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Resumen

Este trabajo pretende profundizar en los mecanismos moleculares involucrados
en los dafios tisulares secundarios al envejecimiento y el posible efecto protector
del cannabidiol (CBD) frente a estas lesiones en musculo, higado, pulmoén vy
sistema inmunitario. Se administré CBD durante 2,5 meses a la dosis diaria de
10 mg / Kg de peso en la comida preparada especialmente para este fin en ratas
macho viejas Long Evans de 15 meses. La mitad de ellas (n = 14) se alimentaron
durante 2,5 meses con el CBD y la otra mitad (n=15) con comida standard. Se
utilizan ademads machos jovenes de 2 meses (n=10) y de 5 meses (n= 8) como
controles. Tras el sacrificio se obtiene el tejido muscular, hepatico y el pulmonar
para investigar por PCR la expresién génica y por Western Blot la cantidad de
proteina de los parametros de estrés oxidativo, inflamacién y apoptosis mas
comunes. Los antioxidantes se midieron por ELISA. También se estudia en la
sangre y en el bazo la funcién inmunitaria a través de la medida de la actividad
Natural killer(NK), de la linfoproliferaciéon y del estado redox de la misma. Se
puede observar que el envejecimiento supone un incremento significativo de todos
los pardmetros de dano tisular en todos los tejidos estudiados con el consiguiente
incremento de estrés oxidativo, inflamacién y apoptosis y que la administracion
cronica de CBD es capaz de disminuir significativamente estos parametros tanto
en musculo, higado como en pulmoén, asi como de potenciar la funcién inmunitaria
con lo que podemos deducir que el CBD es un excelente protector frente al dafo
tisular inducido por el envejecimiento.

Abstract

This paper intents to investigate in depth on the molecular mechanisms involved in
the aging dependent tissular damage and the possible protective effect of cannabi-
diol CBD on these lesions in the muscle, liver, lungs and the immune system.
CBD was administered for 10 weeks at the daily dosage of 10 mg/ Kg body
weight / day in a special rat chow prepared for that purpose to 15 months old
male Long Evans rats. Half of the animals (n=14) were given CBD during 2,5
months whereas the other half (n= 15) were given standard rat chow for the
same time. Additional male rats of 2 (n=10) and 5 (n= 8) months of age fed with
standard rat chow were used as young controls. Muscle, liver and lung tissues
were obtained after sacrifice to investigate the gene expression by PCR and the
protein expression by Western blotting of the main oxidative stress, inflam-
mation and apoptosis markers. Antioxidants were measured by ELISA. In the
blood and spleen several markers for immune function like NK activity, lympho-
proliferation and oxidative situation were also measured. Aging is associated
with the increase of markers for tissular damage that involve the enhancement
of nearly all oxidative stress, inflammation and apoptosis parameters Chronic
administration of CBD reduces significantly all these parameters in muscle,
liver and lungs and potentiates the immune system increasing NK activity and
lymphoproliferation and reducing also oxidative stress. CBD has demonstrated
to be a very good protective substance against age generated tissular damage in
muscle, liver and lungs and an immune system enhancer.

Autor para la correspondencia
Jests A. Ferndndez-Tresquerres Hernandez

Real Academia Nacional de Medicina de Espafia
(/ Arrieta, 12 - 28013 Madrid
TIf.: +34 91 159 47 34 | E-Mail: guerres@med.ucm.es

ACCIONES PROTECTORAS Y REPARADORAS TISULARES DEL CBD
Ferndndez-Tresquerres Herndndez JA, et al.
An RANM. 2024;141(01): 10- 18



INTRODUCCION

El envejecimiento aparece porque las reacciones
metabdlicas que ocurren en las mitocondrias
de nuestro cuerpo ademas de generar energia
producen radicales libres que son los responsables
del deterioro tisular. Precisamente entre los factores
que juegan un papel importante en el envejeci-
miento [1], estd la disfuncién mitocondrial, que se
caracteriza por un incremento del estrés oxidativo
con aumento de la inflamacién y consiguiente-
mente, aumento también de la apoptosis lo que lleva
al deterioro tisular y disminucién de la funciona-
lidad de los 6rganos. Por todo ello, se acepta que
son estos procesos los que contribuyen de manera
evidente al deterioro tisular secundario al enveje-
cimiento. Al comienzo de la vida, la produccion de
radicales libres es muy reducida, pero con los afios
se va incrementando de forma exponencial a la vez
que disminuye la produccién de antioxidantes, lo
que supone un incremento del estrés oxidativo [2] y
de la inflamacidn [3] que lleva también al aumento
de la apoptosis.

