros (106) (107). En el caso de que los GPCR interaccionen entre ellos, la 
inmunoprecipitación del receptor problema inducirá la precipitación de los otros 
receptores del complejo, pudiendo ser detectados mediante la técnica de western-blot. 

La co-IP ha sido empleada en la detección de diversos oligómeros. Un ejemplo es el 
homodímero del receptor δ-opioide (108) y los heterodímeros de este mismo receptor 
con el receptor β2-adrenérgico (109). También ha servido para detectar diversos 
heterodímeros como los de los receptores A1 de Adenosina y el receptor D1 de dopamina 
(110), los formados entre el receptor sensor de calcio CaR y el receptor metabotrópico 
de glutamato mGluR1 (111) o el heterodímero del receptor A1 de adenosina y el receptor 
purinérgico P2Y1 (112). Sin embargo, una gran limitación de esta técnica es la 
producción de artefactos durante la solubilización de los receptores de membrana que 
darán lugar a falsos positivos. Es decir, si dos receptores que no forman oligómeros entre 
sí se encuentran suficientemente cerca en un fragmento de membrana, el uso de 
determinados detergentes podría favorecer la agregación de las proteínas, aunque no 
se encuentren interaccionando físicamente entre sí. 

Existe una gran variedad de técnicas de detección de oligómeros de GPCR basadas en 
el trabajo del científico alemán Theodor Förster, quien en 1948 desarrolló la teoría de la 
transferencia de energía por resonancia (RET) (113). El RET consiste en la transferencia 
de energía no radioactiva entre dos cromóforos que se encuentren a una distancia 
determinada, mediante un mecanismo dipolo-dipolo. Uno de los cromóforos será 
excitado y actuará como dador de energía, la cual será captada por el otro cromóforo, 
que hará las funciones de aceptor. En la detección de complejos de GPCR, los 
cromóforos pueden consistir en compuestos fluorescentes o fluoróforos/fluorocromos, 
por lo que hablaremos de Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET), o en una 
sustancia bioluminiscente que actúa como dador de energía y un fluoróforo que actúa 
como aceptor, en cuyo caso nos referiremos a la técnica de Bioluminescence Resonance 
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Energy Transfer (BRET). Para que la transferencia de energía tenga lugar entre ambas 
moléculas, es necesario que se cumplan ciertos requisitos. Primero, que los espectros 
de emisión y de absorción de las moléculas dadora y aceptora se solapen, para que parte 
de la energía emitida por la molécula dadora sea transferida a la aceptora. Segundo, que 
ambas moléculas se encuentren a una distancia inferior a 10 nm o 100 Å. La eficiencia 
de la transferencia de energía entre los cromóforos decae con la sexta potencia de la 
distancia. Es importante tener en cuenta el fenómeno del fotoblanqueo, que implica la 
pérdida de actividad de un fluoróforo por exceso de exposición, interrumpiéndose así la 
transferencia de energía entre ambos cromóforos. 

La técnica de FRET emplea proteínas fluorescentes que son variedades mutantes de 
la proteína fluorescente verde GFP, procedente de la medusa Aequorea victoria. Cada 
una de las mutaciones otorga propiedades diferentes de la GFP original, con espectros 
de emisión y absorción distintos. Mediante técnicas de ingeniería genética se pueden 
obtener proteínas, como los GPCR, fusionadas por su extremo carboxilo o amino 
terminal o en mitad de la secuencia a una de estas proteínas fluorescentes. Si dos 
proteínas fusionadas se encuentran lo suficientemente cerca en la membrana 
plasmática, se podrá determinar in vivo la transferencia de energía entre ambos 
fluoróforos, y, por lo tanto, demostrar la existencia de complejos oligoméricos. En la 
técnica de FRET existen diferentes combinaciones de fluoróforos que se pueden utilizar, 
como la proteína fluorescente cian (CFP) y la proteína fluorescente amarilla (YFP) (114), 
aunque habitualmente se emplea la pareja compuesta por las proteínas GFP2 e YFP. La 
proteína GFP2 es capaz de excitarse a una λ de 400 nm, emitiendo a 510 nm, mientras 
que la YFP se excita a una λ de 485 nm y emite a 530 nm, existiendo solapamiento entre 
los espectros de emisión y de absorción de las moléculas dadora y aceptora (115) (116) 
(Figura 7). 

 

Figura 7. Representación esquemática de la transferencia de energía por FRET entre las proteínas 
fluorescentes GFP e YFP. 

La técnica de BRET se diferencia de la técnica de FRET en que el dador es una variante 
de una enzima bioluminiscente, la luciferasa (Rluc), obtenida del organismo Renilla 
reniformis. Esta proteína cataliza una reacción bioquímica que produce la liberación de 
un fotón empleando como sustrato coelenterazina H. De nuevo, el fluoróforo que actúe 
como molécula aceptora debe solapar su espectro de absorción con el de emisión de la 
enzima y encontrarse a una distancia inferior a 10 nm para que se produzca una 
transmisión de energía eficaz que muestre la interacción entre las dos proteínas de 
estudio (117). Existen dos variantes descritas de la técnica de BRET, el BRET1 y el BRET2 

(Figura 8). La diferencia entre ambas se encuentra tanto en el sustrato de Rluc como en 
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la variante de GFP empleada como molécula aceptora. En el BRET1, el sustrato 
metabolizado es la coelenterazina H, liberándose un fotón con una λ de 480 nm que será 
captado por la variante YFP, emitiendo a 530 nm. En el BRET2 el sustrato de la Rluc es el 
DeepBlueC. La metabolización de esta sustancia libera un fotón con una λ de 400 nm, 
que será captado por la variante GFP2, emitiendo a 510 nm. 

El BRET ha sido ampliamente utilizado en la monitorización de oligómeros, incluso 
más que el FRET. Esta técnica ha permitido detectar tanto homodímeros como 
heterodímeros en modelos celulares in vivo, como  los dímeros del receptor δ-opioide 
(118), los del receptor de la hormona liberadora de tirotropina TRHR (119), los 
heterodímeros de los receptores de melatonina MT1 y MT2 (120), los homo y 
heterodímeros de los receptores β1 y β2 adrenérgicos (121), los heterodímeros de los 
receptores de quimiocinas CXCR1 y CXCR2 (122), los heterodímeros del receptor D2 de 
dopamina y 5-HT2A de serotonina (123) o los del receptor D2 y D4 de dopamina (124). 

 

Figura 8. Representación esquemática del fundamento del BRET1 y el BRET2. 

Han sido desarrolladas distintas variantes de la técnica de FRET como el Time-
resolved FRET, que ha permitido emplear ligandos de GPCR marcados para detectar 
oligómeros en tejido nativo (124), o la técnica de recuperación de la fluorescencia tras 
el photobleaching, empleando microscopios especializados. También existen otras 
técnicas basadas en la transferencia de energía entre biomoléculas como el FRET-FLIM 
microscopy y otros protocolos ingeniosos como el Sequential Resonance Energy transfer 
(SRET)  (125), o la Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) y el Bimolecular 
Luminescence Complementation (BiLC) (Figura 9), que forman parte de los protocolos 
conocidos como Protein Complementation Assays (PCA) (126). 

El SRET combina de forma secuencial las técnicas de BRET y FRET y permite detectar 
complejos oligoméricos de más de dos subunidades. Para ello es necesario utilizar 
fluoróforos cuyas longitudes de onda se solapen. Por ejemplo, puede emplearse un 
receptor fusionado a la enzima luciferasa (Rluc), otro fusionado a la proteína GFP2 y otro 
a la proteína YFP. La oxidación del compuesto DeepBlueC por la enzima Rluc liberará un 
fotón que será captado por la proteína GFP2 (BRET2), que a su vez emitirá energía a una 
longitud de onda que puede ser captada por la proteína YFP (FRET). 

En el BiFC se expresan por separado dos fragmentos no fluorescentes de la proteína 
fluorescente YFP, denominados n y c, fusionados a receptores distintos. En el caso de 
que ambos receptores interaccionen, la proximidad de ambos fragmentos permitirá la 
reconstitución del fluoróforo y la adquisición de sus propiedades fluorescentes, y por lo 
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tanto emitirá luz al ser excitado a la longitud de onda característica, teniendo en cuenta 
que la distancia necesaria para que esto ocurra debe ser menor de 6 nm (127). La 
combinación de esta técnica con el BRET convencional permite detectar oligómeros de 
orden superior, formados por más de dos receptores (128). 

Similar al BiFC, recientemente se ha desarrollado el BiLC, que implica la expresión por 
separado de dos fragmentos no luminiscentes de la proteína Renilla Luciferasa, 
fusionados a receptores distintos. En esta ocasión, la actividad de la enzima se verá 
reconstituida en el caso de que los dos receptores oligomericen. Esta técnica se ha 
empleado, por ejemplo, en la detección de complejos oligoméricos del receptor D2 de 
dopamina (129). La combinación de las técnicas de BiFC y BiLC posibilita el estudio de 
oligómeros complejos en membranas de células vivas, y se ha empleado principalmente 
en el estudio de estructuras tetraméricas (130). Existe también una variante de esta 
técnica, conocida como multicolor BiFC, que emplea combinaciones de fluoróforos 
diferentes permitiendo estudiar multímeros a nivel de membrana plasmática (131). 

 

Figura 9. Representación esquemática del fundamento del BiFC con la proteína venus como 
fluoróforo. 

Además de los protocolos basados en técnicas de transferencia de energía por 
resonancia, existen también métodos para la detección de interacciones entre GPCR 
dentro del campo de la microscopía. Algunas de estas técnicas son el TIRF o Total 
Internal Reflectance Fluorescence microscopy, la microscopía basada en 
inmunofluorescencia (IFM), aquellas técnicas que precisan de microscopios electrónicos 
como la microscopía inmunoelectrónica y la microscopía de fuerza atómica (AFM), 
además de otras técnicas relacionadas con la microscopía confocal.  

Precisamente, mediante el uso de la microscopia confocal, ha sido desarrollada una 
novedosa técnica, denominada Proximity Ligation Assay (PLA) (Figura 10) (132), que 
permite detectar interacciones proteína-proteína en tejidos o muestras celulares 
fijadas. Al igual que en otras técnicas de inmunohistoquímica o de inmunocitoquímica, 
se precisa de anticuerpos primarios procedentes de especies diferentes frente a 
epítopos de los receptores de estudio. A estos se unirán posteriormente las 
denominadas PLA probes, que son anticuerpos secundarios específicos frente a la 
especie de los anticuerpos primarios y que llevan unido a su fracción constante un 
oligonucleótido. Seguidamente, es necesario adicionar una ligasa, y si los anticuerpos se 
encuentran a una distancia inferior a 40 nm, ambos oligómeros serán unidos en una 
única secuencia circular. Posteriormente, esta secuencia podrá ser amplificada con 
oligonucleótidos marcados por una polimerasa con características particulares. El 
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resultado es analizado mediante microscopía confocal y se observa como puntos rojos 
sobre núcleos marcados en azul con Hoechst. 

 

Figura 10. Fundamento de la técnica de PLA. Extraído de PLA Duolink®, Sigma-Aldrich.  

 

1.2.4. Significado funcional de los oligómeros 

La detección de oligómeros de GPCR a nivel de membrana plasmática no aporta 
información acerca del sentido de este tipo de interacciones ni sobre cuáles son sus 
efectos a nivel farmacológico. Sin embargo, existe un gran número de técnicas 
bioquímicas que permiten analizar las respuestas celulares derivadas de este complejo 
fenómeno. Hay evidencias de que la formación de homo y heterodímeros de GPCR 
aportan características farmacológicas diferentes de las de las unidades monoméricas 
(133), afectando tanto a la capacidad señalizadora (134) como a la desensibilización, la 
internalización, la síntesis y el tráfico del receptor (135) (136) (Figura 11). Esto ha 
conducido a reconsiderar cual es la unidad funcional en los distintos GPCR y también a 
elaborar nuevas estrategias en el diseño de fármacos, teniendo en cuenta todas las 
evidencias de que los GPCR no señalizan únicamente como unidades monoméricas. 

 

Figura 11. Significado funcional de los oligómeros de GPCR. 

Ha sido planteado si los GPCR interaccionan entre ellos a nivel de la membrana 
plasmática, o si por el contrario el ensamblaje de los receptores ocurre durante la 
síntesis de los receptores, es decir, desde el retículo endoplasmático (RE), y si este 
proceso en necesario para la correcta expresión de los GPCR a nivel de membrana 
plasmática. Todo un clásico es el ejemplo de los receptores GABAB; en el caso de los 
receptores GABAB1 y GABAB2, la formación de heterodímeros ocurre en el RE y la 
ausencia de GABAB2 y por lo tanto del heterodímero afecta negativamente la expresión 
de GABAB1 a nivel de membrana plasmática, quedando retenido intracelularmente en 
forma de glicoproteína inmadura. Por otro lado, GABAB2 sí es capaz de ser transportado 
a la membrana incluso en ausencia de GABAB1, pero siendo incapaz de unir ácido γ-
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aminobutírico o de inducir respuestas celulares. Se considera que GABAB2 estaría 
actuando como una chaperona responsable del correcto plegamiento y transporte a 
membrana de GABAB1. Además, la interacción a través de los dominios coiled-coil de los 
extremos carboxilo terminal de ambas subunidades ocultaría secuencias de retención 
en RE (137) (138). Un proceso similar ha sido descrito para los receptores de vasopresina 
V1 y V2 y los de oxitocina OTR. La co-inmunoprecipitación de homodímeros y 
heterodímeros de formas tanto glicosiladas como sin glicosilar ha demostrado que la 
formación de oligómeros ocurre en fases tempranas de la síntesis proteica. Además, la 
separación por gradiente de componentes citoplasmáticos ha demostrado mediante la 
técnica de BRET la existencia de dímeros en la membrana del RE (139).  

El uso de mutantes truncados, algunos de ellos de origen natural, también ha servido 
para estudiar la relevancia de los complejos de dos o más receptores. La expresión de 
este tipo de especies en presencia de la forma wild-type ha demostrado que receptores 
como el D2 de dopamina existen únicamente como oligómeros, puesto que al 
coexpresar la forma mutante junto con la forma wild-type del receptor  D2 no se produce 
una correcta translocación a la membrana (84), fenómeno similar al ocurrido en el caso 
del receptor D3 de dopamina, donde la coexpresión del mutante de D3 y de la forma 
nativa deslocaliza el receptor, regulando la expresión del receptor en membrana y su 
unión a ligando (140). Estas mutaciones pueden ser responsables de importantes 
efectos en el desarrollo de determinadas enfermedades, como es el caso de la variante 
CCR5Δ32 del receptor CCR5, que actúa como correceptor del virus de inmunodeficiencia 
humana (HIV-1). Esta mutación se encuentra presente en algunos individuos caucásicos, 
siendo homocigotos para la misma un porcentaje muy pequeño de la población. 
Mientras que la forma wild-type sigue un proceso normal de síntesis, modificaciones 
post-traduccionales y transporte hacia la membrana en forma de oligómero, en los 
individuos heterocigotos que presentan la variante CCR5Δ32 y CCR5, el heterodímero 
formado por ambos protómeros queda retenido en el RE, retrasando la aparición de los 
síntomas de la enfermedad. Además, la protección frente a la infección por VIH es mayor 
en individuos homocigotos para la mutación CCR5Δ32 (141). Este descubrimiento indica 
la importancia funcional que presenta in vivo la oligomerización en el tráfico de 
receptores de nueva síntesis. 

Como se ha comentado con anterioridad, la formación de oligómeros también puede 
afectar a la internalización mediada por agonista. Por ejemplo, la existencia de un 
dímero puede favorecer la internalización del complejo en presencia de un determinado 
ligando incluso cuando esta endocitosis no está favorecida en los protómeros por 
separado. Esto ocurre, por ejemplo, en el caso del receptor de Tromboxano A2 (TP ó 
TXA2). Este receptor se expresa en dos isoformas distintas: α y β. Cuando TPα se expresa 
individualmente no sufre endocitosis constitutiva ni inducida por ligando. Sin embargo, 
en coexpresión con la isoforma TPβ forma dímeros sujetos tanto a endocitosis 
constitutiva como en respuesta a ligando (142). 

A su vez, los oligómeros de GPCR otorgan una farmacología distinta a la de los 
receptores de manera individual. En algunos casos este efecto se traduce como un 
cambio en la afinidad de un receptor por un ligando determinado, de tal forma que la 
formación de complejos oligoméricos puede aumentar o disminuir la afinidad del 
receptor por su propio ligando. Este fenómeno se demostró en los receptores δ-opioide 
y μ-opioide. Cuando se expresan por separado forman homodímeros con una elevada 
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afinidad por sus respectivos agonistas selectivos, así como por sus antagonistas. Sin 
embargo, cuando ambos receptores son coexpresados en un sistema heterólogo forman 
heterodímeros que presentan una menor afinidad por estos mismos compuestos. De 
manera interesante, cuando se emplean combinaciones de agonistas selectivos para 
ambos GPCR se produce un efecto sinérgico, de tal forma que la unión de un ligando a 
uno de los receptores potencia la unión del ligando del otro miembro de la pareja 
heteromérica (143). En el caso de los receptores de quimiocinas CCR2 y CCR5 se ha 
observado que la formación de homo y heterodímeros afecta también a la afinidad de 
los receptores por sus propios agonistas, aumentándola considerablemente. Además, la 
respuesta provocada por el heterodímero CCR2-CCR5 parece estar mediada por una 
proteína G distinta de las que comúnmente se acoplan a los dos receptores por separado 
o en forma de homodímero (144). Este fenómeno también ha podido constatarse en el 
heterodímero de los receptores muscarínicos M2 y M3. La expresión de un mutante del 
receptor M2, en el que la asparagina 404 ha sido sustituida por una serina, da como 
resultado un receptor incapaz de unir ligando. Sin embargo, en presencia del receptor 
M3 el heterómero resultante presenta de nuevo una elevada afinidad por la triptamina 
(145).  

Se ha demostrado la formación de heterodímeros entre los receptores Orexina 1 
(OX1) y CB1 de cannabinoides, donde la localización de los receptores en la membrana 
está fuertemente regulada por la unión a ligando. El receptor CB1 expresado en ausencia 
de OX1 presenta internalización no mediada por agonista. La presencia de OX1 no altera 
dicha característica. Este proceso es revertido en el heterodímero únicamente en 
presencia de ligandos selectivos de CB1R o de OX1R. Además, a nivel de señalización se 
ha observado que al tratar simultáneamente tanto con el antagonista del receptor CB1 
como con agonistas del receptor OX1 se produce una menor activación de la vía de las 
MAPK inducida por OX1R. Este fenómeno también sucede al tratar simultáneamente con 
antagonistas del receptor OX1 y agonistas de CB1R, donde nuevamente se observa una 
menor activación de la vía de las MAPK inducida en este caso por CB1R. Por lo tanto, 
estaríamos ante un cambio en las propiedades originales de ambos receptores debido a 
la formación de un heterodímero (146) (147). En el caso de los heterodímeros de los 
receptores D2 de dopamina y GHS1a de grelina se produce un interesante fenómeno de 
regulación alostérica entre ambos. Los dos receptores se expresan en el SNC y poseen 
funciones distintas. El ligando endógeno de GHS1a es el péptido grelina, el cual es 
producido en el estómago y desde aquí circula por el torrente sanguíneo hasta atravesar 
la barrera hematoencefálica. En el hipotálamo, D2 y GHS1a forman un heterodímero en 
el que el receptor D2 es regulado por el receptor de grelina dando como resultado la 
movilización de calcio mediada por la subunidad βγ de la proteína G y a efectos 
anorexigénicos de los agonistas de D2R (148). Esta comunicación entre receptores que 
forman parte de un oligómero se conoce como cross-talk. El cross-talk implica que la 
señalización de uno de los receptores del complejo oligomérico afecta a la señalización 
del otro protómero. El resultado puede ser una comunicación positiva entre los 
receptores, donde la activación de uno de los protómeros potencia la señalización del 
otro receptor del complejo, o negativa, si el efecto es el contrario. También pueden 
producirse fenómenos de cross-antagonismo, donde la inhibición de la actividad de uno 
de los receptores con su antagonista selectivo puede bloquear la activación por agonista 
del otro receptor que forma parte del complejo oligomérico (149) (83) (150) (151). 
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En otros casos se produce una potenciación en el acoplamiento a proteína G, como 
en el heterodímero del receptor de angiotensina II AT1 y el receptor de Bradiquinina B2. 
La activación de AT1 en células que expresan únicamente este receptor no modifica la 
distribución de las proteínas G ni la interacción con éstas. En cambio, la expresión de B2 
en ausencia de AT1 y la activación con su agonista correspondiente produce un 
incremento en el acoplamiento a proteína Gαq. La coexpresión de ambos receptores da 
como resultado la formación del heterodímero AT1/B2 y la consecuente potenciación de 
la activación de la proteína Gαq acoplada también al receptor AT1. Este fenómeno es 
dependiente del receptor B2, como ha sido comprobado mediante el uso de mutantes 
de ambos receptores, e indica un cambio importante en el perfil farmacológico del 
receptor AT1 dependiente del heterodímero formado con B2 (152).  

Recientemente se demostró que es posible que la formación de oligómeros provoque 
cambios en el tipo de proteínas G a las que se acoplan los receptores. Este fenómeno no 
es muy común, pero ha sido identificado en el heterodímero de los receptores D2 y CB1. 
En condiciones fisiológicas el receptor D2 está acoplado a proteína Gαi, al igual que el 
receptor CB1. Sin embargo, en células transfectadas con los receptores D2 y CB1, la 
activación simultánea de ambos receptores muestra un cambio de acoplamiento a 
proteína G, desde una Gαi a una Gαs, que provoca la activación de la enzima adenilato 
ciclasa (153). También se ha descrito este fenómeno en el heterodímero de los 
receptores D1 y D2 de dopamina. El receptor D1 está acoplado normalmente a proteína 
Gαs, mientras que el receptor D2 está acoplado a proteína Gαi. En cambio, cuando se 
forma el heterodímero entre ambos receptores este nuevo complejo se acopla a 
proteína Gαq (154).  

Entender la complejidad de estos procesos es esencial en el desarrollo de nuevas 
estrategias terapéuticas y el desarrollo de nuevos fármacos. Como ha sido mencionado 
con anterioridad, cerca del 40 % de los fármacos que se comercializan actualmente 
presentan como diana terapéutica un GPCR. Sin embargo, en el diseño de todos estos 
compuestos se ha tenido en cuenta únicamente a estos receptores como unidades 
individuales, y no como proteínas capaces de interaccionar entre ellas dando lugar a 
complejos con propiedades distintas, que afectan tanto a la señalización celular como a 
la afinidad y por lo tanto a la eficacia de los ligandos. La amplia diversidad farmacológica 
de los oligómeros de GPCR representa una oportunidad excepcional para desarrollar 
nuevos tratamientos que tengan en cuenta las características de cada complejo, 
mejorando la selectividad y disminuyendo los efectos secundarios (155).  

 

1.3. Receptores de cannabinoides  

Los GPCR se expresan ubicuamente por todo el organismo. Sin embargo, de los cerca 
de 1000 receptores de esta superfamilia que han sido descritos, la distribución individual 
de cada uno de ellos no es homogénea. Cada tejido presenta una gran variedad de GPCR, 
que pueden no estar presentes en otras zonas del cuerpo, como ha podido comprobarse 
mediante diversos análisis de expresión y distribución. Esto indica la relevancia de este 
conjunto de proteínas en la regulación de una gran variedad de procesos fisiológicos y 
en el buen funcionamiento del organismo. Por ejemplo, cerca del 90% del total de GPCR 
expresados en el cuerpo se ubican en el SNC, el cual presenta una elevada complejidad 
tanto en su estructura como en su función y regulación, lo que nos da una idea de la 
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importancia que poseen los GPCR en el control de la homeostasis de los órganos que lo 
componen. Es esta misma complejidad la que en determinadas circunstancias es causa 
de numerosas enfermedades del SNC, y la que influye también en la elaboración de 
fármacos para la gran cantidad de enfermedades fruto de alteraciones en estos 
receptores. 

 

1.3.1. Una larga historia 

La planta de la marihuana, conocida también como cáñamo o por su nombre 
científico Cannabis sativa, ha sido utilizada durante milenios en medicina y actividades 
recreativas gracias a sus propiedades, como ha quedado registrado para la historia con 
la diversidad de nombres por los que ha sido conocida (Figura 12). Existen cerca de 70 
compuestos denominados fitocannabinoides, presentes en esta planta (156). Ha servido 
de tratamiento frente al dolor, las migrañas, en obstetricia y ginecología así como en 
desórdenes psiquiátricos (157). En el antiguo Egipto era conocida como shemshemet, y 
con este nombre aparece mencionada en distintos papiros que describen tanto sus 
propiedades como su utilidad en la medicina de la época o la vida cotidiana. Se hacía 
servir en la elaboración de cuerdas y en tratamientos para diversas patologías, 
administrándose por distintas vías, una de ellas, en forma de ungüentos para tratar 
parásitos o infecciones bacterianas. Su uso también estaba extendido entre las 
diferentes culturas mesopotámicas como los Asirios o los Babilonios y los territorios del 
moderno Iraq. Era empleada por los seguidores del culto zoroastrista en la antigua 
Persia, y en la India aparece mencionado el uso del cannabis en los antiguos textos del 
Atharva Veda. Incluso algunos expertos creen que existen referencias a la planta del 
cannabis en la Biblia.  

En el sigo XIX d.C se continuó utilizando el cannabis en tratamientos medicinales y se 
aislaron los primeros fitocannabinoides. Sin embargo, no fue hasta 1964 cuando se aisló 
y sintetizó por primera vez el Tetrahidrocannabinol (Δ9-THC), el principal constituyente 
psicoactivo de la planta de cannabis (158). Más tarde, en el año 1988, y bajo las 
evidencias de que debía existir un componente en el cuerpo humano capaz de 
interactuar con las sustancias del cannabis y mediar sus efectos, fue identificado por 
primera vez un receptor de cannabinoides, el receptor CB1 (159). Este descubrimiento 
fue realizado mediante el uso del agonista cannabinoide sintético CP55940, que fue 
marcado con tritio para realizar distintos ensayos de competición. También se 
analizaron marcadores bioquímicos como los niveles de cAMP. Los resultados obtenidos 
permitieron concluir que se había detectado un nuevo receptor capaz de unir ligandos 
cannabinoides y producir respuestas celulares específicas. Dos años más tarde fue 
clonado por primera vez (160).  

Una vez identificado el principal compuesto entre los fitocannabinoides, el THC, se 
inició la búsqueda de compuestos endógenos, denominados endocannabinoides, que 
actuasen como ligandos del receptor CB1. No fue hasta el año 1992 cuando se identificó 
y aisló un compuesto presente en el SNC capaz de actuar como ligando 
endocannabinoide, al que se denominó anandamida (AEA) (161), que procede de la 
palabra sánscrita ananda, que significa paz o felicidad interna, y del término amida. Más 
adelante se identificaron los componentes responsables de la síntesis de este 
endocannabinoide así como su localización en el SNC (162). En el año 1993 habían sido 
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descritos muchos de los efectos del THC, entre los que destacan sus propiedades como 
analgésico, inmunosupresor, anticonvulsivo y antiemético. Sin embargo, no estaba claro 
si todos estos efectos eran producidos por la acción directa del THC sobre el receptor 
CB1, o si existían otros receptores de cannabinoides capaces de interaccionar con esta 
sustancia. Finalmente, fue identificado y clonado un nuevo receptor de cannabinoides, 
el receptor CB2, al que se describió como receptor periférico (163). 

 

Figura 12. Nombres y grafías por los que era conocida la planta del cannabis en las culturas antiguas. 
Extraído de Russo, 2007 (157). 

 

1.3.2. El sistema endocannabinoide 

Los receptores de cannabinoides, los compuestos endocannabinoides y sus enzimas 
de síntesis y degradación componen lo que se conoce como el sistema 
endocannabinoide (Figura 13). Este sistema juega un papel importante en el control de 
diversos procesos fisiológicos, tanto a nivel del SNC como en la periferia, y por lo tanto 
está sujeto a un estricto control. Dos de los principales ligandos endocannabinoides 
descritos hasta el momento son la anandamida, que como se ha comentado con 
anterioridad fue descubierta en el año 1992, y el 2-araquidonilglicerol (2-AG), descrito 
como endocannabinoide en el año 1995 (164). Las vías de síntesis de la anandamida y el 
2-AG son completamente diferentes y dependientes de enzimas distintos. Estos 
compuestos poseen un origen lipídico, y se sintetizan según demanda a partir de lípidos 
de membrana en las neuronas postsinápticas. Seguidamente son liberados al espacio 
sináptico actuando sobre receptores expresados en la membrana presináptica, 
regulando la liberación de diferentes neurotransmisores como GABA (165). Una vez han 
ejercido su efecto sobre los receptores de cannabinoides, los ligandos son rápidamente 
eliminados mediante su recaptación y degradación, dando punto final a la cascada de 
señalización. Por lo tanto, las enzimas implicadas tanto en la síntesis, como en la 
recaptación y eliminación de los ligandos endocannabinoides son esenciales en la 
regulación de este sistema, y constituyen potenciales dianas terapéuticas en el 
tratamiento de enfermedades relacionadas con el sistema endocannabinoide. 
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Figura 13. Esquema del conjunto de componentes del sistema endocannabinoide en una sinapsis. 
Extraído de Rudolf Schicho and Martin Storr, 2014 (166). 

La presencia de anandamida ha sido demostrada tanto en el SNC como en tejidos 
periféricos (167). Más concretamente, en cerebro se encuentra en zonas con un elevado 
nivel de expresión del receptor CB1 como el hipocampo, el cerebelo y el estriado, aunque 
también ha sido detectada en el tálamo, donde el receptor CB1 se expresa poco, por lo 
que no parece que exista una correlación directa entre la expresión del receptor y la 
abundancia relativa de anandamida. A nivel periférico ha sido detectada en el bazo, el 
corazón y en menor proporción en el suero. Su síntesis se realiza a partir de fosfolípidos 
de membrana como la N-araquidonil fosfatidiletanolamina (NAPE). En primer lugar, la 
enzima N-aciltransferasa dependiente de calcio (NAT) cataliza la transferencia de una 
molécula de ácido araquidónico procedente de la 1,2-sn-di-araquidonilfosfatidilcolina a 
una fosfatidiletanolamina, dando lugar al NAPE. Posteriormente, la enzima fosfolipasa 
D, específica de N-araquidonil fosfatidiletanolamina (NAPE-PLD), cataliza la producción 
de anandamida y ácido fosfatídico (168). La síntesis de anandamida también puede 
darse a partir de la acción de la fosfolipasa A2 de secreción, que cataliza una reacción 
que da lugar a 2-lyso-NAPE, que a su vez será procesado por la α, β-hidrolasa 4 para 
generar glicerofosfoaraquidonil etanolamina, que mediante la actividad de 
fosfodiesterasas dará lugar a anandamida (169). Otra vía de síntesis de anandamida 
implica la acción de la fosfolipasa C, que hidroliza la NAPE para dar lugar a 
fosfoanandamida. Seguidamente, la acción de las fosfatasas producirá anandamida 
(170). La degradación de la anandamida se produce a través de la hidrolasa de amidas 
de ácidos grasos (FAAH), obteniéndose ácido araquidónico y etanolamina (171), tras ser 
recaptada por los transportadores de anandamida de membrana (AMT) presentes en la 
membrana plasmática. El mecanismo por el que los endocannabinoides son recaptados 
ha sido motivo de debate. Inicialmente se consideró que al ser compuestos de origen 
lipídico podrían difundir a través de la membrana plasmática. Finalmente, la 
anandamida también puede ser metabolizada por las enzimas COX-2 y lipooxigenasa 
(LOX) así como por el citocromo P450. 
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Figura 14. Proceso de síntesis de la anandamida y 2-Araquidonilgliceról a partir de lípidos de la 
membrana plasmática. Extraído de Daniel J. Hermanson & Lawrence J. Marnett, 2011 (172). 

El 2-AG está presente en el cerebro, con una concentración 200 veces superior a la 
de la anandamida (173). La distribución de este compuesto es similar a la de la 
anandamida, con altas concentraciones en tronco encefálico, sistema límbico, estriado 
e hipocampo, y bajas en corteza, hipotálamo o cerebelo. En el sistema nervioso 
periférico ha sido descrito en el nervio ciático y en regiones lumbares de la médula 
espinal. No ha sido demostrada ninguna correlación entre la distribución del ligando y 
la expresión del receptor CB1, al igual que con la anandamida. El 2-AG puede ser 
sintetizado por dos vías distintas. La primera de ellas implica la síntesis de diacilglicerol 
(DAG) a partir de la hidrólisis de fosfolípidos de membrana, proceso catalizado por la 
fosfolipasa C (PLC). Posteriormente la acción de la enzima diacilglicerol lipasa (DAGL) 
producirá 2-AG. La síntesis de DAG requiere la hidrólisis de ácido fosfatídico por medio 
de una fosfatasa dependiente de iones Mg2+ y Ca2+. La segunda vía de síntesis de 2-AG 
requiere la producción de fosfatidilinositol, proceso mediado por la fosfolipasa A1 
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(PLA1) que da lugar a lisofosfatidilinositol, el cual a su vez es hidrolizado por la 
lisofosfolipasa C produciendo 2-AG. También es posible que el 2-AG sea sintetizado 
desde el ácido 2-araquidoníl lisofosfatídico (LPA) por acción de fosfatasas (174). 
Finalmente, el 2-AG es recaptado por el AMT presente en la membrana plasmática (175) 
y posteriormente es degradado por la Monoacilglicerol lipasa (MAGL) (176). La FAAH 
también es capaz de metabolizar el 2-AG (177). En último lugar, también puede ser 
eliminado por acción de la enzima COX-2, que da lugar a una forma oxigenada del 2-AG 
de la que todavía no se ha determinado cuál es su función exacta. 

Diversos procesos están sometidos a la regulación mediada por el sistema 
endocannabinoide, y consecuentemente, existen distintas enfermedades que cursan 
con alteraciones en el mismo. Actualmente se han descrito numerosos compuestos que 
actúan tanto como agonistas como antagonistas de los receptores CB1 y CB2 de 
cannabinoides y que han sido empleados en la investigación del sistema 
endocannabinoide. Algunos de ellos son compuestos endocannabinoides como la 
anandamida y el 2-AG, o fitocannabinoides procedentes del Cannabis sativa como el 
THC. Otros, sin embrago, son cannabinoides de origen sintético que emulan los efectos 
de los fitocannabinoides y que son empleados normalmente en investigaciones sobre el 
sistema endocannabinoide (178) (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Agonistas y antagonistas de los receptores CB1 y CB2. Extraído de Yan Lu and Hope D. 
Anderson, 2017 (179). 

Debido a su gran presencia en SNC, los receptores de cannabinoides y el resto de los 
componentes del sistema endocannabinoide han sido objeto de estudio acerca de su 
posible papel como diana terapéutica en enfermedades neurodegenerativas. En la 
enfermedad de Alzheimer (AD), en la que se produce una neurodegeneración frontal y 
del hipocampo, ha sido observada la presencia de los receptores CB1 y CB2 en las placas 
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seniles depositadas durante la progresión de la enfermedad (180). También se detecta 
un aumento de la actividad de CB1R durante las fases tempranas de la enfermedad, 
aunque luego esta situación se revierte y disminuye su expresión. Algunos ensayos 
llevados a cabo muestran una disminución de la actividad de la microglía inducida por 
las placas seniles al tratar con agonistas del receptor CB2 (181). En el caso del receptor 
CB1 existe cierta controversia sobre cuál es la estrategia más adecuada en el tratamiento 
de la enfermedad, puesto que hay autores que afirman que su activación afecta 
negativamente a los procesos de consolidación de la memoria en el cerebro. En la 
enfermedad de Parkinson (PD), parece que la actividad de CB1R y CB2R posee efectos 
contrarios. Mientras que la actividad del receptor CB2 ejerce un efecto neuroprotector, 
favoreciendo la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas, CB1R favorece la 
progresión de la enfermedad. Esto ha sido comprobado al tratar con antagonistas de 
CB1R como rimonabant, observándose una mejora en la coordinación motora (182). Se 
ha propuesto que parte de los efectos beneficiosos observados en el tratamiento con 
endocannabinoides y la supervivencia de neuronas dopaminérgicas se deba a su efecto 
antioxidante. En cuanto a la enfermedad de Huntington, aunque no existen 
tratamientos curativos de esta enfermedad que cursa con pérdida de cognición y 
coordinación motora, sí que han sido propuestos algunos tratamientos paliativos para 
atenuar los síntomas de esta enfermedad neurodegenerativa. Durante la progresión de 
la enfermedad se produce una disminución de la expresión del receptor CB1 en los 
ganglios basales y el estriado, y ciertos tratamientos farmacológicos empleando 
anandamida aumentan los niveles del RNA mensajero de este receptor (183). Los 
tratamientos sobre CB2R están más encaminados a controlar los procesos 
neuroinflamatorios que cursan con la enfermedad (184). 

Ha sido descrita la participación del sistema endocannabinoide en la regulación del 
hambre, observándose que en ratones  knock-out para la enzima FAAH existe una 
tendencia clara a la obesidad, con un aumento de la concentración de anandamida en 
el hipotálamo, hígado e intestino delgado (179). Este sistema también está implicado en 
la regulación energética del organismo. Así, en ratones tratados con el antagonista de 
CB1R rimonabant se produce un aumento de la termogénesis en el tejido adiposo 
marrón (185). Este efecto indicaría una regulación negativa del gasto energético por 
parte del receptor CB1. Se han llevado a cabo tratamientos con antagonistas específicos 
del receptor CB1 en tejido periférico para evitar efectos psiquiátricos adversos, y se ha 
observado una reducción en el apetito, una reducción de la masa corporal y un aumento 
en la actividad del metabolismo de ácidos grasos (186). De forma interesante, parece 
ser que el receptor CB2 ejerce el efecto contrario en la regulación del apetito y el 
metabolismo energético, puesto que los tratamientos con antagonistas de CB2R 
incrementan la ingesta de comida, mientras que el tratamiento con agonistas reduce el 
tamaño de los adipocitos y favorece la pérdida de masa corporal (187).  

