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Introduccion

INTRODUCCION

1 HISTORIA

El origen de la planta Cannabis sativa, cuyos componentes se
denominan cannabinoides, se situa por algunos autores en el Asia Central. La
utilizacién de los preparados de esta planta a lo largo de la historia ha

presentado aspectos muy variables.

El Cannabis tiene una larga historia médica que va desde su uso
empirico y/o anecddtico en la antigliedad, hasta las prescripciones médicas del
siglo XIX y principios del XX. En la actualidad hay una gran controversia sobre
su utilidad clinica, y generalmente el uso que se hace de los derivados de la

planta es ilicito o empleado como automedicacion.

Uno de los principales inconvenientes de su uso son los efectos
psiquicos que producen y que fueron utilizados en ocasiones como
complemento en practicas religiosas, o simplemente para la busqueda de
placer. A lo largo del tiempo, los cannabinoides han pasado por etapas de uso
generalizado, por otras de un uso mas restringido o incluso por largas etapas

de prohibicion.

La Cannabis sativa fue utilizada en China hace unos cinco mil afios. Su
cultivo en este pais estuvo generalmente relacionado con la obtencién de fibra
de tallos y hojas, asi como del aceite de sus semillas. Existen diversos escritos,
procedentes de aquella época, en los que se indica la relacién que tuvo esta
planta con la medicina en aquel pais. En estos libros, el Cannabis era
recomendado para tratar la malaria, el beri-beri, el estrefiimiento o las
alteraciones menstruales. Sin embargo, también se indicaba que la ingestidon

excesiva de los frutos del cafiamo podia producir “visiones diabdlicas”.
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En la India la planta es descrita como una hierba sagrada. Es de
destacar el grado de conocimiento que alcanzaron los hindues sobre las
propiedades curativas de los componentes de la Cannabis sativa. Las drogas
derivadas del cannabis fueron usadas como toénico general y en el tratamiento
de calambres, convulsiones infantiles, para calmar el dolor (especialmente de
cabeza entre los que se incluye la migrafia), histeria, neuralgia, ciatica, tétanos,
fiebre, para aliviar la fatiga, actuar como diurético, reducir el delirium tremens,
disminuir la hinchazén de los testiculos o actuar como afrodisiaco. El uso del
Cannabis se extendid desde la India a Persia y Asiria ocho siglos antes de
Cristo, y existen evidencias de que su uso tanto médico como religioso fue

considerable.

En el antiguo Egipto, aunque algunos autores consideran que el
Cannabis no era conocido, otros han indicado su utilizacion en el incienso y

como medicina administrada por via oral.

Sin embargo, aunque tanto los griegos como los romanos cultivaron el
cafamo por su fibra, que era utilizada para la fabricacion de cuerdas y de
velas, los textos clasicos no contienen ningun dato significativo sobre sus

efectos farmacolégicos.

Al principio de la era cristiana se indican sus usos medicinales. Varios
autores, como Plinio “el viejo” y Dioscorides, describieron su uso en sus obras,

“Nature historiarum Libri XXXVII” y “De Materia Médica” respectivamente.

En relacién con el Islam, el profeta Mahoma, que habia prohibido el vino,
no dijo nada sobre los derivados de Cannabis, o que permitio la expansion de
su consumo en los territorios conquistados desde Persia hasta la peninsula
Ibérica. “Hashish”, que significa hierba en arabe, fue el nombre utilizado para

designar al extracto resinoso de esas variedades.
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En el siglo XIX aparecen los primeros datos contrastados sobre el
Cannabis. Su uso se popularizd en Gran Bretafia por sus propiedades
curativas. El divulgador de su aplicacion terapéutica fue O’'Shaughnessy que
habia residido en la India como médico del ejercito colonial inglés. Sus estudios
facilitaron la incorporaciéon del cafamo hindu a la farmacopea inglesa y
posteriormente, aunque en menor extensién a la de los Estados Unidos. Los
médicos norteamericanos imitaron a sus colegas ingleses en la prescripcién de
Cannabis en el tratamiento de diversas enfermedades como cdlera, epilepsia,
convulsiones, coreas, histeria, depresién, demencia, neuralgias, reumatismo,
tétanos, gota, calambres menstruales y hemorragia uterina. En el “Index Merck”

de 1896 aparecian 6 tipos de preparaciones diferentes que lo contenian.