El incremento del estrés oxidativo puede resultar
tanto de un aumento en la produccién de precur-
sores de radicales de oxigeno reactivos, o de las
propias especies reactivas del oxigeno (ROS), como
de una reduccién de los sistemas antioxidantes
o de una combinaciéon de todos ellos [4]. Con el
avance del envejecimiento, las acciones de las
ROS y de otros radicales son mucho mas perjudi-
ciales [5] porque los sistemas antioxidantes se ven
disminuidos y por tanto existe una mayor probabi-
lidad de que los ROS ejerzan su accion sobre sus
moléculas diana que pueden ser proteinas, acidos
nucleicos y lipidos [6]. Con el envejecimiento, los
niveles tisulares de antioxidantes que se producen
de forma natural como el glutation (GSH), la enzima
superdxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT) se
reducen y por lo tanto, el estado antioxidante total
estd disminuido. Durante el proceso de envejeci-
miento se va a producir un deterioro progresivo
de los diferentes érganos lo que va a conducir a la
pérdida de sus funciones fisiologicas.

El proceso de deterioro no es igual en los diferentes
individuos ni tampoco en los diferentes 6rganos
y ello ha motivado la busqueda de las causas de
dichas diferencias con la intencién de tratar de
conseguir un enlentecimiento del proceso [7].
Aunque una parte de esta variabilidad pueda tener
un origen genético, la verdad que es un proceso
multifactorial en donde juegan un papel los estilos
de vida y también otros factores externos [8], lo
que ha conducido a la busqueda de sustancias que
puedan reducir las lesiones asociadas al envejeci-
miento y pudiesen conducir a una terapia antien-
vejecimiento [9].

Es imposible evitar el envejecimiento de nuestro
organismo, pero es posible retardarlo. Muchos
estudios han demostrado que un aporte suplemen-
tario de antioxidantes reduce la incidencia de
ciertas enfermedades y mejora el estado de salud
de los ancianos. La terapia con antioxidantes
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como la melatonina o el resveratrol [10-12]
han demostrado ser capaces de reducir el estrés
oxidativo, la inflamacidn y la apoptosis en diversos
tejidos en animales viejos. También los cannabi-
noides parece que actuan de manera similar [5,13]
incluso protegiendo algunos tejidos de la accién
toxica de sustancias que fomentan estrés oxidativo,
inflamacién y apoptosis [14].

(BD

El CBD es un cannabinoide presente en el cdnamo
indio (Cannabis indica) y uno de los ingredientes
fundamentales de la marihuana. Al revés de lo que
ocurre con el Tetrahidrocannabinol (THC) carece
de efectos psicotropicos y su uso es legal en la
mayoria de los paises del mundo occidental [15].

Se ha sugerido que este compuesto podria participar
activamente en la reducciéon de los fendmenos
oxidativos  responsables del envejecimiento
impidiendo el efecto negativo de los radicales libres
[14,16]. Aunque el CBD se aisl6 ya en los anos 40
del pasado siglo y su estructura molecular se pudo
establecer en los afios 60, solo muy recientemente
se ha incrementado de forma importante el interés
en dicha sustancia [17,18]. Su mecanismo de accidén
no estd todavia completamente claro hoy, aunque
se conocen muchos receptores a través de los que
ejerce su accion.

Los receptores de los cannabinoides propiamente
tales segin se fueron descubriendo se les fue
nominando como CBl1 o CB2 y finalmente CB3
[19]. Asi como los receptores CB1 estdn fundamen-
talmente localizados en el sistema nervioso
central (SNC) donde desempeiian acciones en los
procesos de memoria, cognicidn, actividad motora
y también estdn presentes en los nervios periféricos
donde contribuyen a la percepciéon del dolor [20].
Los receptores CB2 estan localizados en el sistema
inmunitario donde juegan un papel importante
en la regulaciéon de las citoquinas proinflamato-
rias. Sin embargo, el grado de afinidad del CBD
por estos receptores es baja ya que su interacciéon
mas importante es con el THC y también con los
endocannabinoides.