El sistema endocannabinoide también está relacionado con los procesos de 
inflamación, existiendo un reconocido efecto antiinflamatorio ejercido por el receptor 
CB2, reduciendo los niveles de citocinas proinflamatorias (188) y afectando 
positivamente a procesos patológicos como la artritis reumatoide (189) o la colitis 
ulcerosa (190), que cursan con inflamación. También existe una importante relación de 
los receptores cannabinoides con procesos cancerosos, considerándose signo de 
malignidad una elevada expresión de los receptores CB1 y CB2 en tumores (191) (192). 
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La expresión de estos dos receptores favorece además la apoptosis celular. Así, 
tratamientos con agonistas de ambos receptores reducen el tamaño de las masas 
tumorales. El control de procesos inflamatorios vía receptores de cannabinoides ha sido 
investigado en el contexto de enfermedades como la esclerosis múltiple. En esta 
enfermedad se produce la pérdida del recubrimiento de mielina de las terminaciones 
nerviosas debido a un ataque autoinmune. Además, las células de la microglía producen 
citocinas proinflamatorias como IL-12 que inducen la inflamación, favoreciendo la 
progresión de la patología. Ha sido demostrado que la activación del receptor CB2 con 
anandamida reduce precisamente la expresión de esta citocina a través de la activación 
de la vía de las MAPK y JNK. La inhibición de la MAGL retrasa también el avance del 
proceso inflamatorio, al disminuir la degradación del endocannabinoide anandamida y 
favorecerse la actividad del receptor CB2. Finalmente, se constató también un aumento 
de la concentración de anandamida en pacientes de esta enfermedad (193) (180). 

Los derivados cannabinoides han sido ampliamente utilizados en la inhibición de la 
emesis. El proceso implica a los receptores CB1 existentes en la periferia, que inhiben la 
activación de los receptores de serotonina 5-HT, suprimiendo la liberación de serotonina 
en respuesta a sustancias extrañas en el tracto digestivo (194). Otra propiedad conocida 
es el efecto analgésico. Cuando se produce una agresión que genera dolor en el 
organismo, tiene lugar una desregulación del sistema endocannabinoide a nivel central 
y periférico. En concreto, se ha detectado un aumento de la concentración de 
anandamida en SNC, que regula el dolor vía CB1R (195). A nivel periférico el receptor CB1 
inhibe la transmisión nerviosa de las señales de dolor (196), mientras que el receptor 
CB2 jugaría un papel importante reduciendo los niveles de citocinas proinflamatorias 
que aumentan la sensibilidad al dolor y a su vez inhibiendo la producción de 
neurotransmisores. 

El sistema endocannabinoide también tiene un rol importante en el sistema 
cardiovascular. Ha sido estudiado el efecto de compuestos como el THC en la presión 
sanguínea, observándose la inducción de hipotensión y bradicardia prolongada tardía 
(197). Por el contrario, uno de los primeros síntomas tras el consumo de cannabis es el 
aumento de la frecuencia cardíaca, situación que mejora tras tratamientos con 
rimonabant, el antagonista de CB1R (198). También se cree que el receptor CB1 induce 
la liberación de óxido nítrico en los vasos sanguíneos, lo cual provoca una dilatación de 
los mismos (199). Ambos receptores cannabinoides, CB1 y CB2, parecen jugar también 
un interesante papel retrasando la formación de placas de ateroma. El bloqueo del 
receptor CB1 y la potenciación del receptor CB2 influyen en el proceso. Ha sido detectada 
una mayor expresión de CB2R en regiones ateroscleróticas, donde el bloqueo del 
receptor CB2 potencia la formación de placas (200). Además, la activación del receptor 
CB2 disminuye la expresión de moléculas de adhesión y mediadores proinflamatorios. 
Por otro lado, el receptor CB1 favorece la formación de placas de ateroma, regulando el 
flujo de colesterol vía macrófagos y favoreciendo la migración de células musculares 
lisas a los vasos sanguíneos (201). 

Tanto CB1R como CB2R parecen estar implicados en la regulación de la función 
mitocondrial. CB1R ha sido encontrado en la membrana de mitocondrias procedentes 
de ratón (202), y su activación regula negativamente los componentes I y II de la cadena 
transportadora de electrones (203), afectando también a la morfología y el tamaño de 
las mitocondrias así como a su consumo de oxígeno en músculo, hígado, y tejido adiposo 
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blanco. Por el contrario, el antagonismo del receptor CB1 muestra efectos opuestos 
(204). En cuanto a CB2R, este receptor posee un efecto contrario al del receptor CB1 en 
mitocondrias, regulando negativamente los procesos apoptóticos mitocondriales y 
ejerciendo un papel protector en situaciones de isquemia (205).  

Los estados de ánimo están sometidos también al control del sistema 
endocannabinoide. De hecho, es conocido el efecto ansiolítico del cannabis, y por 
supuesto, su efecto psicoactivo, ejercido principalmente por el THC mediante la 
activación del receptor CB1. El estudio de la implicación de este sistema en los efectos 
observados del consumo de marihuana muestra una actividad dual de los compuestos 
cannabinoides. El análisis de concentraciones bajas y altas de los compuestos 
cannabinoides se contrapone, y además varía según las regiones cerebrales estudiadas. 
A dosis bajas, el THC presenta efectos ansiolíticos cuando es inyectado en la corteza 
prefrontal, mientras que a dosis elevadas produce justo el efecto contrario en esta 
región. En cambio, la inyección de THC en la amígdala basolateral a bajas 
concentraciones produce efectos ansiogénicos, mientras que las altas concentraciones 
no producen efectos significativos (206). También se ha observado una influencia del 
sistema endocannabinoide en los estados de ánimo como efecto secundario de los 
tratamientos frente a la obesidad. El antagonismo de CB1R con rimonabant produjo un 
efecto secundario muy negativo en los pacientes obesos, dando lugar a cuadros 
depresivos con riesgo de suicidio (207). Otro proceso en el que está implicado el sistema 
endocannabinoide es la regulación de la calidad del sueño. Existen tratamientos 
orientados a incrementar la concentración de endocannabinoides como la anandamida 
que han mostrado ser eficaces en la mejora de la calidad del sueño, afectando a la 
duración del mismo e incrementando el número de fases REM (208).  

Teniendo en cuenta la cantidad de procesos en los que se ven envueltos los 
componentes del sistema endocannabinoide, el desarrollo de tratamientos 
farmacológicos que posean como dianas terapéuticas a cualquiera de los componentes 
de este sistema parece esencial en el control tanto de funciones metabólicas, la 
analgesia, el devenir de enfermedades neurodegenerativas o incluso en la prevención 
de riesgos vasculares.  

 

1.3.3. Receptor CB1 

El receptor CB1 forma parte de la familia A de receptores acoplados a proteína G, y 
como tal, consta de un dominio amino terminal extracelular, siete dominios 
transmembrana con sus respectivos bucles extracelulares e intracelulares y un dominio 
carboxilo terminal. Es codificado por el gen CNR1, que se encuentra en el brazo largo del 
cromosoma 6 en el ser humano. Como su propio nombre indica es el primer receptor de 
cannabinoides en ser descubierto. Fue descrito en el año 1988 ante las abrumadoras 
evidencias de que debía existir un receptor en el SNC capaz de interactuar con los 
principios activos de la marihuana. Posteriormente en el año 1990 fue clonado por 
primera vez.  

El receptor CB1 se expresa en abundancia en el cerebro, siendo el receptor GPCR más 
abundante en este tejido, a excepción de los centros respiratorios cerebrales. Ha sido 
detectado en regiones como el hipocampo, la corteza cerebral, los ganglios basales y el 
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cerebelo. También se ha demostrado su presencia en tejidos periféricos como el bazo, 
los pulmones, el timo, el corazón y el sistema vascular (209) (210). Tanto la anandamida 
como el 2-AG anteriormente descritos actúan como ligandos endocannabinoides del 
receptor CB1, siendo una de sus principales funciones la de regular la neurotransmisión 
GABAérgica y glutamatérgica, aunque también tienen un importante efecto en la 
inhibición de la síntesis de neurotransmisores (211) (212) (213). El receptor CB1 puede 
ser activado por el THC, el principal componente psicoactivo del cannabis. Se han llevado 
a cabo numerosas investigaciones farmacológicas sobre este receptor debido a los más 
que conocidos efectos del consumo de marihuana en la medicina tradicional, además 
de ser una interesante diana farmacológica no opioide en el desarrollo de analgésicos. 
Sin embargo, numerosos ensayos han mostrado efectos secundarios debido a las 
propiedades psicoactivas de algunos compuestos que también han provocado 
afectación de la memoria y disfunción cognitiva en algún caso.  

El receptor CB1 está acoplado a proteína Gαi (214) (215), y parece que interactúa con 
ella a través del dominio IL3 y de la región yuxtamembrana del dominio carboxilo 
terminal, que va desde el dominio TM7 hasta la región de palmitoilación del receptor 
(216). El receptor CB1 contiene una hélice 8 característica, que presenta aminoácidos 
hidrofóbicos orientados hacia la membrana plasmática que favorecen el anclaje a 
membrana del receptor, y aminoácidos con carga positiva encarados hacia la proteína 
Gαi que aumentan la eficacia de los ligandos (217) (218). La hélice 8 del receptor CB1 

parece jugar un importante papel en la activación de la proteína Gi (217). La activación 
del receptor da como resultado la regulación negativa de la enzima adenilato ciclasa, 
(AC), debido a una menor activación de la PKA, responsable de regular la actividad de la 
AC. Consecuentemente, se produce una reducción en los niveles de cAMP intracelulares. 
Se ha comprobado que en presencia de la toxina pertussis, que bloquea el acoplamiento 
a proteína Gi, es posible que el receptor CB1 se acople a proteína Gs (219). En regiones 
como el globo pálido se ha observado que el receptor CB1 puede provocar aumentos en 
los niveles de cAMP intracelular, tal vez a través de la activación de las isoformas 2, 4 y 
7 de la AC por medio dímero βγ (220), aunque también se ha especulado sobre si el 
proceso está mediado por el secuestro de proteínas Gαi por parte de otros receptores 
como los D2 de dopamina, favoreciéndose así el acoplamiento a la proteína Gs (221).  

Al igual que en otros GPCR, la activación del receptor CB1 provoca un cambio 
conformacional en la proteína Gαi que da lugar a la separación de la proteína G en dos 
subunidades. El dímero βγ de la proteína G es responsable de la activación de la vía de 
las MAPK. Las MAPK también pueden ser activadas por medio de la interacción del 
receptor con proteínas β-arrestina a través del fenómeno de la transactivación (222). 
Parece ser que la activación de las MAPK por el receptor CB1 es distinta según el tipo 
celular en el que se exprese. Por ejemplo, en astrocitos, la activación de la vía de las 
MAPK implica la activación de la quinasa PI3K, mientras que en neuronas hipocampales 
el proceso parece implicar preferentemente la activación de MEK provocada por la 
regulación negativa de la PKA e independientemente de la actividad de PI3K (223). La 
actividad del dímero βγ también está involucrada en la inactivación de canales de 
Ca2+,como ha podido comprobarse al estudiar corrientes de calcio intracelulares 
reconstituidas en presencia del antagonista de CB1R, rimonabant (224). La actividad del 
dímero βγ también es capaz de activar canales rectificadores de K+. 
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Se ha descrito que la activación del receptor CB1 puede aumentar los niveles de óxido 
nítrico (NO) intracelulares a través de la enzima óxido nítrico sintasa neuronal y la 
enzima óxido nítrico sintasa endotelial. Este efecto se observó en vasos sanguíneos 
como capilares y determinadas regiones de la vena safena, así como en células 
endoteliales y monocitos (225) (226). La activación del receptor CB1 también puede 
producir el efecto contrario, es decir, reducir la producción de NO. Este fenómeno 
ocurre a través de la inhibición de canales de Ca2+ dependientes de voltaje en células 
granulares cerebelares (227). 

Al igual que otros GPCR, el receptor CB1 interactúa con un gran número de proteínas 
de las que depende tanto su señalización como su tráfico celular (Tabla 2). La activación 
del receptor CB1, además de provocar el intercambio conformacional de la proteína Gαi 
que desemboca en la activación de distintas vías de señalización celular, también inicia 
la desensibilización del receptor. Para ello es necesaria la fosforilación del receptor por 
GRK en sitios específicos de la secuencia que permitan la interacción con las β-arrestinas. 
Ken Mackie y colaboradores determinaron la importancia de las secuencias de 
aminoácidos comprendidas entre las posiciones 418 y 439, empleando mutaciones 
puntuales y secuencias truncadas de la región carboxilo terminal (228).  Recientemente 
ha sido descrito que el receptor CB1 interactúa también con una proteína denominada 
Cannabinoid Receptor Interacting Protein, CRIP1a/b por sus siglas en inglés, a través de 
la región carboxilo terminal del receptor. Aunque no está clara su función, parece ser 
que la isoforma CRIP1a podría estar involucrada en la regulación de la señalización del 
receptor CB1, mientras que la función de la isoforma CRIP1b todavía se desconoce (229). 

 

Tabla 2. Proteínas con las que interacciona el receptor CB1 y sus funciones en la señalización. Extraído 
de Allyn C. Howlett, Lawrence C. Blume and George D. Dalton 2010 (230). 
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Además de interactuar con proteínas intracelulares, ha sido demostrada la capacidad 
del receptor CB1 de formar homodímeros y heterodímeros con otros receptores, lo cual 
multiplica la ya de por si compleja farmacología de este receptor (231). El homodímero 
CB1R/CB1R fue descrito en el año 2002 mediante el uso de anticuerpos específicos del 
dímero  y la técnica de western-blot y se determinó la importancia de la región carboxilo 
terminal en esta interacción (232). El sentido de la existencia de este homodímero ha 
llevado a los investigadores a preguntarse si el receptor CB1 existe únicamente 
formando complejos diméricos en la célula. Recientemente, ha sido descrita la 
existencia de heterodímeros funcionales de los receptores CB1/CB2 y la existencia de 
estos en el cerebro. La formación de este complejo afecta la señalización de ambos 
receptores, dando lugar a fenómenos de cross-talk negativo entre los receptores CB1 y 
CB2 cuando son coactivados con agonistas específicos de ambos. También ha sido 
demostrada la existencia de un fenómeno de cross-antagonismo. Es decir, que los 
antagonistas del receptor CB1 pueden bloquear el efecto de los agonistas del receptor 
CB2 y viceversa (233). También ha sido descrito el heterómero del receptor CB1 con el 
que se especula que puede ser el futuro receptor CB3, el receptor huérfano GPR55. Se 
ha descrito la existencia de un efecto de cross-antagonismo entre los receptores que 
forman el heterodímero CB1R/GPR55 (234).  

 

1.3.4. Receptor CB2 

El receptor CB2, al igual que su hermano CB1R, forma parte de la familia A de 
receptores GPCR, y presenta las mismas características estructurales que el resto de los 
miembros de la familia. Fue descrito y clonado por primera vez en el año 1993 como un 
receptor cannabinoide periférico, presente en células del sistema inmune y 
hematopoyéticas, así como en otros tejidos ajenos al SNC (235). Sin embargo, más 
recientemente, aunque algunos autores siguen manifestando sus dudas, se ha 
demostrado su existencia en el SNC, más concretamente, en microglía de cerebelo, en 
neuronas presinápticas de hipocampo, corteza y otras regiones aunque con una 
expresión menor que la del receptor CB1 (Tabla 3) (236) (237) (238) (239) (240). El 
receptor CB2 está codificado por el gen CNR2, que se encuentra en el brazo corto del 
cromosoma 1, y presenta una homología de secuencia con CB1R cercana al 50% (209). 
Al igual que CB1R, los principales ligandos endocannabinoides de este receptor son la 
anandamida y el 2-AG, aunque parece que el primero presenta una mayor selectividad 
por el receptor CB1. También es capaz de unir y de ser activado por THC. CB2R también 
está acoplado a proteína Gαi, por lo que el resultado de la activación del receptor es una 
regulación negativa de la actividad de la AC, y por lo tanto una reducción en los niveles 
de cAMP intracelulares. También es capaz de activar la vía de las MAPK a través del 
dímero βγ de la proteína G. Sin embargo, el receptor CB2 no modula canales 
rectificadores de potasio ni canales de calcio (241). 

Debido a la similitud en la farmacología de ambos receptores fue necesario 
desarrollar agonistas sintéticos específicos para el receptor CB2, como el compuesto 
JWH015 o el compuesto JWH133, que hiciesen posible evaluar la señalización de este 
receptor en tejidos en los que también se expresa el receptor CB1 (243). A nivel 
estructural, han sido demostradas diferencias entre ambos receptores que determinan 
la selectividad de los ligandos propios de ambos. Por ejemplo, la secuencia de 
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aminoácidos entre las regiones TM4, EC2 y TM5 parece ejercer cierta influencia en la 
especificidad de los antagonistas de CB1R y CB2R SR141716A y SR144528 (244). También 
se ha observado en experimentos de mutagénesis de ambos receptores que la 
fenilalanina de la posición 197 de la secuencia aminoacídica del receptor CB2 es esencial 
en la especificidad del ligando WIN55,212-2 (245). Cabe destacar la importancia que 
posee el aspartato de la posición 163 del receptor CB1 y de la posición 80 del receptor 
CB2, que afecta directamente a la interacción con la proteína Gαi y la transducción de las 
señales hacia el interior de la célula, y por lo tanto a la eficacia del ligando (246). 

El receptor CB2 también interacciona con un gran número de proteínas intracelulares, 
y al igual que el receptor CB1 puede formar complejos con otros receptores. Como ya se 
ha mencionado con anterioridad, existen evidencias de la formación de heterodímeros 
de los receptores CB1 Y CB2, pero también ha sido descrito el heterodímero de 
receptores CB2 y GPR55. La formación de este oligómero modula la señalización de 
ambos receptores dando lugar a fenómenos de cross-talk negativo entre los dos 
receptores. La presencia del receptor CB2 afecta a la activación de factores de 
transcripción inducidos por GPR55 cuando este es activado por su propio agonista, y 
también se ve afectada la activación de la vía de las MAPK.  La presencia de GPR55 
modula a su vez la actividad del receptor CB2, afectando a su señalización cuando es 
tratado con su agonistas específicos (68).  

 

Tabla 3. Distribución del receptor CB2 en el SNC y el SNP. Resumen extraído de Brady K Atwood and 
Ken Mackie, 2010 (242). 

 

1.3.5. Receptor GPR55 

GPR55 fue identificado en el año 1999 junto con otros dos receptores, GPR52 y 
GPR53, en un estudio en el que se extrajeron secuencias de distintas bases de datos con 
el objetivo de identificar nuevos receptores en el genoma humano que en esos 
momentos estaba siendo descifrado (247).  Los investigadores determinaron que la 
secuencia del gen que codifica para este receptor, denominado también GPR55, se 
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encuentra en el brazo largo del cromosoma 2, carece de intrones, y además se expresa 
ubicuamente en el cerebro, así como en tejido adiposo, testículos y bazo. El receptor 
GPR55 pertenece a la familia A de receptores GPCR. Hasta hace poco formaba parte de 
los denominados receptores huérfanos. A pesar de haberse descrito su ligando 
endógeno y su proximidad a los receptores de cannabinoides, este receptor ha 
permanecido en el limbo desde su descubrimiento, aunque cada vez más autores creen 
que debería ser considerado como un receptor con identidad propia dentro de la familia 
de receptores cannabinoides.  

Posteriormente a su descubrimiento se iniciaron estudios sobre este receptor, que 
rápidamente llevaron a pensar que podría tratarse de un nuevo receptor de 
cannabinoides, el CB3. Debido a la complejidad en la señalización del sistema 
endocannabinoide, se especulaba que debía existir un receptor de cannabinoides no 
descrito que fuese responsable junto con CB1R y CB2R de dicha señalización pleiotrópica. 
Después de la realización de sólidos ensayos, se llegó a la conclusión de que GPR55 
podría ser el candidato ideal, puesto que es capaz de interactuar con ligandos tanto 
endógenos como exógenos de los receptores de cannabinoides, a pesar de la baja 
homología con los receptores CB1 y CB2, que se aproxima tan solo al 15%. Precisamente 
es esta baja identidad de secuencia con los receptores de cannabinoides lo que ha 
ayudado a mantener a GPR55 fuera de la familia. Ha sido demostrado, sin embargo, que 
GPR55  es capaz de unir compuestos como el THC, la anandamida y el 2-AG, y 
compuestos sintéticos como el CP55940, el O1602 y los antagonistas rimonabant y 
AM251, que de manera interesante, actúan como agonistas de GPR55 (248). A pesar de 
este hecho, y debido a la falta de evidencias que demuestren que este receptor sea 
específico para compuestos cannabinoides, se pensó que GPR55 debía tener algún tipo 
de ligando endógeno. Así, en el año 2007 se descubrió que era capaz de unir el 
compuesto lisofosfatidilinositol (LPI) como ligando propio (249). En este estudio se 
llevaron a cabo ensayos de funcionalidad del receptor en presencia de distintas 
sustancias, entre ellas el LPI y aquellos compuestos cannabinoides que hasta el 
momento se consideraba que podían unirse al receptor GPR55, y se llegó a la conclusión 
de que solo el LPI era capaz de producir una activación eficaz de la vía de las MAPK, 
observándose un aumento rápido de las proteínas ERK1/2 fosforiladas. También se 
observó que el LPI inducía movimientos de Ca2+ intracelular por medio de la activación 
de GPR55. Este último dato daba una pista de la clase de proteína G que acoplaba el 
receptor, que posteriormente se describió como una proteína Gα13 (250) (251) (Figura 
15). 

Existe controversia acerca de las respuestas generadas por la unión de ligandos 
cannabinoides al receptor GPR55 y sobre la enorme cantidad de compuestos que se ha 
registrado que actúan sobre este receptor (Tabla 4). Este disperso resultado puede 
deberse, por ejemplo, a diferencias en la metodología empleada o al tipo celular 
escogido. Algunos autores han observado la unión del endocannabinoide endógeno 2-
AG al receptor GPR55, pero no parece que esto induzca cambios significativos ni en el 
reclutamiento de β-arrestinas ni en la internalización del receptor como respuesta a la 
activación por agonista (252). La anandamida también es capaz de unirse al receptor 
GPR55, pero de nuevo los resultados observados no permiten afirmar que la 
anandamida sea un ligando endógeno del receptor GPR55, puesto que tampoco parece 
capaz de inducir la activación de la vía de las MAPK ni el reclutamiento de β-arrestinas 
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(253). El THC, principal componente psicoactivo de la marihuana también es capaz de 
unirse al receptor GPR55, provocando la movilización de Ca2+ pero sin ejercer ningún 
efecto en la vía de las MAPK. Por otro lado, algunos compuestos como el Cannabidiol 
parecen ejercer un efecto antagónico sobre GPR55 (254). Ligandos sintéticos como el 
CP55940 o el Abnormal-Cannabidiol (ABN-Cannabidiol), o los antagonistas 
cannabinoides rimonabant y AM251 exhiben una señalización desconcertante. Mientras 
que el primero parece actuar como antagonista del receptor GPR55, el ABN-Cannabidiol 
ha sido descrito tanto como antagonista como agonista. Por otro lado, los dos 
antagonistas cannabinoides mencionados han sido descritos principalmente como 
agonistas del receptor GPR55, aunque otros autores indican que el rimonabant actúa 
como antagonista (255). La complejidad en la señalización del receptor GPR55, así como 
la coexistencia de este en tejidos del SNC con los receptores de cannabinoides, o los 
múltiples procesos en los que parece verse involucrado, lo han convertido en una 
interesante diana terapéutica. Este interés por caracterizar la farmacología del receptor 
GPR55 ha llevado a descubrir nuevos ligandos endógenos, como el 2-Araquidonil-sn-
glicero-3-fosfoinositol (2-AGPI), que ha demostrado ser un potente activador de las vías 
inducidas por GPR55 (256). Técnicas como la dinamic mass redistribution (DRM) y 
AlphaScreen SureFire Assay han sido empleadas también en estudios recientes en la 
búsqueda de compuestos sintéticos que actúen como agonistas y antagonistas del 
receptor, ampliando así la biblioteca de compuestos que pueden servir como 
herramienta en futuras investigaciones sobre GPR55 (257) (258) (259). De hecho, gracias 
a esta clase de estudios, recientemente se describió un nuevo ligando endógeno de 
GPR55, la N-Araquidonil glicina (260). 

 

Figura 15. Cascada de señalización inducida por la activación de GPR55 al unir su agonista endógeno 
LPI. La activación del receptor GPR55 por su ligando LPI da como resultado la activación de la proteína 
Gα13. Esto provoca la liberación del Ca2+ de los reservorios intracelulares, concretamente del Retículo 
Endoplasmático (RE). El proceso implica la activación de la proteína RhoA, que es capaz de activar a la 
quinasa ROCK, responsable de la activación de la PLC, que a partir de lípidos de membrana sintetizará IP3, 
provocando la liberación de iones Ca2+ del interior del RE. La fosfatasa calcineurina es activada por este 
ión, tras lo cual desfosforila al factor de transcripción NFAT, lo que en última instancia provocará la 
transcripción de genes. Por otro lado, la actividad del dímero βγ es responsable de la activación de la vía 
de las MAPK. Extraído de Christopher M. Henstridge et al., 2009 (251). 
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En humanos, se ha descrito la importancia de GPR55 en la regulación del 
metabolismo (261), con una fuerte implicación en el control del peso corporal. También 
se ha relacionado una mayor expresión de GPR55 en tejido adiposo visceral, así como 
niveles elevados de LPI circulante con la obesidad (262). Existe un polimorfismo en este 
receptor que afecta a la glicina en la posición 195 de la secuencia aminoacídica, siendo 
sustituida por una valina; esta nueva isoforma se encuentra relacionada con un patrón 
de anorexia nerviosa (263). En páncreas, GPR55 se expresa en los islotes pancreáticos y 
regula la liberación de insulina por medio de la activación con LPI (264).  

La actividad de este receptor también ha sido relacionada con el cáncer. En ciertos 
tipos de cáncer de mama, como el triple negativo para el receptor de estrógenos, 
progesterona y el receptor HER2, la actividad de GPR55 se relaciona con una mayor 
malignidad, favoreciendo la metástasis. Esto lo convierte en una interesante diana en el 
tratamiento de este tipo de cáncer (265). Se ha observado que algunos tumores 
producen LPI, que podría estar actuando como ligando autocrino, favoreciendo la 
proliferación de las células cancerosas y por lo tanto promoviendo el avance de la 
enfermedad. En mujeres con cáncer de ovario, la expresión de GPR55 también se 
relaciona con una mayor malignidad (266). Esta propiedad no es exclusiva de este tipo 
de cánceres. En general, la elevada expresión de GPR55 se relaciona con un peor 
pronóstico. Esto es debido a que GPR55 promueve la proliferación celular a través de la 
activación de la vía de las MAPK (267).    

Más recientemente, GPR55 ha sido relacionado con la regulación de la inflamación y 
el dolor neuropático (269). A nivel de tracto gastrointestinal, el receptor GPR55 parece 
estar implicado en el control del peristaltismo y en la regulación de procesos 
inflamatorios (270). En estudios de inflamación intestinal en ratones wild-type y K.O. se 
ha observado que el receptor GPR55 promueve la inflamación intestinal. Los ratones 
tratados con el antagonista de GPR55 CID16020046 mostraron una evolución favorable 
a la inflamación, mientras que los ratones K.O. para el receptor mostraron niveles más 
bajos de inflamación, y además la proporción de leucocitos y citocinas proinflamatorias 
era menor que en los animales wild-type (271). En ratones K.O. para GPR55 no se 
producen fenómenos de hiperalgesia en respuesta a estímulos mecánicos, lo que parece 
indicar que el receptor actúa como un promotor nociceptivo importante en la 
sensibilidad al dolor. Sin embargo, un estudio reciente con ratones wild-type y K.O. en 
el que se sometió a los animales a distintos estímulos de calor, frío y mecánicos, así como 
a procesos inflamatorios no mostró diferencias entre ambos grupos, lo que hace 
cuestionarse si realmente el receptor GPR55 juega un papel diferencial en este tipo de 
procesos de la misma manera que los receptores de cannabinoides (269).  

GPR55 también se expresa en el SNC, y a este nivel algunos autores lo han señalado 
como una posible diana terapéutica en enfermedades neurodegenerativas. La expresión 
del receptor en estriado ha sido relacionada con el control motor, y ha sido corroborado 
en ratones K.O. para el receptor GPR55 que cursan con alteraciones en el movimiento 
(272). Por lo tanto, en la enfermedad de Parkinson, GPR55 podría ser una interesante 
diana en el tratamiento o en la disminución de la progresión de la enfermedad. Un 
estudio reciente ha demostrado la expresión del receptor en regiones relacionadas con 
el control del movimiento como el globo pálido, el estriado y la substancia nigra, 
encontrando niveles de expresión de GPR55 reducidos en dichas regiones en los 
animales en los que se ha inducido la enfermedad de Parkinson. El tratamiento con el 
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compuesto Abnormal-Cannabidiol (ABN-CBD), supuesto agonista del receptor GPR55, 
parece producir una mejora significativa en las alteraciones motoras de la enfermedad 
de Parkinson, previniendo también la inducción  de catalepsia (273). GPR55 juega un 
papel importante en el SNC en el crecimiento axonal y como diana en la inervación. Por 
ejemplo, durante el desarrollo de la retina, GPR55 está implicado en el crecimiento del 
cono axonal de las celulas ganglionares de la retina y en la formación de filopodios, 
además de ejercer un efecto quimioatrayente de las prolongaciones de las células 
ganglionares vecinas al ser activado (274). 

Agonistas 
cannabinoides 
de GPR55 

2-AG 

CBD 

ABN-CBD 

O-1602 

WIN55, 212-2 

Δ9-THC 

AEA 

SR141716A 

AM251 

Antagonistas 
cannabinoides 
de GPR55 

CBD 

SR141716A 

CP55940 

Agonistas no 
cannabinoides 
de GPR55 

LPI 

2-AGPI 

CID1792197 

CID1172084 

CID2440433 

CID1135734 

GSK494581A 

Antagonistas no 
cannabinoides de 
GPR55 

CID23612552ML191 

CID1434953ML192 

CID1261822ML193 

CID16020046 

 Tabla 4. Listado de algunos de los ligandos de GPR55 tal y como se los ha descrito en diversos 
estudios. Extraído de Shore and Reggio, 2015 (268). 

 

1.3.6. Otros posibles receptores cannabinoides 

Aunque oficialmente por el momento solo existen dos receptores de cannabinoides, 
y un sospechoso habitual, el receptor GPR55, investigaciones recientes en receptores 
huérfanos han llevado a concluir que pueden existir otros receptores cannabinoides, o 
por lo menos receptores relacionados con el sistema endocannabinoide capaces de 
interactuar con componentes de este. De nuevo, la complejidad en la señalización y 
regulación del sistema endocannabinoide hace pensar en nuevos actores que formen 
parte de esta compleja trama, como es el caso de los receptores TRPV1, GPR18 y 
GPR119. 

El receptor de potencial transitorio V1, o TRPV1 por sus siglas en inglés, forma parte 
de un conjunto de canales iónicos no selectivos y se encuentra presente tanto en 
neuronas del Sistema nervioso central como del Sistema nervioso periférico, y en células 
no nerviosas (275) (276). Este canal es activado por compuestos de origen vaniloide, es 
decir, sustancias que presentan en su estructura un grupo vanílico, como la capsaicina. 
También puede ser activado por interacción con sustancias ácidas, frío y calor. La 
activación de este receptor da lugar a sensaciones dolorosas, como en el caso de la 
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angina de pecho, donde la isquemia causa acidificación de los fluidos en el lugar del 
ataque, activando al TRPV1 y generando el característico dolor de la angina de pecho 
(277). Ha sido descrito que tanto la anandamida como el compuesto sintético ACEA son 
capaces de activar este receptor, aunque a concentraciones unas 10 veces superiores a 
las necesarias para activar al receptor CB1. La activación de TRPV1 estimula la producción 
de más anandamida, y la propia actividad del receptor CB1 parece dar como resultado 
la activación del receptor TRPV1 (278).  

El receptor GPR18 se expresa en el bazo, el tronco encefálico, los testículos y otros 
tejidos (279) (280). Ha sido descrito que la N-araquidonil glicina (NAGly) actúa como 
ligando endógeno de este receptor, aunque recientemente algunos autores cuestionan 
la capacidad de responder a este compuesto por parte de GPR18 y si debería 
considerarse a este receptor como un receptor de NAGly (281). Además, el THC y el ABN-
CBD parecen capaces de activar a GPR18 actuando como agonistas selectivos. Por otro 
lado, el compuesto sintético 0-1918, análogo del Cannabidiol, ejerce un efecto 
antagónico sobre el receptor (282) (283). GPR18 se encuentra acoplado a proteína Gαi, 
y su activación da como resultado la inhibición de la AC con la correspondiente 
reducción en los niveles de cAMP (284). También es capaz de activar la vía de las MAPK 
así como la señalización vía PI3K/Akt (285). Estudios recientes apuntan a que algunas de 
las discrepancias observadas en las respuestas inducidas por la activación del receptor 
GPR18 podrían deberse al fenómeno conocido como biased agonism, de tal forma que 
compuestos diferentes darían lugar a respuestas celulares distintas en este receptor 
(286). Se ha relacionado la activación de GPR18 con la regulación de la presión sanguínea 
a través de la producción de NO. La activación del receptor incrementa la producción de 
anandamida a través de la inhibición de la FAAH (287), y así, potencia la activación del 
receptor CB1, que como se ha descrito anteriormente está relacionado con el control de 
la presión sanguínea a través de la síntesis de NO, aumentándola. También juega un 
papel importante disminuyendo  la presión intraocular en los ciclos día/noche (288). 

GPR119 es otro receptor huérfano que fue identificado durante la secuenciación del 
genoma humano en el proyecto genoma, siendo descrito como un receptor expresado 
predominantemente en páncreas en células que expresan el péptido PPY y tracto 
gastrointestinal (289). GPR119 está acoplado a proteína Gαs, por lo que su activación 
induce al aumento en los niveles de cAMP por activación de la AC. Han sido descritos 
algunos agonistas de este receptor, como los compuestos AR231453, WO2004065380 y 
PSN632408. La presencia de este receptor en páncreas ha sido relacionada con la 
regulación del metabolismo. La activación de GPR119 promueve la síntesis del péptido 
similar al glucagón 1 (GLP-1) (290) y promueve la replicación y neogénesis de celulas β 
pancreáticas (291), lo que lo convierte en una interesante diana terapéutica en 
enfermedades relacionadas con alteraciones metabólicas como la diabetes tipo II y la 
obesidad (292) (293). El hecho de considerar a GPR119 como un posible receptor 
cannabinoide se debe a que este receptor es activado por la Oleoiletanolamida (OEA) y 
el 2-oleoil glicerol (2-OG), un compuesto análogo del endocannabinoide anandamida 
(294). Sin embargo, este receptor parece no ser sensible a agonistas endocannabinoides 
como la anandamida ni a agonistas sintéticos como el CP55940 o WIN55,212-2.  
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1.4. Sistema endocannabinoide y neuroinflamación 

El término neuroinflamación hace referencia a la respuesta inflamatoria que tiene 
lugar en el SNC. Al igual que en la periferia, la presencia de elementos nocivos en el 
tejido pone en marcha la respuesta inmune, en la que intervienen diversos actores como 
la microglía, los astrocitos, los linfocitos y los macrófagos. El proceso neuroinflamatorio 
tiene como objetivo la eliminación de elementos extraños o nocivos presentes en el 
tejido y la reparación de este. Sin embargo, su mantenimiento a lo largo del tiempo tiene 
un efecto pernicioso debido a la síntesis de sustancias que poseen un efecto citotóxico, 
como las especies reactivas del oxígeno, el óxido nítrico y citocinas proinflamatorias 
como el TNF-α. En las enfermedades neurodegenerativas tienen lugar procesos 
neuroinflamatorios que se prolongan en el tiempo y que contribuyen a la sintomatología 
y el avance de la enfermedad. 

En condiciones normales, la astroglía está involucrada en el mantenimiento de la 
homeostasis del SNC, eliminando iones y neurotransmisores como el glutamato para 
evitar posibles efectos neurotóxicos, regulando la neurotransmisión. También está 
implicada en el aporte energético a las neuronas y en el metabolismo. La astroglía 
también es responsable de la síntesis de compuestos antioxidantes y de factores tróficos 
que ejercen un efecto neuroprotector. En presencia de factores exógenos o en 
determinadas condiciones fisiopatológicas la astroglía libera citocinas proinflamatorias, 
contribuyendo a la neuroinflamación (295). 

Las células microgliales y su función en la respuesta neuroinflamatoria han sido 
ampliamente estudiadas. La microglía tiene origen mesenquimal, y migra durante el 
desarrollo hacia el parénquima cerebral. En presencia de elementos extraños se produce 
su activación, con efectos tanto beneficiosos (regulación del proceso neuroinflamatorio, 
reparación del daño y regeneración) como nocivos (citotoxicidad). Actualmente se 
considera que la microglía activa presenta dos fenotipos distintos, M1 y M2, aunque 
algunos autores proponen hasta cuatro estados de activación diferentes: M1, M2a 
(reparador y regenerador), M2b (inmunoregulador) y M2c (desactivador) (296). El 
fenotipo M1 se caracteriza por ser principalmente citotóxico y es responsable de la 
defensa inicial del tejido frente al elemento responsable del daño en el mismo. La 
microglía M1 produce diversas citocinas proinflamatorias como el TNF-α, la IL-1β o la IL-
6, así como especies reactivas del oxígeno y óxido nítrico. Tras esta fase inicial de 
activación tiene lugar la reparación del daño producido en el tejido y la regulación de la 
respuesta neuroinflamatoria. La microglía M2 es responsable de dicho proceso a través 
de la producción de citocinas antiinflamatorias como la IL-4 y la IL-10 (297).  Además, la 
microglía M2 es capaz de inducir la producción de factores neurotróficos como el IGF-1, 
promoviendo la supervivencia neuronal, y de fagocitar los elementos extraños 
presentes en el tejido (298).  