Durante las primeras décadas del siglo XX empezd a declinar el uso
meédico de las preparaciones de Cannabis. Hacia 1932 fue eliminada de la
Farmacopea Britanica y diez anos después, lo fue de la de los Estados Unidos

y posteriormente de la Farmacopea India.

Esto pudo ser debido a que, al no haberse conseguido el aislamiento de
los principales componentes, habia que usar preparaciones de la planta natural
o de sus extractos. Una de las consecuencias de la utilizacion de este tipo de
preparados era el que no siempre se podian obtener resultados clinicos
reproducibles, por la gran cantidad de compuestos presentes en la planta , su
diferente composicion quimica y sus diversos efectos farmacolégicos, asi como
su rapido deterioro. La controversia sobre sus acciones alucinégenas habia

eclipsado sus posibles usos médicos (Evans, 1997).

Desde 1971, el uso del Cannabis fue controlado por la denominada
“Acta de drogas de abuso”, que prohibia la utilizacion médica tanto de la hierba
como de sus constituyentes activos, los cannabinoides. A pesar de ello esta

especie ha sido ampliamente estudiada hasta la actualidad y se han realizado
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importantes avances en el conocimiento de sus compuestos activos y actividad

farmacoldgica.

Los compuestos quimicos identificados en la Cannabis sativa son mas
de cuatrocientos. Todos ellos varian en numero y en cantidad dependiendo de
la variedad cultivada, clima, tipo de suelo, e incluso de la forma en que se haya
realizado su cultivo. Aproximadamente sesenta de estos compuestos,
presentan unas caracteristicas estructurales comunes y han sido identificados

como pertenecientes al grupo de los cannabinoides.

En el afio 1964 fue caracterizada la estructura quimica del principal
componente psicoactivo del cannabis, el A’ Tetrahidrocannabinol (ATHC) por

Mechoulam y Gaoni.

Este descubrimiento abrid las puertas a la investigacion cientifica y al
desarrollo de derivados con capacidad terapéutica, en los que se trata de

separar las propiedades farmacoldgicas de los efectos psicoactivos.

Transcurrieron casi 30 afios hasta la caracterizacion y clonacion de un
receptor cerebral para cannabinoides que se denominé CB; (Devane y cols.,
1988). Tres afios mas tarde fue clonado un segundo receptor para
cannabinoides denominado CB,, relacionado con el sistema inmune (Munro y
cols., 1993). No se puede excluir la existencia de otros subtipos de receptores
para cannabinoides que pudieran explicar algunos de los efectos producidos
por estos compuestos y para los que todavia no se ha encontrado una

explicacion a nivel molecular (Pertwee, 1999).

Estos dos receptores se diferencian tanto en su secuencia de
aminoacidos como en sus mecanismos de transduccién de sefales y su

distribucion tisular.
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La existencia de agonistas enddgenos de estos receptores se demostrd
en 1992 vy 1995. Estos agonistas que reciben el nombre de
endocannabinoides son la anandamida (araquidoniletanolamida) (Devane vy
cols., 1992) y el 2-araquidonilglicerol (Mechoulam y cols., 1995; Stella y cols.,
1997). En la actualidad se conocen algunos compuestos mas con estas

caracteristicas aunque estos son los mejor estudiados.

La sintesis en 1994 de un antagonista para el receptor CB4, denominado
SR 141716A, (Rinaldi-Carmona y cols.,1995) y para el CB,, denominado SR
144825 (Rinaldi-Carmona y cols.,1998), abri6 una nueva pagina en la

investigacion sobre estos receptores.