Por el contrario, la accidén ansiolitica, relajante,
antidepresiva e inductora de sueio parece que
tiene lugar a través de la interaccién del CBD
sobre receptores de 5HTI(serotonina) [21,22]
aumentando la disponibilidad de este neurotrans-
misor cerebral.

En el caso de los efectos antialgicos y especialmente
del dolor neuropatico parece ocurrir a través de
su interaccién con receptores de potencial transi-
torio (TRP) de tipo vanilloide, que es el mismo tipo
de receptor que utiliza la capsaicina para actuar
favorablemente sobre el dolor neuropatico [23].

Ademads de los mecanismos mencionados, el CBD
parece actuar también inhibiendo la recaptacién de
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endocannabinoides como la anandamida y ademas
también como modulador alostérico del receptor
de GABA (tipo Valium) [24].

Los cannabinoides enddgenos (endocannabi-
noides) [25] intervienen en numerosas funciones
fisiolégicas lo que incluye la modulacion del
dolor, las respuestas al estrés, el aprendizaje y la
memoria y tienen también efectos ansioliticos,
pero ademas, facilitan la curacién acelerada de
las heridas [26]. Tienen estructura lipidica como
la anandamida (AEA) y el 2-araquidonoilglicerol
(2-AG) y comparten sus receptores (CB1 and CB2)
y también otros unidos a proteinas G con otros
cannabinoides como el THC. Se sintetizan a partir
de fosfolipidos de membrana por accién de la acil
fosfatidiletanolamina fosfolipasa D (NAPE-PLD) y
se metabolizan por la hidrolasa de las amidas de
acidos grasos (en inglés, fatty acid amide hydrolase
FAAH) y también por la monoacilglicerol lipasa
(MAGL) [27]. Otros componentes de los cannabi-
noides, ademas de los anteriores, son la oleoile-
tanolamida (OEA) y la palmitoiletanolamida
(PEA). Ademas de los receptores mencionados, los
endocannabinoides utilizan también otros como el
TRPV1 y el PPARa. Precisamente estos receptores
son potenciales dianas terapéuticas para un amplio
grupo de enfermedades que incluyen enfermedades
degenerativas neuroldgicas como el Alzheimer o el
Parkinson, pero también la depresion, la ansiedad
y el dolor crénico [26].

Un elemento muy importante en la regulacién de
los endocannabinoides es precisamente la FAAH
que cataboliza no solo anandamida sino también
AEA, OEA, PEA y otros lipidos [28,29]. La FAAH
es muy abundante en el higado, en el cerebro
[30,31] y también en las raices nerviosas de los
ganglios dorsales o lo que es igual en aquellas
regiones relacionadas con la transmision del dolor
que incluyen la amigdala, el tdlamo y la sustancia
gris periacueductal [32].

En los ultimos 20 anos se han desarrollado muchas
sustancias inhibidoras de la FAAH para intentar
aumentar la accién de los endocannabinoides
aunque ninguna ha podido llegar a alcanzar el
ambito de la clinica [33,34] por sus efectos secunda-
rios. Sin embargo, muy recientemente se ha descrito
una paciente en el Reino Unido que presentaba
una ausencia total de percepcidén dolorosa desde
el nacimiento que resulté carecer de FAAH por lo
que sus niveles de endocannabinoides eran muy
elevados y eso suponia la incapacidad de percibir
ningun tipo de dolor [35].

Todos estos datos proporcionan precisamente la
posibilidad de actuacién del CBD como elemento
protector tisular en base a sus efectos antioxidantes
y antiinflamatorios y por ello, se decidié realizar
este estudio para comprobar los posibles efectos
beneficiosos del CBD tanto en tejidos como en el
sistema inmunitario.

La investigacion se ha llevado a cabo en ratas Long
Evans (Janvier Labs, Le Genest Saint Isle, France)
de dos y cinco meses de edad que han servido como

jovenes controles y otras de 15 meses de edad que
se han usado como ratas viejas para investigar las
alteraciones debidas a la edad y el efecto que sobre
dichas alteraciones tiene la administracidn oral de
CBD. Esta se llevd a cabo mediante la adicion de
CBD (CBD full spectrum Phexia, Madrid, Espafa)
durante 10 semanas a la comida de los animales.

Tras el periodo de tratamiento los animales fueron
sacrificados por decapitacion con guillotina. Tras
el sacrificio se disecaron los dérganos de interés,
en este caso, sangre, bazo, musculo, higado y
pulmones, se congelaron en nitrégeno liquido y se
mantuvieron a -80°C hasta su analisis.