El sistema endocannabinoide se encuentra estrechamente implicado en la regulación 
de la neuroinflamación. La expresión de los receptores de cannabinoides CB1 y CB2 ha 
sido descrita tanto en astroglía como en microglía (299) (300) (301). También ha sido 
demostrada la capacidad de la microglía de sintetizar e incluso metabolizar compuestos 
endocannabinoides como el 2-AG y la anandamida (302) (303). En el caso de los 
astrocitos, la actividad tanto del receptor CB1 como la del receptor CB2 reduce la 
liberación de citocinas proinflamatorias como el TNF-α y la producción de NO. Además, 
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la activación del receptor CB1 promueve la liberación de citocinas antiinflamatorias 
como la IL-6 (304). Los compuestos cannabinoides también regulan la liberación de 
glutamato en las terminaciones nerviosas a través de los astrocitos. En cultivos de este 
tipo celular, el bloqueo de los receptores CB1 reduce la recaptación de glutamato, de tal 
forma que el nivel de glutamato en el medio aumenta, lo que en última instancia reduce 
su liberación, inhibiendo la actividad sináptica y reduciendo la excitotoxicidad (305). El 
bloqueo del receptor CB1 y la activación de CB2R inhibe la liberación de D-aspartato, otro 
neurotransmisor excitador, cuya liberación está aumentada en condiciones 
neuroinflamatorias (306). En presencia de péptido Aβ tiene lugar la activación de la 
astroglía. El bloqueo del receptor CB1 y la activación del receptor CB2 tiene como 
resultado una reducción negativa de la respuesta de la astroglía a la presencia del 
péptido Aβ. Además, la expresión del receptor CB1 y la síntesis de anandamida se 
reducen en presencia del péptido Aβ, mientras que por el contrario la expresión de CB2R 
y la síntesis de 2-AG se incrementan (307). 

En microglía, el sistema endocannabinoide regula estrechamente la respuesta 
inflamatoria. La activación de los receptores CB1 y CB2 con agonistas selectivos como 
WIN55,212-2 o JWH133 previene la activación de la microglía en presencia del péptido 
Aβ (181). Al igual que en la astroglía, los compuestos cannabinoides reducen la 
liberación de citocinas proinflamatorias y la producción de NO en cultivos de microglía. 
Una parte importante de la función de la microglía es el movimiento a través del tejido 
en busca de elementos extraños que pueden ejercer un efecto neurotóxico. La presencia 
de dichos elementos favorece la quimiotaxis celular de la microglía. Este proceso 
también se encuentra regulado por la actividad de los receptores cannabinoides, de tal 
forma que la presencia de sustancias cannabinoides como el THC o ligandos 
endocannabinoides como el 2-AG favorecen la motilidad de la microglía. Los resultados 
de algunos estudios sugieren que este fenómeno se encuentra estrechamente ligado a 
la actividad del receptor CB2, puesto que el uso de antagonistas selectivos de este 
receptor reducen en gran medida la motilidad de la microglía (308). El fenómeno de la 
migración de la microglía se considera neuroprotector, puesto que su función principal 
es que las células de la microglía viajen hasta el foco del daño y cumplan una función 
fagocítica. Por lo tanto, el tratamiento con agonistas cannabinoides podría resultar 
interesante desde el punto de vista de la motilidad celular. Sin embargo, existen estudios 
que afirman que el tratamiento con compuestos cannabinoides tiene justo el efecto 
contrario. La presencia de la proteína de origen vírico Tat en cultivos microgliales 
produce la activación de la microglía. El tratamiento con cannabinoides en estas 
circunstancias reduce la motilidad de la microglía, mientras que el bloqueo selectivo del 
receptor CB2 ejerce el efecto contrario (309). A pesar de estas excepciones se considera 
que la actividad cannabinoide favorece mayoritariamente la motilidad microglial.  

Otro fenómeno que tiene lugar en procesos neuroinflamatorios es la proliferación de 
la microglía. Sin embargo, la conclusión de diversos estudios llevados a cabo en cultivos 
microgliales es que este proceso no se encuentra regulado por el sistema 
endocannabinoide. La presencia de endocannabinoides en cultivos microgliales no 
promueve per se la proliferación de la microglía, si bien potencia la proliferación de 
aquellos cultivos microgliales que se encuentran en fase proliferativa o en presencia del 
factor de estimulación de colonias de macrófagos (MCSF). 
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En conjunto, el sistema endocannabinoide resulta una interesante diana terapéutica 
en el control de los procesos neuroinflamatorios, tanto por la regulación de la síntesis y 
liberación de sustancias citotóxicas y proinflamatorias, como por favorecer la liberación 
de citocinas antiinflamatorias y la motilidad de la microglía. Existe también mucho 
trabajo por hacer en el estudio de cómo influye el sistema endocannabinoide en el 
cambio de fenotipo de la microglía desde M1 a M2. El fenotipo M1 es regulado por el 
sistema endocannabinoide, pero también resulta importante constatar si la actividad de 
este sistema puede potenciar o favorecer el fenotipo M2 neuroprotector. También 
resulta prometedora la investigación en el área de la neuroinflamación sobre el receptor 
CB2, cuya expresión se encuentra potenciada en diversos procesos patológicos y en 
neuroinflamación, y que carece de los efectos secundarios psicoactivos de CB1R. 

 

1.5. Sistema endocannabinoide y enfermedades neurodegenerativas 

El sistema endocannabinoide, como ha sido descrito con anterioridad, se encuentra 
implicado en diversos procesos fisiológicos y fisiopatológicos del SNC. Las alteraciones 
de este complejo sistema pueden ser las desencadenantes de dichos procesos, o pueden 
estar implicadas en los mecanismos de reparación y control del daño producido por la 
enfermedad. Esto convierte a los componentes del sistema endocannabinoide en 
interesantes dianas terapéuticas asociadas a diferentes patologías. De hecho, ha sido 
estudiado en profundidad el rol del sistema endocannabinoide en los procesos 
neurodegenerativos, y concretamente en las enfermedades de Alzheimer, Parkinson y 
Huntington (310).  

  

1.5.1. Enfermedad de Alzheimer 

La enfermedad de Alzheimer (AD) es un proceso neurodegenerativo con un gran 
impacto social, siendo la forma más común de demencia que cursa con una pérdida 
progresiva de la memoria y la capacidad de generar recuerdos nuevos. Fue descrita por 
primera vez en el año 1906 por el neurólogo y psiquiatra alemán Aloysius Alois 
Alzheimer tras haber detectado un caso de esta enfermedad en el año 1901 (311). Esta 
patología puede tener un origen genético familiar, que representa un porcentaje de 
cerca del 5% de todos los casos. Sin embargo, en el 95% restante el origen es esporádico. 
Enfermedades como la diabetes y la expresión del alelo ApoE4 han sido descritos como 
posibles factores de riesgo de la AD.  La AD es un proceso de degeneración tisular 
cerebral desarrollado principalmente en áreas como la corteza frontal y el hipocampo, 
ambas ricas en receptores CB1 (312). La característica microscópica más representativa 
de esta patología es la presencia de placas de la proteína β-amiloide, así como 
estructuras en ovillo de la proteína Tau hiper-fosforilada. Estos agregados inducen la 
muerte neuronal, desencadenando procesos de neuroinflamación con una potente 
activación de la microglía. La proteína β-amiloide se sintetiza a partir de la proteína 
precursora amiloide (APP) por la acción de las proteínas β-Secretasa y γ-Secretasa. Esto 
da lugar a proteína β-amiloide de diferentes longitudes, desde los 30 hasta los 51 
residuos. Las formas más frecuentes son la 40 y la 42, siendo esta última la que presenta 
una mayor tendencia a formar agregados (313). En condiciones fisiológicas, la proteína 
Tau está involucrada en el ensamblaje de microtúbulos y su estabilización. Se encuentra 
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predominantemente en la región axonal y presenta cerca de 85 sitios de fosforilación 
diferentes que regulan su actividad (314). La desregulación de la actividad de algunas 
Kinasas como GSK3β ha sido relacionada con una mayor fosforilación de la proteína Tau, 
que favorece su agregación (315). Existen evidencias de que el sistema 
endocannabinoide juega un papel importante en la AD, por lo que constituye una 
importante diana terapéutica a distintos niveles en la elaboración de posibles 
tratamientos para la enfermedad (Figura 16).  

Si nos centramos en los efectos del sistema endocannabinoide en la AD, cabe 
destacar que en modelos animales de esta enfermedad se ha observado una reducción 
significativa en los niveles de endocannabinoides en corteza frontal e hipocampo (316). 
Concretamente, en un modelo de AD en ratón con sobreexpresión de APP se produce 
una disminución en los niveles de anandamida en el hipocampo (317). Algunos estudios 
epidemiológicos realizados en tejidos post-mortem parecen indicar una menor 
expresión de receptores CB1 comparado con individuos que presentan un 
envejecimiento normal, aunque en correlación únicamente con hipofagia y no con los 
marcadores característicos de la enfermedad o las alteraciones cognitivas. Sin embargo, 
parece que la expresión de CB2R se ve aumentada en correlación con un importante 
marcador de la enfermedad, el péptido Aβ42, y en respuesta a la activación de la 
microglía (318). Algunos estudios han empleado agonistas cannabinoides en modelos 
de la enfermedad de AD y han observado mejoras en las alteraciones en memoria 
debidas a la acumulación del péptido Aβ, y en cultivos microgliales el tratamiento con 
agonistas previene la activación de la microglía inducida por el péptido Aβ  (181). La 
fagocitosis inducida por este péptido es bloqueada mediante la activación del receptor 
CB2 con agonistas específicos como el JWH015 (319). En astrocitos, los tratamientos con 
ligandos endógenos como la anandamida previenen la actividad de los hemicanales que 
constituyen las uniones tipo GAP, y parece que también se reduce el perfil inflamatorio 
observado en este tipo celular en presencia del péptido Aβ (320). La activación del 
receptor CB1 en neuronas ejerce un efecto neuroprotector frente a la neurotoxicidad 
inducida por la neurotransmisión en pacientes con AD (321). CB1R también juega un 
papel importante frente a la apoptosis inducida por el péptido Aβ en neuronas. En la AD 
el péptido Aβ afecta la permeabilidad de los lisosomas a través de la proteína supresora 
de tumores p53, promoviendo la apoptosis. La activación del receptor CB1 estabiliza los 
lisosomas y evita el efecto pro-apoptótico del péptido Aβ  (322).  

 Las enzimas de síntesis de ligandos endocannabinoides como la FAAH también 
parecen verse alteradas en la AD. Los pacientes de esta enfermedad presentan niveles 
reducidos de expresión de la FAAH, y también ha sido observada una hipometilación de 
su gen promotor en células circulantes mononucleares sanguíneas (323), así como una 
menor actividad de la FAAH en la corteza cerebral (324). Por otro lado, en animales 
pretratados con péptido Aβ se ha observado un incremento en la expresión de la DAGL 
en el hipocampo, con el consiguiente aumento de la síntesis del endocannabinoide 2-
AG. En consecuencia, se produce una alteración de la neurotransmisión GABAérgica 
como resultado de una prolongación de la supresión de la inhibición inducida por 
despolarización, lo que puede desembocar en el silenciamiento de las sinapsis 
GABAérgicas del hipocampo, contribuyendo a la disrupción progresiva de la 
neurotransmisión en la AD  (325). De forma interesante, la inhibición de la MAGL, 
responsable de la degradación del 2-AG, ha sido relacionada con una menor deposición 
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de Aβ. La inhibición de la MAGL reduce la expresión de la enzima responsable de la 
producción de Aβ, BACE1, y también reduce la neuroinflamación al regular la actividad 
de la microglía y los astrocitos. Además, promueve la supervivencia de las neuronas y 
ayuda a mantener la integridad y la estructura de las sinapsis. En modelos animales de 
la AD la inhibición de la MAGL favorece la plasticidad sináptica y la recuperación de la 
memoria espacial (326). Parece ser que el mecanismo por el cual la MAGL afecta a la 
síntesis de la BACE1 tiene que ver con el RNA de interferencia miRNA-188-3p. En 
pacientes con AD hay una menor expresión de este miRNA, responsable de la inhibición 
de la expresión del gen que codifica para la BACE1. La sobreexpresión de miRNA-188-3p 
protege frente a la neuroinflamación y previene contra la pérdida de memoria, las 
alteraciones en el aprendizaje espacial y el deterioro de la transmisión sináptica en el 
hipocampo. El tratamiento con 2-AG aumenta la expresión de miRNA-188-3p (327). 

La acumulación del péptido Aβ produce un aumento de numb, la proteína inhibidora 
del receptor transmembrana notch-1. La actividad de la anandamida en neuronas 
favorece la señalización vía notch-1. Además, en presencia de anandamida o de 2-AG se 
produce una regulación negativa de la síntesis de numb, favoreciéndose así la 
señalización de notch-1 incluso en presencia del péptido. De esta forma, la anandamida 
podría estar favoreciendo vía notch-1 tanto la neurogénesis como la restauración de los 
déficits cognitivos de la AD (328). Por otro lado, el 2-AG ejerce un efecto protector frente 
al péptido Aβ, inhibiendo la expresión de la COX-2. Este efecto es mediado por la 
activación del receptor CB1. La actividad del 2-AG también ha sido relacionada con una 
reducción de la neuroinflamación inducida por acumulación del péptido Aβ (329) (330). 

En ratones K.O. para CB2R se produce un aumento en la deposición del péptido Aβ, 
aunque la falta del receptor no acelera la pérdida de memoria ni incrementa la 
formación de ovillos de proteína Tau. En estos mismos animales la falta de CB2R no 
reduce los efectos beneficiosos observados en el tratamiento con THC. Esto podría 
indicar que CB2R no juega un papel relevante en posibles tratamientos con 
cannabinoides destinados a la mejora de los déficits cognitivos en la AD, aunque es 
evidente que sí está implicado en la formación de depósitos de Aβ y por lo tanto es una 
interesante diana terapéutica en este aspecto (331). El tratamiento con CBD reduce la 
expresión de genes relacionados con la fosforilación de Tau, como la quinasa GSK3β, y 
también afecta a genes de secretasas implicadas en la generación del péptido Aβ. Al 
parecer el mecanismo está más relacionado con la actividad de TRPV1 que con la 
actividad de CB1R o CB2R (332). La proteína de baja densidad relacionada con receptores 
de lipoproteínas 1 o LRP1 favorece la eliminación del péptido Aβ a través de la barrera 
hematoencefálica (333). La activación del receptor CB1 aumenta la expresión de LRP1 y 
por lo tanto la eliminación de Aβ, siendo otro mecanismo más que explica cómo está 
relacionado el sistema endocannabinoide con la acumulación del péptido Aβ (334). La 
activación de CB1R y CB2R parece potenciar la actividad del receptor PPARγ induciendo 
un efecto protector frente a la neuroinflamación y la neurodegeneración. También 
favorece la supervivencia celular en neuronas frente a la toxicidad inducida por el 
péptido Aβ. Además, los ligandos cannabinoides afectan a la morfología de las placas 
seniles, pero no parece que la morfología de las mismas guarde relación con los efectos 
neuroprotectores de los tratamientos con cannabinoides  (335) (336). 

La deleción del receptor CB2 en modelos de AD afecta a la respuesta inflamatoria. En 
dicha situación la microglía pierde capacidad de respuesta frente a estímulos 
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proinflamatorios y se produce una reducción en el número de células microgliales y de 
macrófagos infiltrados en el tejido. La concentración de citocinas y quimioquinas 
proinflamatorias se reduce en el cerebro, así como también se reducen los niveles de 
Aβ40-42 solubles. La reducción de la neuroinflamación en estos animales no parece 
afectar a la memoria espacial ni al aprendizaje, por lo que CB2R jugaría un papel 
importante en neuroinflamación, pero independiente de las alteraciones cognitivas 
debidas al péptido Aβ (337). La activación de CB2R con agonistas como el JWH015 reduce 
la acumulación de Aβ sintético y nativo en ciertos modelos celulares, aunque ha 
mostrado ser ineficaz en otros (338). Por otro lado, el tratamiento con el agonista 
JWH133, selectivo del receptor CB2, mejora el rendimiento cognitivo en animales 
modelo de AD al reducirse la actividad de la microglía y la liberación de citocinas 
proinflamatorias. También incrementa la expresión de GSK3β inactiva, afectando a la 
hiperfosforilación de Tau mediada por esta quinasa. La activación de CB2R por JWH133 
reduce la peroxidación de lípidos e incrementa la expresión de las superóxido 
dismutasas SOD1 y SOD2 en las regiones donde se acumulan las placas seniles (339). En 
conjunto, todos los hallazgos aquí mencionados obtenidos en diversos estudios 
muestran la íntima relación entre el sistema endocannabinoide y la AD, con implicación 
tanto de los enzimas relacionados con la síntesis y degradación de los 
endocannabinoides como de los receptores CB1 y CB2. Por lo tanto, queda patente la 
relevancia de este sistema como diana terapéutica en el diseño de fármacos que, si bien 
individualmente parece ser que no servirán como cura para esta compleja enfermedad, 
si podrían ser de ayuda en la prevención de los síntomas de la enfermedad y el 
tratamiento paliativo de la misma. 

 

Figura 16. Efectos del tratamiento con cannabinoides en la enfermedad de Alzheimer. Extraído de G. 
Bedse et al., 2014 (340).  
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1.5.2. Enfermedad de Parkinson 

La enfermedad de Parkinson (PD) es una enfermedad neurodegenerativa que afecta 
a las células dopaminérgicas de la sustancia nigra, destruyendo los circuitos 
dopaminérgicos de los ganglios basales y produciendo alteraciones en el control motor 
como bradicinesia, temblores, rigidez, trastornos en el equilibrio y anomalías posturales 
(341). Es la segunda enfermedad neurodegenerativa más frecuente y fue descrita por 
primera vez en el año 1817 por el científico británico James Parkinson, quién la 
denominó como “parálisis agitante”. Esta enfermedad afecta a ambos sexos por igual y 
normalmente los síntomas se presentan en adultos de edad avanzada. La prevalencia 
aumenta con la edad, aunque en un bajo porcentaje de casos, estos síntomas aparecen 
antes de los 50 años (342) (343). Se trata de una enfermedad principalmente esporádica, 
aunque también puede existir un origen genético familiar. Una de las principales 
características de esta enfermedad son los denominados cuerpos de Lewy, agregados 
de proteína α-sinucleína presentes en la sustancia nigra que causan citotoxicidad y 
favorecen la pérdida neuronal, afectando a las mitocondrias y a la integridad nuclear 
(344). La proteína α-sinucleína está codificada por el gen SNCA (locus PARK1) y ha sido 
relacionada con la plasticidad sináptica, el aprendizaje y la liberación de 
neurotransmisores en condiciones fisiológicas normales (345).  

Para entender la enfermedad de Parkinson hay que comprender el funcionamiento 
de las vías directa e indirecta del movimiento en las que intervienen los ganglios basales. 
Estos son un conjunto de estructuras subcorticales interconectadas entre sí y con la 
corteza y que cumplen funciones motoras. Los ganglios basales están formados por el 
estriado, constituido por caudado y putamen, el globo pálido, constituido a su vez por 
el globo pálido interno y externo, el núcleo subtalámico y la sustancia nigra, compuesta 
de sustancia nigra reticulada y compacta. Los ganglios basales se encuentran dispuestos 
de tal manera que la información se transmite de forma ordenada, siguiendo su 
disposición anatómica. La corteza cerebral se proyecta sobre los núcleos de entrada 
(estriado: caudado y putamen), que procesan la información y la transmiten hacia los 
núcleos de salida (globo pálido interno y sustancia nigra reticular) a través de 
estructuras intermedias (globo pálido externo y núcleo subtalámico).  Las fibras que 
llegan desde la corteza hacia el estriado son excitadoras, y su principal neurotransmisor 
es el glutamato. Desde el estriado se originan las vías directa e indirecta del control del 
movimiento, y las fibras que se proyectan desde esta estructura son inhibidoras (cuyo 
neurotransmisor es GABA).  

Las eferencias del estriado en la vía directa se dirigen directamente hacia el globo 
pálido interno y la sustancia nigra reticulada. En la vía indirecta, las eferencias se dirigen 
hacia el globo pálido externo, que a su vez está conectado a través de fibras inhibitorias 
con el núcleo subtalámico. Este último transmite la información por medio de fibras 
excitadoras hacia los núcleos de salida. Finalmente, las proyecciones de los núcleos de 
salida, que son de tipo inhibidor, se dirigen hacia el tálamo motor, que se encuentra 
conectado a su vez con la corteza a través de fibras excitadoras. La vía directa es 
hipercinética, por lo que facilita el movimiento. La activación del estriado inhibe los 
núcleos de salida, de manera que el tálamo queda desinhibido y dirige señales 
excitadoras hacia la corteza. Por otro lado, la vía indirecta es hipocinética y posee el 
efecto contrario. La inhibición del globo pálido externo desde el estriado causa una 
mayor actividad del núcleo subtalámico, que a su vez activará a los núcleos de salida, 
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inhibiendo al tálamo y las señales hacia la corteza. En la realización de movimientos 
voluntarios ambas vías se encuentran en equilibrio, lo que se conoce como 
normocinesia. Ambas vías están reguladas por la dopamina liberada por la sustancia 
nigra compacta, que actúa sobre los receptores D1 expresados principalmente en las 
neuronas de la vía directa, activándola, y sobre los receptores D2, expresados en la vía 
indirecta, inhibiéndola (346). En la enfermedad de Parkinson se produce una pérdida de 
neuronas de la sustancia nigra compacta. Cuando la muerte neuronal afecta al 80% de 
las neuronas dopaminérgicas de esta región comienzan a producirse los síntomas 
clásicos de la enfermedad, debido a una desregulación de las vías directa e indirecta del 
movimiento. La muerte de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra que 
inervan el estriado ha sido relacionada con múltiples factores, como la 
neuroinflamación, el estrés oxidativo, la disfunción mitocondrial y la acumulación de la 
proteína α-sinucleína, que genera los cuerpos de Lewy y fomenta la neuroinflamación 
(347) (348).  

 

Figura 17. Vías directa e indirecta del control del movimiento. Extraído de Schroll et al., 2016 (346). 

Se sabe que el sistema endocannabinoide se encuentra implicado en el control del 
movimiento modulando la neurotransmisión de GABA, glutamato y otros 
neurotransmisores en los ganglios basales (349) (350) (351), y ha sido estudiado en 
profundidad en relación a la enfermedad de Parkinson como potencial diana terapéutica 
por su relación con la neuroinflamación y el control de la señalización. El aumento en la 
actividad del sistema endocannabinoide al tratar con THC causa una disminución en la 
recaptación de GABA en el globo pálido que ha sido relacionado por algunos autores con 
sintomatología parkinsoniana (352). Existen evidencias de que tanto el sistema 
endocannabinoide como su señalización guardan relación con los procesos de la PD. Por 
ejemplo, en modelos de PD y de discinesia inducida por levodopa (LID) en primate se ha 
observado que el antagonista del receptor CB1, rimonabant, mejora la sintomatología 
de los animales, así como también se observa un incremento en la concentración de 
endocannabinoides en correlación con la sintomatología (353). Otros autores señalan 
que el tratamiento con THC mejora la discinesia en la LID (354). En animales modelo de 
PD se ha encontrado una concentración de endocannabinoides 7 veces superior a la 
normal en el globo pálido, que es reducida al tratar con agonistas del receptor D2 y D1 y 
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con el antagonista del receptor CB1 rimonabant. El tratamiento con quinpirole y 
rimonabant recupera parte de los síntomas motores encontrados en el modelo de la 
enfermedad (355). En pacientes de la PD la concentración de 2-AG está aumentada en 
líquido cefalorraquídeo, lo que por otra parte ha sido recientemente señalado como un 
factor protector frente a los síntomas de esta enfermedad. La inducción de los síntomas 
clásicos con MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina), sustancia sintética y 
neurotóxica que provoca la muerte de neuronas dopaminérgicas del estriado, da como 
resultado un aumento en la concentración de 2-AG, que unido a la inhibición de la MAGL 
y la COX-2 reduce la neuroinflamación regulando la respuesta inmune (356) (357). 
Recientemente se ha descrito que la inhibición de la FAAH, con el objetivo de aumentar 
la concentración de anandamida, ejerce un efecto neuroprotector sobre la muerte de 
neuronas dopaminérgicas tras su inducción mediante MPTP (358). La activación de CB1R 
en ratones tratados con MPTP reduce la neurotoxicidad del compuesto y favorece la 
supervivencia de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales, mientras que el bloqueo 
de CB1R revierte el efecto beneficioso del tratamiento con cannabinoides. Este efecto 
se observa in vitro únicamente en cultivos celulares de neuronas en presencia de 
microglía, lo que indica que el efecto del tratamiento está mediado por el control en la 
inflamación por parte de CB1R en la microglía (359). 

La expresión del receptor CB1 parece aumentada en la enfermedad de Parkinson en 
modelos animales en los que también se ha demostrado una mayor actividad de los 
receptores y un incremento de la activación de proteína G en los ganglios basales (360). 
El antagonismo de CB1R da como resultado una mejora de la hipocinesia, sin mejora de 
la neurotransmisión dopaminérgica o cambios en la glutamatérgica y GABAérgica en 
caudado y putamen (361). Además del tratamiento con MPTP, también existen otros 
modelos de PD inducidos por sustancias neurotóxicas como la 6-Hidroxidopamina (6-
OHDA). Este compuesto análogo de la dopamina puede ser capturado por el 
transportador de dopamina, por lo que presenta especificidad por neuronas 
dopaminérgicas como las de la substancia nigra. El mecanismo por el cual la 6-OHDA 
ejerce sus efectos no está claro del todo, pero se han propuesto tres mecanismos 
diferentes: i) Auto-oxidación de la 6-OHDA que da lugar a la formación de especies 
reactivas del Oxígeno, ii) formación de peróxido de hidrógeno por acción de la 
monoaminooxidasa o iii) inhibición del complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial 
(362). La inyección de 6-hidroxidopamina en ratones causa alteraciones emocionales y 
cognitivas que mejoran al tratar a los animales con rimonabant (363). Algunos autores 
que han llevado a cabo estudios similares en ratas con lesiones unilaterales provocadas 
con 6-hidroxidopamina, han observado un efecto neuroprotector mediado por la 
microglía al antagonizar el receptor CB1 y el receptor A2A (364). En ratones tratados con 
6-hidroxidopamina, los niveles de anandamida están aumentados mientras que la 
actividad de la FAAH y del transportador de membrana de la anandamida tienen una 
actividad reducida en el estriado. Sin embargo, la frecuencia y la amplitud de las 
corrientes postsinápticas espontaneas mediadas por glutamato están aumentadas en 
las neuronas espinosas del estriado, por lo que el aumento de la concentración de 
anandamida en respuesta al daño tóxico sirve para restaurar el estado fisiológico 
normal. El tratamiento de estos animales con levodopa revierte estos efectos inducidos 
por la 6-hidroxidopamina, aunque la levodopa puede inducir discinesia. La inhibición de 
la FAAH recupera la neurotransmisión por glutamato normal (365). En modelos similares 
de PD inducida por 6-hidroxidopamina, el tratamiento con THC y CBD afecta a la 
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reducción de los niveles de dopamina en el estriado. Dicho efecto perdura incluso 
después de retirar el tratamiento. Esto, sumado al hecho de que el CBD parece no 
interactuar directamente con los receptores de cannabinoides, podría indicar que 
ambos compuestos ejercen su efecto bien a través de sus propiedades antioxidantes o 
modulando la respuesta inflamatoria (366).  

En modelos transgénicos en los que se han eliminado genes esenciales en el 
desarrollo de PD como PARK1 (que codifica para α-sinucleína), PARK 2 (que codifica para 
la ligasa parquin) o PARK 6 (que codifica para la quinasa PINK1) se produce un cambio 
bifásico en el receptor CB1. Primero se observa una reducción de los niveles de mRNA 
de CB1R en caudado y putamen, con una reducción en el binding del receptor en el globo 
pálido. En edades más avanzadas de estos animales transgénicos se observa, por el 
contrario, un incremento en los niveles de mRNA del receptor en esas mismas áreas. En 
resumen, en las fases iniciales de la enfermedad tiene lugar una disminución en la 
expresión del receptor CB1 cuando se está produciendo una disfunción en la señalización 
dopaminérgica, seguido de un aumento en la expresión del receptor CB1 en fases más 
avanzadas, cuando comienza a producirse la muerte neuronal (367).  

 

Figura 18. Potencial del tratamiento con endocannabinoides en la enfermedad de Parkinson. 
Extraído de Massimiliano Di Filippo et al., 2008 (368). 

El receptor CB2 ha sido implicado en la regulación de la neuroinflamación en la 
microglía activa en enfermedades neurodegenerativas. En ratones modelo de PD 
tratados con MPTP se observa un aumento en la expresión de CB2R en la región ventral 
del mesencéfalo. El tratamiento con JWH015, agonista selectivo de CB2R, o con 
WIN55,212-2 en presencia del antagonista de CB1R reduce la activación de la microglía 
inducida por el MPTP, lo cual demuestra que el proceso está mediado por el receptor 
CB1 y no CB2. Por otro lado, la eliminación del receptor CB2 provoca un aumento en la 
toxicidad del MPTP (369). De forma similar, el tratamiento con LPS provoca un proceso 
inflamatorio similar al observado en la PD con una elevación en la expresión de citocinas 
proinflamatorias, activación de la microglía e infiltración de células de la periferia. Los 
ratones K.O. para el receptor CB2 muestran una mayor muerte de neuronas que 
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expresan la tirosina hidroxilasa en la substancia nigra en comparación con ratones wild-
type. Además, la ausencia del receptor CB2 incrementa la activación de la microglía y la 
infiltración de macrófagos de la periferia, sobre todo en substancia nigra. El tratamiento 
con LPS provoca también un aumento en los niveles de mRNA de CB2R en estriado y 
substancia nigra de animales wild-type.  Además, la activación del receptor CB2 reduce 
la expresión de citocinas proinflamatorias y reduce la activación de la microglía (370). 
Estos resultados evidencian la importancia del receptor CB2 en la patofisiología de la PD 
y cómo este receptor puede ser una interesante diana terapéutica en el control de la 
neuroinflamación. En conjunto, el sistema endocannabinoide tiene potencial como 
diana en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson. 

 

1.5.3. Enfermedad de Huntington 

La enfermedad de Huntington (HD) es un proceso neurodegenerativo hereditario, 
descrito por primera vez en el año 1871 por el médico estadounidense George 
Huntington. La enfermedad está causada por un aumento en el número de tripletes CAG 
de la secuencia del gen que codifica para la proteína Huntingtina (HTT). Normalmente la 
HTT contiene entre 6 y 35 repeticiones del triplete CAG, que codifica para el aminoácido 
glutamina (Q). En individuos con la HD el número de repeticiones supera las 36, de tal 
forma que se genera una secuencia poliQ en el dominio amino terminal de la proteína 
HTT (371). En la célula existen enzimas que reconocen estas secuencias anormalmente 
largas y las cortan, dando lugar a inclusiones neuronales intranucleares. Estas 
inclusiones fueron consideradas en un principio  como la causa principal de la HD y 
responsables de la muerte neuronal característica de la enfermedad (372). Sin embargo, 
estudios recientes indican que estas inclusiones también pueden favorecer la 
supervivencia neuronal al agregar la proteína HTT mutada y disminuir su solubilidad 
(373) (374). Por otro lado, la disfunción mitocondrial ha sido también relacionada con la 
fisiopatología de la enfermedad. La mutación de la HTT afecta a diversos factores de la 
transcripción como CREB y PPARγ, causando en último lugar una disminución en la 
expresión de genes mitocondriales (375). El estrés oxidativo y la activación de la 
microglía también son considerados factores que favorecen el progreso de la 
enfermedad (376) (377). Los síntomas de la HD van desde alteraciones motoras 
progresivas denominadas coreas hasta alteraciones cognitivas. Durante el avance de la 
enfermedad se va produciendo una pérdida progresiva de neuronas en regiones de los 
ganglios basales como el estriado, la substancia nigra y el globo pálido, y también se 
produce pérdida neuronal en la corteza cerebral. 

Como ya ha sido mencionado, el sistema endocannabinoide juega un importante 
papel en el control de la señalización en los ganglios basales donde se encuentra 
relacionado con el control motor. Algunos autores han reportado una disminución en la 
expresión del receptor CB1 en modelos de HD  en caudado, putamen, globo pálido y 
substancia nigra (378). Más concretamente, en ratones transgénicos RS/2, modelo de 
HD, se observa una disminución en los niveles de mRNA de CB1R en estriado en las fases 
iniciales de la enfermedad, y una menor expresión de CB1R en substancia nigra. También 
se ha observado una reducción importante del binding de ligandos específicos al 
receptor. Por otro lado, los ligandos endógenos anandamida y 2-AG  muestran unos 
niveles alterados en este modelo: Mientras que el 2-AG aumenta en la corteza, existe 



1. Introducción 
 

64 
 

una reducción en la concentración de anandamida en el hipocampo (379). Sin embargo, 
otros autores reportan que en corteza cerebral y estriado se produce una disminución 
en los niveles de 2-AG en fases presintomáticas, mientras que en fases sintomáticas 
existe un aumento en la concentración de anandamida en la corteza, y una reducción 
en otras regiones como el estriado (380). Estas alteraciones en el sistema 
endocannabinoide en las fases tempranas de la enfermedad podrían ser consideradas 
como un marcador del inicio de la enfermedad (381). Por otro lado, en la HD también se 
producen alteraciones en las enzimas involucradas en el metabolismo de los ligandos 
endocannabinoides. La NAPE-PLD, enzima responsable de la síntesis de anandamida, 
presenta una actividad reducida en estriado de ratones R6/2 en fases avanzadas de la 
enfermedad, al igual que la DAGL, responsable de la síntesis de 2-AG (382). La actividad 
de los enzimas de degradación de endocannabinoides también se encuentra alterada: 
La FAAH, responsable de la degradación de la anandamida, presenta una actividad 
reducida en linfocitos de la periferia de pacientes de la HD que no parece estar 
relacionada con una disminución en la expresión de la enzima, sino con un bloqueo 
funcional de su actividad (383). 

La expresión reducida del receptor CB1 en la HD ha sido relacionada con la muerte de 
neuronas espinosas medianas GABAérgicas, en las que existe una elevada expresión del 
receptor CB1. En fases presintomáticas de la HD se producen alteraciones en la 
regulación de las sinapsis GABAérgicas por parte del sistema endocannabinoide, que da 
lugar a una hiperactividad de estas  (384) (385). En el globo pálido se produce una 
reducción en la expresión del receptor CB1 acompañada de una sobreexpresión de 
GABAA y GABAB, que compensa la reducción en la actividad de GABA en el globo pálido 
en la HD (386). Estos cambios en los niveles de expresión del receptor CB1 contribuyen 
al progreso de la HD. De hecho, en ratones K.O. para el receptor CB1  tratados con ácido 
3-Nitropropiónico (3NP) se produce una exacerbación de los síntomas de la 
enfermedad, con alteraciones motoras más graves y un efecto tóxico mayor del 3NP en 
comparación con ratones wild-type (387).  

Mientras que la expresión de CB1R está reducida tanto en fases tempranas como 
tardías de la enfermedad, el receptor CB2 se encuentra sobreexpresado en células de la 
microglía en las fases tardías, y ha sido propuesto como diana terapéutica de la HD 
gracias a la falta de efecto psicoactivo de sus ligandos selectivos (388) (389). La 
activación del receptor CB2 muestra un efecto neuroprotector de las neuronas de 
proyección estriatal en ratones modelo de HD inducida por malonato. El bloqueo del 
receptor CB2 o la ausencia de éste potencia el efecto del malonato y por lo tanto la 
muerte neuronal. En este modelo se produce además una sobreexpresión de CB2R en 
células de la microglía (184). Este fenómeno también ha sido descrito en pacientes de 
HD y en ratones R6/2. En estos animales el silenciamiento del receptor CB2 produce un 
incremento en la activación de la microglía, agrava la sintomatología de la HD y reduce 
la vida de los ratones. En ratones wild-type en los que se ha inducido excitotoxicidad 
estriatal se ha observado que el tratamiento con agonistas de CB2R reduce la pérdida 
neuronal, la inflamación y los síntomas motores (390). 

Debido a que los hechos demuestran la importancia del sistema endocannabinoide 
en la HD, existen diversos estudios orientados a la determinación de la eficacia de los 
tratamientos con compuestos cannabinoides. El tratamiento con THC ejerce un efecto 
negativo, incrementando la toxicidad del malonato. Sin embargo, el tratamiento con 
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CBD revierte los efectos del THC. Además, el tratamiento con 2-AG y anandamida ejerce 
un efecto neuroprotector. Estos efectos se podrían explicar mediante el fenómeno del 
biased agonism, de tal forma que agonistas que promueven el reclutamiento de 
arrestinas ejercen un efecto negativo sobre la enfermedad, mientras que los que 
promueven la actividad de la proteína Gαi poseen un efecto beneficioso (391). La 
actividad del CBD no parece estar mediada por el receptor CB1, puesto que el 
tratamiento con antagonistas como el rimonabant no revierten el efecto del CBD en la 
HD, por lo que estaría actuando como modulador alostérico. Algunos tratamientos han 
mostrado la eficacia del sistema endocannabinoide en el control de la excitotoxicidad al 
regular los procesos de excitabilidad neuronal (392). 

 

1.6. Sistema endocannabinoide y consumo de alcohol 

1.6.1. Breve historia del consumo de bebidas alcohólicas 

El ser humano lleva consumiendo bebidas alcohólicas desde tiempos inmemoriales. 
Se cree que en el paleolítico (hace unos 12000 años) el ser humano descubrió de forma 
accidental las primeras bebidas alcohólicas fermentadas. Se especula que el grano y la 
fruta recogida, mezclados con el agua de la lluvia y las levaduras naturales presentes en 
los alimentos, daban lugar a sustancias fermentadas que podrían ser consideradas como 
las primeras bebidas alcohólicas. La evidencia más antigua del consumo de bebidas 
alcohólicas procede de la antigua China, donde se han encontrado  jarras de arcilla de 
hace 7000 años con restos de una antigua receta de una bebida fermentada elaborada 
con una mezcla de arroz, miel y fruta (393). El consumo de bebidas alcohólicas en la 
antigüedad estaba asociado tanto a ritos como a la medicina y el uso recreativo, por lo 
que se encontraba muy extendido. Este hecho dio lugar a la creación de distintas recetas 
entre las que se encontraba el vino, que supuestamente fue inventado en Armenia hace 
unos 6000 años. De la misma forma nació la cerveza, cuyo consumo se extendió 
rápidamente por todo el mundo antiguo. De hecho, las recetas de cerveza de los 
antiguos egipcios, que se cuentan por más de 20, no eliminaban los restos de trigo del 
mosto, dando lugar a un producto espeso considerado un alimento y no tanto una 
bebida, y que era consumido incluso por los niños. Además, las bebidas alcohólicas 
presentaban un beneficio importante en la antigüedad, y es que, ante la falta de 
recursos para potabilizar el agua, el consumo de bebidas con cierto grado alcohólico era 
una ventaja frente al riesgo de contraer enfermedades como el cólera por el agua 
contaminada.  