Aunque la Cannabis sativa ha sido utilizada en el siglo XX mas por sus
efectos psicotropicos que los medicinales, sus derivados pueden tener un papel
en la medicina moderna, aunque su utilidad esta aun sin establecer, pero la
evidencia que tenemos hasta el momento sugiere que tanto sus agonistas
como sus antagonistas, podrian ser valiosos agentes terapeduticos,
particularmente como coadyuvantes, para controlar sintomas para los cuales

los farmacos estandar no son completamente efectivos (Ashton, 1999)
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2 SISTEMA CANNABINOIDE ENDOGENO

El sistema cannabinoide enddgeno esta formado por ligandos enddgenos
(endocannabinoides) y receptores que median su accion bioldgica y que estan

acoplados a mecanismos extra e intracelulares.

Los receptores de cannabinoides caracterizados hasta el momento son
dos, CBy y CBy, y los ligandos enddgenos son: Araquidoniletanolamida
(anandamida) y 2 araquidonilglicerol. Se han descrito otros compuestos
endogenos de naturaleza cannabinoide: palmitoiletanolamida, noladin eter,
homo-y-linolenoiletanolamida, docosatetraenoiletanolamida, virodhamina, N-
araquidonil-dopamina (NADA) y oleamida (Howlett y cols., 2002; Di Marzo,
2003).

2.1 RECEPTORES

2.1.1 Receptores cannabinoides

Los receptores de cannabinoides mas conocidos son dos, CB; y CBjy,
aunque se postula la existencia de un posible nuevo receptor cannabinoide no
CB+4/CB;,, cuya caracterizacion podria explicar algunos de los efectos
producidos por estos compuestos (Zygmunt y cols., 1999; Jarai y cols., 1999;
Bukoski y cols , 2002; Zygmunt y cols.,2002; Ho,W-s.V y Hiley, 2003; Offertaler
y cols., 2003).

El receptor CB; es un polipéptido de 476 aminoacidos que fué
caracterizado farmacolégicamente utilizando el cannabinoide sintético (-)-CP-

55.940. Este receptor media, entre otros, los efectos psicoactivos de los
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cannabinoides (Devane y cols., 1988). En humanos, su gen se encuentra

localizado en la region q14-g15 del cromosoma 6.

Localizacién: Es un miembro de la superfamilia de receptores acoplados
a proteinas Gj, que se inserta en la membrana plasmatica, donde se une tanto
al A°THC como a los endocannabinoides (Matsuda y cols., 1990). Ha sido
localizado en hipocampo, corteza, ganglios basales y cerebelo a muy altas
concentraciones (Fig. 1), siendo el receptor mas abundante de los acoplados a
proteinas G en el cerebro de los mamiferos. En menor concentracion, se
encuentra en hipotdlamo y médula espinal. También se expresa en sistema
nervioso periférico, testiculos, sistema inmune, glandula adrenal, médula ésea,
corazon, vasos sanguineos, pulmon, prostata, timo, amigdalas y bazo. (Ramos
Atance y Fernandez Ruiz, 2000; Howlett y cols., 2002).

El receptor CB1 se expresa principalmente como receptor presinaptico, y
su efecto fundamental es modificar la liberacién de algunos neurotransmisores,
como dopamina, noradrenalina, glutamato, y serotonina. (Ishac y cols., 1996;
Khatmann y cols., 1999; Nakazi y cols., 2000; Shen y cols., 1996; Szabo y
cols., 1999

Ganglios
basales

Hipocampo
Cerebelo

Fig. 1: Nucleos con mayor densidad de receptores CB4 en cerebro
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El receptor CB, es un polipéptido de 360 aminoacidos que también

pertenece al grupo de receptores unidos a proteinas Gj, (Munro y cols., 1993).

Localizaciéon: Ha sido localizado en 6rganos linfoides como: bazo, timo,
amigdalas, medula osea y pancreas, en células mieloides, macréfagos y
monocitos de bazo, en leucocitos de sangre circulante y en una gran variedad
de lineas de células inmunes en cultivo (células mieloides y eritroides,
macrofagos, mastocitos y linfocitos T y B). (Pertwee, 1997,1998; Howlett y
cols., 2002). También ha sido propuesta su presencia en microglia (Carlisle y
cols., 2002) y corazon (Joyeux y cols., 2002; Bouchard y cols., 2003; Lepicier y
cols., 2003). Ademas ha sido detectado por secuenciado molecular en células
endoteliales aisladas de arterias pulmonares de carnero (Zoratti y cols., 2003).