La realizacién de los andlisis bioquimicos en
higado y pulmén han tenido lugar en los departa-
mentos de Fisiologia y de Bioquimica y Biologia
molecular de la Facultad de Medicina de la Univer-
sidad Complutense de Madrid. El estudio de la
funcién inmunitaria y en musculo se ha llevado a
cabo en el departamento de Genética, Fisiologia y
Microbiologia (Unidad de Fisiologia Animal) de la
Facultad de Biologia de la Universidad Complu-
tense de Madrid.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio inmunitario

Se obtuvieron durante el sacrificio de los animales
tanto jovenes como viejos a las 10 semanas de
tratamiento con CBD muestras de bazo, timo y
fraccidn celular de células blancas de la sangre que
fueron procesadas inmediatamente tras someter a
las muestras a un proceso de cultivo ex vivo para
determinar actividad NK , la linfoproliferacion y
el estrés oxidativo. Lo mismo se llevo a cabo en los
dos grupos de animales jovenes sin tratamiento
[36].

A nivel del sistema inmunitario se ha podido
observar una disminuciéon de la actividad NK
(asesinas por naturaleza) en las ratas viejas en
comparacion con los jovenes controles y una
disminucion ademas de la linfoproliferacidn,
tanto la inducida por concavalina A como la
inducida por lipopolisacarido (LPS) La adminis-
tracién de CBD produjo efectos muy beneficiosos
ya que se ha visto una potenciacidn significativa
(p<0,001) de la actividad de las células NK que
juegan un papel muy importante en la defensa
frente a las células tumorales y una recuperacién
de las dos respuestas linfoproliferativas (p<0,05).
Ademids, se ha podido constatar también un
incremento del estrés oxidativo a nivel de las
células sanguineas con aumento de malondial-
dehido (MDA) (p<0,001) y de glutatiéon oxidado
(GSSG) (p<0,05) con disminucién de glutation
reducido (GSH) (p<0,05). El tratamiento con
CBD presenta un efecto antioxidante muy potente
en el sistema inmunitario, con disminucién de
MDA (p<0,05) y GSSG (p<0,01) e incremento del
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GSH (p<0,05) lo que lleva en términos practicos
a un incremento de su capacidad de defensa del
organismo.

Esto significa que el CBD seria capaz de potenciar el
sistema inmunitario en los pacientes que lo reciban
mejorando por lo tanto su capacidad de respuesta a
infecciones de todo tipo.

Efecto sobre el musculo

En el sacrificio de los animales se obtienen muestras
de los musculos digastrico y gastrocnemio que se
congelan en el momento en nitrégeno liquido y
luego se mantiene a -80°C hasta su procesamiento.

Puede observarse que los animales viejos presentan
un aumento de MDA (p<0,05) muscular tanto
absoluto como cuando se establece una relacion
con los mg de proteina. Este efecto es neutralizado
por el tratamiento con CBD con lo que consigue
mejorar de forma evidente la capacidad funcional
del musculo.

Efecto sobre el higado

Se comprob6é utilizando una tincién con
hematoxilina-eosina si el envejecimiento era
capaz de generar lesiones evidenciables a nivel
del tejido hepatico de los animales viejos y no se
pudo detectar ninguna alteracién significativa, ni
tampoco en los animales tratados con CBD. Sin
embargo, al analizar la concentraciéon de mielope-
roxidasa (MPO) en el parénquima hepdtico se
detecté un aumento significativo en los animales
viejos que se reducia significativamente hasta
alcanzar los valores de los jovenes al tratarlos con
CBD. Esto supone la constatacion en las ratas de
15 meses de edad de que el higado presenta ya una
infiltracion de macréfagos y neutrofilos activados
como primer paso de las lesiones que apareceran
algo mas adelante [36,37]. Se han determinado
pardmetros relacionados con el estrés oxidativo
como son la glutatiéon peroxidasa (GPx) y la
glutation S transferasa (GST), con la inflamacién
como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
y la interleucina 1 beta (IL-1B) y con la apoptosis
como es la proteina X asociada a Bcl-2 (BAX) y el
factor inductor de apoptosis (AIF).

Puede verse como los niveles de MDA, marcador
de estrés oxidativo, estan significativamente
incrementados en los animales viejos (p<0,05)
y como el tratamiento con CBD los retorna a los
valores de las ratas jovenes.