El consumo de bebidas alcohólicas en rituales religiosos ya estaba muy extendido 
entre las religiones antiguas. En algunos casos como medio para alcanzar estados de 
trance. Bebidas como el vino han dejado una huella indeleble en culturas mediterráneas 
y de oriente próximo. Un claro ejemplo es la veneración al dios del vino (Dionysus en 
Grecia, Bakkhos en Roma) de la cultura greco-romana, donde en los rituales en honor a 
dicha divinidad se consumían grandes cantidades de alcohol. Entre otros ejemplos, 
encontramos el pueblo egipcio, que ofrecía vino y cerveza a sus dioses, a la vez que los 
consumían. Las culturas nórdicas bebían cerveza en honor a la caza o al Dios Odín, padre 
de todos los dioses de la mitología nórdica. En las culturas Judeocristianas el consumo 
de alcohol también juega un papel fundamental. En la eucaristía cristiana se consume 
vino simulando la sangre de Cristo tal y como se hacía en sus inicios y está recogido en 
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el nuevo testamento de la Biblia, mientras que, en la religión judía, tan famosa como la 
borrachera de Noé en el antiguo testamento es el consumo de vino en rituales y 
ofrendas a Yahveh. Por otro lado, en culturas como la china el consumo de bebidas 
alcohólicas estaba contemplado como remedio medicinal. De hecho, era considerado 
un tratamiento eficaz en el mundo antiguo contra la fatiga y la depresión. Asimismo, el 
consumo de alcohol también ha sido reconocido a lo largo de la historia como un 
método anestésico (394).  

El desarrollo de técnicas de destilación durante la Edad media permitió innovar en la 
creación de nuevas bebidas alcohólicas, los destilados, con un mayor grado de alcohol. 
Estas bebidas alcanzaron un éxito similar al de las bebidas fermentadas. Sin embargo, a 
pesar de ser una costumbre aceptada en las culturas antiguas, también eran conocidos 
los efectos adversos del consumo de alcohol, que, desde entonces hasta la actualidad, 
han supuesto un importante riesgo para la salud humana siendo causa de una de las 
peores adicciones, la alcohólica, que a su vez es causante de múltiples patologías entre 
quienes la padecen. En algunos casos, como en la antigua China, la expansión de 
problemas con el alcohol entre la población llegó hasta tal punto que tuvo que 
prohibirse la producción y consumo de vino y cerveza. Durante la revolución industrial, 
en países como el Reino unido, comenzaron a repudiarse aquellas actitudes impropias 
causadas por el consumo de alcohol y se puso en valor la sobriedad como requisito en 
la eficiencia laboral. Hoy en día, los problemas causados por el alcohol son los mismos 
que antes, pero por desgracia su consumo no tiene las mismas connotaciones negativas 
que el de otras drogas como el cannabis.  

 

1.6.2. Consumo de alcohol: Metabolismo, neuroadaptaciones y sistema 
endocannabinoide 

El alcohol es una droga socialmente aceptada entre la población. Su consumo, salvo 
en la cultura islámica, está muy extendido alrededor del mundo. Existen cientos de 
bebidas alcohólicas distintas, tanto fermentadas como destiladas, que son vendidas 
legalmente en establecimientos de hostelería y supermercados de prácticamente todo 
el planeta. Aunque en muchos países su venta está regulada y prohibida a menores de 
18 años, el acceso de la gente joven a las bebidas alcohólicas no es difícil, y la edad de 
inicio en el consumo de esta droga es cada vez menor. El resultado es que 
progresivamente más gente joven tiene problemas derivados del consumo de alcohol, 
que además suele ir asociado al uso de otras drogas recreativas. En Estados Unidos se 
estima que 18 millones de personas sufren algún tipo de desorden relacionado con el 
consumo de alcohol (datos del National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism, 
NIAAA). Si se tiene en cuenta la población mundial, esta cifra alcanza el 5%. Esto significa 
que unos 350 millones de personas pueden desarrollar adicción a esta droga, que 
suponen un importante problema sanitario en más de medio mundo, causando desde 
enfermedades hepáticas a problemas cardiovasculares y por supuesto, problemas de 
adicción.  

Cuando una persona ingiere una bebida alcohólica, el etanol de esta es absorbido por 
difusión simple a través del epitelio del estómago y el intestino delgado. Rápidamente 
llega al torrente sanguíneo y es transportado desde el tracto gastrointestinal hacia el 
hígado, el principal órgano responsable de su metabolización. El etanol difunde 

https://www.niaaa.nih.gov/
https://www.niaaa.nih.gov/
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fácilmente a través de las membranas celulares, por lo que normalmente la 
concentración de etanol en órganos y tejidos es similar a la concentración en sangre. 
Esto significa que también puede atravesar con facilidad la barrera hematoencefálica y 
llegar hasta el cerebro. En la difusión y distribución del etanol por el organismo juega un 
papel importante la abundancia relativa de agua de cada tejido, por lo que en tejido 
adiposo la concentración de etanol tras la ingesta es muy baja. Gran parte del etanol 
ingerido es metabolizado por el hígado, aunque también puede ser procesado por el 
estómago. Las enzimas responsables de la metabolización del etanol son la enzima 
alcohol deshidrogenasa y la catalasa, aunque también interviene el sistema microsomal 
de oxidación del etanol. La enzima alcohol deshidrogenasa cataliza una reacción en la 
que a partir de etanol y nicotinamida adenina dinucleótido (NAD+) se produce 
acetaldehído y NAD reducido (NADH). El NADH puede ser empleado por las 
mitocondrias en la síntesis de ATP. Por otro lado, la catalasa cataliza una reacción en la 
que a partir de etanol y peróxido de hidrógeno se produce acetaldehído y agua. En 
último lugar, en el sistema microsomal de oxidación del etanol interviene el citocromo 
P450, que cataliza una reacción enzimática en la que, a partir de etanol, poder reductor 
en forma de NADH y Oxígeno se obtiene acetaldehído, NAD+ y agua.  El acetaldehído 
obtenido en estas reacciones es metabolizado por la enzima acetaldehído 
deshidrogenasa, que cataliza una reacción en la que a partir de acetaldehído y NAD+ se 
obtiene acetato y NADH. El acetato obtenido puede dar lugar a acetil coenzima A que es 
empleado principalmente en la síntesis de ácidos grasos.  Aunque cerca del 90% del 
etanol es oxidado por el metabolismo del cuerpo, el 10% restante es eliminado por la 
orina, el sudor y la respiración (395) (396) (397). 

Los efectos más evidentes del consumo agudo de bebidas alcohólicas son aquellos 
provocados por las alteraciones en el SNC. El etanol, como ya ha sido mencionado, 
atraviesa fácilmente la barrera hematoencefálica, y por lo tanto es capaz de afectar 
directamente a las estructuras del cerebro. En primer lugar, el etanol altera las 
membranas celulares, y por lo tanto interfiere con los componentes de la membrana 
plasmática de las neuronas. Antiguamente se consideraba que, puesto que el etanol es 
un solvente orgánico, este afectaba a la fluidez de las membranas plasmáticas de las 
neuronas y por lo tanto los efectos observados se debían a este fenómeno. El efecto que 
ejerce el etanol en las proteínas celulares no es homogéneo, ya que hay algunos 
elementos como la AC (398) o factores de la transcripción como CREB que son más 
sensibles a los efectos de esta sustancia (399). El etanol también puede afectar a 
proteínas quinasas como la PKC, interactuando directamente con ella, potenciando su 
actividad y ejerciendo efectos anestésicos (400). Además, el etanol puede actuar 
directamente sobre los receptores ionotrópicos de GABA y de NMDA (Figura 19).  
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Figura 19. Lugar de interacción del etanol en el receptor GABAA. Extraído de Ayesta FJ, 2002 (401). 

De la interacción con estos dos receptores derivan la mayoría de efectos del etanol 
en el SNC (402). El etanol es capaz de potenciar la actividad de los receptores 
ionotrópicos GABAA (403) (404). El complejo formado por el receptor GABAA en la 
membrana neuronal forma un canal con cinco subunidades que permite el paso de iones 
como el Cl-, que disminuyen la excitabilidad neuronal. Existen diversos fármacos que 
pueden interactuar con este receptor, tal y como se observa en la figura 19. El etanol 
afecta la función del complejo porque es capaz de interactuar directamente sobre la 
proteína como regulador alostérico. El etanol no afecta de igual forma a todos los 
complejos GABAA. Esto podría deberse a que existen múltiples subunidades diferentes 
que forman la estructura pentamérica de los receptores GABAA en distintas 
combinaciones, cada una respondiendo de forma distinta al etanol (405). Existen 
discrepancias sobre cómo afecta el etanol a la actividad de GABAA, aunque podría ser a 
través de una potenciación de los compuestos que lo activan. Por ejemplo, el etanol 
potencia la actividad de GABAA favoreciendo la fosforilación de aquellos complejos 
formados por al menos una subunidad γ2 a través de la PKC (406). La acción del etanol 
sobre GABAA está implicada también en el refuerzo positivo en el consumo de bebidas 
alcohólicas. De hecho, el tratamiento con antagonistas de GABAA  en amígdala de ratas 
disminuye la ingesta de etanol en procesos experimentales (407). El consumo crónico 
de bebidas alcohólicas produce un incremento en la expresión de la subunidad α2 del 
receptor GABAA en el núcleo accumbens, que ha sido relacionada también con un 
incremento en el riesgo de aparición de adicciones, como por ejemplo la alcohólica o la 
adicción a benzodiacepinas (408). Sin embargo, aunque la actividad de GABAA es 
potenciada por acción del etanol, la síntesis de péptidos opioides también está 
potenciada, ejerciendo un efecto inhibidor de la neurotransmisión GABAérgica en el 
núcleo accumbens y potenciando la liberación de Dopamina, generándose así un efecto 
reforzador del consumo de bebidas alcohólicas (409). 

El etanol también puede modular la actividad de los receptores NMDA, básicamente 
inhibiéndolos. El receptor NMDA participa en el fenómeno de potenciación a largo plazo 
(LTP) en las sinapsis. Este receptor puede ser activado por glutamato, un importante 
neurotransmisor excitador. El receptor NMDA es un canal que permite el flujo de iones 
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Na+, K+ y Ca2+ al interior de la célula. Así, el etanol es capaz de inhibir el flujo de iones 
Ca2+ del exterior al interior de la célula inducido por la activación del receptor NMDA 
(410), de tal forma que la actividad del etanol sobre el receptor inhibe la LTP (411). La 
regulación negativa de la actividad del receptor NMDA parece estar implicada también 
en el fenómeno del Blackout en el hipocampo, es decir, en las pérdidas de memoria que 
se producen tras el consumo agudo de grandes cantidades de etanol (412). Además, la 
exposición al etanol incrementa la expresión del receptor NMDA. En períodos de 
abstinencia, se produce una hiperactividad debido al incremento en los niveles de 
expresión del receptor NMDA (413) que favorece la muerte neuronal por excitotoxicidad 
en regiones como el hipocampo.  El exceso de actividad glutamatérgica además puede 
llegar a producir el conocido como delirium tremens, que lleva a la muerte si no es 
tratado adecuadamente (414). Estos procesos potencian también los efectos aversivos 
de la abstinencia alcohólica. 

También se ha descrito la capacidad del etanol para afectar la liberación de dopamina 
en el circuito de la recompensa, aunque no se conoce con exactitud el mecanismo por 
el que el etanol ejerce este efecto. Este dato se encuentra estrechamente relacionado 
con alteraciones en la señalización dopaminérgica debido al consumo crónico de 
bebidas alcohólicas. Así, en animales tratados con etanol, la cronificación da como 
resultado una disminución en la liberación de dopamina en el núcleo accumbens y una 
disminución en la actividad dopaminérgica (415). También se ha observado cómo tras el 
consumo de etanol, se produce una liberación puntual de dopamina en el núcleo 
accumbens que poco a poco recupera los niveles basales de este neurotransmisor. Sin 
embargo, la disminución continúa y no se recuperan los niveles basales de dopamina 
hasta que vuelve a ingerirse etanol de nuevo. Este efecto puede contribuir al refuerzo 
negativo en períodos de abstinencia (416). Este tipo de neuroadaptaciones parecen 
jugar un papel importante en el desarrollo de la tolerancia al etanol y la abstinencia 
alcohólica.  

Además de los cambios producidos por el etanol en los receptores NMDA y GABAA, 
el sistema endocannabinoide está íntimamente relacionado con los efectos ejercidos 
por el etanol. De hecho, la adicción alcohólica está relacionada con la actividad del 
receptor CB1. De manera muy característica se ha descrito que los niveles de expresión 
del receptor CB1 están reducidos en animales que han sido sometidos a la ingesta de 
etanol en la dieta. La expresión del receptor CB1 en ratones K.O. para el receptor D2 está 
aumentada en corteza cerebral, caudado y núcleo accumbens. La exposición a etanol 
revierte esta sobreexpresión. Esto indica que tanto el consumo de bebidas alcohólicas 
como la presencia del receptor D2 regulan la expresión del receptor CB1 (417). En 
animales wild-type que siguen un patrón crónico de consumo de etanol, los niveles de 
anandamida y 2-AG están aumentados. Estos animales presentan un consumo 
voluntario de etanol reducido. El mismo efecto se observa al antagonizar el receptor 
CB1. Por el contrario, los agonistas de CB1R potencian la búsqueda e ingesta de etanol 
(418). La activación de CB1R produce una inhibición de la neurotransmisión por GABA en 
zonas concretas del sistema de la recompensa como el área tegmental ventral, de tal 
forma que se elimina la inhibición ejercida por las neuronas GABAérgicas sobre las 
dopaminérgicas, favoreciendo la liberación de Dopamina. Así, se potencian los efectos 
reforzadores del consumo de bebidas alcohólicas, convirtiendo al receptor CB1 en una 
interesante diana terapéutica en el tratamiento del alcoholismo (419) (420).  
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En animales en los que se ha simulado el patrón de ingesta de etanol en adolescentes, 
es decir, un patrón intermitente de consumo relacionado con actividades recreativas, 
los niveles de expresión del receptor CB1 en el bazo se encuentran reducidos, mientras 
que los del receptor CB2 muestran un claro incremento, afectando a la producción de 
citocinas proinflamatorias. Por otro lado, parece que el etanol no afecta de la misma 
manera a ambos sexos. Se ha descrito una diferencia clara entre sexos en la expresión 
de la NAPE-PLD, que está aumentada en hembras y reducida en machos. El significado 
funcional de este dimorfismo sexual no ha sido determinado todavía (421). Estas 
diferencias entre sexos de los efectos que ejerce el etanol en el sistema 
endocannabinoide también han sido observadas en el núcleo accumbens. En ratas 
macho se produce una reducción en el mRNA de la NAPDE-PLD, la DAGL y la MAGL tras 
el consumo intermitente de etanol, mientras que en las hembras los niveles de mRNA 
se mantienen constantes (422). Las diferencias en la cantidad de tejido adiposo también 
influyen en el efecto del etanol. Las hembras presentan una cantidad mayor de este 
tejido en comparación con los machos, por lo que el contenido en agua del cuerpo de 
las hembras es menor, lo que afecta directamente a la concentración de etanol presente 
en los tejidos donde puede diluirse. 

Mediante la técnica de la tomografía por emisión de positrones ha podido 
comprobarse que en individuos que presentan dependencia alcohólica está reducida la 
unión del receptor CB1 a sus agonistas. Esta situación se mantiene incluso hasta 4 
semanas después de la abstinencia alcohólica. Parece ser que en individuos alcohólicos 
portadores del polimorfismo T/C rs2023239 del receptor CB1, presente en el extremo 3’ 
del segundo intrón del gen, la unión de ligandos cannabinoides no está tan reducida 
como en los individuos portadores del resto de polimorfismos (423). En el caso del 
receptor CB2 también existe un polimorfismo Q63R que genera una mayor preferencia 
por el consumo de bebidas alcohólicas. Existen polimorfismos de la FAAH que afectan a 
los niveles de anandamida circulantes y que parecen favorecer el consumo de bebidas 
alcohólicas. Por ejemplo, en individuos con el polimorfismo C385A de la FAAH existe una 
mayor sensibilidad a la recompensa que está relacionado con una mayor facilidad para 
desarrollar desórdenes alcohólicos (424). 

Los niveles de fitocannabinoides circulantes como el THC son mayores también en 
individuos que consumen conjuntamente cannabis y bebidas alcohólicas, en 
comparación con individuos que consumen únicamente cannabis. Esto significa que el 
etanol afecta a la absorción de THC, lo que potencia los efectos de la marihuana (425). 
Algunos autores han sugerido que el consumo conjunto de ambas sustancias, a pesar de 
que el etanol potencia el efecto del cannabis, podría ejercer un papel neuroprotector 
(426). Otros estudios llevados a cabo en células dendríticas derivadas de monocitos 
tratadas con etanol muestran cambios en los niveles de expresión de CB1R, que 
confirman que el etanol posee un efecto negativo sobre la expresión de este receptor. 
Además, el etanol potencia la expresión del receptor CB2 y de GPR55 en estas células. 
Asimismo, se observa un incremento en la expresión de citocinas proinflamatorias 
debido a la exposición al etanol. El bloqueo de los receptores CB2 y GPR55 da como 
resultado un potenciación todavía mayor de la expresión de citocinas proinflamatorias, 
lo que sugiere un efector neuroprotector de los receptores CB2 y GPR55 (427).  

La exposición al etanol no induce cambios únicamente en la expresión de los 
receptores cannabinoides. También puede verse afectada su señalización. Por ejemplo, 
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un estudio sobre el receptor CB1 en el hígado demostró que este receptor regula la 
síntesis de ácidos biliares. Este proceso implica la activación del factor de la transcripción 
CREB como resultado de la activación de CB1R. La exposición al etanol de las células 
hepáticas incrementa la síntesis de ácidos biliares, transaminasas y también aumenta la 
actividad de CREB, que a su vez es responsable de la transcripción de genes de las 
enzimas hepáticas encargadas de la síntesis de ácidos biliares. De forma interesante, en 
este mismo estudio comprobaron que la insulina ejerce un efecto protector frente a la 
desregulación en la síntesis de ácidos biliares. A este nivel, CB1R y CREB son interesantes 
dianas terapéuticas en la protección del hígado en individuos alcohólicos (428).  

El etanol también puede afectar la síntesis de hormonas a través de la activación del 
sistema endocannabinoide, como es el caso de la hormona luteinizante. La anandamida 
bloquea la liberación de la hormona luteinizante, y en presencia de etanol este efecto 
se ve reforzado mediante la activación del receptor CB1 (429). El etanol puede causar 
cambios epigenéticos que afectan la expresión genética. Por ejemplo, en ratones P7, el 
etanol promueve la acetilación de la histona H4 en la posición Lys8 en el exón 1 del gen 
CNR1, que codifica para CB1R en el hipocampo y en la neocorteza. En esta región el 
etanol también disminuye la fosforilación del factor de la transcripción CREB. De esta 
forma el etanol causa un aumento en la expresión de CB1R y una afectación de la 
transcripción genética que provoca alteraciones en la memoria espacial  y social en los 
animales (430). Otro estudio llevado a cabo en el hipocampo de ratas sometidas a un 
tratamiento intermitente de consumo alcohólico muestra una disminución inicial de la 
expresión de CB1R en el hipocampo, seguido de un incremento en su expresión a largo 
plazo, acompañado de un aumento de los niveles de endocannabinoides. Este 
fenómeno podría ser el responsable de algunos de los déficits cognitivos observados en 
individuos alcohólicos (431). En las células granulosas del cerebelo, la exposición aguda 
a etanol causa un aumento en los niveles de anandamida disponibles a causa de la 
inhibición en el transporte de este endocannabinoide. Por el contrario, la exposición 
crónica a etanol parece ejercer el efecto opuesto, lo que sugiere que el transporte de 
anandamida podría jugar un papel importante en la tolerancia a largo plazo al etanol 
(175). En ratones inmaduros, la exposición a etanol provoca disfunción sináptica. La 
exposición temprana causa un aumento en la expresión de CB1R en corteza e 
hipocampo, así como un aumento en los niveles de anandamida, pero no en los de 2-
AG. La expresión de enzimas de síntesis de anandamida también está potenciada. La 
activación de CB1R en presencia de etanol en estos animales disminuye la activación de 
la vía de ERK1/2 y potencia la degeneración neuronal. Este proceso está implicado en la 
aparición de los síntomas del síndrome alcohólico fetal (432). La activación del receptor 
CB2 ejerce un efecto protector frente a la pérdida neuronal en las regiones neurogénicas 
de ratones adultos con dependencia alcohólica. El tratamiento con el agonista específico 
de CB2R, JWH133, evita la neurodegeneración observada en la zona subgranular del giro 
dentado, la zona subventricular de los ventrículos laterales y el hipotálamo que se 
produce por la exposición a etanol (433). 

La neurotransmisión corticoestriatal también está afectada como consecuencia de la 
interacción del etanol con el sistema endocannabinoide. Las corrientes postsinápticas 
excitatorias corticoestriatales están inhibidas durante la exposición al etanol. El 
antagonismo del receptor CB1 recupera estas corrientes, lo que demuestra que la 
activación del receptor CB1 durante el consumo agudo de bebidas alcohólicas está 
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involucrado en el proceso (434). En amígdala, en la región basolateral, la exposición a 
etanol y la señalización del sistema endocannabinoide muestran un efecto antagónico 
que podría guardar relación con los comportamientos de búsqueda y consumo de 
bebidas alcohólicas en individuos dependientes (435). También se ha relacionado al 
sistema endocannabinoide y la neuroinflamación en los efectos a nivel emocional en la 
exposición intermitente a etanol. En animales en período de abstinencia se producen 
comportamientos ansiogénicos y alteraciones en memoria, acompañados de un 
incremento en la expresión de enzimas de síntesis de endocannabinoides en corteza 
prefrontal media, mientras que en la amígdala los niveles de expresión están reducidos. 
En estriado también se produce una reducción en la expresión de CB1R y CB2R. Además, 
la expresión de citocinas proinflamatorias está aumentada en corteza prefrontal media 
(436). En conjunto, todas estas evidencias remarcan el importante papel que juega el 
sistema endocannabinoide durante el consumo tanto agudo como crónico de bebidas 
alcohólicas, y manifiestan la necesidad de investigar y desarrollar nuevas terapias frente 
al alcoholismo y sus efectos colaterales, que tengan como diana terapéutica al sistema 
endocannabinoide. 
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2. Objetivos 

El sistema endocannabinoide se compone de los receptores de cannabinoides CB1 y 
CB2 y de los enzimas de síntesis y degradación de los compuestos de origen lipídico que 
actúan como ligandos endocannabinoides. Al igual que otros GPCR, los receptores de 
cannabinoides pueden formar heterómeros, modificando la ya de por si compleja 
farmacología cannabinoide. La implicación del sistema endocannabinoide en 
enfermedades neurodegenerativas está bien descrita. En esta clase de enfermedades 
tienen lugar procesos neuroinflamatorios, que cursan con activación de las células de la 
microglía y en los que la actividad del sistema endocannabinoide juega un papel 
inmunomodulador, cuyo principal objetivo es contrarrestar la inflamación. Por ejemplo, 
ha podido determinarse que la activación de los receptores de cannabinoides en 
determinadas condiciones de neuroinflamación reduce la síntesis de citocinas 
proinflamatorias. Teniendo en cuenta estos antecedentes, el primer y el segundo 
objetivo de esta tesis han sido los siguientes: 

Objetivo 1. Detectar los cambios en los receptores CB1 y CB2 de cannabinoides, así 
como en la formación del heterómero CB1R/CB2R en microglía activada. 

Objetivo 2. Desvelar la relevancia fisiológica de los receptores cannabinoides y la 
expresión y señalización del heterómero en celulas microgliales activadas. 

 

El sistema endocannabinoide también se encuentra implicado en la adicción a 
distintas sustancias de abuso. La activación de los receptores CB1 y CB2 ha sido 
relacionada con un incremento en la búsqueda y consumo de sustancias como el alcohol 
en animales de experimentación. Además, la expresión de los receptores de 
cannabinoides, así como la del receptor GPR55 se encuentra alterada en pacientes 
alcohólicos. Por lo tanto, el sistema endocannabinoide es una interesante diana 
terapéutica para el desarrollo de fármacos orientados al tratamiento tanto de la adicción 
como de los efectos deletéreos del etanol en el sistema nervioso central. Con estos 
precedentes, los objetivos tercero y cuarto de esta tesis han sido los siguientes: 

Objetivo 3.  Identificar los cambios en la heteromerización de los receptores CB2 y 
GPR55 ejercidos por el etanol. 

Objetivo 4. Identificar los cambios en la señalización celular de CB2R y GPR55 
ejercidos por el etanol en células transfectadas y cultivos primarios de hipocampo. 
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3. Materiales y métodos generales 

3.1. Vectores de expresión y proteínas de fusión 

Se utilizaron cDNAs que codifican para los receptores de estudio (humanos) clonados 
en el vector de expresión pcDNA3.1 (InvitrogenTM Life technologies, Waltham, 
Massachusetts, E.E.U.U.) (Figura 1B). El DNA de los receptores se amplificó sin el codón 
de parada empleando cebadores específicos sentido y antisentido que contienen sitios 
de restricción para los enzimas HindIII y BamHI o BamHI y KpnI. Posteriormente, los 
fragmentos obtenidos se clonaron en pauta de lectura con las proteínas Rluc, YFP o GFP2 
en los sitios de restricción HindIII y BamHI en el vector que contiene la secuencia de Rluc 
(Perkin-Elmer®, Welesley, MA, E.E.U.U.) (Figura 1C) o BamHI y KpnI en vectores que 
contienen la secuencia de YFP (Clontech laboratories inc., Heidelberg, Alemania) (Figura 
1A) y GFP2 (Clontech laboratories inc.) (Figura 1B). Con este proceso se obtuvieron 
plásmidos que expresaban los receptores fusionados a Rluc, YFP o GFP2 por su extremo 
carboxilo terminal.  

 

Figura 1. Mapa de los plásmidos empleados. A, plásmido con la secuencia de la proteína YFP (Clontech 
laboratories inc.); B, plásmido con la secuencia de la proteína GFP2 (Clontech laboratories inc.); C, 
plásmido con la secuencia de la enzima Renilla luciferasa (Perkin-Elmer); D, plásmido pcDNA3.1 que carece 
de Tag (InvitrogenTM Life technologies). 
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3.2. Reactivos 

El LPS y el interferón-γ (IFN-γ) se adquirió de Sigma-Aldrich (San Louis, Missouri, 
E.E.U.U.) y el 2 -Araquidonilglicerol, anandamida, ACEA, rimonabant, JWH133, CP55940 
y AM630 de Tocris Bioscience (Bristol, R.U.). El LPI se adquirió de Merck/Millipore 
(Billerica, Massachusetts, E.E.U.U.). 

 

3.3. Ensayo de viabilidad celular 

El porcentaje de supervivencia celular se calculó contando células vivas y muertas con 
un contador de células automatizado Countless II FL automated cell counter (Thermo 
Fisher Scientific-Life Technologies, Waltham, Massachusetts, E.E.U.U.) tras diluir las 
células con azul de tripán (1:1 v/v). 

 

3.4. Generación del modelo de la enfermedad de Parkinson (PD), tratamiento con 
levodopa y evaluación de la discinesia 

Se utilizaron ratas Wistar macho. Todos los experimentos se realizaron en 
conformidad con las directivas de la UE (2010/63/UE y 86/609/CEE) y fueron aprobados 
por el comité de ética de la universidad de Santiago de Compostela. Los animales se 
dividieron en tres grupos como sigue: ratas no lesionadas, animales lesionados con 6-
hidroxidopamina (6-hidroxi-DA) que recibieron un tratamiento con vehículo, y animales 
lesionados que recibieron un tratamiento crónico con levodopa. Los detalles sobre la 
generación del modelo, el protocolo de administración de fármacos y el análisis de 
comportamiento se describen en Farré et al., 2015 (437). En resumen, se realizó una 
cirugía en ratas anestesiadas con ketamina/milazina (1% de ketamina, 75 mg/kg y 2% de 
xilazina, 10 mg/kg). Se produjeron lesiones en el haz del prosencéfalo medial derecho 
para lograr una lesión unilateral completa de la vía nigroestriatal. A las ratas se les ha 
inyectado 12 μg de 6-hidroxi-DA (Sigma-Aldrich) en 4 μL de suero salino estéril que 
contiene 0,2 % de ácido ascórbico. Las coordenadas estereotácticas han sido las 
siguientes:  3,7 mm posterior al bregma, 1,6 mm lateral a la línea media y 8,8 mm ventral 
al cráneo en la línea media. La barra dentada se ajustó a 3,3 mm. La solución se inyectó 
usando una jeringa Hamilton de 5 μL acoplada a un inyector motorizado (Stoelting), a 
una velocidad de 0,5 μL/min, y la cánula se mantuvo in situ 2 min después de la 
inyección. Tres semanas después de la cirugía, la eficacia de la lesión se evaluó mediante 
la prueba de rotación por anfetamina y la prueba de cilindro. La extensión de la lesión 
se verificó finalmente por análisis de la tirosina hidroxilasa mediante Western Blot. La 
lesión nigroestriatal se confirmó por la pérdida de tirosina hidroxilasa (TH) mediante 
tinción inmunohistoquímica.  

La rotación inducida por anfetamina se probó en un aparato Rota-count 8 (Columbus 
Instruments, Columbus, OH, E.E.U.U.) monitorizando giros completos de cuerpo (360°) 
en cualquier dirección. Se registraron los giros de cuerpo completo hacia la izquierda o 
la derecha durante 90 min después de una inyección de D-anfetamina (2,5 mg/kg, i.p.) 
disuelta en solución salina. Las ratas que mostraron más de seis giros/min ipsilaterales 
a la lesión se incluyeron en el estudio; esta tasa corresponde a una depleción de más de 
un 90% de las fibras de dopamina en el estriado (438). 
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El uso espontáneo de miembros anteriores se evaluó mediante la prueba de cilindros 
(439). Las ratas se colocaron individualmente en un cilindro de vidrio (20 cm de 
diámetro), y el número de contactos con la pata delantera izquierda o derecha se 
anotaron por un observador ciego a la identidad de los animales, y fueron presentados 
como el porcentaje de toques con la pata izquierda alterados con respecto al total. Un 
animal control obtendría una puntuación imparcial del 50%, mientras que la lesión 
generalmente reduce el rendimiento de la pata alterada a menos del 20% de los 
contactos totales con la pared. Los animales tratados con levodopa han recibido una 
inyección subcutánea diaria con una dosis del éster metílico de levodopa (6 mg/kg) más 
benserazida (10 mg/kg) durante 3 semanas (este tratamiento induce de forma fiable 
movimientos discinéticos). Con el fin de discriminar animales discinéticos de no 
discinéticos, la manifestación de AIMS inducidos por levodopa (movimientos 
involuntarios) se evaluó de acuerdo con la escala de discinesia en rata descrita en detalle 
anteriormente (440) (441). La severidad de cada uno de los subtipos de AIM (miembro, 
orolingual y axial) se evaluó utilizando puntuaciones de 0 a 4 (1, ocasionales, es decir, 
presentes menos del 50% del tiempo; 2, frecuentes, es decir, presentes más del 50% del 
tiempo; 3, continuos, pero interrumpidos por fuertes estímulos sensoriales; 4, 
continuos, no interrumpidos por fuertes estímulos sensoriales). Las ratas se clasificaron 
como discinéticas si mostraban una puntuación de ≥ 2 por período de monitorización en 
al menos dos tipos diferentes de AIM. Los animales se clasificaron como no discinéticos 
si no exhibían AIMs o estos eran leves/ocasionales (442). Los animales con puntuaciones 
bajas se descartaron.  

 

3.5. Ratón transgénico APP modelo de la enfermedad de Alzheimer (AD) 

Los ratones transgénicos APPSw, Ind (línea J9, fondo C57BL / 6) que expresan APP695 
humana que alberga el FAD-linked, que contiene la variante K670 N/M671 L e Indiana 
(V717 F) en el promotor de PDGFβ, se obtuvieron mediante el cruce de ratones APPSw, 

Ind y de ratones no transgénicos (WT) (443). 

 

3.6. Producción de oligómeros de Aβ 

La preparación y prueba de oligómeros de Aβ se realizó como está descrito en el 
trabajo realizado por Rönicke y colaboradores (444). En resumen, el péptido Aβ1-42 
liofilizado se disolvió en 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP, Sigma-Aldrich) a 0,5 
mg/mL. La solución se repartió en alícuotas. Tras la evaporación del HFIP, el péptido se 
guardó a -80 °C. 24 horas antes de su uso, el péptido se disolvió en dimetilsulfóxido 
(DMSO, Sigma-Aldrich), se sonicó, y se redisolvió en medio F12 (Gibco) a una 
concentración de 5 μM. Finalmente, se mantuvo a 4 °C durante 24 horas hasta su 
oligomerización (445). En cada experimento se utilizaron preparaciones de péptido Aβ1-

42 frescas. La calidad de las preparaciones se verificó mediante electroforesis en gel SDS–
PAGE (gel de Tricina al 10%) y western-blot empleando anticuerpos específicos frente a 
la región amino terminal del péptido Aβ-82E1 (1:1000, IBL, Cat. 10323) (ver (444)). 
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3.7. Producción de óxido nítrico (NO) 

Para la detección de NO, se colocaron 60.000 células/pocillo en placas transparentes 
Deltalab de 96 pocillos y se incubaron durante 48 horas con diferentes concentraciones 
de LPS e IFN-γ o con vehículo. Una fracción de los sobrenadantes (50 µL) se recolectó y 
se analizó la producción de NO mediante el uso del reactivo de Griess (Promega). La 
absorbancia se midió a 540 nm usando un espectofotómetro Multiskan Ascent (Thermo 
labsystems). 

 

3.8. Cultivos celulares y transfección 

En los experimentos se utilizaron células HEK-293T, que proceden de riñón de 
embrión humano. Las células HEK-293T se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco´s 
Modified Eagle Medium, Gibco® by life technologiesTM, Maryland, E.E.U.U.) 
suplementado con L-Glutamina 2 mM, ampicilina 50 µg/mL, estreptomicina 50 µg/mL y 
5% de suero fetal bovino (FBS) con el sistema del complemento inactivado por calor. 
Todos los productos son de Gibco® by life technologiesTM. Las células se mantuvieron a 
37°C en una atmósfera húmeda con un 5% de CO2. Posteriormente, las células se 
transfectaron transitoriamente con los cDNAs correspondientes, utilizando NaCl 150 
mM, polietilenimina (PEI, Sigma-Aldrich) 2 µM no ramificada y medio DMEM sin 
suplementar, tal y como se describe en Carriba et al., 2008 (446). Pasadas 4 horas la 
mezcla de transfección se reemplazó por medio DMEM suplementado. Las células 
transfectadas se emplearon en los correspondientes experimentos 48 horas después del 
procedimiento de transfección. Los cultivos primarios de neuronas del hipocampo se 
obtuvieron de fetos de rata Sprague-Dawley (día embrionario 19). Las células se aislaron 
como se describe en Hradsky et al., 2013 (447). Las células se mantuvieron en medio 
neurobasal suplementado con L-glutamina 2 mM, ampicilina 50 µg/mL, estreptomicina 
50 µg/mL y 2% de suplemento de B27 durante 12 días hasta su uso en el experimento 
correspondiente. De nuevo todos los productos que se utilizaron son de la marca Gibco® 
by life technologiesTM. 

Las células N9 microgliales se cultivaron en medio RPMI (Gibco®) suplementado con 
L-Glutamina 2 mM, ampicilina 50µg/mL, estreptomicina 50µg/mL y 5% de suero fetal 
bovino (FBS) con el sistema del complemento inactivado por calor. Las células se 
incubaron a 37 °C en una atmósfera con un 5% de CO2. En caso necesario, las células se 
transfectaron transitoriamente empleando el método de polietilenimina, PEI (448). Para 
preparar los cultivos primarios de microglía de estriado, se retiró el cerebro de ratones 
C57BL /6 de 2-4 días de edad. Las células microgliales se aislaron siguiendo protocolos 
descritos con anterioridad en Pulido-Salgado et al., 2017 (449) y se cultivaron en placas 
de 6 pocillos (Corning®, Nueva York, E.E.U.U.) en medio DMEM (Gibco®) suplementado 
con L-Glutamina 2 mM, ampicilina 50µg/mL, estreptomicina 50µg/mL y 5% de suero 
fetal bovino (FBS) con el sistema del complemento inactivado por calor. Para llevar a 
cabo la RT-PCR los cultivos gliales se trataron con tripsina diluida siguiendo el 
procedimiento descrito en Saura et al., 2003 (450) para obtener una pureza superior al 
98% de células gliales. Para otros ensayos las células se sembraron en placas de 6 pocillos 
(Corning®) o en placas de 96 pocillos con fondo de poli-D-lisina (Corning®) con una 
densidad de 50.000 células/pocillo. Los cultivos primarios de neuronas del núcleo 
hipotalámico se obtuvieron de fetos de rata Sprague-Dawley (día embrionario 19). Las 
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células se aislaron como se describe en Hradsky et al., 2013 (447). Las células se 
mantuvieron en medio neurobasal suplementado con L - Glutamina 2 mM, ampicilina 
50µg/mL, estreptomicina 50µg/mL y 2% de suplemento de B27 durante 12 días hasta su 
uso en el experimento correspondiente. De nuevo todos los productos que se utilizaron 
son de la marca Gibco® by life technologiesTM.  

 

3.9. Tratamiento con etanol 

Las células HEK-293T transfectadas o los cultivos primarios de neuronas de 
hipocampo se trataron con etanol a una concentración final equivalente a 1.5 g/L de 
etanol en sangre (32,5 mM). En total se llevaron a cabo tres pretratamientos 
independientes consistentes en tres tiempos distintos antes de cada experimento: Un 
pretratamiento de treinta minutos, dos horas o dos días antes del procedimiento 
experimental en células HEK-293T transfectadas, o de treinta minutos, dos horas o 6 
días antes del experimento con cultivos primarios.  