Al contrario que el receptor CB1 su activacion no modifica la liberacidén de

neurotransmisores.

Mecanismos moleculares: La investigacion biolégica ha demostrado una

serie de vias celulares a través de las cuales pueden actuar los cannabinoides
(Fig 2).

Tanto el receptor CB1 como el CB2 son receptores acoplados a proteinas
G (Gi/o), que actuan inhibiendo al enzima adenilato ciclasa y que conducen a la
disminucién de los niveles de AMPc y las actividades celulares dependientes
de este, como apertura de canales de potasio, y bloqueo de canales de Ca++
del tipo N (Mackie y Hille,1992) y P/Q (Twichel y cols., 1997; Devane y cols.,
1988).

En algunos casos, se ha visto que los agonistas endogenos del receptor
de cannabinoides estimulan la formacién de AMPc posiblemente activando

proteinas Gs (Glass y Felder,1997)
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Recientemente se ha demostrado que los cannabinoides pueden inhibir
también los canales de Ca++ tipo L en la musculatura lisa de arterias, lo que se
correlaciona con el papel vasodilatador que pueden tener estos compuestos
(Howlett y Mukhopadhyay, 2000).

Los cannabinoides, tanto a través de las proteinas G, como de segundos
mensajeros como ceramidas, pueden actuar también sobre la cascada de
protein-kinasas activadas por mitdégenos (MAPK), activada por sefiales
extracelulares o por estrés y mediante este mecanismo controlar la
supervivencia o muerte celular (Guzman y cols., 2001).

El receptor CB1 puede inactivarse por fosforilacion. Este podria ser el
mecanismo utilizado por las neuronas para revertir la inhibicion producida por
los cannabinoides sobre la liberacion de neurotransmisores.

Ademas, los cannabinoides inducen la expresion de genes tales como
KroX-24, a través de una via no dependiente de AMPc (Rinaldi-Carmona y
cols.,1998)

o
SO

sn-2 arachidonyl glyc erol [ 2-AG)

— =  CONH CH2CH 20H
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Fig.2 Mecanismos celulares de la activacion de receptores cannabinoides
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A pesar de que los cannabinoides median sus efectos actuando sobre
receptores cannabinoides, también son capaces de activar receptores

vanilloides.

2.1.2 Receptores vanilloides

Hasta el momento solo un receptor vanilloide ha sido clonado (VR4),
aunque hay evidencias farmacologicas y bioquimicas de la existencia de otros

receptores de esta familia que se denominan VRs (Szallasi y Blumberg, 1999).

Localizacion: el receptor VRy ha sido clonado (Caterina, 1999) y se
encuentra principalmente en neuronas sensoriales, diversos nucleos cerebrales
(Acs y cols., 1996; Sasamura y cols., 1998), tejidos no neuronales (como
mastocitos), células gliales (Bir6 y cols., 1998) y en fibras aferentes primarias

de pequefo diametro.

También se encuentra en el aparato cardiovascular, tanto en el corazén
como en la adventicia de los vasos sanguineos. Es estimulado por calor,
protones, capsaicina y anandamida, y al activarse libera: péptido relacionado
con el gen de la calcitonina (CGRP), sustancia P, neurokinina A (NKA) y ATP.
Estas sustancias producen taquicardia, vasodilatacion y extravasacion de

proteinas plasmaticas.

Mecanismo: VR forma parte de una familia de receptores acoplados a
canales ionicos y su activacion puede desencadenar una serie de respuestas
como la liberacibn de NO (Deutsch y cols., 1997), excitacion de neuronas
perivasculares sensoriales en la pared de los vasos que liberan CGRP.
(Zygmunt y cols 1999; Smart y cols., 2000; Ross, 2001;Mukhopadhyay y cols.,

2002;Ralevic y cols., 2002) y efectos cardiovasculares (ver mas adelante),
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sobre el sistema inmunolégico y modulacién de la sensacion dolorosa (Li y
cols., 1999).