Puede observarse también que los niveles de
interleucina IL-1f, marcador de inflamacién, en
el higado se incrementan mucho con el enveje-
cimiento (p<0,001) y como el tratamiento con
CBD es capaz de evitar dicho incremento. De la
misma forma ocurre con el tumor necrosis factor
(TNF-a) que es otro marcador de inflamacidn, se
incrementa mucho con el envejecimiento (p<0,001)
y el tratamiento con CBD lo impide.
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El factor nuclear kappa B (NF-xB) que es otro
marcador muy importante de inflamacién experi-
menta también un incremento significativo con
el envejecimiento en todos sus heterodimeros
(NFxB-p65, NFkB-p52, NFxB-p50), que sin
embargo, se restablecen totalmente al tratar a las
ratas con CBD (p<0,001).

Como parametros relacionados con el estrés
oxidativo tenemos también la GST, la GPx y la
glutation reductasa (GR). La primera sufre una
reduccién marcada con el envejecimiento (p<0,01)
que es bloqueada por el tratamiento con CBD. La
GPx y la GR disminuyen también significativa-
mente (p<0,01) con la edad y de igual forma el
tratamiento con CBD es capaz de evitarlo.

Finalmente, si estudiamos la apoptosis, vemos como
los niveles de BAX que es una proteina proapop-
totica se incrementan mucho con el envejeci-
miento y el CBD lo impide de manera muy evidente
(p<0,0001).

Otro elemento que juega un papel importante
en la apoptosis y también en la inflamacién son
las caspasas. Asi podemos ver como la caspasa 1
(CASP-1) se incrementa con el envejecimiento
(p<0,0001) en la rata Long Evans y el tratamiento con
CBD la reduce. Puede observarse el aumento signifi-
cativo del AIF con la edad y como el tratamiento
cronico con CBD disminuye los valores hasta el
nivel presente en los animales jovenes (p<0,0001).

Todos los cambios inducidos por el tratamiento
con CBD son altamente significativos como puede
verse en los valores de p. Los valores pueden verse
en la tabla 1.

De todos estos datos puede deducirse que el CBD
es capaz de reducir el estrés oxidativo, la inflama-
cién y la apoptosis en el higado. También reduce
el estrés oxidativo en el musculo y finalmente
estimula al sistema inmunitario que estd reducido
en su funcién también con la edad.

Lo mismo que hemos visto antes en cuanto a la
expresion de los genes de las distintos productos
se ha observado también en la expresion de las
proteinas correspondientes, aunque existen diferen-
cias. NFkB aumenta con el envejecimiento (p<0,01)
y el tratamiento con CBD lo disminuye (p<0,05).
También aumenta AIF (p<0,05) y el tratamiento
con CBD lo evita (p<0,01).

De todo lo mencionado hasta ahora se deduce que
en el higado de las ratas macho Long Evans viejas
existe un aumento del estrés oxidativo asociado
al envejecimiento con incrementos de MDA y de
hemo-oxigenasa 1 (HO-1) a la vez que disminuye
la actividad de los enzimas antioxidantes GR, GPx,
y GST al compararlos con los jovenes controles.
La administracion crénica de CBD ha sido capaz
de revertir la situaciéon reduciendo los niveles de
radicales libres de oxigeno y restaurando lo niveles
de actividad enzimadtica como se habia demostrado
ya con anterioridad en otros estudios [38], con lo
que se consigue una efectiva proteccién celular [39].
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Tabla 1. Representado valor medio + Desviacidn estandar de los valores de qRT-PCR, a excepcién de MDA

expresado en nmol/mg de proteina.

Higado Control 15 m 15 m + CBD
GST 0,999 + 0,166 0,277 + 0,087 1,216 + 0,120
Estrés oxidativo GPx 0,757 + 0,075 0,299 + 0,101 1,162 + 0,156
GR 0,976 + 0,079 0,267 + 0,070 1,080 + 0,164
f‘l’,"l.’emx‘dacw“ MDA 1,39 + 0,122 2,206 + 0,354 1,217 + 0,107
ipidica
IL-1B 0,836 + 0,064 6,148 + 0,999 1,145 + 0,211
Inflamacién TNF-a 0,987 + 0,229 4,175 + 0,962 0,902 + 0,188
NF-kB 0,805 + 0,138 5,789 + 0,974 0,972 + 0,094
BAX 1,119 + 0,190 4,583 + 0,529 1,118 + 0,149
Apoptosis CASP1 0,885 + 0,135 4,706 + 0,704 0,973 + 0,137
AIF 0,974 + 0,067 4,812 + 0,283 1,054 + 0,090

GR y GPx son enzimas responsables de la reduccion
y oxidacion del GSH. También se protege a las
células del dano oxidativo al restaurar los niveles
de expresion de GST que se expresa de manera
elevada en el higado [38,40].