 

3.10. Inmunohistoquímica 

Para los ensayos de inmunohistoquímica las células se sembraron en placas de 12 
pocillos (Corning®) a las que se les colocaron cubreobjetos de cristal en el fondo. Las 
células se mantuvieron en incubación a 37°C y en atmósfera húmeda con 5% de CO2 
hasta su transfección 24 horas después. Para la transfección se utilizó el cDNA para los 
receptores de estudio fusionados a YFP, Rluc o sin fusionar. 48 horas después de la 
transfección las células se fijaron en paraformaldehído al 4% durante 15 minutos y se 
lavaron con PBS (NaCl, 138 mM, KCl, 3 mM, Na2HPO4, 8,1 mM, K2 HPO4, 1,5 mM) que 
contenía glicina (20 mM) para inactivar los grupos aldehído antes de la permeabilización 
con PBS-glicina y detergente Tritón X-100 (0,2 %) durante 5 minutos. Las células HEK-
293T y N9 se trataron durante 1 hora con PBS-glicina con albúmina de suero bovino 
(BSA) al 1% y se incubaron durante una hora con los siguientes anticuerpos: anti-iba1 de 
conejo (1/100; Sigma-Aldrich), anti-CB1R de cabra (1/100, Santa Cruz Technologies, 
Dallas, Texas, E.E.U.U.) y/o anti-CB2R de conejo (1/100, Cayman Chemical, Ann Arbor, 
Míchigan, E.E.U.U.) para células N9, y anti-Rluc de ratón (Chemicon-Millipore corp) 
durante una hora más para células N9 y HEK-293T. Posteriormente, las muestras se 
trataron con anticuerpos secundarios Alexa flúor 488-conjugado frente a cabra (1/200, 
Invitrogen (verde), células N9) y anticuerpo frente a ratón o frente a conejo conjugado 
con Cy3 (1/200, Jackson ImmunoResearch, Baltimore, E.E.U.U. (rojo), células N9 y HEK-
293T) durante una última hora. Las células gliales activadas se detectaron mediante el 
uso de anticuerpos primarios de Abcam (Anti-MHC Clase II [MRC OX-6] Ab23990 
(1/100)) en muestras de ratas, y Ab180779 (1/100) en muestras de ratones) y 
anticuerpos secundarios conjugados con fluoróforos. Posteriormente, las muestras se 
lavaron varias veces y se montaron con Mowiol al 30% (Calbiochem, Merck/Millipore). 
Las muestras se observaron en un microscopio confocal Leica SP2 (Leica Microsystems, 
Wetzlar, Alemania). Escala: 5 μm. La fluorescencia se cuantificó con el software Fiji-
Image J. 

 



3. Materiales y métodos generales 
 

84 
 

3.11. Ensayo de BRET 

Para llevar a cabo el ensayo de BRET las células HEK-293T o N9 se sembraron en 
placas de 6 pocillos (Corning®) y se mantuvieron en incubación a 37°C y atmósfera 
húmeda con 5% de CO2 hasta su transfección 24 horas más tarde. Las células HEK-293T 
o N9 se transfectaron transitoriamente con una cantidad constante de cDNA que 
codifica para CB1R-Rluc (células N9) o GPR55 (células HEK-293T) y con cantidades 
crecientes de cDNA que codifica para CB2R-GFP2 o D1R-GFP2 (células N9) o CB2R-YFP 
(células HEK-293T). 48 horas tras la transfección las células se lavaron con tampón HBSS 
(Hank´s balanced salt solution que contiene: NaCl, 137 mM, KCl, 5 mM, Na2HPO4, 0,34 
mM, KH2PO4, 0,44 mM, CaCl2, 126 mM, MgSO4, 0,4 mM, MgCl2, 0,5 mM y HEPES. 10 
mM, pH 7,4) y se ajustaron a 2 mg/mL de proteína mediante un ensayo de Bradford (Bio-
Rad Laboratories, Hércules, California, E.E.U.U.) utilizando albúmina de suero bovino 
como patrón. Para cuantificar la expresión de GFP2, la fluorescencia se leyó en un 
FluoStar Optima Fluorimeter (BMG, Labtechnologies, Offenburg, Alemania) equipado 
con una lampara de Xenón de alta energía y utilizando un filtro de excitación con un 
ancho de banda de 10 nm, excitando a 400 nm. Para cuantificar la expresión de YFP, la 
fluorescencia se leyó en un aparato MITHRAS LB 940 HTS III multimode reader 
(BERTHOLD Technologies) excitando a 485 nm. La medición de la fluorescencia se llevó 
a cabo en placas de 96 pocillos negras con fondo trasparente (Porvair Sciences Ltd, 
Leatherhead, R.U.). La fluorescencia se determinó como la resta de la emisión de las 
células transfectadas con proteína fluorescente y la emisión de las células transfectadas 
solo con Rluc. Para las mediciones de BRET2 se recogieron lecturas 30 segundos después 
de la adición de 5 µl de DeepBlueC (Molecular Probes, Eugene, OR) utilizando un 
MITHRAS LB 940 HTS III multimode reader (BERTHOLD Technologies) y recogiendo la 
señal emitida a 510 nm. Para las mediciones de BRET se recogieron lecturas un minuto 
después de la adición coelenterazina H (P.J.K. GmbH, Kleinblittersdorf, Alemania) 
utilizando de nuevo un aparato MITHRAS LB 940 HTS III multimode reader recogiendo 
las señales a 535 nm. Para cuantificar la luminiscencia del receptor fusionado con Rluc, 
se llevó a cabo una lectura a los 10 minutos tras la adición de la coelenterazina 5 µM. El 
BRET2 se expresó como mili unidades de BRET2 (mBU, (Emisión510/Emision395) X 1000). 
El BRET se expresó como mili unidades de BRET (mBU, (Emisión530/Emision485) X 100). 

 

3.12. Ensayo de ligación in situ por proximidad (PLA) 

Las células N9 y los cultivos primarios microgliales se cultivaron sobre cubres de vidrio 
y se fijaron con paraformaldehído al 4% durante 15 minutos, se lavaron con PBS-glicina 
20 mM para inactivar los grupos aldehído y se permeabilizaron con PBS-glicina que 
contiene Tritón X-100 al 0,2% durante 5 minutos. Después las células se incubaron 
durante una hora a 37 °C con una solución de bloqueo. Las secciones congeladas de 
cerebro se descongelaron a 4 °C en tampón Tris-HCl 50 mM, y se permeabilizaron con 
TBS que contiene Tritón X-100 al 0,01% durante 10 min y se lavaron con TBS. Las 
muestras se trataron con anticuerpos primarios específicos contra los receptores CB1 y 
CB2 (anti-CB1R de cabra 1/100 y anti-CB2R de conejo respectivamente, de Santa Cruz 
Technologies y Cayman Chemical) y se procesaron utilizando sondas de PLA que 
detectan anticuerpos de conejo y cabra (sonda Duolink II PLA frente a conejo plus y 
sonda Duolink II PLA frente a cabra minus). Los núcleos se marcaron con Hoechst (1/200; 
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Sigma-Aldrich). Los cortes de cerebro humano de la corteza frontal de pacientes 
alcohólicos y controles se desparafinaron previamente con Xileno (100%) durante 20 
minutos. Posteriormente se llevaron a cabo lavados secuenciales primero con etanol al 
100%, después al 90%, seguido de un lavado con etanol al 60 % y finalmente agua. Por 
último, se llevó a cabo un tratamiento con tampón citrato pH 6,0 que contiene Tween-
20 al 0,05% durante 20 minutos a 100 °C. Esto permite desenmascarar antígenos del 
tejido. Finalmente, las muestras se rehidrataron en agua durante 5 minutos. 
Posteriormente se trataron con PBS que contenía Tritón X-100 al 0,01% durante 10 min 
y se lavaron con PBS antes de usar los anticuerpos primarios específicos para los 
receptores CB2 y GPR55 (monoclonal anti-CB2R 1/100 de ratón y anti-GPR55 de conejo, 
respectivamente, de Santa Cruz Technologies y Cayman Chemical). La PLA se llevó a cabo 
con sondas que detectan anticuerpos de conejo o de ratón (sonda Duolink II PLA frente 
a conejo plus y sonda Duolink II PLA frente a ratón minus). Los núcleos se marcaron con 
Hoechst (1/200; Sigma-Aldrich). Las muestras se montaron con Mowiol al 30% 
(Calbiochem). Finalmente, las muestras se observaron en un microscopio confocal Leica 
SP2 (Leica Microsystems) equipado con un objetivo de inmersión en aceite 63X 
apocromático (N.A. 1.4) y líneas láser de 405 nm y 561 nm. En cada campo se tomaron 
imágenes en dos canales diferentes, uno para cada marcaje (azul para los núcleos, rojo 
para los heterómeros), y siguiendo el eje Z, con una distancia entre imágenes de un 
micrómetro. El número de células que contienen uno o más puntos rojos frente al total 
de células (número de núcleos en azul) y la ratio (r, número de puntos rojos/célula) en 
las células que contienen puntos, se determinó mediante el software Duolink Image. 

 

3.13. PCR en tiempo real 

Se extrajo y se aisló el RNA total de cultivos de microglía tratados durante 48 horas 
con vehículo (medio de cultivo celular) o LPS con o sin IFN-γ mediante lisado de las 
células microgliales sembradas en Flasks de 75 cm2 (Corning®) con 1 mL de TriReagent 
(Sigma-Aldrich) y 100 mL de 1-bromo-3-cloropropano (BCP, Sigma-Aldrich). La fase 
acuosa que contenía el RNA total se recuperó después de centrifugar 15 min a 12.000 g 
y 4 °C, y se mezcló con un volumen igual de etanol frío al 70% y se cargó en una columna 
PureLinkTM Micro Kit (Invitrogen). El RNA total se purificó después siguiendo las 
instrucciones del fabricante. El RNA total se cuantificó espectrofotométricamente 
utilizando un Nano Drop ND-1000 (Thermo Scientific) y su integridad y la calidad se 
evaluaron con el sistema Bioanalyzer 2100 (Agilent, Santa Clara, California, E.E.U.U.). El 
RNA total (1 µg) se transcribió inversamente de forma aleatoria mediante cebado 
aleatorio utilizando la transcriptasa inversa M-MLV, la RNasa H minus, mutante puntual, 
siguiendo el protocolo de “Two-Step RT-PCR” proporcionado por Promega (Promega, 
Madison, WI, EE. UU.).  

El cDNA monocatenario obtenido se usó en una PCR para CB1R, CB2R y GAPDH como 
control interno usando la Taq DNA polimerasa (Promega). Se emplearon dos cebadores 
de CB1R de rata, un forward, 5’-CATCCAGTGTGGGGAGAAT-3’ y un cebador reverse 5’-
TATGGTCCACATCAGGCAAA-3’. Para amplificar CB2R, se empleó como cebador forward 
5’-CATCACTGCCTGGCTCACT-3’ y como cebador reverse 5’-AGCATAGTCCTCGGTCCTCA-
3’. Para amplificar GAPDH los cebadores que se utilizaron fueron 5’-
CATCCTGCACCACCAACTGCTTAG-3’ (forward) y 5’-GCCTGCTTCACCACCTTCTTGATG-3’ 
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(reverse). El RNA sin transcripciones inversas no produjo amplicones, lo que indica que 
no hubo contaminación con DNA genómico. 

 

3.14. Determinación de cAMP intracelular 

Para llevar a cabo la determinación de cAMP intracelular las células N9, HEK-293T o 
los cultivos primarios se sembraron en placas de 6 pocillos (Corning®) y se mantuvieron 
en incubación a 37ºC y atmósfera húmeda de 5% de CO2 hasta su transfección 24 horas 
después (células N9 o HEK-293T) o hasta su uso días después (cultivos primarios). La 
transfección se llevó a cabo empleando el cDNA de los receptores de estudio. 2 horas 
antes del procedimiento experimental, se cambió el medio de las células por medio 
DMEM (Gibco®) sin suplementar. Este procedimiento evita la interacción entre 
componentes del FBS y las células que puedan dar lugar a variaciones en los niveles de 
cAMP intracelular. Tras esto, las células se levantaron y se resuspendieron en medio de 
cultivo DMEM que contiene HEPES 5mM, Zardaverina 32 µM y BSA 0,1%, PH 7,4. Las 
células se colocaron en microplacas de 384 pocillos (2.500 células/pocillo), se 
pretrataron con los correspondientes antagonistas/vehículo durante 15 minutos, y se 
estimularon con los agonistas selectivos durante 15 minutos más antes de añadir 
Forskolina 5 µM o vehículo durante otros 15 minutos. Las lecturas se realizaron 1 hora 
después de la incubación con anticuerpos específicos para cAMP a 25 °C. Las medidas 
de la transferencia homogénea de energía fluorescente resuelta en el tiempo (HTRF) se 
realizaron con un kit LANCE® Ultra cAMP (Perkin-Elmer®). Este kit precisa el uso de 
placas de 384 pocillos. El principio en el que se fundamenta el ensayo de determinación 
de cAMP intracelular es un TR-FRET entre el cAMP del kit marcado con europio excitado 
a una λ de entre 320 y 340 nm y que emite a una λ de 615 nm, y el fluoróforo de los 
anticuerpos frente a cAMP capaz de absorber la energía de emisión del Eu y emitir a una 
λ de 665 nm (Figura 2). El ensayo consiste en una competición por la unión al anticuerpo 
marcado con el fluoróforo entre el cAMP marcado con Eu y el cAMP intracelular, que 
provoca cambios en la señal de TR-FRET. El resultado se expresa como el porcentaje de 
disminución en el nivel de cAMP intracelular con respecto al 100% representado por el 
tratamiento solo con forskolina. La fluorescencia se analizó a 665 nm con un lector de 
microplacas PHERAstar Flagship equipado con un módulo óptico para HTRF (BMG Lab 
Technologies, Offenburg, Alemania). 

 

Figura 2. Fundamento del ensayo de determinación de cAMP intracelular. Extraído de LANCE® Ultra 
cAMP (Perkin-Elmer®). 
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3.15. Detección de pERK1/2 

Para determinar la fosforilación de ERK1/2 se sembraron las células en microplacas 
transparentes de 96 pocillos Deltalab a una concentración de 40.000 células/pocillo y se 
incubaron durante 24 horas. Entre 2 y 4 horas antes del experimento, el medio de cultivo 
empleado se reemplazó por medio DMEM sin suplementar. Tras esto las células se 
trataron a 25 °C durante 10 minutos con vehículo o con los agonistas específicos. Las 
células se lavaron con PBS frío antes de añadir tampón de lisis (tratamiento de 20 
minutos). 10 µL de cada sobrenadante obtenido en la lisis se colocaron en una placa 
ProxiPlate de 384 pocillos. La fosforilación de ERK1/2 se determinó utilizando el kit 
AlphaScreen SureFire (Perkin Elmer) siguiendo las instrucciones del proveedor. Se 
añadió el reactivo del kit que contiene anticuerpos frente a pERK marcados con un 
fluoróforo. Dos horas después se añadió un segundo reactivo del kit que contiene otro 
anticuerpo frente a pERK marcado con estreptavidina. El principio en el que se 
fundamenta este ensayo es un TR-FRET entre la molécula donadora de un anticuerpo y 
la molécula aceptora del otro (Figura 3). La lectura se llevó a cabo con un aparato EnSpire 
Multimode Plate Reader (Perkin-Elmer). El resultado se expresa como el porcentaje del 
aumento o disminución de pERK respecto a las células sin tratar. 

 

Figura 3. Fundamento del ensayo de detección de pERK. Extraído de AlphaLISA SureFire ULTRA 
ERK1/2. 

 

3.16. Ensayo de Distribución Dinámica de Masa (DMR) 

Para el ensayo de Distribución Dinámica de Masa (DMR) con células N9, microglía, 
células HEK-293T o neuronas de hipocampo de rata, las células se sembraron en placas 
de 384 pocillos con microsensores (Perkin-Elmer) con una concentración de 10.000 
células por pocillo y se mantuvieron en incubación a 37 °C y 5% de CO2. La distribución 
dinámica de masa (DMR) inducida por activación de un receptor se detectó mediante 
iluminación con luz policromática en la parte inferior de la placa, donde se localizan 
biosensores que miden cambios en la longitud de onda de la luz monocromática 
reflejada, que es una función del índice de refracción. La magnitud de esta longitud de 
onda (picómetros) es directamente proporcional a la cantidad de DMR. Antes del ensayo 
las células se lavaron dos veces con HBSS que lleva HEPES 20 mM, DMSO 0,1 %, pH 7,15, 
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y se incubaron durante 2 horas con este mismo tampón (24 °C, 30 μL/pocillo). Tras esto 
la placa se escaneó y se registró la señal basal durante 10 minutos antes de añadir 10 μL 
de los antagonistas específicos durante 30 minutos, seguido de la adición de 10 μL de 
los agonistas específicos. Todos los compuestos del ensayo se disolvieron en el tampón 
previamente descrito. La DMR se registró durante al menos 5.000 segundos en un 
aparato EnSpire Multimode Plate Reader (Perkin-Elmer). Los resultados se analizaron 
usando el software EnSpire Workstation v 4.10. 

 

Figura 4. Fundamento de la técnica de DMR. Extraído de Drug Discovery & Development. 

 

3.17. Ensayo de movilización de calcio 

Para llevar a cabo el ensayo de movilización de calcio intracelular, las células HEK-
293T se transfectaron transitoriamente con cDNA que codifica para GPR55 y para CB2R, 
así como para el sensor de calcio modificado GCaMP6 (Addgene, Cambridge, 
Massachusetts, E.E.U.U.), que contiene la secuencia de la proteína fluorescente cpGFP, 
de la proteína calmodulina y del péptido CaM-interacting M13. Al unir calcio, la 
calmodulina modificada GCaMP6 cambia su estructura y permite a la proteína cpGFP ser 
excitada y emitir fluorescencia (451). 48 horas después de la transfección las células se 
ajustaron a 4 mg/mL de proteína mediante un ensayo de Bradford (Bio-Rad) utilizando 
albúmina de suero bovino como estándar. La determinación de la movilización de calcio 
intracelular se realizó empleando un EnSpire Multimode Plate Reader (Perkin-Elmer). 
Los datos se expresan como la señal fluorescente emitida por la calmodulina modificada 
GCaMP6 menos la señal fluorescente emitida por las células en reposo (basal). 
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4. Resultados 

4.1. Regulación de la señalización endocannabinoide mediada por heterómeros de 
receptores en microglía activada. Papel y relevancia de los receptores CB1 y CB2 en la 
enfermedad de Alzheimer y en la disquinesia inducida por levodopa 

El sistema endocannabinoide está constituido por tres tipos de moléculas: Lípidos, 
principalmente anandamida y 2-AG, enzimas que sintetizan y degradan estos 
compuestos, y dos receptores, CB1 y CB2 (452). Los receptores de cannabinoides 
pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteína heterotrimérica G. 
Ambos receptores, CB1 y CB2, se encuentran acoplados a proteína Gαi, es decir, su 
activación conduce a la inhibición de la AC y a la disminución de los niveles intracelulares 
de cAMP. Aunque el receptor CB1 se localiza principalmente en neuronas del SNC (3), 
también ha sido reportada su expresión en glía (453). De hecho, el receptor CB1 se 
considera el GPCR más abundante del SNC. 

La heteromerización de GPCR es un fenómeno altamente aceptado cuya relevancia 
fisiológica requiere más trabajo experimental. Callén y colaboradores (233) fueron los 
primeros en demostrar que los receptores CB1 y CB2 pueden formar heterómeros 
funcionales en el cerebro. Posteriormente, el globo pálido de primates no humanos se 
identificó como una región del SNC con abundancia de expresión del heterómero 
CB1R/CB2R (454). A nivel funcional, además de un antagonismo cruzado, característica 
que comparten muchos otros heterómeros de GPCR descritos hasta el momento, los 
autores reportaron un cross-talk negativo entre ambos receptores cannabinoides en el 
heterómero. Esto significa que la activación de un receptor bloquea la respuesta del 
receptor asociado en el heterómero. Mediante el uso de una línea celular neuronal, la 
coactivación con agonistas específicos de los receptores CB1 y CB2 resultó en un cross-
talk negativo en la fosforilación de Akt y en la proliferación de neuritas (233). Asumiendo 
un comportamiento similar en las células gliales, los endocannabinoides, en ausencia de 
estímulos nocivos, servirían para prevenir la activación glial. 

 El sistema endocannabinoide sufre cambios profundos en las enfermedades 
neurodegenerativas, especialmente aquellas con un componente inflamatorio. No sólo 
se ve afectada la expresión de los receptores CB1 y CB2, sino también la de los 
endocannabinoides, los cuales sufren cambios a lo largo del tiempo en trastornos 
neurodegenerativos y neuroinflamatorios. La respuesta fisiológica mediada por el 
sistema endocannabinoide es contrarrestar la inflamación (455). La activación del 
receptor CB2 también se considera que tiene un efecto antiinflamatorio, aunque puede 
potenciar o incluso desencadenar daño tisular en enfermedades del SNC (456).  

 

4.1.1. Materiales y métodos 1 

4.1.1.1. Reactivos 

El LPS y el interferón-γ (IFN-γ) se adquirieron de Sigma-Aldrich y el 2 -
Araquidonilglicerol, anandamida, ACEA, rimonabant, JWH133, CP55940 y AM630 de 
Tocris Bioscience (Bristol, R.U.). El LPI se adquirió de Merck/Millipore (Billerica, 
Massachusetts, E.E.U.U.). 
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4.1.1.2. Vectores de expresión 

Se utilizó cDNA humano de los receptores CB1, CB2 y D1. Estos receptores se 
amplificaron mediante PCR sin su codón de parada. Posteriormente se subclonaron in-
frame en un vector que contiene la secuencia de la Renilla luciferase , Rluc (pRluc-N1, 
Perkin-Elmer®, Welesley, MA, E.E.U.U.), mediante el uso de cebadores sentido y 
antisentido que contienen sitios de restricción para los enzimas HindIII y BamHI, o 
subclonados in-frame en un vector que contiene la secuencia de la proteína fluorescente 
amarilla, EYFP (Clontech laboratories inc., Heidelberg, Alemania) o de la proteína 
fluorescente verde, GFP2 (Clontech laboratories inc., Heidelberg, Alemania) utilizando 
cebadores específicos sentido y antisentido que contienen sitios de restricción para 
BamHI y KpnI. De esta forma se obtuvieron las siguientes proteínas de fusión: CB1R-Rluc, 
CB2R-Rluc, CB1R-YFP, D1R-GFP2 y CB2R-GFP2. 

 

4.1.1.3. Generación del modelo de la enfermedad de Parkinson (PD), tratamiento 
con levodopa y evaluación de la discinesia 

La generación del modelo de enfermedad de Parkinson se llevó a cabo tal y como se 
describe en el punto 3.4 del apartado de materiales y métodos generales. 

 

4.1.1.4. Ratón transgénico APP modelo de la enfermedad de Alzheimer (AD) 

Los ratones transgénicos APPSw, Ind (línea J9, fondo C57BL / 6) que expresan APP695 
humana que alberga el FAD-linked, que contiene la variante K670 N/M671 L e Indiana 
(V717 F) en el promotor de PDGFβ, se obtuvieron mediante el cruce de ratones APPSw, 

Ind y de ratones no transgénicos (WT) (443). 

 

4.1.1.5. Producción de oligómeros de Aβ 

La preparación y prueba de oligómeros de Aβ se realizó como está descrito en el 
trabajo realizado por Rönicke y colaboradores (444). En resumen, el péptido Aβ1-42 
liofilizado se disolvió en 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP, Sigma-Aldrich) a 0,5 
mg/mL. La solución se repartió en alícuotas. Tras la evaporación del HFIP, el péptido se 
guardó a -80 °C. 24 horas antes de su uso, el péptido se disolvió en dimetilsulfóxido 
(DMSO, Sigma-Aldrich), se sonicó, y se redisolvió en medio F12 (Gibco) a una 
concentración de 5 μM. Finalmente, se mantuvo a 4 °C durante 24 horas hasta su 
oligomerización (445). En cada experimento se utilizaron preparaciones de péptido Aβ1-

42 frescas. La calidad de las preparaciones se verificó mediante electroforesis en gel SDS–
PAGE (gel de Tricina al 10%) y western-blot empleando anticuerpos específicos frente a 
la región amino terminal del péptido Aβ-82E1 (1:1000, IBL, Cat. 10323) (ver (444)). 

 

4.1.1.6. Cultivo celular y transfección transitoria 

Las células N9 microgliales se cultivaron en medio RPMI (Gibco®) suplementado con 
L-Glutamina 2 mM, ampicilina 50µg/mL, estreptomicina 50µg/mL y 5% de suero fetal 
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bovino (FBS) con el sistema del complemento inactivado por calor. Las células se 
incubaron a 37 °C en una atmósfera con un 5% de CO2. En caso necesario, las células se 
transfectaron transitoriamente empleando el método de polietilenimina, PEI (448). Para 
preparar los cultivos primarios de microglía de estriado, se retiró el cerebro de ratones 
C57BL /6 de 2-4 días de edad. Las células microgliales se aislaron siguiendo protocolos 
descritos con anterioridad (449) y se cultivaron en placas de 6 pocillos (Corning®) en 
medio DMEM (Gibco®) suplementado con L-Glutamina 2 mM, ampicilina 50µg/mL, 
estreptomicina 50µg/mL y 5% de suero fetal bovino (FBS) con el sistema del 
complemento inactivado por calor. Para llevar a cabo la RT-PCR los cultivos gliales se 
trataron con tripsina diluida siguiendo el procedimiento descrito en Saura et al., 2003 
(450) para obtener una pureza superior al 98% de células gliales. Para otros ensayos las 
células se sembraron en placas de 6 pocillos (Corning®) o en placas de 96 pocillos con 
fondo de poli-D-lisina (Corning®) con una densidad de 50.000 células/pocillo. Los 
cultivos primarios de neuronas del núcleo hipotalámico se obtuvieron de fetos de rata 
Sprague-Dawley (día embrionario 19). Las células se aislaron como se describe en 
Hradsky et al., 2013 (447). Las células se mantuvieron en medio neurobasal 
suplementado con L – Glutamina 2 mM, ampicilina 50µg/mL, estreptomicina 50µg/mL y 
2% de suplemento de B27 durante 12 días hasta su uso en el experimento 
correspondiente. De nuevo todos los productos que se utilizaron son de la marca Gibco® 
by life technologiesTM.  

 

4.1.1.7. Viabilidad celular 

El porcentaje de supervivencia celular se calculó contando células vivas y muertas con 
un contador de células automatizado Countless II FL automated cell counter (Thermo 
Fisher Scientific-Life Technologies) tras diluir las células con azul de tripán (1:1 v/v). 

 

4.1.1.8. Ensayo de BRET 

Para llevar a cabo el ensayo de BRET las células N9 se transfectaron transitoriamente 
con una cantidad constante de cDNA que codifica para CB1R-Rluc y con cantidades 
crecientes de cDNA que codifica para CB2R-GFP2 o D1R-GFP2. 48 horas después de la 
transfección las células se ajustaron a 2 mg/mL de proteína mediante un ensayo de 
Bradford (Bio-Rad) utilizando albúmina de suero bovino como patrón. Para cuantificar 
la expresión de GFP2, la fluorescencia se leyó en un FluoStar Optima Fluorimeter (BMG, 
Labtechnologies, Offenburg, Alemania) equipado con una lampara de Xenón de alta 
energía y utilizando un filtro de excitación con un ancho de banda de 10 nm, excitando 
a 400 nm. Para las mediciones de BRET se recogieron lecturas 30 segundos después de 
la adición de 5 µl de DeepBlueC (Molecular Probes, Eugene, OR) utilizando un MITHRAS 
LB 940 HTS III multimode reader (BERTHOLD Technologies) y recogiendo la señal emitida 
a 510 nm. Para cuantificar la luminiscencia del receptor fusionado con Rluc, se llevó a 
cabo una lectura a los 10 minutos tras la adición de la coelenterazina 5 µM. El BRET se 
expresó como mili unidades de BRET (mBU, (Emisión530/Emision485) X 1000). 
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4.1.1.9. Procedimientos de inmunotinción 

Las células se fijaron con paraformaldehído al 4% durante 15 minutos y se lavaron 
con PBS (NaCl 138 mM, KCl 3 mM, Na2HPO4 8,1 mM, K2 HPO4 1,5 mM) suplementado 
con glicina 20 mM para inactivar los grupos aldehído antes de la permeabilización con 
PBS-glicina y detergente Tritón X-100 al 0,2 % durante 5 minutos. Las células N9 se 
trataron durante 1 hora con PBS-glicina con albúmina de suero bovino (BSA) al 1% 
durante una hora y se marcaron con anti-iba1 rabbit (1/100; Sigma-Aldrich), anti-CB1R 
goat (1/100, Santa Cruz Technologies) y/o anti-CB2R rabbit (1/100, Cayman Chemical, 
Ann Arbor, Míchigan, E.E.U.U.), y anti-Rluc mouse (Chemicon-Millipore corp) durante 
una hora más. Posteriormente, las muestras se trataron con anticuerpos secundarios 
Alexa flúor 488-conjugado frente a cabra (1/200, Invitrogen (verde)) y anticuerpo frente 
a ratón o conejo conjugado con Cy3 (1/200, Jackson ImmunoResearch, Baltimore, 
E.E.U.U. (rojo)) durante una última hora. Las células gliales activadas se detectaron 
mediante el uso de anticuerpos primarios de Abcam (Anti-MHC Clase II [MRC OX-6] 
Ab23990 (1/100)) en muestras de ratas, y Ab180779 (1/100) en muestras de ratones) y 
anticuerpos secundarios conjugados con fluoróforos. Posteriormente, las muestras se 
lavaron varias veces y se montaron con Mowiol al 30% (Calbiochem). Las muestras se 
observaron en un microscopio confocal Leica SP2 (Leica Microsystems, Wetzlar, 
Alemania). Escala: 5 μm. La fluorescencia se cuantificó con el software Fiji-Image J. 

 

4.1.1.10. Determinación de cAMP intracelular 

Dos horas antes de iniciar el experimento, se cambió el medio de las células N9 o 
microgliales por medio DMEM (Gibco®) sin suplementar. Tras esto, las células se 
levantaron y se resuspendieron en medio de cultivo DMEM que contiene HEPES 5mM, 
Zardaverina 32 µM y BSA 0,1%, PH 7,4. Las células se colocaron en microplacas de 384 
pocillos (2.500 células/pocillo), se pretrataron con los correspondientes 
antagonistas/vehículo durante 15 minutos, y se estimularon con los agonistas selectivos 
durante 15 minutos más antes de añadir Forskolina 5 µM o vehículo durante otros 15 
minutos. Las lecturas se realizaron 1 hora después de la incubación con anticuerpos 
específicos para cAMP a 25 °C. Las medidas de la transferencia homogénea de energía 
fluorescente resuelta en el tiempo (HTRF) se realizaron con un kit LANCE® Ultra cAMP 
(Perkin-Elmer®). La fluorescencia se analizó a 665 nm con un lector de microplacas 
PHERAstar Flagship equipado con un módulo óptico para HTRF (BMG Lab Technologies, 
Offenburg, Alemania). 

 

4.1.1.11. Ensayo de fosforilación de ERK 

Para determinar la fosforilación de ERK1/2 se sembraron microplacas transparentes 
de 96 pocillos Deltalab a una concentración de 40.000 células/pocillo que fueron 
incubadas durante 24 horas. Entre 2 y 4 horas antes de realizar el experimento, el medio 
de cultivo empleado se reemplazó por medio DMEM sin suplementar. Seguidamente, 
las células se pretrataron a 25 °C durante 15 minutos con vehículo o antagonistas, y 
posteriormente se llevó a cabo un tratamiento con vehículo o con los agonistas 
específicos durante 10 minutos. Las células se lavaron con PBS frío antes de añadir 
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tampón de lisis (tratamiento de 20 minutos). 10 µl de cada sobrenadante resultado de 
la lisis se cargaron en una placa ProxiPlate de 384 pocillos. La fosforilación de ERK1/2 se 
determinó utilizando el kit AlphaScreen SureFire (Perkin Elmer) siguiendo las 
instrucciones del proveedor en un EnSpire Multimode Plate Reader (Perkin-Elmer). 

 

4.1.1.12. Ensayo de distribución dinámica de masa (DMR) 

Para el ensayo de Distribución Dinámica de Masa (DMR) con células N9 o microglía, 
las células se sembraron en placas de 384 pocillos con microsensores (Perkin-Elmer) a 
una concentración de 10.000 células por pocillo y se mantuvieron en incubación a 37 °C 
y una atmósfera del 5% de CO2. Antes del ensayo, las células se lavaron dos veces con 
HBSS suplementado con HEPES 20 mM, BSA 0,1 %, DMSO 0,1 %, pH 7,15, y a 
continuación se incubaron durante 2 horas con este mismo tampón (24 °C, 30 
mL/pocillo). Posteriormente, la placa se escaneó y se registró la señal basal durante 10 
minutos antes de añadir 10 μL de los antagonistas específicos durante 30 minutos, 
seguido de la adición de 10 μL de los agonistas específicos. Todos los compuestos del 
ensayo se disolvieron en el tampón previamente descrito. La DMR se registró durante al 
menos 5.000 segundos en un EnSpire Multimode Plate Reader (Perkin-Elmer). Los 
resultados se analizaron usando el software EnSpire Workstation v 4.10. 

 

4.1.1.13. Producción de óxido nítrico (NO) 

Para la detección de NO, se colocaron 60.0000 células/pocillo en placas transparentes 
Deltalab de 96 pocillos y se incubaron durante 48 horas con diferentes concentraciones 
de LPS e IFN-γ o con vehículo. Una fracción de los sobrenadantes (50 µL) se recolectó y 
se analizó la producción de NO mediante el uso del reactivo de Griess (Promega). La 
absorbancia se midió a 540 nm usando un espectofotómetro Multiskan Ascent (Thermo 
labsystems). 

 

4.1.1.14. Ensayo de ligación in situ por proximidad 

Las células N9 y los cultivos primarios microgliales se cultivaron sobre cubres de vidrio 
y se fijaron con paraformaldehído al 4% durante 15 minutos, se lavaron con PBS-glicina 
20 mM para inactivar los grupos aldehído y se permeabilizaron con PBS-glicina que 
contiene Tritón X-100 al 0,2% durante 5 minutos. Después las células se incubaron 
durante una hora a 37 °C con una solución de bloqueo. Las secciones congeladas de 
cerebro se descongelaron a 4 °C en tampón Tris-HCl 50 mM, y se permeabilizaron con 
TBS que contiene Tritón X-100 al 0,01% durante 10 min y se lavaron con TBS. Las 
muestras se trataron con anticuerpos primarios específicos contra los receptores CB1 y 
CB2 (goat anti-CB1R 1/100; rabbit anti-CB2R respectivamente, de Santa Cruz 
Technologies y Cayman Chemical) y se procesaron utilizando sondas de PLA que 
detectan anticuerpos de conejo y cabra (sonda Duolink II PLA anti-Rabbit plus y sonda 
Duolink II PLA anti-Goat minus). Los núcleos se marcaron con Hoechst (1/200; Sigma-
Aldrich). Las muestras se montaron con Mowiol al 30% (Calbiochem). Finalmente, las 
muestras se observaron en un microscopio confocal Leica SP2 (Leica Microsystems) 



4. Resultados 
 

96 
 

equipado con un objetivo de inmersión en aceite 63X apocromático (N.A. 1.4) y líneas 
láser de 405 nm y 561 nm. En cada campo se tomaron imágenes en dos canales 
diferentes, uno para cada marcaje (azul para los núcleos, rojo para los heterómeros), 
siguiendo el eje Z, con una distancia entre imágenes de un micrómetro. El número de 
células que contienen uno o más puntos rojos frente al total de células (número de 
núcleos en azul) y la ratio (r, número de puntos rojos/célula que contiene puntos rojos) 
se determinaron mediante el software Duolink Image.  

 

4.1.1.15. PCR en tiempo real 

Se extrajo y se aisló el RNA total de cultivos de microglía tratados durante 48 horas 
con vehículo (medio de cultivo celular) o LPS con o sin IFN-γ mediante lisado de las 
células microgliales sembradas en Flasks de 75 cm2 (Corning) con 1 mL de TriReagent 
(Sigma-Aldrich) y 100 mL de 1-bromo-3-cloropropano (BCP, Sigma-Aldrich). La fase 
acuosa que contenía el RNA total se recuperó después de centrifugar 15 min a 12.000 g 
y 4 °C, y se mezcló con un volumen igual de etanol frío al 70% y se cargó en una columna 
PureLinkTM Micro Kit (Invitrogen). El RNA total se purificó después siguiendo las 
instrucciones del fabricante. El RNA total se cuantificó espectrofotométricamente 
utilizando un Nano Drop ND-1000 (Thermo Scientific) y su integridad y la calidad se 
evaluaron con el sistema Bioanalyzer 2100 (Agilent). El RNA total (1 µg) se transcribió 
inversamente de forma aleatoria mediante cebado aleatorio utilizando la transcriptasa 
inversa M-MLV, la RNasa H minus, mutante puntual, siguiendo el protocolo de “Two-
Step RT-PCR” proporcionado por Promega (Promega, Madison, WI, EE. UU.).  

El cDNA monocatenario obtenido se usó en una PCR para CB1R, CB2R y GAPDH como 
control interno usando la Taq DNA polimerasa (Promega). Se emplearon dos cebadores 
de CB1R de rata, un forward, 5’-CATCCAGTGTGGGGAGAAT-3’ y un cebador reverse 5’-
TATGGTCCACATCAGGCAAA-3’. Para amplificar CB2R, se empleó como cebador forward 
5’-CATCACTGCCTGGCTCACT-3’ y como cebador reverse 5’-AGCATAGTCCTCGGTCCTCA-
3’. Para amplificar GAPDH los cebadores que se utilizaron fueron 5’-
CATCCTGCACCACCAACTGCTTAG-3’ (forward) y 5’-GCCTGCTTCACCACCTTCTTGATG-3’ 
(reverse). El RNA sin transcripciones inversas no produjo amplicones, lo que indica que 
no hubo contaminación con DNA genómico. 