El receptor de vanilloides VR4 posee una estructura tridimensional donde
se observan seis segmentos transmembrana completos y otro parcial, que es el
que se supone esta asociado a un canal de Ca™. En el extremo N-terminal

existen tres zonas sensibles a la fosforilacion por protein-kinasa A.

La incubacién prolongada con capsaicina produce un fendmeno de
desensibilizacion in vitro, debido a deplecion de neurotrasmisores, que consiste
en una pérdida de actividad de los agonistas, seguida de un prolongado
periodo refractario. No es un proceso bioquimico sencillo, sino mas bien una
cascada de eventos que probablemente inducen cambios conformacionales en
el receptor, lo que trae como consecuencia el cierre del canal de Ca™. Otro
mecanismo que puede jugar un papel en la desensibilizacién es la fosforilacion

de protein kinasa A.

Agonistas vanilloides: La capsaicina, el ingrediente activo de la guindilla
(Hot pepper), es el principal agonista de receptores vanilloides VR. Fue aislada
por primera vez por Thersh en 1846, en 1919 Nelson determin6 su estructura
quimica, y en 1930 se consiguidé su sintesis completa. En la actualidad se
dispone de analogos sintéticos extraordinariamente potentes de capsaicina
(Szallasi y Blumberg, 1990) y de antagonistas competitivos del receptor

vanilloide VR4 como la capsazepina (Bevan y cols., 1991).

La anandamida se comporta también como un agonista vanilloide. La
similitud funcional entre capsaicina y anandamida para activar los receptores
VR ha abierto un gran debate y multiples ensayos farmacolégicos para dilucidar
esta controversia (Melck y cols., 1999; Zygmunt y cols., 1999; Smart y cols.,
2000); Ross, 2003).
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Este receptor es también activado por otros vanilloides, por R(+)-
metanandamida y otros compuestos cannabinoides. También se ha sugerido
que uno de los productos de la degradacibn de anandamida, el &acido
araquidoénico, al ser metabolizado por la enzima lipooxigenasa da lugar a
metabolitos como el 12-hidroxi-peroxi-eicosa-tetra-enoicos (12-HPETE) que
podrian activar el receptor VR(Di Marzo, 2001; Ralevic y cols.,2002; Szallasi,
2002).

Antagonistas vanilloides: La capsazepina es el mas conocido antagonista

competitivo del receptor VRy. Su uso esta limitado por su potencia moderada,
ya que a concentraciones micromolares (las necesarias para inhibir las
respuestas de capsaicina) también bloquea canales de Ca™ y receptores

nicotinicos (Liu y Simon, 1997).

El antagonista SR141716A, a concentraciones superiores a 10 uM, de
una manera inespecifica, inhibe la respuesta vasodilatadora a capsaicina
mediada por VR (Zygmunt y cols 1999; Hillard, 2000; Smart y cols., 2000;
Malinowska y cols., 2001; Ralevic y cols., 2002; Ross, 2003).

Algunos estudios sugieren que existen receptores VR insensibles a
capsazepina (Liu y cols., 1998), y otros sugieren la existencia de un receptor de
naturaleza vanilloide, sensible a capsazepina y a SR141716A, que seria
activado tanto por capsaicina como por los cannabinoides Win55,212-2 y
CP 55940. (Pertwee, 2003).

11
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2.1.3 Cannabinoides endégenos

Los ligandos endogenos mas conocidos y estudiados hasta el momento
son: anandamida (AEA) y 2-araquidonilglicerol (2-AG). Son sintetizados,
liberados, recaptados y degradados en las células nerviosas, lo que confirma
su posible funcién como neuromoduladores y producen efectos farmacoldgicos

similares a los del A°THC pero con una duracién de accion mucho mas corta.

En 1992 se caracteriz6, a partir de cerebro de cerdo, Ia
araquidoniletanolamida, que se denominé anandamida. Este compuesto esta
formado por acido araquidénico unido por un enlace amida a etanolamina
(Devane y cols., 1992).El estimulo fisiologico para la produccion y liberacion de

anandamida no esta del todo establecido.