El CBD, es capaz de bloquear las reacciones
oxidativas de los radicales libres, bien sea quelando
éstos directamente o bien metabolizdndolos en otras
sustancias menos reactivas [39]. Esto ha podido
verse anteriormente en modelos experimentales en
ratones [14] y también en cultivos celulares in vitro
[41]. Concretamente el CBD impide la formacién
de radicales superdxido. También ha demostrado
ser capaz de reducir los niveles de 6xido nitrico
(NO) en el higado tras la administracién de un
citostatico a ratones [42].

El CBD reduce ademds la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) mediante el bloqueo de
la reaccion de Fenton mediada por metales [43].

La actividad antioxidante del CBD se inicia
mediante la activacion del factor Nrf2 (Nrf2 es un
factor de transcripcion derivado del eritroide 2 que
regula la defensa frente al estres oxidativo) [44]
que es responsable de la transcripcion de algunos
antioxidantes potentes y de genes citoprotectores
[6]. También es capaz de aumentar los diversos
heterodimeros de la SOD que son responsables de
su accién antiinflamatoria [45].

La interaccién de los ROS con los acidos grasos
insaturados da lugar a la aparicién de hidrope-
roxidos lipidicos y aldehidos, como el 4-hidroxi-
nonenal (4-HNE), o el MDA [46]. También pueden
formarse incluso isoprostanos [47]. Estos procesos
activan el factor nuclear Nrf2 y ademas modifica
el funcionamiento de las membranas celulares y

potencia a algunos prooxidantes mediados por
la via del NFxB a la vez que inhibe los enzimas
antioxidantes (ej, tiorredoxina reductasa y CAT)
[48].

Todo ello conduce a la alteracion de los procesos
metabdlicos que conduce a la disfuncion celular e
incluso a su muerte por apoptosis [49]. Ademads, el
estrés oxidativo favorece la lipoperoxidacion y la
oxidacién de proteinas lo que también contribuye
a alterar la funcidn celular a través de su influencia
sobre el metabolismo [4,50].

En situaciones de inflamacion el CBD es capaz de
aumentar la actividad tanto de la GPx como de la
GR, lo que conduce a una reduccién importante de
los marcadores de estrés oxidativo como el MDA
[20], mientras que incrementa los valores de GSH.

En el estudio también pudimos constatar el
incremento de los marcadores hepaticos de inflama-
cién como NFkB-p65, NFkB-p52, NFkB-p50,
IL-18 y TNF-a en el grupo de animales viejos,
al compararlos con los jovenes lo que confirma
la presencia con la edad de un aumento de la
inflamacién ademads del incremento del ya mencio-
nado estrés oxidativo. El tratamiento con CBD
fue también capaz de reducir los niveles de estos
parametros hasta volver a alcanzar los niveles de
expresion de las ratas jovenes.

El CBD ha demostrado ademas ser capaz de modular
al sistema endocannabinoide aumentando los
niveles de anandamida, lo que modifica la interac-
cién de los cannabinoides con sus receptores [51];
por lo que la accidén antioxidante mas importante
del CBD ocurre precisamente por su interaccidon
con dichos receptores. De hecho, los receptores
activados por peroxisomas alfa (PPAR-a),
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Pulmoén Control 15 m 15 m + CBD
GST 0,902 + 0,125 0,75 + 0,075 0,908 + 0,144
GPx 1,115 + 0,187 1,002 + 0,162 0,704 + 0,137
GR 1,160 + 0,075 0,813 + 0,086 1,467 + 0,389
MDA 1,097 + 0,109 1,631 + 0,072 1,003 + 0,050
IL-1$ 0,902 + 0,035 1,486 + 0,352 0,675 + 0,090
TNF-a 0,914 + 0,132 1,334 + 0,201 0,877 + 0,110
NF-xB 0,860 + 0,051 3,671 + 0,220 0,980 + 0,200
BAX 1,017 + 0,063 1,103 + 0,121 1,171 = 0,077
CASP1 0,884 + 0,123 1,011 £ 0,147 0,874 + 0,114
AIF 0,927 + 0,040 1,071 + 0,060 0,849 + 0,128

estimulan la produccién de antioxidantes como
la SOD [5]. Ademas dependiendo de su concen-
tracién el CBD, puede activar o inhibir distintos
tipos de receptores cannabinoides (CB1 y CB2), o
también otros tipos como los (TRP) o los nucleares
como los (PPAR).