 

4.1.2. Resultados experimentales 1 

4.1.2.1. Identificación de complejos heteroméricos de los receptores CB1 y CB2 

mediante BRET 

La formación de heterómeros de los receptores CB1 y CB2 ya había sido demostrada 
con anterioridad en sistemas de expresión heterólogos y en algunos grupos de neuronas 
estriatales (233). El enfoque de este proyecto consiste en descubrir si la formación de 
heterómeros puede ocurrir en células microgliales en reposo y/o activadas. Por un lado, 
se realizó la transfección de células N9 con una concentración constante de cDNA (0,7 
µg) de CB1R-Rluc y concentraciones crecientes de cDNA de CB2R-GFP2 que dio como 
resultado una fluorescencia en un rango entre las 1.000-12.000 unidades de 
fluorescencia. La funcionalidad de las proteínas de fusión fue comprobada previamente 
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(Figura 2A). En las células cotransfectadas se observó una curva de saturación de BRET 
(BRETmax de 46 ± 2 mBU y BRET50 de 4 ± 1), que indica la existencia de complejos 
heteroméricos entre les receptores cannabinoides CB1 y CB2 en células microgliales N9. 
Como control negativo, las células N9 se transfectaron con concentraciones constantes 
del cDNA de CB1R-Rluc y con concentraciones crecientes de cDNA de D1-GFP2 que dieron 
como resultado una fluorescencia en un rango entre las 1.000 y las 15.000 unidades de 
fluorescencia. Se observó una señal lineal que confirmó la ausencia de interacción 
específica entre los receptores CB1 y D1 (Figura 1A).  

 

Figura 1. Heteromerización de los receptores CB1 y CB2 en células N9 microgliales en reposo y 
activadas. A: Los ensayos de BRET se llevaron a cabo en células N9 transfectadas con una cantidad 
constante de cDNA para CB1R-Rluc (0,7 µg) y cantidades crecientes de cDNA para CB2R-GFP2 (0,2-1 µg) y 
tratadas (línea roja) o no (línea negra) con 1 µM de LPS y 200 U/mL de IFN-γ (tratamiento de 48 horas). 
Como control negativo se transfectaron células N9 con una cantidad constante de cDNA para CB1R-Rluc 
(0,7 µg) y cantidades crecientes de cDNA de D1-GFP2 (0,3-1,5 μg). Los valores son la media ± S.E.M. de 8 
experimentos diferentes. B y C: Las células N9 se trataron a diferentes tiempos (2, 24, 36, 48 y 96 horas) 
con LPS 1 μM y 200 U/mL de IFN-γ (B) o durante 48 horas con diferentes concentraciones de LPS en 
presencia de 200 U/mL de IFN-γ (C). Posteriormente se midió la producción de óxido nítrico (NO). Los 
valores son la media ± S.E.M. de 6 experimentos diferentes. Para el análisis estadístico se empleó un one-
way ANOVA y un análisis post hoc de comparación múltiple de Bonferroni (* p<0,05 y *** p<0,001 versus 
condiciones basales). D: Se llevó a cabo una inmunocitoquímica en células N9 que sobreexpresan CB1R-
YFP, que ha sido detectada por su propia fluorescencia verde, y CB2R-Rluc, que ha sido detectada con un 
anticuerpo específico de ratón anti-Rluc (rojo). La colocalización se muestra en amarillo. Barra de escala: 
5 µM. La fluorescencia se cuantificó con el software Fiji-Image J. E: Se realizó un ensayo de ligación in situ 
por proximidad (PLA) en células N9 tal y como se describe en el apartado de métodos, mediante el uso de 
anticuerpos específicos contra los receptores CB1 y CB2. Los núcleos se tiñeron con Hoechst (azul) y los 
heterómeros se distinguen como puntos rojos. En el eje Y se muestra el número de puntos por células 
que contienen puntos. Las imágenes mostradas corresponden a stacks de 4 planos secuenciales. Los 
valores son la media ± S.E.M. de 5 experimentos diferentes. El análisis estadístico consiste en un one-way 
ANOVA y un análisis post hoc de comparación múltiple de Bonferroni (*** p <0.001 versus control). Barra 

de escala: 15 µm. 
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Por otra parte, también se analizó la caracterización funcional del heterómero 
CB1R/CB2R en esta línea celular de microglía. En primer lugar, se llevó a cabo un ensayo 
dosis/respuesta y tiempo/respuesta de LPS en células N9 para poder determinar el 
mejor tratamiento y el mejor tiempo para inducir un proceso de neuroinflamación. La 
respuesta a lo largo del tiempo se analizó en un rango de tiempo entre 2 y 36 horas, y 
las concentraciones en el ensayo dosis/respuesta se encontraron en un rango de entre 
0,1-5 μM de LPS y de 200 U/mL de Interferón-γ. Se midió la producción de NO como 
marcador de la activación microglial. Los resultados en la figura 1B y 1C permitieron 
seleccionar la concentración de LPS 1 μM y el tiempo de 48 horas para realizar los 
ensayos posteriores. Las células N9 que coexpresaban cantidades similares de CB1R-Rluc 
y CB2R-GFP2 con respecto al control se trataron durante 48 horas con LPS 1 μM y 200 
U/mL de IFN-γ. La curva de saturación obtenida fue mayor que la de las células en reposo 
(BRETmax de 78 ± 3 mBU y BRET50 de 10 ± 2) (Figura 1A). Estos resultados indican que en 
condiciones similares a la neuroinflamación se potencia la formación de heterómeros 
entre CB1R y CB2R, bien aumentando el número de heterómeros o reorganizando la 
estructura cuaternaria del heterómero (mejorando la estabilización del complejo 
CB1R/CB2R). 

 

4.1.2.2. Identificación de los complejos heteroméricos CB1R/CB2R mediante 
inmunocitoquímica 

Para evaluar la expresión endógena de los receptores cannabinoides en las células 
N9, se realizaron ensayos de inmunocitoquímica, empleando anticuerpos específicos 
contra los receptores CB1 y CB2, y se detectó la fluorescencia mediante microscopía 
confocal. La expresión del receptor CB1 resultó ser relativamente elevada, mientras que 
el receptor CB2 mostró una baja expresión (520 ± 30 y 150 ± 20% de incremento sobre 
basal, respectivamente). Sin embargo, cuando las células se trataron durante 48 horas 
con LPS 1 μM y con IFN-γ 200 U/mL, la expresión de CB1R resultó ser similar a la de las 
células en reposo, mientras que la expresión de CB2R mostró un aumento muy marcado 
(580 ± 40 y 290 ± 30% de aumento sobre basal, respectivamente) (Figura 1D).  

Los ensayos de ligación por proximidad (PLA) se utilizaron como técnica 
complementaria capaz de detectar interacciones proteína-proteína tanto en sistemas 
heterólogos como nativos. Los resultados de la PLA para detectar complejos CB1R/CB2R 
mostraron que el tratamiento con LPS e IFN-γ en células N9 produce un aumento 
notable en el número de puntos rojos, lo que se debe a un incremento en la proximidad 
entre ambos receptores (Figura 1E). El control negativo, donde falta el anticuerpo 
primario anti-CB1R, mostró una cantidad despreciable de puntos rojos en todos los 
campos observados. La diferencia en el porcentaje de células que contienen puntos y en 
el número de puntos rojos por célula en las células N9 activadas resultó ser 
estadísticamente significativa en comparación con las células N9 en reposo. En resumen, 
en los resultados del BRET, la inmunocitoquímica y el análisis de PLA, se puede concluir 
que la activación de las células N9 provoca un aumento significativo de la expresión del 
receptor CB2 y de la cantidad de heterómeros de receptores CB1/CB2. 
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Figura 2. Controles de la funcionalidad de las proteínas de fusión, de la especificidad del anticuerpo 
y de la muerte celular en microglía cultivada. A: se transfectaron células N9 con los cDNA que codifican 
para CB1R, CB1R-Rluc, CB2R, CB2R-Rluc o CB2R-GFP2 y se estimularon con los agonistas selectivos del 
receptor CB1 o CB2. Las bajadas de los niveles de cAMP inducidos por forskolina se determinaron como se 
describe en los métodos. Los valores son la media ± SEM de 5 experimentos diferentes. El análisis 
estadístico consiste en un one-way ANOVA y un análisis post hoc de comparación múltiple de Bonferroni 
(* p <0,05, versus los receptores sin fusionar). B: la especificidad de los anticuerpos anti-receptor 
cannabinoide ha sido reportada en otros trabajos (233); se realizaron ensayos de inmunocitoquímica 
adicionales en células HEK-293T sin transfectar y tratadas con los anticuerpos específicos (anti-CB1R 
(verde) (1/100), anti- CB2R (rojo) (1/100)). Barra de escala: 5 μm. C: se trataron los cultivos primarios de 
microglía de estriado durante 48 horas con LPS 1 μM y 200 U/mL de IFN-γ. Tras esto se adicionaron 
durante 30 minutos los agonistas ACEA (200 nM) o JWH133 (100 nM), o los antagonistas rimonabant (1 
μM) o AM630 (1 μM) antes de la determinación de la producción de NO. Los valores son la media ± S.E.M. 
de 5 experimentos diferentes. El análisis estadístico consiste en un one-way ANOVA y un análisis post hoc 
de comparación múltiple de Bonferroni. D: se estimularon los cultivos primarios de microglía de estriado 
con LPS 1 μM y INF-γ 200 U/mL (barra blanca) o vehículo (barra negra) durante 48 horas. Tras esto se 
cuantificó la supervivencia/muerte celular. Los porcentajes son la media ± S.E.M. de 5 experimentos 
diferentes. 

 

4.1.2.3. Expresión de los tránscritos de mRNA de los receptores cannabinoides 

Con el objetivo de trasladar los procedimientos experimentales a un modelo más 
fisiológico se aislaron cultivos primarios de microglía de estriado de ratón. En primer 
lugar, se llevó a cabo una RT-PCR para determinar la expresión relativa de los tránscritos 
de CB1R y CB2R en presencia de LPS, LPS e IFN-γ o vehículo en ratones wild-type. Se 
observó que la expresión del mRNA de CB1R se duplica al tratar estos cultivos con LPS o 
con la combinación de LPS e IFN-γ (Figura 3ª), mientras que la expresión del mRNA de 
CB2R aumentó 12 veces en presencia de LPS y 21 veces en presencia de LPS e IFN-γ frente 
a las células tratadas únicamente con vehículo (Figura 3B). 
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Figura 3. Expresión de los transcritos de mRNA de los receptores cannabinoides en cultivos primarios 
de microglía tratados con LPS o LPS más INF-γ. Paneles A y B: la expresión relativa de CB1R (A) o CB2R (B) 
se determinó mediante RT-PCR usando cultivos primarios de microglía de ratones tratados con LPS o LPS 
más IFN-γ. Los valores son la media ± S.E.M. de 8 experimentos diferentes. En todos los casos, se utilizó 
como análisis estadístico un estudio de one-way ANOVA y un análisis post hoc de comparación múltiple 
de Bonferroni (* p <0,05, ** p <0,01 versus control). 

 

4.1.2.4. Producción de óxido nítrico e identificación de complejos por 
inmunocitoquímica 

Los cultivos primarios de microglía se trataron durante 48 horas con LPS 1 μM e IFN-
γ 200 U/mL y se evaluó la producción de NO para confirmar la activación de estas células. 
La producción de NO resultó ser significativamente superior en las células activadas que 
en las células inactivas (Figura 4ª). Sin embargo, el tratamiento previo con agonistas 
específicos como ACEA (200nM) o JWH133 (100 nM), o el tratamiento con los 
antagonistas rimonabant (1µM) o AM630 (1µM) no provocó cambios a corto plazo en la 
producción de NO en la microglía tratada durante 48 horas con LPS 1 µM e IFN-γ 200 
U/mL (Figura 2C). La inmunodetección con el anticuerpo anti-Iba 1 contra la molécula 
adaptadora de unión a calcio ionizado 1 (Iba 1) mostró como las células microgliales sin 
tratar con LPS o IFN-γ se extendieron normalmente en el cultivo, mientras que el 
tratamiento con ambos compuestos provocó una agrupación característica de las 
células microgliales (Figura 4B).  

La evaluación de la muerte celular medida en cultivos microgliales tratados durante 
48 horas fue moderada: 9% en células tratadas con LPS e IFN-γ frente a 4% en células 
sin tratar (Figura 2D). También se llevaron a cabo ensayos de inmunocitoquímica 
empleando anticuerpos específicos frente a los receptores CB1 y CB2 (la especificidad de 
los anticuerpos se verificó como se observa en la figura 2B). El resultado mostró un 
incremento marcado en el marcaje fluorescente del receptor CB2 (de 280 ± 20 a 520 ± 
30% sobre el basal) (Figura 4C), similar al resultado observado en las células N9. En el 
caso del receptor CB1 el resultado no mostró un incremento en el marcaje fluorescente 
del receptor CB1 (de 200 ± 10 a 270 ± 30% sobre basal) (Figura 4B). También se observó 
una marcada colocalización de los receptores CB1 y CB2 en estas condiciones. El ensayo 
de PLA mostró un aumento pronunciado en la cantidad de heterómeros por célula al 
tratar los cultivos primarios microgliales con LPS e IFN-γ (26 puntos/células que 
contienen puntos en presencia de LPS/IFN-γ frente a 2,3 en células sin activar) (Figura 
4D). Estos resultados complementan los obtenidos utilizando células N9, mostrando un 
aumento marcado de los complejos CB1R/CB2R cuando se activa la microglía. 
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Figura 4. El tratamiento combinado de LPS e IFN-γ regula la expresión del receptor CB2 en cultivos 
primarios de microglía de estriado de ratón. A: Se trataron cultivos primarios de células microgliales 
procedentes de cuerpo estriado con LPS 1 µM e IFN-γ 200 U/mL durante 48 horas y se determinó la 
producción de nitrato. Los valores son la media ± S.E.M. de 6 experimentos diferentes. Para el análisis 
estadístico se empleó un one-way ANOVA y un análisis post hoc de comparación múltiple de Bonferroni 
(** p <0.01 versus control). B-C: Se realizaron ensayos de inmunocitoquímica en los cultivos primarios de 
microglía de cuerpo estriado tras ser incubados durante 48 con vehículo o con LPS 1 µM e IFN-γ 200 U/mL. 
La tinción se llevó a cabo usando (B) anticuerpos frente al marcador microglial Iba 1 (Iba-1, 1/10) y con un 
anticuerpo secundario anti-conejo Cyn3 (Jackson ImmunoResearch (rojo)) (1/200) o usando anticuerpos 
específicos (C) frente a CB1R (verde) (1/100) o CB2R (rojo) (1/100). La colocalización en la imagen C se 
muestra en amarillo. Se muestran imágenes representativas de microscopía confocal. Barras de escala: 5 
µm. D: Se realizó un ensayo de ligación in situ por proximidad (PLA) tal y como se describe en el apartado 
de métodos en células microgliales de cuerpo estriado incubadas durante 48 horas en ausencia o en 
presencia de LPS 1 µM e IFN-γ 200 U/mL, usando anticuerpos primarios frente a CB1R y CB2R. Los núcleos 
se tiñeron con Hoechst (azul) y los heterómeros se distinguen como puntos rojos. Las imágenes mostradas 
corresponden a stacks de 4 planos secuenciales. Barra de escala: 30 μm. Los valores son la media ± S.E.M. 
de 5 experimentos diferentes. El análisis estadístico consiste en un one-way ANOVA y un análisis post hoc 
de comparación múltiple de Bonferroni (*** p <0.001 versus control). 

 

4.1.2.5. Modulación por agonistas y antagonistas de cAMP, MAPK y DMR en 
microglía en reposo 

Hoy en día es aceptado que la señalización de un GPCR específico puede cambiar en 
un contexto heteromérico. Para determinar las propiedades de los heterómeros de 
receptores CB1 y CB2 se midieron los cambios en los niveles de cAMP intracelulares 
inducidos por el tratamiento previo con forskolina, la fosforilación de ERK1/2 y la 
distribución dinámica de masa tras la activación de los receptores (DMR). La distribución 
dinámica es una técnica que se utiliza en investigación de GPCR y que mide el 
reordenamiento de los componentes celulares, que como consecuencia da lugar a una 
redistribución de la masa celular, en un proceso mediado por la actividad de la proteína 
G (457). Al tratar las células N9 con ACEA (200 nM), el agonista selectivo de CB1R, se 
observó una disminución significativa de los niveles de cAMP inducidos por forskolina 
(0,5 µM), lo que confirmó el acoplamiento a proteína Gi del receptor CB1. El tratamiento 
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con el agonista selectivo de CB2R, JWH133 (100 nM), no provocó efectos significativos 
en los niveles de cAMP inducidos por forskolina. Sin embargo, al tratar las células N9 con 
ACEA y JWH133 no se observó ningún efecto, lo que indica que incluso a niveles bajos 
de expresión, la activación del receptor CB2 bloquea la actividad del receptor CB1. El 
tratamiento con anandamida y 2-AG también mostró la capacidad de CB2R de inhibir la 
funcionalidad del receptor CB1 (Figura 5A). Al pretratar las células N9 con el antagonista 
selectivo de CB1R, rimonabant (1 μM), no se observó únicamente el bloqueo del 
receptor CB1, sino que también se bloqueó la actividad del receptor CB2 inducida por su 
agonista selectivo. Además, el tratamiento con el antagonista selectivo de CB2R, AM630 
(1 μM), dio como resultado una reducción en la disminución de los niveles de cAMP 
provocada por la activación del receptor CB1 (Figura 5A). Los resultados observados en 
la fosforilación de ERK1/2 y en la DMR fueron similares (Figura 5B-C). Estos resultados 
observados en los distintos ensayos sugieren que en las células microgliales N9 en 
reposo los receptores de cannabinoides presentan un efecto de cross-talk negativo y un 
cross-antagonismo parcial. 

 

4.1.2.6. Modulación por agonistas y antagonistas de cAMP, MAPK y DMR en 
microglía activada 

Células N9 fueron tratadas durante 48 horas con LPS e IFN-γ para determinar la 
funcionalidad de los receptores cannabinoides en microglía activada. El tratamiento con 
el agonista selectivo del receptor CB1, ACEA, resultó similar en células tratadas y sin 
tratar, mientras que el tratamiento con el agonista selectivo de CB2R, JWH133, provocó 
una disminución importante en los niveles de cAMP inducidos por forskolina cercana al 
55% (Figura 5D). Teniendo en cuenta los resultados descritos anteriormente en los 
ensayos de inmunocitoquímica, parece que los receptores CB2 tienen un papel funcional 
importante en condiciones que imitan la neuroinflamación. Sorprendentemente, el 
efecto en los niveles de cAMP inducidos por forskolina al tratar las células N9 
simultáneamente con ACEA y JWH133 resultó aditivo. Es decir, en condiciones de 
neuroinflamación, el receptor CB2 levanta el bloqueo ejercido sobre el receptor CB1 para 
sumarse en la señalización. Por otro lado, el tratamiento con los endocannabinoides 
anandamida y 2-AG mostró un efecto de cross-talk positivo que contrasta con el 
resultado obtenido en las células en reposo (Figura 5D).  

Al analizar el cross-antagonismo se observó que resulta más robusto en las células 
activadas en comparación con el estado basal. El pretratamiento con cualquiera de los 
dos antagonistas selectivos de los receptores CB1 y CB2 resultó en una supresión cruzada 
de la activación de los receptores CB1 y CB2 (Figura 5D). Los ensayos de DMR y 
fosforilación de MAPK llevados a cabo en células activadas con LPS e IFN-γ mostraron un 
incremento en la potencia del agonista selectivo de CB2R, JWH133. El incremento con 
respecto al basal fue aproximadamente 5 veces superior en el ensayo de fosforilación 
de ERK1/2 y 2 veces superior en el ensayo de DMR (Figura 5E-F). El efecto aditivo en el 
tratamiento con ACEA y JWH133 también mostró un incremento en la potencia. Estos 
efectos diferenciales entre el estado de reposo (cross-talk negativo) y el activado (cross-
talk positivo) de las células microgliales contrasta con el cross-antagonismo observado 
en todas las condiciones. 
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Figura 5. El tratamiento combinado con LPS e IFN-γ afecta la señalización del receptor cannabinoide 
en células N9. Las células N9 se incubaron durante 48 horas en ausencia (A, B, C) o en presencia de LPS 1 
µM e IFN-γ 200 U/mL (D, E, F). Tras las 48 horas de incubación, las células se trataron con los antagonistas 
selectivos de CB1R y CB2R (rimonabant 1 µM para CB1R y AM630 1 µM para CB2R) y posteriormente se 
trataron con los agonistas selectivos de CB1R y CB2R (ACEA 200 nM para CB1R y JWH133 100 nM para 
CB2R) por separado o en combinación, o con los endocannabinoides anandamida (200 nM) y 2-AG (200 
nM). La disminución de los niveles de cAMP inducidos por forskolina se determinó 15 minutos después 
del tratamiento con forskolina 0,5 μM (A, D). Los valores son la media ± S.E.M. de 8 experimentos 
diferentes. La fosforilación de ERK1/2 se analizó empleando un kit AlphaScreen SureFire (Perkin Elmer). 
Los cambios en la DMR representan cambios en la longitud de onda de la luz reflejada (en picómetros) a 
lo largo del tiempo. Los valores son la media ± S.E.M. de 8 experimentos diferentes. En los ensayos de 
acumulación de cAMP y en la señalización vía MAPK, se empleó un one-way ANOVA y un análisis post hoc 
de comparación múltiple de Bonferroni como análisis estadístico (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001; 
versus el tratamiento únicamente con forskolina en el ensayo de acumulación de cAMP o versus células 
no tratadas en la determinación de la fosforilación de ERK1/2). 

 

4.1.2.7. Modulación por agonistas y antagonistas de cAMP, MAPK y DMR en 
cultivos primarios de microglía de estriado  

Se llevaron a cabo experimentos similares a los descritos en cultivos primarios de 
microglía de estriado de ratón. Los resultados del ensayo de determinación de niveles 
de cAMP (Figura 6A) y de fosforilación de ERK1/2 (Figura 6B) fueron similares a los 
obtenidos en los ensayos llevados a cabo en las células N9. La activación del receptor 
CB2 en cultivos primarios tratados con LPS e IFN-γ resultó en una respuesta robusta, y el 
tratamiento simultáneo con los agonistas selectivos o con los antagonistas de los dos 
receptores mostró un efecto aditivo y un antagonismo cruzado respectivamente (Figura 
6A-B, Figura 7A-B). El crecimiento de las células en presencia de agregados de β-
amiloide, una de las características representativas de la enfermedad de Alzheimer (AD), 
dio lugar a unos resultados en los ensayos llevados a cabo similares a los obtenidos en 
las células activadas con LPS e IFN-γ (Figura 6A-B y Figura 7A-B). 
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Figura 6. El tratamiento combinado de LPS e IFN-γ modifica la función de los receptores 
cannabinoides primarios de microglía de estriado de ratón. Los cultivos primarios de microglía se 
incubaron durante 48 horas en presencia (barras blancas) o ausencia (barras negras) de LPS 1 μM e IFN-γ 
200 U/mL, o en presencia de Aβ1-42 500 nM (barras rayadas) y posteriormente han sido tratados con ACEA 
(200 nM), JWH133 (100 nM) o ambos. Los niveles de cAMP inducidos por forskolina (A) y la fosforilación 
de ERK 1/2 (B) se determinaron como se describe en los Métodos. Los valores son la media ± S.E.M. de 7 
experimentos diferentes. Para el análisis estadístico se llevó a cabo un one-way ANOVA y un análisis post 
hoc de comparación múltiple de Bonferroni (* p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001, versus el tratamiento 
con forskolina en el ensayo de determinación de cAMP o versus células no tratadas en los ensayos de 
fosforilación de ERK1/2). C-D: los ensayos de DMR realizados en los cultivos primarios se incubaron 
durante 48 horas en ausencia (figura izquierda) o en presencia (figura derecha) de LPS 1 μM e IFN-γ 200 
U/mL, y posteriormente se trataron con ACEA (200 nM, rojo), JWH133 (100nM, azul) o ambos (verde). Los 
valores son la media ± S.E.M. de 6 experimentos diferentes.  

 El ensayo de DMR en células en reposo y activadas arrojó también resultados 
similares a los obtenidos en los ensayos de determinación de cAMP y de fosforilación de 
ERK1/2. Sin embargo, existe una pequeña diferencia en los resultados. En las células 
activadas no se observa cross-talk positivo (Figura 6D). La señal de DMR resultó elevada 
para el tratamiento con ambos agonistas en los cultivos primarios, por lo que la DMR en 
el tratamiento simultáneo con ambos agonistas fue máxima, pudiendo ser esta la razón 
de que la tecnología de DMR no fuera capaz de detectar el cross-talk positivo detectado 
en los ensayos de determinación de cAMP y de fosforilación de ERK1/2. Cuando se 
analizaron cultivos primarios de microglía del hipocampo se observaron resultados 
similares (datos no presentados). Los resultados en células N9 y en cultivos primarios 
indican que la activación microglial conduce a un cambio cualitativo y cuantitativo muy 
marcado en los efectos mediados por los receptores de cannabinoides que, al menos en 
parte, parecen estar mediados por los heterómeros de receptores CB1 y CB2. 
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Figura 7. Cross-antagonismo entre CB1R y CB2R en cultivos primarios de microglía tratados con LPS 
e INF-γ. Los cultivos primarios de microglía se incubaron durante 48 h en presencia (barras blancas) o 
ausencia (barras negras) de LPS 1 μM e INF-γ 200 U/mL o en presencia de Aβ1-42 (barras rayadas), y 
posteriormente se trataron con los antagonistas rimonabant (1 μM) o AM630 (1 μM) durante 15 minutos. 
Tras esto se trató durante 15 minutos con los agonistas específicos ACEA (200 nM), JWH133 (100 nM) o 
ambos. Los descensos en los niveles de cAMP inducidos por forskolina (A) y la fosforilación de ERK 1/2 (B) 
se determinó como se describe en los Métodos. Los valores son la media ± S.E.M. de 6 experimentos 
diferentes. En todos los casos, se realizó un one-way ANOVA y un análisis post hoc de comparación 
múltiple de Bonferroni como análisis estadístico (no se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas). 

 

4.1.2.8. Expresión del heterómero CB1R/CB2R en cuerpo estriado de animales 
lesionados 

El modelo de enfermedad de Parkinson en rata tratada con 6-hidroxi-DA se preparó 
por inyección unilateral en el hemisferio derecho, y cursa con activación microglial y 
neuroinflamación (458). Se utilizaron anticuerpos primarios específicos frente a los 
receptores CB1 y CB2, así como sondas de DNA unidas a anticuerpos secundarios de 
conejo y oveja para los ensayos de PLA. Empleando sondas (ver Métodos), la proximidad 
entre los dos receptores se detectó mediante microscopía confocal, y se observó como 
una señal punteada roja. En animales sin la enfermedad, se observó que el 8% de las 
células presentaban señales de PLA positivas con 2 clústeres rojos/célula (Figura 8A). En 
los animales lesionados, en el hemisferio intacto (izquierdo) se observó un 9,2 % de 
células marcadas con un valor ligeramente inferior a 2 puntos rojos/célula (Figura 8B). 
Por otro lado, en el hemisferio dañado (derecho) se observó un incremento en el 
porcentaje de células marcadas significativo (18,7%), con 2,4 puntos rojos/célula que 
tiene puntos. El resultado indica que los animales lesionados presentan un aumento 
significativo en el nivel de heterómeros de receptores CB1/CB2 en el cuerpo estriado. En 
secciones equivalentes, se probó la activación de la microglía con anticuerpos frente a 
un marcador de activación del MHC de clase II de rata. A diferencia de los animales 
control, existió un alto número de células activadas en ratas lesionadas y tratadas con 
levodopa (tanto discinéticas como no discinéticas (Figura 8A)). Sin embargo, las 
diferencias intergrupales en el número de células microgliales activadas en animales con 
lesión provocada por 6-hidroxi-DA no resultaron estadísticamente significativas (Figura 
8A, gráfico a la derecha). 
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Figura 8. Detección de microglía activada en muestras de modelos animales. A: secciones 
hemiestriatales del control, de ratas lesionadas (Lesioned) y de ratas lesionadas tratadas con levodopa 
que muestran discinesia (DK) o no (no DK) se tiñeron usando el anticuerpo anti-MHC de clase II Ab23990 
[MRC OX-6], para detectar células de microglía activada en ratas. La inmunohistoquímica se realizó usando 
un anticuerpo secundario conjugado con Alexa Flúor. La fluorescencia se cuantificó empleando el 
software Fiji-Image J. Los valores son la media ± S.E.M. de 6 experimentos diferentes. Se realizó un one-
way ANOVA y un análisis post hoc de comparación múltiple de Bonferroni como análisis estadístico (** p 
<0.01, *** p <0.001 versus animales control, no se observan diferencias significativas entre los animales 
DK y los no DK). B: se llevó a cabo una inmunocitoquímica en cultivos primarios de microglía de un control 
no transgénico de dos días y en muestras de ratones APPSw, Ind usando un anticuerpo específico (Ab180779) 
para detectar células de microglía de ratón activadas. Seguidamente, se utilizó un anticuerpo secundario 
conjugado con Alexa Flúor. 

 

4.1.2.9. Expresión del heterómero de receptores CB1/CB2 en cuerpo estriado de 
animales discinéticos 

En ratas con discinesia inducida por tratamiento crónico con levodopa, el porcentaje 
de células en el hemisferio lesionado que muestran puntos rojos es del 33,7% con un 
promedio de 4 puntos rojos/célula. En contraste, el tratamiento con levodopa en ratas 
que no presentan discinesia muestra unos resultados similares a los de los animales 
control o a los obtenidos en el hemisferio izquierdo de animales lesionados (8,7% y 1,3 
puntos rojos/célula) (Figura 9B). Estos resultados indican que los animales discinéticos 
presentan un aumento importante en el número de complejos heteroméricos 
CB1R/CB2R. 
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Figura 9. Expresión del complejo CB1R/CB2R en el modelo de rata de la enfermedad de Parkinson. Se 
realizó una PLA para detectar los complejos CB1R/CB2R como se describe en Métodos, usando secciones 
de estriado no lesionadas (naïve) (A-B) o hemiestriatales de ratas lesionadas, así como ratas lesionadas 
tratadas con levodopa que muestran (DK) o no (no DK) discinesia (C-D). En C y D “control” se corresponde 
con las secciones del lado no lesionado (izquierdo), mientras que “lesioned” “DK” y “no DK” se 
corresponde con las secciones del lado lesionado (derecho). Se muestran imágenes de microscopía 
confocal (4 secciones superpuestas); los complejos heteroméricos aparecen como puntos rojos que 
rodean los núcleos teñidos con Hoechst en azul. B y D: la relación r (número de puntos rojos/célula que 
contiene puntos) y el porcentaje de células que contienen uno o más puntos rojos se muestran en los 
gráficos de barras. Los datos (proporción o porcentaje de células positivas) son la media ± S.E.M. de los 
recuentos en 6-8 campos diferentes en cada muestra de cerebro de ratas no lesionadas, lesionadas, y 
tratadas con levodopa que muestran (DK) o no (sin DK) discinesia (n = 3 en cada grupo). El análisis de 
ANOVA bidireccional mostró diferencias significativas intergrupales en ratio y porcentaje de células 
positivas. * p <0.05, *** p <0.001 (respecto a naïve) después de la prueba post hoc de Bonferroni. Barras 
de escala: 30 µM. 

 

4.1.2.10. Heterómeros CB1R/CB2R en el hipocampo de animales transgénicos 

La enfermedad de Alzheimer es una patología que cursa con neuroinflamación (459) 
(460). También se conoce que algunos receptores están involucrados en procesos 
neuroinflamatorios. En condiciones normales presentan una baja expresión, pero en 
condiciones de neuroinflamación están sobreexpresados en muestras de pacientes con 
AD. Algunos ejemplos bien caracterizados son los receptores A2A de adenosina, que 
aparecen en células gliales en el hipocampo y en corteza cerebral de pacientes con AD 
(461) o el receptor CB2, cuyos niveles de expresión están aumentados junto con el de 
los marcadores gliales en la corteza frontal en pacientes con AD (318). Aunque los 
modelos transgénicos no reflejan adecuadamente todos los aspectos de la AD humana 
(462), la neuroinflamación ha sido descrita en ratones APPSw, Ind, incluyendo la existencia 
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de astrocitos reactivos y microglía activa (443). Se aisló hipocampo de crías de dos días 
obtenidas del cruce de ratones APPSw, Ind y wild type y se genotiparon individualmente y 
clasificaron como ratones no transgénicos (control) y ratones APP heterocigotos, que en 
edad adulta muestran placas amiloides, neuroinflamación con microglía reactiva y 
déficits cognitivos (443). Se prepararon cultivos primarios de microglía de hipocampo y 
se llevaron a cabo ensayos de PLA para detectar cambios en la expresión del heterómero 
CB1R/CB2R. Mientras que solo el 5% de las células cultivadas procedentes de animales 
no transgénicos mostraron puntos rojos, en el caso de las células procedentes de 
animales heterocigotos APPSw, Ind el porcentaje ascendió al 83%. Además, el número de 
puntos rojos por célula aumentó de 1,5 a 6 (Figura 10A-B). Curiosamente, empleando 
un anticuerpo para detectar activación del complejo MHC de clase II se observó un 
fenotipo microglial activado en cultivos de animales heterocigotos, pero no en cultivos 
procedentes de los controles (Figura 8B). 

 

4.1.2.11. La señalización de los receptores cannabinoides en células microgliales 
procedentes de ratón APPSw, Ind es similar a la de las células activadas con LPS e IFN-γ 

Se emplearon cultivos primarios de animales no transgénicos (barras negras) y 
animales APPSw, Ind (barras blancas) para caracterizar la señalización funcional 
cannabinoide. Los cultivos primarios de microglía de hipocampo se trataron con 
forskolina (0,5 µM) tras tratarse con los agonistas selectivos de los receptores 
cannabinoides, JWH133 o ACEA, o con los endocannabinoides anandamida o 2-AG y se 
determinó el cambio en los niveles de cAMP. Se observó que la activación del receptor 
CB1 en ratones control disminuyó levemente los niveles de cAMP (aproximadamente un 
20%), mientras que la activación con el agonista de CB2R no mostró ningún efecto 
significativo. Por otro lado, en cultivos procedentes de ratón APPSw, Ind la disminución en 
los niveles de cAMP fue mayor (aproximadamente un 40%) tras activar con los agonistas 
selectivos de los receptores CB1 y CB2 (Figura 10C). La activación simultánea con los dos 
agonistas selectivos dio lugar a un fenómeno de cross-talk negativo entre ambos 
receptores en los animales control, al contrario que en los animales transgénicos, donde 
este cross-talk resultó ser positivo (Figura 10C). Curiosamente, el tratamiento con 
endocannabinoides dio lugar a respuestas más potentes en muestras obtenidas de 
animales heterocigotos. En los ensayos de DMR llevados a cabo en cultivos microgliales 
se observó que la activación de CB2R en muestras control tuvo un efecto reducido, y en 
cuanto al receptor CB1 se observó un fenómeno de cross-talk negativo. De nuevo, la 
estimulación con el agonista de CB2R en células de microglía procedentes de animales 
APPSw, Ind mostró un efecto significativo y una potenciación de la señalización del 
receptor CB1 (Figura 10D). La tendencia común observada en las células microgliales 
activadas es un aumento de los heterómeros CB1R/CB2R y un cambio cualitativo y 
cuantitativo en la señalización de los receptores de cannabinoides. 



4. Resultados 
 

109 
 

 

Figura 10. Expresión de complejos CB1R/CB2R y su función en el ratón APPSw, Ind modelo de la 
enfermedad de Alzheimer. A: Se analizaron mediante PLA cultivos primarios de microglía de hipocampo 
de ratón no transgénico de dos días de edad (control, barras negras) y de ratones APPSw, Ind (barras 
blancas). Se utilizaron anticuerpos primarios específicos contra CB1R (1/100) o CB2R (1/100). Las imágenes 
de microscopía confocal (4 planos consecutivos) muestran complejos heteroméricos como puntos rojos y 
núcleos teñidos con Hoechst (azul). Barra de escala: 30 µm. El gráfico de barras muestra el número de 
puntos rojos/célula que contiene puntos; el número de encima de cada barra indica el porcentaje de 
células que presentan puntos rojos. Los valores son la media ± S.E.M. de 6 experimentos diferentes. En 
todos los casos, se realizó un one-way ANOVA y un análisis post hoc de comparación múltiple de 
Bonferroni como análisis estadístico (*** p <0.001, versus control). C: se estimularon cultivos primarios 
de microglía de hipocampo de ratones no transgénicos de dos días de edad (control, barras negras) y 
APPSw, Ind (barras blancas) con ACEA 200 nM, JWH133 100 nM o ambos, o con anandamida 200 nM o 2-AG 
200 nM, seguido por 15 minutos de tratamiento con forskolina 0,5 µM y se determinaron los niveles de 
cAMP. Los valores son la media ± S.E.M. de 6 experimentos diferentes. En todos los casos, se realizó un 
análisis one-way ANOVA y un análisis post hoc de comparación múltiple de Bonferroni como análisis 
estadístico (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 versus el tratamiento con forskolina). D-E: Curvas de DMR 
en tiempo real obtenidas usando cultivos primarios de microglía de hipocampo de los controles 
(izquierda) y APPSw, Ind (derecha) estimulados con ACEA 200 nM (rojo), JWH133 100 nM (azul) o ambos 
(verde). Los valores son la media ± S.E.M. de 6 experimentos diferentes.  

 

4.2. Efecto in vitro del etanol sobre la señalización de los receptores CB2, GPR55 y 
el heterómero CB2R/GPR55 

El alcohol es una droga socialmente aceptada entre la población general, y su 
consumo es legal en todos los países no musulmanes una vez alcanzada la mayoría de 
edad. A lo largo de la historia el alcohol ha sido el centro de numerosos ritos religiosos 
y actos sociales, y en la actualidad no ha perdido dicho valor. Este hecho da lugar a 
comportamientos inadecuados de consumo que pueden provocar la aparición de 
diversas patologías, y en última instancia, adicción alcohólica. Se estima que solo en 
Estados Unidos cerca de 18 millones de personas sufren algún tipo de desorden 
relacionado con el consumo de alcohol (datos del National Institute on Alcohol Abuse 

https://www.niaaa.nih.gov/
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and Alcoholism, NIAAA por sus siglas en inglés). A nivel mundial esta cifra alcanza el 5% 
de la población total, unos 350 millones de personas.  

El etanol ingerido en forma de bebida alcohólica es metabolizado principalmente en 
el hígado, aunque una pequeña parte puede ser metabolizado en el estómago. En este 
proceso intervienen diversas enzimas responsables de la oxidación del etanol como la 
enzima alcohol deshidrogenasa y la enzima acetaldehído deshidrogenasa. Cerca del 90% 
del etanol consumido es procesado por estas, mientras que resto es eliminado por la 
orina, la respiración o el sudor (395) (397). Cuando el etanol alcanza el torrente 
sanguíneo y llega al SNC provoca los efectos más evidentes de la intoxicación etílica, 
interaccionando principalmente con los receptores GABAA y NMDA (401). El consumo 
crónico de etanol da lugar a neuroadaptaciones que provocan cambios en los perfiles 
de expresión de estos receptores, disminuyendo la expresión de GABAA y aumentando 
la del receptor NMDA, lo cual da lugar al fenómeno conocido como delirium tremens, 
que provoca convulsiones, hipertermia y, si no se trata adecuadamente, la muerte (414). 