Ha sido identificada en cerebro y en tejidos periféricos humanos y de rata.
En ambas especies se ha detectado en hipocampo, estriado y cerebelo,
regiones ricas en receptores CB4, asi como en talamo, donde la expresion de
este receptor es mucho mas baja. Cantidades importantes de anandamida
también se han localizado en el bazo, donde hay altos niveles de receptores
CB,. Hay pequefas cantidades en corazén humano y aparecen trazas en
suero, plasma y liquido cefalorraquideo humanos. Produce una serie de
efectos fisioldgicos, tanto centrales como periféricos, por su efecto agonista
parcial de receptores CB4 aunque también tiene afinidad por el receptor CB.
(Lake y cols., 1997).

El 2-AG, esta formado por acido araquidénico unido por un enlace ester a
glicerol. Inicialmente fue aislado en intestino de perro y posteriormente en bazo
y pancreas, lo que hizo pensar que se trataba de un ligando periférico
(Mechoulam y cols., 1995; Martin y cols., 1999). Mas tarde fue identificado en

cerebro (Sugiura y cols., 1995), donde se encuentra a las maximas
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concentraciones en tronco cerebral, estriado e hipocampo y las mas bajas en
corteza, diencéfalo y cerebelo (Bisogno y cols., 1999). El 2-AG tiene efecto
hipotensor que no es mediado por receptores CB1. Este efecto es atenuado
por los inhibidores de la ciclooxigenasa, indicando que puede ser mediado por
acido araquidénico u otros metabolitos (Jarai y cols., 2000).También esta
implicado en diversos procesos fisiopatolégicos como activacion de la

agregacion plaquetaria (Macarrone y cols., 2003).
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2.1.4 Sintesis, liberacion recaptacion y degradacion de anandamida
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Fig. 3 Esquema de la sintesis, recaptacién y degradacion de la Anandamida (1)
Hidrélisis de NAPE por la PLD (2) Sintesis de AEA por una N-aciltransferasa. (3)
Interaccién con el receptor CB (4) Recaptacion por el transportador de Anandamida

(AT) (5) Degradacion por la amidohidrolasa de acidos grasos (FAAH) (Piomelli y cols.,
2000).
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Sintesis: La anandamida se sintetiza y libera en la neurona por un
mecanismo Ca**-dependiente. La sintesis de anandamida se produce mediante
la hidrdlisis de un precursor fosfolipidico presente en la membrana celular, la N-
acil-fosfatidiletanolamina (NAPE), por efecto del enzima fosfolipasa D que
libera acido fosfatidico y los correspondientes tipos de N-aciletanolaminas, una
de las cuales es la anandamida (Fig.3). La sintesis de anandamida se produce
a demanda en el organismo, es decir, que al contrario de los neurotransmisores
clasicos que se almacenan en vesiculas, la anandamida es sintetizada “en el

momento” en el que se va a liberar.

Almacenamiento: Los endocannabinoides no se almacenan en el interior

de vesiculas como ocurre con los neurotrasmisores clasicos, probablemente
por su naturaleza hidréfoba. Su almacenamiento se produce en forma de un
precursor (fosfolipido de membrana) que es acilado e hidrolizado

posteriormente y se sintetiza cuando su accidn es necesaria.

Los endocannabinoides podrian ser otro tipo de intermediario metabdlico
lipidico, que, como los eicosanoides y el factor activador de plaquetas, se
sintetizan por la hidrdlisis de un fosfolipido, actuando cerca del sitio de
produccion, donde también se degradan rapidamente. Su solubilidad en lipidos
les permitiria difundir libremente a través de las membranas y actuar como

moduladores de diversas actividades bioldgicas.

Liberacién: La anandamida podria ser liberada al espacio intersinaptico,
por un mecanismo de difusion facilitada bidireccional, realizada a favor de un

gradiente de concentracion (Hillard y cols., 1997).

Recaptacion: La anandamida es recaptada de forma selectiva tanto por
neuronas como por células gliales, donde es degradada a etanolamina y el

correspondiente acido graso (acido araquidénico). Existe una gran controversia
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sobre si este proceso de recaptacion es mediado por un transportador

especifico o no. (Beltramo y cols., 1997; Glaser y cols., 2003).