En el tejido hepatico de los animales viejos también
se incrementan los marcadores de apoptosis AIF,
BAX, and CASP-1 tanto en su expresién génica
como en la proteica medida por Western blot y el
tratamiento con CBD es capaz de revertir sobre
todo la expresion génica significativamente, con lo
que se justifica suficientemente la disminucién de
las lesiones tisulares.

Los niveles del marcador antiapoptético Bcl-2 no
se modifican por el envejecimiento ni tampoco
por el tratamiento con CBD como ya se habia
observado previamente. Por ello es mds correcto
utilizar la relacion entre Bcl-2 y BAX que ésta si que
disminuye siempre durante los procesos apopto-
ticos [52] como ocurre también en nuestro estudio.
El tratamiento con CBD es capaz de restaurar los
niveles de dicha relaciéon con lo que disminuye la
muerte celular.

En nuestro modelo de rata macho Long Evans de
15 meses no se detecta a nivel histolégico bdsico
ninguna alteracion tisular probablemente porque
estamos todavia en una situacién inicial de vejez.
Sin embargo, si se detecta un aumento de la MPO
que es sindénimo de infiltracién inmunitaria como
primer paso para una eventual alteracion histolo-
gica tanto sea con infiltracion de macrofagos
como de neutré6filos activados. Este incremento
de MPO no aparece en el grupo de animales viejos
tratados con CBD con lo que se confirma su efecto
beneficioso.
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Efectos a nivel del pulmén

A nivel del pulmoén se han investigado los mismos
parametros relacionados con la edad que en el
higado y se ha podido evidenciar un aumento
del estrés oxidativo por el aumento del MDA
(p<0,01) que fue revertido de forma eficaz por el
tratamiento con CBD. Aunque se vio también una
disminucién en los niveles de enzimas antioxi-
dantes GST y GPx, sin embargo, no fue significa-
tivo. Por el contrario, la expresion génica de NFkB
(p<0,001), TNF-a (p<0,05) y de IL-1P (p<0,05)
estdn muy incrementadas en los animales de 15
meses con respecto a los jovenes; lo que significa
que el pulmoén estda muy inflamado como habiamos
visto anteriormente en el pulmdn de ratas viejas
Wistar [53]. El tratamiento con CBD es capaz de
disminuir significativamente dichos valores hasta
recuperar los niveles de los jovenes con lo que
disminuyen los niveles de la inflamacién. (Ver los
valores en la tabla 1).

En cuanto al comportamiento de los marcadores
de apoptosis AIF y CASP-1 estos también sufren
un aumento significativo con la edad en el tejido
pulmonar (p<0,001), que asimismo se reduce
significativamente por la administracion de CBD.

Sin embargo, los resultados de BAX no se modifican
con la edad lo que haria pensar que el pulmoén
esta algo menos afectado por el envejecimiento
en virtud de su permanente situacién prooxidante
frente a la que tiene que defenderse, como habiamos
observado anteriormente en ratas Wistar [53].

Todos estos datos indican que los pulmones que
son organos especialmente expuestos a la accion
oxidante del aire atmosférico y de los elementos
polucionantes que lleva en suspension, presentan

19



ANALES RANM

también con el envejecimiento toda una serie de
alteraciones oxidativas inflamatorias y apoptdticas
ya detectadas anteriormente [54]. El tratamiento
con CBD es capaz de neutralizar al menos en parte
dichas alteraciones alcanzando de nuevo los valores
de los animales jovenes.

Podemos concluir que el tratamiento crénico con
CBD en ratas Long Evans de 15 meses tiene un
efecto muy positivo a nivel del musculo, del pulmon
y mas significativamente en el higado y en el sistema
inmunitario disminuyendo las lesiones tisulares
inducidas por el estrés oxidativo, la inflamacién y la
apoptosis asociadas a la edad.
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