El etanol no afecta únicamente a los receptores GABAA y NMDA. Se sabe que el 
sistema endocannabinoide está directamente implicado en el abuso de bebidas 
alcohólicas. La actividad del receptor CB1 favorece la predisposición al consumo de esta 
droga. Esto se demostró en animales habituados a la ingesta de etanol y tratados con 
antagonistas cannabinoides como el rimonabant, alterando el patrón de consumo de 
etanol (419) (420). El etanol también afecta a la expresión de los genes relacionados con 
el sistema endocannabinoide (427), puede afectar a la inmunomodulación mediada por 
endocannabinoides (463), causa neurodegeneración neonatal debido a un aumento en 
la expresión del receptor CB1 (430) y es capaz de generar depresión sináptica 
corticoestriatal relacionada con el sistema endocannabinoide (434). El receptor CB1 es 
el GPCR más abundante en el SNC, y está implicado en la regulación de diversos procesos 
como la excitabilidad neuronal y su relación con el consumo de alcohol está bien 
establecida. Aunque CB2R era considerado un receptor periférico presente en células 
del sistema inmune, ha sido demostrada su presencia en SNC, no únicamente en 
microglía sino también en neuronas en regiones como el hipocampo (239). El receptor 
GPR55, que fue durante un tiempo considerado como un nuevo receptor cannabinoide, 
también está expresado en el SNC y ha sido descrita su presencia, al igual que el receptor 
CB2, en el hipocampo (254). Esta región se ve claramente afectada por el consumo de 
etanol, dando lugar a fenómenos de blackout o de pérdida transitoria de la memoria 
(412). Teniendo en cuenta estos antecedentes y el potencial del sistema 
endocannabinoide en el abuso de alcohol, es necesario analizar cómo el alcohol afecta, 
cuantitativamente y/o cualitativamente, la farmacología de estos receptores.  

 

4.2.1. Materiales y métodos 2 

4.2.1.1. Reactivos 

El JWH133 y el CP55940 se obtuvieron de Tocris Bioscience (Bristol, R.U.). El LPI se 
adquirió de Merck/Millipore (Billerica, Massachusetts, E.E.U.U.) y el etanol de PANREAC 
(Castellar del Vallès, Barcelona, España). 

 

https://www.niaaa.nih.gov/
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4.2.1.2. Vectores de expresión 

Se utilizaron cDNAs que codifican para los receptores CB2 y GPR55 humanos, y se 
amplificaron mediante PCR sin su codón de parada. Posteriormente se clonaron, en 
pauta de lectura, en un vector que contiene la secuencia de Rluc (pRluc-N1, Perkin-
Elmer®, Welesley, MA, E.E.U.U.) usando cebadores sentido y antisentido que contienen 
sitios de restricción para los enzimas HindIII y BamHI, o subclonados, en pauta de 
lectura, en un vector que contiene la secuencia de pEYFP (Clontech laboratories Inc., 
Heidelberg, Alemania) usando cebadores específicos sentido y antisentido que 
contienen sitios de restricción para BamHI y KpnI. De esta forma obtuvieron las 
siguientes proteínas de fusión: CB2R-YFP, GPR55-Rluc y GPR55-YFP. 

 

4.2.1.3. Cultivo celular y transfección transitoria 

En los experimentos se utilizaron células HEK-293T, que proceden de riñón de 
embrión humano. Las células HEK-293T se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco´s 
Modified Eagle Medium, Gibco® by life technologiesTM, Maryland, E.E.U.U.) 
suplementado con L-Glutamina 2 mM, ampicilina 50 µg/mL, estreptomicina 50 µg/mL y 
5% de suero fetal bovino (FBS) con el sistema del complemento inactivado por calor. 
Todos los productos son de Gibco® by life technologiesTM. Las células se mantuvieron a 
37°C en una atmósfera húmeda con un 5% de CO2. Posteriormente, las células se 
transfectaron transitoriamente con los cDNAs correspondientes, utilizando NaCl 150 
mM, polietilenimina (PEI, Sigma-Aldrich) 2 µM no ramificada y medio DMEM sin 
suplementar, tal y como se describe en Carriba et al., 2008 (446). Pasadas 4 horas la 
mezcla de transfección se reemplazó por medio DMEM suplementado. Las células 
transfectadas se emplearon en los correspondientes experimentos 48 horas después del 
procedimiento de transfección. Los cultivos primarios de neuronas del hipocampo se 
obtuvieron de fetos de rata Sprague-Dawley (día embrionario 19). Las células se aislaron 
como se describe en Hradsky et al., 2013 (447). Las células se mantuvieron en medio 
neurobasal suplementado con L-glutamina 2 mM, ampicilina 50 µg/mL, estreptomicina 
50 µg/mL y 2% de suplemento de B27 durante 12 días hasta su uso en el experimento 
correspondiente. De nuevo todos los productos que se utilizaron son de la marca Gibco® 
by life technologiesTM. 

 

4.2.1.4. Pretratamiento con etanol 

Las células HEK-293T transfectadas o los cultivos primarios de neuronas de 
hipocampo se trataron con etanol a una concentración final equivalente a 1.5 g/L de 
etanol en sangre (32,5 mM). En total se llevaron a cabo tres pretratamientos 
independientes consistentes en tres tiempos distintos antes de cada experimento: Un 
pretratamiento de treinta minutos, dos horas o dos días antes del procedimiento 
experimental en células HEK-293T transfectadas, o de treinta minutos, dos horas o 6 
días antes del experimento con cultivos primarios.  
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4.2.1.5. Ensayo de BRET 

Para llevar a cabo el ensayo de BRET las células HEK-293T se transfectaron 
transitoriamente con una cantidad constante de cDNA que codifica para GPR55-Rluc y 
con cantidades crecientes de cDNA que codifica para CB2R-YFP. 48 horas después de la 
transfección las células se ajustaron a 2 mg/mL de proteína mediante un ensayo de 
Bradford (Bio-Rad) utilizando albúmina de suero bovino como estándar. Para cuantificar 
la expresión de YFP, la fluorescencia se leyó en un aparato MITHRAS LB 940 HTS III 
multimode reader (BERTHOLD Technologies) excitando a 485 nm. Para las mediciones 
de BRET se recogieron lecturas un minuto después de la adición coelenterazina H (P.J.K. 
GmbH, Kleinblittersdorf, Alemania) utilizando de nuevo un aparato MITHRAS LB 940 HTS 
III multimode reader recogiendo las señales a 535 nm. Para cuantificar la luminiscencia 
del receptor fusionado con Rluc, se llevó a cabo una lectura a los 10 minutos tras la 
adición de la coelenterazina H. El BRET se expresó como mili unidades de BRET (mBU, 
(Emisión530/Emision485) X 100). 

 

4.2.1.6. Determinación de cAMP intracelular 

Dos horas antes de iniciar el experimento, se cambió el medio de las células HEK-293T 
o neuronas por medio DMEM (Gibco®) sin suplementar. Las células resuspendidas en 
medio de cultivo que contenía HEPES 5mM, zardaverina 32 µM y BSA 0,1%, PH 7,4, se 
colocaron en microplacas de 384 pocillos (2.500 células/pocillo), y se estimularon con 
los agonistas selectivos durante 15 minutos antes de añadir forskolina 5 mM o vehículo 
durante otros 15 minutos. Las lecturas se realizaron 1 hora después de la incubación con 
anticuerpos a 25 °C. Las medidas de la transferencia homogénea de energía fluorescente 
resuelta en el tiempo (HTRF) se realizaron con un kit LANCE® Ultra cAMP (Perkin-
Elmer®). La fluorescencia se analizó a 665 nm con un lector de microplacas PHERAstar 
Flagship equipado con un módulo óptico para HTRF (BMG Lab Technologies, Offenburg, 
Alemania). 

 

4.2.1.7. Ensayo de fosforilación de ERK 

Para determinar la fosforilación de ERK1/2 se sembraron las células en microplacas 
transparentes de 96 pocillos Deltalab a una concentración de 40.000 células/pocillo y se 
incubaron durante 24 horas. Entre 2 y 4 horas antes del experimento, el medio de cultivo 
empleado se reemplazó por medio DMEM sin suplementar. Tras esto las células se 
trataron a 25 °C durante 10 minutos con vehículo o con los agonistas específicos. Las 
células se lavaron con PBS frío antes de añadir tampón de lisis (tratamiento de 20 
minutos). 10 µL de cada sobrenadante obtenido en la lisis se colocaron en una placa 
ProxiPlate de 384 pocillos. La fosforilación de ERK1/2 se determinó utilizando el kit 
AlphaScreen SureFire (Perkin Elmer) siguiendo las instrucciones del proveedor y con un 
aparato EnSpire Multimode Plate Reader (Perkin-Elmer). 
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4.2.1.8. Ensayo de distribución dinámica de masa (DMR) 

Para el ensayo de DMR con células HEK-293T o neuronas de hipocampo las células se 
sembraron en placas de 384 pocillos con microsensores (Perkin-Elmer) con una 
concentración de 10.000 células por pocillo y se mantuvieron en incubación a 37 °C y 5% 
de CO2. Antes del ensayo las células se lavaron dos veces con HBSS que lleva HEPES 20 
mM, DMSO 0,1 %, pH 7,15, y se incubaron durante 2 horas con este mismo tampón (24 
°C, 30 mL/pocillo). Tras esto la placa se escaneó y se registró la señal basal durante 10 
minutos antes de añadir 10 μL de los antagonistas específicos durante 30 minutos, 
seguido de la adición de 10 μL de los agonistas específicos. Todos los compuestos del 
ensayo se disolvieron en el tampón previamente descrito. La DMR se registró durante al 
menos 5.000 segundos en un aparato EnSpire Multimode Plate Reader (Perkin-Elmer). 
Los resultados se analizaron usando el software EnSpire Workstation v 4.10. 

 

4.2.1.9. Ensayo de movilización de calcio 

Para llevar a cabo el ensayo de movilización de calcio intracelular, las células HEK-
293T se transfectaron transitoriamente con cDNA que codifica para GPR55 y para CB2R, 
así como para el sensor de calcio modificado GCaMP6 (Addgene, Cambridge, 
Massachusetts, E.E.U.U.), que contiene la secuencia de la proteína fluorescente cpGFP, 
de la proteína calmodulina y del péptido CaM-interacting M13. Al unir calcio, la 
calmodulina modificada GCaMP6 cambia su estructura y permite a la proteína cpGFP ser 
excitada y emitir fluorescencia (451). 48 horas después de la transfección las células se 
ajustaron a 4 mg/mL de proteína mediante un ensayo de Bradford (Bio-Rad) utilizando 
albúmina de suero bovino como estándar. La determinación de la movilización de calcio 
intracelular se realizó empleando un EnSpire Multimode Plate Reader (Perkin-Elmer). 
Los datos se expresan como la señal fluorescente emitida por la calmodulina modificada 
GCaMP6 menos la señal fluorescente emitida por las células en reposo (basal). 

 

4.2.1.10. Procedimientos de inmunotinción 

Las células se fijaron en paraformaldehído al 4% durante 15 minutos y se lavaron con 
PBS (NaCl 138 mM, KCl 3 mM, Na2HPO4 8,1 mM, K2 HPO4 1,5 mM) que contenía glicina 
20 mM para inactivar los grupos aldehído, y antes de la permeabilización con PBS-glicina 
y detergente Tritón X-100 al 0,2 % durante 5 minutos. Las células HEK-293T se trataron 
durante 1 hora con PBS-glicina con albúmina de suero bovino (BSA) al 1% y se incubaron 
durante una hora con un anticuerpo monoclonal anti-Rluc de ratón (Chemicon-Millipore 
corp). Posteriormente se incubaron con anticuerpos secundarios anti-ratón conjugados 
a Cy3 (1/200, 1 h; Jackson ImmunoResearch, Baltimore, E.E.U.U.). Tras varios lavados las 
muestras se montaron con Mowiol al 30% (Calbiochem) y se observaron en un 
microscopio confocal Leica SP2 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania).  

 

4.2.1.11. Ensayo in situ de ligación por proximidad 

Las secciones de corteza cerebral que estaban incluidas en parafina se desparafinaron 
como se describe en el apartado 3.12 de materiales y métodos generales. 
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Posteriormente se trataron con TBS que contenía Tritón X-100 al 0,01% durante 10 min 
y se lavaron con TBS antes de usar los anticuerpos primarios específicos para los 
receptores CB2 y GPR55 (monoclonal anti-CB2R 1/100; y anti-GPR55 de conejo, 
respectivamente, de Santa Cruz Technologies y Cayman Chemical). La PLA se llevó a cabo 
con sondas que detectan anticuerpos de conejo o de ratón (sonda Duolink II PLA anti-
Rabbit plus y sonda Duolink II PLA anti-mouse minus). Los núcleos se marcaron con 
Hoechst (1/200; Sigma-Aldrich). Las muestras se montaron con Mowiol al 30% 
(Calbiochem). Finalmente, las muestras se observaron en un microscopio confocal Leica 
SP2 (Leica Microsystems) equipado con un objetivo de inmersión en aceite 63X 
apocromático (N.A. 1.4) y líneas láser de 405 nm y 561 nm. En cada campo se tomaron 
imágenes en dos canales diferentes, uno para cada marcaje (azul para los núcleos, rojo 
para los heterómeros), y siguiendo el eje Z, con una distancia entre imágenes de un 
micrómetro. El número de células que contienen uno o más puntos rojos frente al total 
de células (número de núcleos en azul) y la ratio (r, número de puntos rojos/célula) en 
las células que contienen puntos, se determinó mediante el software Duolink Image. 

 

4.2.2. Resultados experimentales 2 

4.2.2.1. Identificación de complejos CB2R/GPR55 mediante inmunotinción 

En primer lugar, se llevaron a cabo ensayos de inmunocitoquímica en células HEK-
293T transfectadas con el cDNA para CB2R-YFP, GPR55-YFP o CB2R-YFP y GPR55-Rluc. Las 
proteínas de fusión que contenían la proteína fluorescente amarilla se detectaron por la 
propia fluorescencia de YFP. Por otro lado, la construcción GPR55-Rluc fue detectada 
con un anticuerpo específico frente a Rluc (Chemicon-Millipore corp) y un anticuerpo 
secundario fusionado a Cy3 (señal roja, Jackson ImmunoResearch). En todos los casos, 
la fluorescencia se detectó mediante microscopía confocal. En la Figura 11B se puede 
observar que tanto el receptor CB2 como el receptor GPR55 se expresaban 
principalmente a nivel de membrana plasmática. Además, en amarillo se pudo observar 
un alto nivel de colocalización entre ambos receptores a nivel de membrana plasmática. 
Seguidamente se analizó el efecto del tratamiento con etanol a una concentración 
equivalente a 1,5 g/L de EtOH, es decir, 32,6 mM (la concentración de etanol en sangre 
más frecuente que se alcanza tras un consumo abusivo de esta sustancia (464)), a tres 
tiempos diferentes de exposición: 30 min, 2 h y 2 días. La expresión observada de los 
receptores fue similar a la de las células sin tratar. Ambos receptores se expresaban 
principalmente a nivel de membrana plasmática donde mostraron un alto grado de 
colocalización (Figura 11B). 

 

4.2.2.2. Efecto del etanol sobre el heterómero de receptores CB2/GPR55 

La formación de heterómeros entre los receptores cannabinoides CB2 y GPR55 fue 
descrita por primera vez en 2014 por Balenga y colaboradores (68). Además, la 
expresión de los receptores CB2 y GPR55 ha sido descrita en diferentes tejidos, entre 
ellos, en el hipocampo de roedores (238) (465). Por otro lado, se han asociado los 
principales efectos del consumo de bebidas alcohólicas a esta región cerebral. Así, en 
este proyecto nos propusimos determinar si el etanol era capaz de afectar la formación 
de heterómeros entre los receptores CB2 y GPR55. Para ello se transfectaron células 



4. Resultados 
 

115 
 

HEK-293T con una concentración constante de cDNA (0,3 μg) para GPR55-Rluc y 
concentraciones crecientes de cDNA para CB2R-YFP (0,5 μg-4 μg) y se realizó un ensayo 
de transferencia de energía por proximidad. Se obtuvo una curva de BRET saturable 
(BRETmax de 540 ± 60 mBU y BRET50 de 60 ± 20, línea negra), indicando la existencia de 
complejos heteroméricos entre CB2R y GPR55 (Figura 11A). Paralelamente se analizó el 
efecto del etanol sobre la formación de heterómeros CB2R/GPR55. Para ello, células 
HEK-293T con una concentración constante de cDNA (0,3 μg) para GPR55-Rluc y 
concentraciones crecientes de cDNA para CB2R-YFP (0,5 μg-4 μg) fueron tratadas con 
etanol a diferentes tiempos de exposición (30 minutos, 2 horas y 2 días). La 
concentración de etanol utilizada fue la equivalente a 1,5 g/L de EtOH. Las curvas de 
saturación obtenidas bajo el tratamiento con etanol fueron similares a las de las células 
sin tratar (BRETmax de 540 ± 70 mBU y BRET50 de 90 ± 30 para el tratamiento de 30 
minutos, línea roja; BRETmax de 520 ± 70 mBU y BRET50 de 100 ± 40 para el tratamiento 
de 2 horas, línea verde; y BRETmax de 530 ± 70 mBU y BRET50 de 100 ± 40 para el 
tratamiento de 2 días, línea azul) (Figura 11A). Estos resultados indican que en presencia 
de etanol no se ve afectada ni la expresión, ni la estructura del complejo heteromérico 
entre los receptores cannabinoides CB2 y GPR55. 

 

Figura 11. Estudio del efecto del etanol sobre la heteromerización de los receptores CB2 y GPR55 en 
células HEK-293T transfectadas. A: Los ensayos de BRET se llevaron a cabo en células HEK-293T 
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transfectadas con una cantidad constante de cDNA para GPR55-Rluc (0,3 µg) y cantidades crecientes de 
cDNA para CB2R-YFP (0,5-4 µg) y pretratadas o no (línea negra) con diferentes tiempos de etanol a 1,5 g/L 
(30 minutos (línea roja), 2 horas (línea verde) o 2 días (línea azul)). Los valores son la media ± S.E.M. de 8 
experimentos diferentes realizados en duplicados. B: Se llevó a cabo una inmunocitoquímica en células 
HEK-293T, pretratadas durante 30 minutos, 2 horas y 2 días con etanol a 1,5 g/L, que expresaban CB2R-
YFP (1,5 µg), GPR55-YFP (1,5 µg) o CB2R-YFP (1,5 µg) y GPR55-Rluc (0,3 µg). Los receptores fueron 
detectados por la propia fluorescencia amarilla de la proteína YFP, o mediante un anticuerpo primario 
específico de ratón anti-Rluc (rojo) y un anticuerpo secundario fusionado a Cy3. Las imágenes se tomaron 
con un microscopio LEICA SP2. La colocalización de ambos receptores se muestra en amarillo. Barra de 
escala: 15 µM.  

 

4.2.2.3. Efecto del etanol en la movilización de cAMP intracelular 

En segundo lugar, nos planteamos estudiar el efecto del etanol sobre la funcionalidad 
del heterómero de receptores CB2/GPR55. El receptor CB2 se acopla a proteína Gαi, por 
lo que su activación con agonistas específicos provoca la inhibición de la Adenilato 
ciclasa y una disminución en los niveles de cAMP intracelulares. Por esta razón, se 
llevaron a cabo ensayos de determinación de los niveles de cAMP intracelular en células 
HEK-293T transfectadas con el cDNA de los receptores CB2, GPR55 o ambos (1,5 μg), y 
pretratadas o no con etanol (1,5 g/L) a distintos tiempos: 30 minutos (barras rojas), 2 
horas (barras verdes) y 2 días (barras azules) (Figura 12A-C). En células que expresaban 
únicamente el receptor CB2 el tratamiento con el agonista cannabinoide CP55940 (200 
nM) provocó una disminución significativa de los niveles de cAMP intracelulares 
inducidos por Forskolina (0.5 µM) (Figura 12A). Cuando estas células fueron pretratadas 
con etanol previamente a la estimulación con CP55940, se observó una reducción 
significativa de los niveles de cAMP intracelular, similar a la observada en las células que 
no fueron tratadas con etanol y sin que existieran diferencias entre los distintos tiempos 
de pretratamiento (Figura 12A). Seguidamente se analizaron las células que expresaban 
únicamente el receptor GPR55. Estas células se estimularon con el agonista específico 
del receptor GPR55, LPI (1 μM).  No se observaron cambios significativos en los niveles 
de cAMP inducidos por forskolina (Figura 12B). Estos resultados se pueden explicar 
porque el receptor GPR55 se encuentra acoplado a proteína Gα13 y su activación no 
induce cambios en los niveles de cAMP intracelular. Evidentemente, el pretratamiento 
de estas mismas células con etanol tampoco provocó ningún efecto. En las células que 
coexpresaban ambos receptores, el tratamiento con CP55940 provocó una reducción 
importante de los niveles de cAMP inducidos por forskolina (Figura 12C), mientras el 
tratamiento con LPI no provocó cambios significativos en los niveles de cAMP (Figura 
12C). Por otro lado, el cotratamiento con CP55940 y LPI en células que expresaban 
simultáneamente CB2R y GPR55 provocó una disminución de los niveles de cAMP 
inducidos por forskolina sin cambios significativos comparada con la estimulación única 
con CP55490. Estos resultados indican que la activación del receptor GPR55 no ejerce 
ningún efecto modulador sobre la señalización del receptor CB2 a nivel de AMPc. Cuando 
estas células fueron pretratadas con alcohol a distintos tiempos previo al tratamiento 
con CP55940, o con CP55490 y LPI, no se observaron diferencias entre los distintos 
tiempos de pretratamiento y la condición control (Figura 12C).  
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Figura 12. Efecto del etanol sobre la señalización por cAMP del receptor CB2: Se transfectaron células 
HEK-293T con los cDNA que codifican para los receptores CB2 (1,5 µg) y GPR55 (1,5 µg) y se pretrataron o 
no (barras negras) con etanol (1,5 g/L) durante 30 minutos (barras rojas), 2 horas (barras verdes) y dos 
días (barras azules), seguido de la estimulación con los agonistas selectivos del receptor CB2 (CP55490, 
200 nM) o GPR55 (LPI, 200 nM). Las bajadas en los niveles de cAMP inducidos por forskolina se 
determinaron como se describe en el apartado de métodos. Los valores son la media ± SEM de 6 
experimentos diferentes. El análisis estadístico consiste en un one-way ANOVA y un análisis post hoc de 
comparación múltiple de Bonferroni (*** p <0,001 versus el tratamiento con forskolina). 

 

4.2.2.4. El pretratamiento con etanol inhibe la señalización del receptor CB2 en la 
vía de las MAPK 

Los GPCR se caracterizan porque son capaces de activar una amplia cascada de 
señalización, que podemos dividir entre las señales dependientes de proteína Gα, donde 
encontramos la regulación de los niveles de cAMP, y la vía independiente de proteína 
Gα, donde encontramos la fosforilación de las MAPK. Para poder analizar el efecto del 
etanol sobre los receptores de estudio en la señalización vía βγ, células HEK-293T 
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transfectadas con el receptor CB2 o GPR55 o ambos fueron activadas con sus ligandos 
específicos (Figura 13A-C).  

 

Figura 13. Efecto del tratamiento con etanol sobre la fosforilación de ERK1/2 en células que expresan 
CB2R, GPR55 o el heterómero CB2R/GPR55. Células HEK-293T que expresaban CB2R (1,5 µg), GPR55 (1,5 
µg) o ambos receptores se pretrataron o no (barras negras) con etanol (1,5 g/L) durante 30 minutos 
(barras rojas), 2 horas (barras verdes) y 2 días (barras azules). Las células se trataron con los agonistas de 
CB2R y GPR55 (CP55940 200 nM para CB2R y LPI 1 µM para GPR55) por separado en las células que 
expresan uno de los receptores, o por separado y en combinación en las células que expresan ambos 
receptores. La fosforilación de ERK1/2 se analizó empleando un kit AlphaScreen SureFire (Perkin Elmer). 
Los valores son la media ± S.E.M. de 6 experimentos diferentes. Se empleó un one-way ANOVA y un 
análisis post hoc de comparación múltiple de Bonferroni como análisis estadístico (** p <0,01, *** p 
<0,001 versus basal; † p <0,05 versus tratamiento con LPI en ausencia de etanol; ¥ p <0,05, ¥¥ p <0,01 
versus tratamiento combinado de CP55940 y LPI en ausencia de etanol). 

Se observó que la activación del receptor CB2 con el agonista cannabinoide CP55940 
(200 nM) provocó un incremento significativo en la fosforilación de la proteína ERK1/2 
con respecto al basal. Por otro lado, el tratamiento con el agonista selectivo de GPR55, 
LPI (1 μM) en células transfectadas únicamente con el receptor GPR55 no provocó 
aumentos significativos de la fosforilación de ERK1/2 con respecto al basal. De manera 
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interesante, hay que resaltar que en células transfectadas con ambos receptores, el 
tratamiento con CP55490 provocó una señal inferior a la observada en células que 
expresaban únicamente el receptor CB2. Es decir, en presencia de GPR55 la señalización 
del receptor CB2 se encuentra bloqueada parcialmente. Por otro lado, el receptor GPR55 
sí mostró una señal específica mientras la coactivación simultánea de ambos receptores 
mostró una señal inferior a la suma de las señales individuales, es decir, se produjo un 
efecto de cross-talk negativo a nivel de MAPK (Figura 13C). Seguidamente nos 
propusimos ver el efecto del etanol en las mismas células a tres tiempos de tratamiento 
diferentes (etanol (1,5 g/L) a 30 minutos (barras rojas), 2 horas (barras verdes) y dos días 
(barras azules)). En las células que expresaban únicamente CB2R el pretratamiento con 
etanol provocó una inhibición de la fosforilación de ERK1/2 inducida por el agonista 
cannabinoide CP55940. Sin embargo, no hubo diferencias entre los distintos tiempos de 
tratamiento con etanol (Figura 13A). En células que expresaban el receptor GPR55, el 
resultado obtenido al pretratar con etanol resultó similar a la ausencia de etanol, es 
decir, una señalización débil (Figura 13B). Finalmente, en las células que expresaban 
ambos receptores, el tratamiento con etanol previo a la estimulación con CP55940 y/o 
con LPI a distintos tiempos provocó una fuerte inhibición en la fosforilación de ERK1/2 
(Figura 13C). Estas diferencias fueron significativas en los tratamientos a 30 minutos y 2 
horas, aunque leves en el tratamiento de 2 días.  

 

4.2.2.5. El pretratamiento con etanol potencia la señalización del receptor GPR55 
en la movilización de calcio intracelular 

Ha sido descrito que el receptor GPR55 se encuentra acoplado a proteína Gα13. Así, 
la activación del receptor da lugar a un incremento característico en los niveles de calcio 
intracelular. Por este motivo se llevaron a cabo ensayos de movilización de calcio 
intracelular en células HEK-293T transfectadas con los cDNA de los receptores CB2 y 
GPR55 mediante el uso del sensor de calcio modificado GCaMP6. Tal y como cabía 
esperar, debido a su acoplamiento a proteína Gi, el tratamiento con el agonista 
cannabinoide CP55940 (200 nM) en células transfectadas únicamente con el receptor 
CB2 no provocó movilización de calcio intracelular (Figura 14A). Estas células fueron 
pretratadas o no con etanol a distintos tiempos (30 minutos (en rojo) y 2 horas (en 
verde)) y no se obtuvo señal específica en ningún caso. En células HEK-293T que 
expresaban únicamente GPR55, la activación con el ligando endógeno de GPR55, LPI (1 
μM), mostró una curva característica de movilización de calcio intracelular (Figura 14B). 
De forma interesante, el pretratamiento con etanol provocó cambios en la señalización 
por calcio, observándose un incremento en la movilización del calcio intracelular en los 
tratamientos con etanol, siendo este efecto más marcado en el tratamiento a 2 horas 
que a 30 min (Figura 14B). De manera sorprendente, en células que coexpresaban CB2R 
y GPR55 el tratamiento con CP55940 produjo movilización de calcio intracelular (Figura 
14C). Los resultados fueron similares cuando estas mismas células fueron pretratadas 
con etanol (Figura 14C). El tratamiento con LPI en células que expresaban CB2R y GPR55, 
ya fueran pretratadas o no con etanol, mostró una fuerte reducción en la movilización 
de calcio intracelular, lo que podría indicar una regulación negativa del receptor CB2 

sobre la señalización de GPR55 (Figura 14D). El cotratamiento con CP55940 y LPI en estas 
mismas células, tratadas o no con etanol, mostró también una fuerte inhibición de la 
movilización de calcio intracelular, de lo que se puede deducir la existencia de cross-talk 
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negativo entre ambos receptores en esta vía de señalización (Figura 14E). Además, el 
pretratamiento de estas células con etanol no provocó alteraciones significativas. 

 

Figura 14. Influencia del etanol en la señalización por calcio. Células HEK-293T que expresaban CB2R 
(1,5 µg), GPR55 (1,5 µg) o ambos y el sensor de calcio GCaMP6 (1 µg) se pretrataron o no (línea negra) 
con etanol (1,5 g/L) durante 30 minutos (línea roja) y 2 horas (línea verde). Tras estos tiempos, las células 
se incubaron con los agonistas de CB2R (CP55940 200 nM) y GPR55 (LPI 1 µM) por separado en las células 
que expresan uno de los receptores o por separado y en combinación en las células que expresan ambos 
receptores. El resultado se representa como la fluorescencia emitida por el sensor GCaMP6 durante un 
periodo de 100 minutos. Los valores son una representación característica de 5 experimentos diferentes.  

 

4.2.2.6. Efecto del etanol sobre el heterómero de receptores CB2/GPR55 mediante 
el ensayo de DMR 

El ensayo de DMR es una técnica muy novedosa en la cual, mediante luz reflectada 
se pueden detectar pequeños cambios en la masa celular debidos a la señalización 
celular mediada por la activación de receptores. Células HEK-293T fueron transfectadas 
con el cDNA de los receptores CB2 y/o GPR55.  El tratamiento con CP55940 (200 nM) en 
células transfectadas únicamente con CB2R produjo una curva específica de DMR (Figura 
15A). Además, el pretratamiento con etanol a 30 minutos y 2 horas provocó una 
disminución de la señal de activación inducida por el agonista CP55940, sin que hubiera 
una diferencia clara entre ambos pretratamientos con etanol (Figura 15A). Este pequeño 
efecto puede ser debido a la inhibición de la vía de las MAPK inducida por el alcohol 
sobre el receptor CB2. El tratamiento con el agonista de GPR55, LPI, en células 
transfectadas únicamente con el receptor GPR55 mostró una curva significativa de DMR 
(Figura 15B). Sin embargo, el pretratamiento con etanol no afectó la señalización 
inducida por el agonista LPI, puesto que el resultado obtenido fue similar al del 
tratamiento únicamente con LPI (Figura 15B). Este resultado puede ser debido a que el 
pretratamiento con etanol no induce ningún efecto sobre la vía de las MAPK en el 
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receptor GPR55, que además no señaliza vía cAMP. En último lugar, el tratamiento con 
el agonista CP55940 en células transfectadas con ambos receptores mostró una curva 
de DMR muy pequeña que aún se vio reducida con el pretratamiento con etanol, en 
consonancia con los resultados descritos en la vía de las MAPK, Indicando un efecto 
negativo del receptor GPR55 sobre la señalización del receptor CB2 (Figura 15C). El 
tratamiento con LPI en las células que coexpresaban ambos receptores mostró también 
una curva de señalización de DMR (Figura 15D), que resultó menor a la obtenida en el 
tratamiento con LPI en células transfectadas únicamente con GPR55, sugiriendo una 
posible regulación negativa del receptor CB2 sobre la señalización de GPR55. El 
tratamiento con LPI en las células que fueron sido pretratadas con etanol fue similar al 
de las células sin pretratar, un resultado similar al observado en las células que 
expresaban únicamente el receptor GPR55 (Figura 15D). Finalmente, en el 
cotratamiento con CP55940 y LPI se obtuvo una curva específica de DMR, que no mostró 
cambios significativos con el pretratamiento con etanol (Figura 15E). 

 

Figura 15. Efecto del etanol en el ensayo de DMR en células HEK-293T que expresan CB2R y/o GPR55. 
Células HEK-293T que expresan CB2R (1,5 µg), GPR55 (1,5 µg) o ambos se pretrataron o no (líneas negras) 
con etanol (1,5 g/L) durante 30 minutos (líneas rojas) y 2 horas (líneas verdes). Las células se trataron con 
los agonistas específicos de CB2R y GPR55 (CP55940 200 nM para CB2R y LPI 1 µM para GPR55) por 
separado en las células que expresan uno de los receptores, o por separado y en combinación en las 
células que expresan ambos receptores. Los valores son una representación característica de 5 
experimentos diferentes.  

 

4.2.2.7. Efecto del etanol en la movilización de cAMP intracelular en cultivos 
primarios de neuronas de hipocampo 

Una vez caracterizada la funcionalidad del heterómero CB2R/GPR55 en presencia o 
ausencia de diferentes tiempos de pretratamiento con etanol en células HEK-293T, nos 
propusimos avanzar hacia un modelo más fisiológico. Para ello se emplearon cultivos 
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primarios de neuronas de hipocampo, una región afectada en la adicción alcohólica. En 
primer lugar, nos propusimos estudiar los niveles de cAMP intracelulares. Los cultivos 
primarios de neuronas de hipocampo también expresan el receptor CB1. Así, se utilizó el 
agonista selectivo de CB2R JWH133, además del agonista cannabinoide no selectivo 
CP55940, que es capaz de activar tanto a CB1R como a CB2R, para poder analizar el efecto 
específico del etanol sobre el receptor CB2 (Figura 16).  

 

Figura 16. Efecto del etanol en la señalización por cAMP en neuronas de hipocampo de rata: Cultivos 
primarios de neuronas de hipocampo se trataron o no (barras negras) con etanol (1,5 g/L) durante 30 
minutos (barras rojas), 2 horas (barras verdes) y 6 días (barras azules) y se incubaron con agonistas 
específicos de CB2R (CP55940 y JWH133) y de GPR55 (LPI). Los niveles de cAMP inducidos por forskolina 
se determinaron como se describe en los métodos. Los valores son la media ± SEM de 4 experimentos 
diferentes. El análisis estadístico consiste en un one-way ANOVA y un análisis post hoc de comparación 
múltiple de Bonferroni (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 versus forskolina). 

El tratamiento de los cultivos primarios de neuronas de hipocampo con el agonista 
selectivo de CB2R, JWH133 (200 nM), provocó una disminución significativa de los 
niveles de cAMP inducidos por forskolina (Figura 16A) parecida a la inducida por el 
tratamiento con el agonista cannabinoide CP55940 (200 nM) (Figura 16B). Además, el 
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tratamiento con el agonista específico de GPR55, LPI (1 μM), no provocó cambios 
significativos en los niveles de cAMP, efecto esperado debido al acoplamiento de este 
receptor a proteína G13 (Figura 16A, B). Por otro lado, el cotratamiento con JWH133 y 
LPI (Figura 16A) o con CP55940 y LPI (Figura 16B) provocó una disminución significativa 
de los niveles de cAMP inducidos por forskolina similar al producido por el tratamiento 
solo con CP55940 o con JWH133 (Figura 16A, B). En todos los casos, las células fueron 
pretratadas o no con etanol a distintos tiempos: 30 minutos (barras rojas), 2 horas 
(barras verdes) y 6 días (barras azules). El tratamiento con etanol no provocó ningún 
cambio significativo en la disminución de los niveles de cAMP inducidos por JWH133, 
CP55490, LPI o por la combinación de JWH133 y LPI o CP55940 y LPI sobre el efecto de 
la forskolina (Figura 16A, B). Estos resultados parecen concordar con los observados en 
las células transfectadas. 

 

4.2.2.8. El pretratamiento con etanol inhibe la señalización cannabinoide vía MAPK 
en neuronas 

A continuación, nos propusimos estudiar la activación de la vía de las MAPK en 
neuronas procedentes de hipocampo de rata, que se trataron con etanol a distintos 
tiempos (30 minutos barras rojas, 2 horas barras verdes y 6 días barras azules). Al igual 
que en los ensayos de determinación de los niveles de cAMP, se empleó el agonista 
selectivo de CB2R, JWH133, además del agonista cannabinoide CP55940. El tratamiento 
con los agonistas CP55940 (200 nM) o JWH133 (200 nM) mostró un incremento de la 
fosforilación de ERK1/2 respecto al basal, que no resultó significativo para el tratamiento 
con el agonista no selectivo CP55940 (Figura 17A, B). Por otro lado, el tratamiento con 
el agonista específico de GPR55 LPI (1 μM) también produjo un incremento significativo 
de la fosforilación de ERK1/2 con respecto al basal (Figura 17A, B). Además, el 
cotratamiento con CP55940 y LPI o JWH133 y LPI, provocó un incremento en la 
fosforilación de ERK1/2 que no fue superior a la suma de los tratamientos con CP55940, 
JWH133 y LPI por separado. Este efecto se puede explicar mediante un fenómeno de 
cross-talk negativo entre ambos receptores (Figura 17A, B). El pretratamiento de las 
diferentes condiciones con etanol a diferentes tiempos (30 minutos (barras rojas), 2 
horas (barras verdes) y 6 días (barras azules)) provocó una fuerte inhibición en el 
aumento en la fosforilación de ERK1/2 inducido por CP55940, JWH133 y LPI en 
cotratamiento o de manera individual, sin diferencias significativas entre los distintos 
tiempos de pretratamiento con etanol (Figura 17A, B). Estos resultados parecen 
concordar con los obtenidos en células HEK-293T transfectadas. 
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Figura 17. Efecto del etanol sobre la fosforilación de ERK1/2 en neuronas de hipocampo de rata. Las 
neuronas hipocampales de rata se pretrataron o no con etanol (1,5 g/L) (barras negras) durante 30 
minutos (barras rojas), 2 horas (barras verdes) y 6 días (barras azules). Posteriormente, las células se 
trataron con los agonistas de CB2R (CP55940 o JWH133) y GPR55 (LPI). La fosforilación de ERK1/2 se 
analizó empleando un kit AlphaScreen SureFire (Perkin Elmer). Los valores son la media ± S.E.M. de 6 
experimentos diferentes. Se empleó un one-way ANOVA y un análisis post hoc de comparación múltiple 
de Bonferroni como análisis estadístico (** p <0,01, *** p <0,001 versus basal; ## p <0,01, ### p <0,001 
versus tratamiento con JWH133 en ausencia de etanol; † p <0,05, †† p <0,01 versus tratamiento con LPI 
en ausencia de etanol; ¥ p <0,05, ¥¥ p <0,01 versus tratamiento combinado de CP55940 y LPI en ausencia 

de etanol; ꟸꟸꟸ p <0,001 versus tratamiento combinado de JWH133 y LPI en ausencia de etanol). 