La existencia del transportador ha sido y sigue siendo cuestionada por
numerosos autores, puesto que aun no ha sido clonado ni ha sido aislada su
proteina constituyente, por lo que no se puede asegurar que este transportador

exista (Glasser y cols., 2003).

Este mecanismo de recaptaciéon es rapido, temperatura-dependiente,
saturable y con selectividad por el sustrato. Incluso se han sintetizado
sustancias con posible efecto inhibidor de la recaptacion en neuronas vy
astrocitos como un derivado fendlico, N(4-hidroxifenil)araquidonamida
(AM404), que inhibiria la recaptacion de anandamida, lo que hace pensar en la

existencia de un transportador especifico.

Metabolismo: La anandamida es metabolizada muy rapidamente por lo
que la duracion de su efecto es muy corta. La utilizacion de inhibidores de su

degradacion puede prolongar la duracion de su efecto farmacoldégico.

AEA

Lo \!
5/1112/15- & FAAH
H(P)AEA

LOX COX
5/8/12/15-HPETE / cYP \ TXA,, PGE,,
5/8/12/15-HETE PGD,, PGl,,
Leukotrienes PGF,,

Epoxygenase (w—1)-Hydroxylase
5, 6/8, 9/11, / 19/20-HETE
12/14,15-EET

Fig.4. Principales rutas metabdlicas de anandamida (Watanabe y cols., 2003)

16



Introduccion

La anandamida se metaboliza por tres mecanismos principales:

1) Hidrolisis producida por la amidohidrolasa de acidos grasos

(FAAH) que transforma la anandamida en acido araquidénico (AA) y
etanolamina (Fig.4) y ademas cataliza el proceso inverso transformando el
AA+etanolamina en anandamida. La FAAH ha sido purificada, clonada y

secuenciada (Cravatt y cols., 1996).

Esta enzima actua también sobre analogos de anandamida como 2AG,
palmitoiletanolamida y oleamida y sobre la R(+)-metanandamida (Lang y cols.,
1999; Fowler y cols., 2001), aunque la afinidad del enzima FAAH por R(+)-

metanandamida es menor que la de anandamida (Lang y cols., 1999).

El acido araquidénico resultante de esta reaccion, puede ser

metabolizado por la COX a PGs.

2) Citocromo P450 (CYP450): La anandamida puede ser oxidada en el

higado por el CYP450 3A transformandose en unos veinte metabolitos activos.

Ademas el CYP450 es capaz de metabolizar el acido araquidénico formado por
la FAAH al hidrolizar la anandamida, dando lugar a un gran numero de
compuestos como los acidos hidroxi-epoxi-eicosa-tri-enoicos (HETE)

(Bornheim y cols., 1995).

3) Oxidacion por Ciclooxigenasa 2 (COX,): Recientemente se ha

demostrado que la anandamida puede ser sustrato de la COX, que la
transforma en prostaglandina E;-etanolamida y D,-etanolamida (Kozak y cols.,
2002; Ross y cols., 2002). Estos productos han sido denominados

‘prostamidas” (Chen y cols., 2001). La prostamidaE, tiene un perfil de accion
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parecido a la PGE, ya que se une a los cuatro receptores EP solo que de
manera menos potente, no se une al receptor CB4 y se une al CB; con muy
baja afinidad (Ross y cols., 2002).

Mas interesante es el hecho de que el 2AG puede ser transformado por
accion de la COX; en PGH»-G, compuesto inestable, que seria transformado
en diferentes PGs (Fqalfa, E», |2 D2) y tromboxanos, siguiendo la cascada de la
sintesis de PGs. (Kozak y cols., 2002).

4) Lipooxigenasa (LOX): La lipooxigenasa puede actuar directamente

sobre la anandamida produciendo 5/11/12/15-H(P)-anandamida (Watanabe y
cols., 2003): Asimismo puede metabolizar el acido araquidénico producto de la

hidrdlisis de anandamida.
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3 TERMINOLOGIA Y CLASIFICACION DE LOS
CANNABINOIDES
Los cannabinoides son un grupo de sustancias con estructuras quimicas

diferentes que tienen en comun sus efectos sobre alguno de los elementos

constituyentes del sistema endocannabinoide.