 

4.2.2.9. Efecto del etanol en el ensayo de DMR en neuronas  

Para cerrar la señalización a nivel de cultivos primarios de neuronas hipocampales, 
se realizó un ensayo de distribución Dinámica de Masa (DMR). El tratamiento con 
CP55940 (200 nM) o JWH133 (200 nM) provocó la aparición de una curva característica 
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de DMR (Figura 18ª). El tratamiento con el agonista de GPR55, LPI (1 µM), dio lugar a 
una curva característica de DMR diferente a la observada con los ligandos CP55940 o 
JWH133 (Figura 18C). Hay que resaltar que el cotratamiento con los agonistas 
cannabinoides CP55940 o JWH133 y el agonista de GPR55, LPI, en cultivos primarios de 
neuronas provocó una señal de DMR similar a la suma de los tratamientos obtenidos 
con CP55940 y LPI por separado. Ello sugiere que en lo referente a redistribución de 
masa no se detecta el efecto de cross-talk negativo observado en otras vías de 
señalización. Esto puede explicarse porque la señal que más afecta la movilización de la 
masa celular es la alteración de la función de la AC y la posterior movilización de los 
niveles de cAMP (Figura 18D). Cuando los cultivos primarios de neuronas fueron 
pretratados con etanol a distintos tiempos se observó, en los distintos tratamientos, una 
mayor movilización de la masa celular en el tratamiento a 30 minutos con respecto a las 
células sin pretratar, mientras que en células pretratadas 2 horas se observó a un pico 
de señal DMR similar al que se obtuvo en células sin pretratar con etanol (Figura 18 E). 
Este patrón en la señalización por DMR en cultivos primarios de neuronas de hipocampo, 
que se repite en todos los tratamientos podría ser explicado o debido a un efecto directo 
del etanol sobre la fisiología neuronal. 

 

Figura 18. Efecto del etanol en el ensayo de DMR en neuronas de hipocampo de rata. Los ensayos 
de DMR se llevaron a cabo en neuronas hipocampales de rata y se pretrataron o no (líneas negras) con 
etanol (1,5 g/L) durante 30 minutos (líneas rojas) y 2 horas (líneas verdes), y se incubaron con los 
agonistas: CP55940 y JWH133 para CB2R, y LPI para GPR55. Los valores son una curva representativa de 5 
experimentos diferentes. 

 

4.2.2.10. Expresión del heterómero CB2R/GPR55 en corteza prefrontal de pacientes 
alcohólicos 

En pacientes con adicción alcohólica tienen lugar diferentes cambios en la expresión 
de diversos receptores de membrana; entre ellos, el receptor CB2 o el receptor GPR55. 
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Por este motivo, se llevaron a cabo ensayos in situ de ligación por proximidad en cortes 
de corteza prefrontal de pacientes alcohólicos. Se utilizaron anticuerpos primarios 
específicos frente a los receptores CB2 y GPR55, así como sondas de DNA unidas a los 
anticuerpos secundarios. La proximidad entre los dos receptores investigados se detectó 
en forma de puntos rojos sobre núcleos azules (marcados con Hoescht) mediante 
microscopía confocal. En sujetos control, el porcentaje de células con puntos resultó ser 
del 16,8% (Figura 19C), mientras que, en pacientes alcohólicos, el porcentaje de células 
que presentan puntos rojos resultó ser el 24,5% (Figura 19C). El resultado indica que los 
pacientes alcohólicos presentaban un aumento en el número de células que expresaban 
el heterómero CB2R/GPR55 de alrededor de un 10% en corteza prefrontal.  

 

Figura 19. Identificación de complejos de receptores CB2 y GPR55 en corteza prefrontal de pacientes 
alcohólicos. Se realizó un ensayo in situ de ligación por proximidad (PLA) en cortes de tejido procedentes 
de corteza prefrontal de pacientes alcohólicos y de controles. Los núcleos se tiñeron con Hoechst (azul) y 
los heterómeros se distinguen como puntos rojos. B: En el eje Y se muestra el número de células que 
contienen puntos; C: En el eje Y se muestra el porcentaje de células con puntos. Las imágenes mostradas 
corresponden a stacks de 12 planos secuenciales. Los valores son la media ± S.E.M. de 5 experimentos 
diferentes. El análisis estadístico consiste en un one-way ANOVA y un análisis post hoc de comparación 
múltiple de Bonferroni. Barra de escala: 30 µm. 
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5. Discusión  

5.1. Regulación de la señalización endocannabinoide mediada por heterómeros de 
receptores en microglía activada. Papel y relevancia de los receptores CB1 y CB2 en la 
enfermedad de Alzheimer y en la disquinesia inducida por levodopa 

El sistema cannabinoide está formado por los ligandos cannabinoides, las enzimas de 
síntesis y degradación de estos compuestos y los receptores CB1 y CB2. Recientemente, 
este sistema ha sido relacionado con los procesos de neuroinflamación. Mientras el 
receptor CB2 muestra un claro papel neuroprotector, el rol del receptor CB1 sigue en 
debate. Más concretamente, el efecto observado de la anandamida sobre la liberación 
de NO en la microglía activada es mediado principalmente por el receptor CB2, aunque 
los resultados descritos en esta Tesis doctoral indican que los efectos mediados por el 
receptor CB2 en microglía activada son modulados, al menos en parte, por una 
interacción directa entre los dos receptores de cannabinoides. Los datos expuestos 
también parecen indicar que los endocannabinoides en microglía en reposo actúan 
principalmente sobre el receptor CB1. Desde un punto de vista farmacológico, la 
activación del receptor CB1 revela acoplamiento a proteína Gi. Como se deduce del 
cross-antagonismo parcial, la microglía en reposo expresa receptores CB1 que son 
capaces de formar heterómeros con receptores CB2, cuya expresión es reducida y cuyo 
acoplamiento a proteína Gi no resulta evidente al tratar con el agonista selectivo de 
CB2R (JWH133). Sin embargo, el escenario resulta diferente en células N9 o en cultivos 
primarios activados con LPS e IFN-γ. Además de un marcado aumento en la expresión 
del receptor CB2, también se observa un acoplamiento robusto a la maquinaria de 
señalización celular. En conjunto, los resultados observados en las células activadas 
encajan con receptores de cannabinoides existiendo principalmente en forma de 
complejos heteroméricos cuya estructura cuaternaria y/o su estequiometría es 
diferente de los complejos heteroméricos en células en reposo. De hecho, los resultados 
del BRET indican que la distancia entre el donador en el BRET y el aceptor es 
significativamente diferente en el heterómero CB1R/CB2R en células en reposo frente al 
resultado observado en células microgliales activadas. El cross-antagonismo total en la 
microglía activada también es consistente con la preponderancia en la expresión del 
heterómero CB1R/CB2R. En resumen, el heterómero CB1R/CB2R se expresa en microglía 
activada y, en consecuencia, es una diana tanto de compuestos endocannabinoides 
como de moléculas de origen natural y sintéticas que actúen sobre los receptores 
cannabinoides. 

La expresión y señalización diferencial de receptores, que ha sido identificada en 
todos los modelos analizados, y la existencia del heterómero CB1R/CB2R con su 
señalización particular, pueden explicar la multitud de resultados reportados sobre el 
papel de los receptores CB1 y CB2 en la modulación inmune, activación microglial y en su 
potencial para combatir la neuroinflamación (466) (467). La señalización cannabinoide 
en la microglía activada que expresa el heterómero CB1R/CB2R puede explicar, en su 
totalidad o en parte, los efectos antiinflamatorios y no psicotrópicos desencadenados 
por bajas concentraciones de tetrahidrocannabinol en ratones tratados con LPS (468), 
la mayor susceptibilidad de los ratones  nock-out para CB1R a la neurodegeneración (469) 
y el papel regulador de CB1R en la neuroinflamación descrita por Zoppi y colaboradores 
(470). También podría explicar resultados atribuidos a la actividad independiente de los 
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receptores cannabinoides debido al hecho de que tanto los agonistas como los 
antagonistas de CB1R y CB2R suprimen de forma similar la inducción de la óxido nítrico 
sintasa y la generación de especias reactivas del oxígeno en microglía activada (471). 

Existe consenso sobre la relevancia del sistema endocannabinoide en la regulación 
de procesos neurodegenerativos. La microglía y el sistema endocannabinoide microglial 
resultan atractivos a la hora de fomentar la neuroprotección en enfermedades que 
cursan con neuroinflamación, como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de 
Parkinson y la corea de Huntington (472) (473) (474) (475). En el modelo de Parkinson 
generado con 6-hidroxi-dopamina el porcentaje de células que contienen heterómeros 
CB1R/CB2R en el estriado del hemisferio lesionado está aumentado (de 9,2 a 18,7) y en 
animales con discinesia inducida por tratamientos prolongados con levodopa este 
incremento es todavía mayor (hasta 33,7). El incremento en la expresión del heterómero 
debe ser debido a un cambio fenotípico en la microglía que solo ocurre en animales 
discinéticos, pero no en animales tratados con levodopa y que no muestran 
movimientos anormales. Estos resultados obtenidos en microglía de rata modelo de PD 
complementan los observados anteriormente en otro trabajo, en el que empleando el 
modelo de primate MPTP y centrándose en las neuronas del globo pálido, se observa 
una reducción marcada de la expresión del heterómero CB1R/CB2R en animales 
discinéticos (454). Teniendo en cuenta toda la información disponible, los 
medicamentos dirigidos a los receptores cannabinoides microgliales podrían ser 
capaces, en discinesia, de contrarrestar la disminución en la señalización mediada por 
los receptores cannabinoides en las neuronales del globo pálido y de reducir la 
neuroinflamación mediante la supresión de la producción de factores proinflamatorios 
por la microglía activada. 

El targeting del receptor CB1 con agonistas a dosis no psicoactivas, o el targeting del 
receptor CB2, se considera beneficioso en modelos experimentales de AD. En dichos 
modelos, los compuestos cannabinoides inducen mecanismos de reparación  y 
proporcionan protección frente a la fosforilación de Tau y la acción del péptido Aβ (476). 
Los agonistas selectivos del receptor CB2 presentan un importante potencial en 
enfermedades en las que existe expresión de factores neuroinflamatorios, desde la 
isquemia cerebral (477) a la AD (478). Las enzimas microgliales que degradan los 
compuestos endocannabinoides y/o los receptores CB2 microgliales son considerados 
actualmente una opción mejor que los receptores CB1 de microglía, que presentan una 
elevada expresión en neuronas y cuya activación provoca efectos psicoactivos (479) 
(441) (480) (481) (439) (475) (300). Tanto el receptor CB2 como la FAAH, la enzima 
responsable de la degradación de la anandamida, son reguladas positivamente de forma 
selectiva en la glía asociada a las placas presentes en el cerebro de los pacientes con AD 
(440). De forma interesante, en animales que son el resultado del cruce de individuos 
pertenecientes a una línea transgénica de AD, 5xFAD, y de animales K.O. para FAAH, 
existe una menor carga amiloide, un menor número de placas neuríticas y una 
disminución de la gliosis (442). Una aproximación similar pero empleando ratones K.O. 
para el receptor CB2 y ratones  APP/PS1 resulta en una producción reducida de 
moléculas proinflamatorias por parte de la microglía (337).  

El receptor CB1 es el GPCR más abundante del SNC. Se expresa en mayor proporción 
en neuronas que en la glía, aunque en esta Tesis doctoral se demuestra la regulación 
positiva de este receptor en microglía activa, donde ha sido reportado su papel 
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neuroprotector. A pesar de que la expresión del receptor CB2 en neuronas está 
restringida a determinadas áreas del cerebro, los resultados muestran niveles bajos de 
expresión en microglía en reposo y sobreexpresión en la microglía activa, que se 
correlaciona a su vez con un incremento en el número de heterómeros CB1R/CB2R. 
Además, los resultados complementan evidencias previas de que la expresión del 
receptor CB2 puede ser insignificante a menos que se produzca un proceso 
neuroinflamatorio y la microglía cambie a un fenotipo activo (482) (483). La expresión 
del receptor CB2 en el cerebro de pacientes con AD es mayor que la existente en el 
cerebro de controles sanos de la misma edad y se correlaciona con dos importantes 
marcadores de la AD, las placas seniles y los niveles de péptido aβ42 (318). Se han 
descrito resultados similares en modelos animales de la enfermedad. Por ejemplo, 
estudios llevados a cabo empleando la técnica de PET en ratones que presentan 
acumulación de péptido amiloide muestran que los ligandos selectivos del receptor CB2 
pueden emplearse como biomarcadores de neuroinflamación (484). Los resultados de 
este trabajo en cultivos primarios identifican microglía activa y una marcada expresión 
del receptor CB2 en ratones APPSw.Ind. Este hallazgo está correlacionado con la 
observación en cultivos primarios de ratones control de que el péptido aβ1-42 conduce a 
una señalización que es similar a la ejercida por LPS e IFN-γ. La expresión del heterómero 
CB1R/CB2R también resulta mayor en microglía de animales APPSw.Ind. Estos resultados 
son consistentes con un mayor fenotipo activado de microglía en el ratón transgénico. 
Mientras que la pérdida neuronal está ausente en modelos transgénicos de la AD, se 
podría especular sobre si la elevada expresión del receptor CB2 en la microglía activada 
es la base que sustenta la acción neuroprotectora de los cannabinoides. Teniendo en 
cuenta esta hipótesis, el notable aumento en la expresión del heterómero CB1R/CB2R en 
la microglía activa hace de este complejo una interesante diana para explorar su 
potencial como regulador de la polarización microglial. Por ejemplo, sería necesario para 
determinar cómo se regulan, vía cannabinoides, los niveles de citoquinas/quimiocinas y 
otros factores que son claves en la conversión del fenotipo M1 proinflamatorio al M2 
neuroprotector (485). 

Como se deduce de los estudios en modelos animales, la PD es otra enfermedad 
neurodegenerativa que cursa con neuroinflamación. La sobreexpresión del receptor CB2 
ha sido detectada tanto en animales lesionados con 6-hidroxi-dopamina como en 
animales tratados con LPS y además está correlacionada con la activación microglial 
(486) (487) (488) (458). Por el contrario, los niveles de endocannabinoides son más 
elevados en el modelo de inducción de la neuroinflamación que en el modelo 
neurotóxico (488). Es importante indicar que tanto el agonista cannabinoide no selectivo 
WIN55212-2 como el agonista selectivo de CB2R, JWH-105, proporcionan 
neuroprotección en el modelo MPTP de la PD, en el que se describió previamente que 
produce una importante activación microglial y sobreexpresión del receptor CB2 en el 
mesencéfalo (369). De acuerdo con el importante rol del receptor CB2 en los procesos 
de neuroprotección, el uso de ratones K.O. conduce a una mayor toxicidad del MPTP en 
la substancia nigra. Los resultados obtenidos en este estudio que muestran la expresión 
del heterómero CB1R/CB2R podrían explicar los hallazgos realizados en estudios 
anteriores (359) (489), en los que se reporta que agonistas cannabinoides no selectivos 
resultan ser neuroprotectores en el modelo MPTP y que los antagonistas selectivos del 
receptor CB1 previenen la neuroprotección nigral así como la reducción de la actividad 
de la enzima NADPH oxidasa, aumentando la producción de especies reactivas del 
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Oxígeno y el daño en el DNA. Los efectos mediados por el receptor CB1 no tienen su 
origen en los receptores expresados en neuronas, ya que la neuroprotección frente al 
MPTP no resulta evidente en cultivos enriquecidos en neuronas, sino en cocultivos 
mesencefálicos de neuronas y microglía. En los resultados de este apartado de la tesis 
se observa como la expresión de los complejos heteroméricos CB1R/CB2R esta 
incrementada en el hemisferio lesionado de las ratas tratadas con 6-hidroxi-dopamina. 
Este resultado concuerda con la activación de la microglía en este modelo de PD (490). 
De forma interesante, los resultados descritos en esta tesis muestran una vuelta a la 
normalidad en la expresión del heterómero en aquellos animales que han recibido 
tratamiento con levodopa pero que no presentan discinesia, mientras que tanto el 
número de células que contienen puntos como el nivel de expresión del heterómero 
está aumentado en las ratas discinéticas. Dicho hallazgo puede deberse a un mecanismo 
compensatorio en el que la activación de los receptores cannabinoides puede tener un 
efecto neuroprotector, o tal vez, la sobreexpresión del heterómero podría 
desencadenar, en su totalidad o en parte, la manifestación de movimientos discinéticos. 
Estos resultados, que no se correlacionan con un aumento de microgliosis, constituyen 
la base sobre la que proponer el heterómero CB1R/CB2R como diana a la hora de 
combatir o prevenir movimientos involuntarios en pacientes que siguen una terapia de 
reemplazo de la dopamina. 

Es importante señalar que los efectos de los cannabinoides en la microglía pueden 
ser cualitativamente diferentes según la etapa de activación celular. De hecho, los 
resultados aquí expuestos contrastan con los de otros trabajos, en los que en células 
microgliales BV-2 activadas por LPS se observa una reducción en la fosforilación de 
ERK1/2. Por el contrario, en los resultados de esta tesis se observa un incremento de 
dicha fosforilación al tratar conjuntamente cultivos primarios microgliales con los 
agonistas selectivos ACEA y JWH133 (471). En el artículo referenciado las células son 
tratadas simultáneamente con LPS y agonistas cannabinoides, y los niveles de 
fosforilación de ERK1/2 no se evalúan hasta pasadas 6 horas. En el caso de este proyecto 
de tesis, las células han sido activadas primero con LPS y γ-IFN, tras lo cual se han 
añadido los ligandos cannabinoides correspondientes y se ha medido el nivel de 
fosforilación de ERK1/2 pasados 10 minutos. Esta disparidad de efectos ha de tenerse 
en cuenta a la hora de encontrar la ventana terapéutica más adecuada para los fármacos 
cannabinoides. 

Como señalan Rom y Persidsky (491), el descubrimiento de agentes terapéuticos 
dirigidos al receptor CB2 se ve obstaculizado, entre otras cosas, por la compleja 
señalización de este GPCR. La naturaleza hidrofóbica de los compuestos cannabinoides 
y la selectividad funcional son otras fuentes de complejidad. El fenómeno del biased 
agonism y la heteromerización de GPCR pueden generar selectividad funcional, siendo 
más útil el primero en el descubrimiento de nuevos fármacos y el último en el estudio 
de la relevancia fisiológica de la señalización de los receptores cannabinoides tanto en 
la salud como en la enfermedad. Incluso empleando los mismos agonistas selectivos, 
JWH133 y ACEA, la selectividad funcional resulta evidente comparando las interacciones 
alostéricas intra-heterómero. De hecho, en todos los modelos celulares, y también 
cuando se comparan datos en animales transgénicos homocigotos frente a 
heterocigotos, las interacciones alostéricas negativas receptor-receptor se vuelven 
positivas en condiciones de activación. Los datos del BRET en células tratadas con LPS e 



5. Discusión 
 

133 
 

IFN-γ o sin tratar muestran que los mecanismos alostéricos diferenciales están 
correlacionados con cambios estructurales dentro del heterómero CB1R/CB2R. En 
conjunto, los resultados expuestos sugieren una conformación activa en el heterómero 
CB1R/CB2R, que sería una interesante diana tanto de cannabinoides endógenos como 
sintéticos en la microglía reactiva. El descubrimiento de nuevos fármacos debería tener 
en cuenta la existencia del heterómero CB1R/CB2R, así como la dinámica de las 
interacciones alostéricas en los complejos receptor-receptor en la microglía activada, 
donde las interacciones entre CB1R y CB2R están potenciadas y regulan la función 
endocannabinoide. 

 

5.2. Efecto in vitro del etanol sobre la señalización de los receptores CB2, GPR55 y 
el heterómero de receptores CB2/GPR55 

Han sido publicados diferentes estudios que analizan el efecto del etanol procedente 
del consumo de bebidas alcohólicas y el sistema cannabinoide (492) (493). Existen 
evidencias de que el potencial adictivo del etanol se encuentra regulado por receptor 
CB1, fomentando la búsqueda y el consumo de bebidas alcohólicas, tal y como ha sido 
descrito en estudios llevados a cabo en roedores (494) (495). Por otro lado, mediante 
estudios de comportamiento, se han descrito papeles contradictorios para el receptor 
CB2. Por ejemplo, en animales knock-out para este receptor, el consumo de etanol se ve 
incrementado en comparación con animales control. Así, estos animales presentan una 
mayor vulnerabilidad a la adicción al consumo de etanol (496). Además, la activación del 
receptor CB2 por agonistas selectivos como el JWH133 parece ejercer un efecto 
neuroprotector sobre las acciones deletéreas del etanol en áreas neurogénicas (433). 
Sin embargo, algunos estudios indican que la activación del receptor CB2 fomenta el 
consumo de bebidas alcohólicas, de forma similar al receptor CB1 (497). En otros 
estudios se ha descrito que el etanol afecta a la señalización del receptor CB1, 
potenciando la expresión del receptor y de las enzimas responsables de la síntesis de 
endocannabinoides, e inhibiendo la fosforilación de ERK1/2 producida por la activación 
del receptor, conduciendo en último lugar a procesos de neurodegeneración en 
neonatos expuestos a etanol durante el desarrollo (498).  

Hasta el momento, no ha sido descrita una interacción directa del receptor GPR55, 
un posible candidato a ser miembro de la familia de los receptores cannabinoides, y el 
etanol. Sin embargo, la presencia de este receptor en áreas cerebrales como el 
hipocampo, que juega un papel realmente importante en la adicción alcohólica, si ha 
sido demostrada con anterioridad (499) (500). Los receptores CB1, CB2 y GPR55 no 
funcionan únicamente como unidades monoméricas, sino que se ha descrito la 
interacción entre ellos para dar lugar a complejos oligoméricos de orden superior (233) 
(68) (234). Todos los estudios realizados hasta el momento donde se analiza el efecto 
del etanol sobre el sistema cannabinoide se centran en el efecto del etanol sobre los 
receptores de cannabinoides en su forma monomérica, y nunca ha sido analizado el 
efecto del etanol sobre los complejos heteroméricos de receptores cannabinoides. Sin 
embargo, como ha sido descrito en diferentes estudios, es esta en concreto la 
estequiometria que pueden mostrar estos receptores en neuronas de hipocampo. Por 
otro lado, cabe destacar que el etanol es capaz de afectar la composición proteica y la 
fluidez de la membrana plasmática. También puede interactuar directamente con las 
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proteínas de membrana y afectar a su estructura y función (501). Teniendo en cuenta 
los resultados obtenidos en este apartado de la tesis, no parece que el etanol sea capaz 
de romper la interacción entre los receptores CB2 y GPR55 en ninguno de los 
tratamientos llevados a cabo (30 minutos, 2 horas y 2 días), como puede comprobarse 
en los resultados del BRET entre CB2R y GPR55. Estos resultados se complementan con 
los estudios de inmunocitoquímica, donde se aprecia la colocalización de ambos 
receptores a nivel de membrana plasmática tanto en las células sin pretratar con etanol 
como en las células pretratadas a distintos tiempos. Algunos autores como Madhavan y 
colaboradores han propuesto un papel inmunomodulador y neuroprotector de los 
receptores CB2 y GPR55 en procesos de dependencia alcohólica, donde a largo plazo la 
expresión de ambos receptores se encuentra aumentada (463). En este proyecto, el 
análisis mediante PLA en cortes de corteza frontal de pacientes alcohólicos muestra un 
incremento en el número de células que expresan heterómeros CB2R/GPR55, marcados 
como puntos rojos sobre núcleos azules, así como un incremento en el porcentaje de 
células que expresa heterómeros. Este resultado se corresponde perfectamente con 
dicho incremento en la expresión de los receptores CB2 y GPR55 descrito con 
anterioridad. Es más, se demuestra por primera vez que no únicamente los receptores 
sufren un aumento de expresión bajo el tratamiento con etanol, sino también los 
complejos heteroméricos de receptores CB2/GPR55.  

Como ha sido mencionado con anterioridad, el etanol ejerce efectos específicos 
sobre la señalización de los receptores cannabinoides. En regiones como la corteza 
prefrontal, el etanol afecta negativamente la señalización cannabinoide alterando la 
actividad de red y la polarización neuronal en esta área en concreto (502). Mientras, en 
neuronas del hipocampo, la exposición a etanol también afecta negativamente a la 
fosforilación de ERK1/2 inducida por activación del receptor CB2, dando lugar a 
alteraciones en el condicionamiento de plaza en animales de experimentación (503). 
Teniendo en cuenta el acoplamiento a proteína Gi del receptor CB2, uno de los primeros 
escenarios analizados en este apartado de la tesis fue el estudio de los niveles de cAMP 
tras la activación del receptor. Una característica interesante del etanol es que este 
compuesto es capaz de actuar directamente sobre la enzima AC, incrementando los 
niveles de cAMP (504). Sin embargo, en nuestras condiciones de estudio, donde se 
emplearon células HEK-293T transfectadas, el etanol no afecta en modo alguno los 
niveles de cAMP inducidos por forskolina en ninguno de los tiempos estudiados (30 
minutos, 2 horas y 2 días). Tampoco parece afectar a la señalización del receptor CB2 
cuando este es activado por el agonista cannabinoide CP55940 en células pretratadas 
con etanol a distintos tiempos. En los cultivos primarios de neuronas procedentes de 
hipocampo los resultados obtenidos son similares. En esta región cerebral la 
señalización del receptor CB2 potencia la neurotransmisión excitatoria (505), regula 
positivamente la LTP (506) y juega un papel importante en procesos de generación de 
memoria y control de la ansiedad (507). En condiciones normales, la kinasa PKA, que es 
activada por cAMP, es responsable de la activación por fosforilación del factor de la 
transcripción CREB. El resultado es la transcripción de diversos genes que favorecen la 
supervivencia celular, la proliferación y la diferenciación de células inmunes (508) (509). 
Este dato podría guardar relación con el aumento en la expresión del receptor CB2 y de 
GPR55 en pacientes alcohólicos. Una característica de la  adicción alcohólica es el 
desarrollo de procesos neuroinflamatorios a nivel del hipocampo (510) (511), donde los 
receptores cannabinoides muestran un aumento en su patrón de expresión. El 
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tratamiento con agonistas selectivos para el receptor CB2 podría conferir 
neuroprotección en aquellos individuos que abusan del alcohol y paliar algunos de los 
efectos provocados por el consumo crónico de etanol en forma de bebidas alcohólicas. 
No solo frente a la neuroinflamación, sino también frente a los procesos de 
neurodegeneración hipocampal y muerte neuronal que tienen lugar en esta región y 
que causan alteraciones en la memoria. Por otro lado, atendiendo a los resultados 
obtenidos, no parece que el heterómero CB2R/GPR55 juegue un papel importante a 
nivel de señalización por cAMP en los procesos de alcoholismo, debido a que el 
pretratamiento con etanol no muestra ningún efecto sobre el heterómero de receptores 
CB2/GPR55.  

Como se ha comentado con anterioridad, la activación de los receptores CB2 y GPR55 
reduce los niveles de cAMP vía Gi e incrementa el nivel de calcio intracelular vía G13 
respectivamente. Sin embargo, a través de las subunidades βγ, estos receptores 
también pueden producir la activación de la vía de las MAPK. Existen numerosas 
evidencias que demuestran que la activación del receptor CB2 a nivel de microglía 
favorece la producción de citoquinas antiinflamatorias como la IL-10, modulando la 
respuesta inmune a través de la activación de ERK1/2, JNK y de la inhibición de NF-κB. 
Por otro lado, en el hipocampo, la activación del receptor CB2 mediante agonistas 
selectivos no psicoactivos estimula la proliferación de progenitores neurales a través de 
la activación de la vía de las MAPK y la fosforilación de ERK1/2 (512). En esta misma 
región, la actividad cannabinoide induce un papel protector frente a la apoptosis de 
células neurales y frente a los déficits en el aprendizaje y la memoria en modelos 
animales con enfermedades neurodegenerativas, probablemente a través de la 
activación de la vía de las MAPK (513). De forma interesante, cabe destacar que la 
actividad de las MAPK en el SNC también se ha visto afectada por sustancias adictivas 
como el etanol. El impacto del consumo de alcohol sobre el hipocampo está bien 
establecido. La estructura y la función de esta región cerebral se ve comprometida en la 
adicción alcohólica y puede llegar a afectar seriamente la neurogénesis en adultos. Esto 
da lugar a numerosos déficits cognitivos y comportamentales, así como a alteraciones 
en el estado anímico y en la toma de decisiones que afectan de forma permanente a 
cerca del 75% de los pacientes alcohólicos (514). Este proceso podría estar mediado por 
una reducción en los niveles de fosforilación de ERK1/2 en el hipocampo, que daría lugar 
a los ya mencionados déficits cognitivos y a alteraciones en los procesos de memoria, 
como ocurre en ratones C57BL/6J sometidos a tratamientos con etanol en los cuales la 
reducción en el nivel de fosforilación de ERK1/2 ha sido asociado a alteraciones en la 
adquisición de nuevas memorias (515).  

En los resultados observados en este apartado de la tesis, el tratamiento con etanol 
en células HEK-293T transfectadas con el receptor CB2 a distintos tiempos (30 minutos, 
2 horas y 2 días) afecta negativamente a la fosforilación de ERK1/2 inducida por el 
agonista cannabinoide CP55940. Este resultado parece estar en concordancia con otros 
trabajos mencionados con anterioridad, y contrasta con el observado en las células 
transfectadas únicamente con el receptor GPR55, donde el etanol no ejerce ningún 
efecto sobre la capacidad del receptor activado para inducir la fosforilación de ERK1/2. 
Sorprendentemente, la exposición a etanol también presenta efectos negativos sobre el 
heterómero de receptores CB2/GPR55, donde la fosforilación de ERK1/2 inducida por el 
agonista de GPR55, LPI, se ve fuertemente inhibida en presencia de etanol. De forma 
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similar, los resultados obtenidos en los ensayos llevados a cabo empleando neuronas 
procedentes de hipocampo activadas con los agonistas CP55940, JWH133 y LPI por 
separado o con CP55940 y LPI o JWH133 y LPI en combinación muestran un efecto 
negativo del etanol sobre los niveles de fosforilación de ERK1/2. La disminución de la 
fosforilación de esta proteína debido al efecto del etanol podría justificar el incremento 
en la expresión de CB2R en individuos alcohólicos como mecanismo compensatorio, 
atendiendo únicamente a la señalización de este receptor. Tal y como ha sido descrito 
con anterioridad en el heterómero de receptores CB2/GPR55 en sistemas de expresión 
heterólogos, la activación de la vía de las MAPK inducida por el receptor GPR55 al 
activarlo con su propio ligando específico, el LPI, se ve potenciada si se compara con la 
actividad en solitario del receptor GPR55 (68). Los resultados obtenidos al estudiar la 
señalización del heterómero muestran una inhibición de la fosforilación de ERK1/2 
debido a la exposición a etanol, por lo que es posible que el incremento en la expresión 
de GPR55 en pacientes que sufren adicción alcohólica esté relacionado con la actividad 
del heterómero CB2R/GPR55. Nuestros resultados, junto con las evidencias de que el 
etanol i) afecta la estructura del hipocampo y su función dando lugar a alteraciones en 
la neurotransmisión cannabinoide y la neurogénesis en adultos (514),ii) altera a través 
de la inhibición de ERK1/2 el  aprendizaje en animales expuestos a etanol (503), y iii) 
produce neuroinflamación en individuos alcohólicos (516), permitirían postular que la 
señalización cannabinoide y en concreto la del receptor CB2 y el heterómero 
CB2R/GPR55 son relevantes en el desarrollo de la condición alcohólica y podrían ser 
dianas de tratamientos paliativos. 

La movilización de calcio intracelular es uno de los segundos mensajeros más 
importantes en la señalización del receptor GPR55 (517). Su señalización ha sido 
relacionada con diversos procesos patológicos periféricos como el cáncer de mama 
(265), aunque más recientemente se ha demostrado su expresión en SNC (en el 
hipotálamo, en el hipocampo, en la corteza prefrontal y en el cerebelo (518)). Aunque 
el conocimiento acerca de la función de GPR55 en el SNC sigue siendo ciertamente 
difuso, está descrita su implicación en el control de la neuroinflamación y en la 
regulación de la neurotransmisión (519). Por otro lado, hay que puntualizar que la 
activación del receptor CB2 puede regular la actividad de determinados canales de calcio 
dependientes de voltaje (520) aunque no tiene al calcio como segundo mensajero. Tal y 
como era de esperar, la activación del receptor GPR55 en los ensayos de calcio llevados 
a cabo en células transfectadas únicamente con este receptor mostró un incremento en 
los niveles de calcio intracelular. A diferencia de los resultados descritos en la 
fosforilación de ERK1/2, los tratamientos con etanol a diferentes tiempos dieron lugar a 
un incremento en los niveles de calcio intracelular inducidos por la activación de GPR55 
con LPI. La activación de CB2R en células transfectadas únicamente con este receptor 
sigue el guion establecido y no produce movilización de calcio. Sorprendentemente, la 
señalización del heterómero CB2R/GPR55 resulta opuesta a la de los receptores 
expresados de manera individual. Mientras que el LPI genera una leve y lineal 
movilización de calcio, y la combinación de CP55940 y LPI no moviliza el calcio 
intracelular, la activación del heterómero con el agonista cannabinoide CP55940 es 
capaz de producir un incremento fuerte en los niveles de calcio. Teniendo en cuenta que 
la formación del heterómero no afecta a la inhibición de la AC por acción del agonista 
cannabinoide CP55940 vía CB2R, no parece que se esté produciendo un cambio en el 
acoplamiento a proteína G que justifique la señalización del receptor CB2 en el 
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heterómero. Tal vez la activación de este receptor en el heterómero CB2R/GPR55 
pudiera ser suficiente para modular la activación del receptor GPR55, dando lugar así al 
incremento en el nivel de calcio intracelular observado. De forma interesante, los 
tratamientos con etanol a los tiempos de 30 minutos y 2 horas potencian la señalización 
del receptor GPR55, siendo mayor el efecto observado en tratamiento de 2 horas de 
etanol. Aumentando la complejidad del efecto del etanol sobre la señalización de CB2R, 
GPR55 y del heterómero CB2R/GPR55, en la señalización por calcio el receptor GPR55 se 
ve más afectado a nivel individual, al contrario de lo observado en la fosforilación de 
ERK1/2, donde es la señalización de CB2R, individualmente o a través del heterómero 
CB2R/GPR55, la que se encuentra afectada por el tratamiento con etanol. 

En conjunto, resulta evidente que el etanol afecta de forma directa la señalización de 
ambos receptores por separado y del heterómero CB2R/GPR55. Sin embargo, las 
diferencias observadas en el efecto del etanol en las distintas vías estudiadas requieren 
un estudio más profundo sobre cuál podría ser el tratamiento adecuado para paliar las 
acciones negativas del etanol en pacientes alcohólicos. Además, teniendo en cuenta la 
neuroinflamación constatada en estos mismos pacientes, resulta necesario analizar en 
futuras investigaciones cual es el efecto del etanol en células gliales. Los resultados 
obtenidos en dichos estudios podrían añadir todavía más complejidad o bien podrían 
servir para discernir los pros y los contras de los tratamientos con determinados 
compuestos cannabinoides.  
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6. Conclusiones 

Conclusión 1. Mediante el uso de técnicas de transferencia de energía por resonancia 
(RET) y de microscopía confocal, se demostró que en microglia activada se potencia la 
expresión del receptor CB2 y la formación de heterómeros entre CB1R y CB2R en células 
N9. Estos resultados fueron ratificados mediante RT-PCR de mRNA procedente de 
microglía de estriado de ratón. En modelos animales de la enfermedad de Parkinson y 
de la enfermedad de Alzheimer, se demostró por primera vez que la formación de 
heterómeros CB1R/CB2R está potenciada en la microglía activada de estos animales. 

Conclusión 2. El análisis de la señalización cannabinoide en las células N9 demostró 
que mientras en células en reposo se observa el fenómeno de cross-talk negativo entre 
los receptores CB1 y CB2, en células N9 tratadas con lipopolisacárido e interferón-gamma 
se observó una sinergia/cross-talk positivo. Estos resultados pudieron replicarse en 
cultivos primarios de microglía de estriado de ratón. El análisis de la señalización 
cannabinoide en animales modelo de la enfermedad de Parkinson y de la enfermedad 
de Alzheimer demostró en células de microglia activada una fuerte potenciación a nivel 
cualitativo y cuantitativo en la señalización mediada por los receptores de 
cannabinoides. 

Conclusión 3. Mediante técnicas de transferencia de energía en un sistema de 
expresión heterólogo, se demostró que el etanol no altera la estructura de los 
heterómeros de receptores CB2 y GPR55. Mediante el ensayo de ligación por 
proximidad, se demostró en la corteza frontal de pacientes alcohólicos que la 
heteromerización de los receptores CB2 y GPR55 está potenciada, con un incremento en 
el número de heterómeros con respecto a los de individuos sanos. 

Conclusión 4. El etanol no altera la señalización por cAMP del receptor CB2 ni del 
heterómero CB2R/GPR55. Sin embargo, la fosforilación de ERK1/2 inducida por 
activación de los receptores CB2 y GPR55 es inhibida por acción del etanol, tanto en 
células transfectadas como en cultivos primarios de neuronas de hipocampo. La 
señalización por calcio del receptor GPR55 está potenciada por acción del etanol, con 
un mayor efecto en el tratamiento de 2 horas. Los estudios de DMR permitieron 
determinar que el etanol afecta negativamente la señalización del receptor CB2 en 
células transfectadas únicamente con este receptor. En cultivos primarios de neuronas 
de hipocampo de rata el etanol potencia la señalización en el tratamiento de 30 minutos. 
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