Cannabinoides vegetales (derivados de la Cannabis Sativa):

delta’-tetrahidrocannabinol
cannabidiol

cannabinol

Cannabinoides sintéticos:

analogos de los cannabinoides clasicos: CP55,940 y HU-210
analogos de la pravadolina (aminoalquilindoles): WIN-55,212-2
agonistas selectivos CB4: ACEA y ACPA

agonistas selectivos CB,: HU-308 y JWH-133

Cannabinoides enddgenos (eicosanoides):

Araquidoniletanolamida (anandamida)

2-araquidonilglicerol

Antagonistas de los receptores de cannabinoides:
SR141716, LY320135 y AM251 (antagonistas selectivos del receptor CB,)
SR144528 (antagonista selectivo del receptor CB,)

Inhibidores del proceso de terminacién de la actividad biol6gica de los
endocannabinoides:

inhibidores de la recaptacion: AM404 y VDM11

inhibidores de la degradacion (actividad FAAH): PMSF y AM374

Tabla 1.Clasificaciéon de compuestos activos sobre el sistema endocannabinoide

El conocimiento de las relaciones existentes entre la estructura y la
actividad de los cannabinoides ha permitido el disefio de analogos sintéticos
que han sido de gran utilidad en el estudio farmacoldgico vy fisiologico de estos

compuestos.
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3.1 AGONISTAS CANNABINOIDES

En cuanto a su estructura quimica hay cuatro grupos principales de

agonistas cannabinoides:

3.1.1 Clasicos:

Este grupo de cannabinoides lo forman derivados de dibenzopiranos
ABC-triciclicos , los cuales son compuestos obtenidos de la planta Cannabis
sativa, productos procedentes de su biotransformacién, o derivados sintéticos
de los mismos. Todos estos compuestos tienen actividad cannabimimética

tanto in vivo como in vitro ( Howlett y cols., 2002).

(=)-A%-THC (=)-Cannabidiol

QL QL
8e 8e

AB-THC Cannabinol
HO

‘ OH
S 1

HU-210

HO

Desacetyl-L-nantradol

Fig.5: Estructura quimica de cannabinoides clasicos
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El A° Tetrahidrocannabinol (A°THC) es el principal componente
psicoactivo del Cannabis, cuya estructura quimica fue caracterizada en el afio
1964, por Mechoulam y Gaoni. Este compuesto tiene una afinidad semejante

por los dos receptores de cannabinoides CB1y CBs.

Los compuestos A® Tetrahidrocannabinol (A®THC), Cannabinol vy
Cannabidiol son también componentes psicoactivos del Cannabis, mientras
que HU-210 ( y su enantiémero (+) HU-211) y Desacetil-L-nantradol son

cannabinoides sintéticos.

La afinidad del A®THC por los receptores cannabinoides es muy parecida
a la del A’THC, mientras que su analogo sintético HU-210 tiene una afinidad y
una actividad intrinseca mucho mas alta que el ATHC Por lo tanto se trata de
un agonista particularmente potente de los receptores cannabinoides y ademas

sus efectos “in vivo” son especialmente duraderos.

3.1.2 No clasicos:

El representante principal de este grupo es el (-)-CP-55,940, que permitio
el descubrimiento y la caracterizacion del receptor de cannabinoides CB1
(Devane y cols., 1988). El CP55,940 es un compuesto con una afinidad similar
por los dos subtipos de receptores de cannabinoides, menos lipdfilo y de 10 a

50 veces mas potente in vivo que el AOQTHC.

OH

g CP55940
OH

Fig. 6: Estructura quimica de CP55940
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3.1.3 Aminoalquilindoles:

Esta nueva familia de compuestos con actividad cannabimimética fue
descubierta por los investigadores de Sterling Winthrop al desarrollar analogos
estructurales de pravadolina. El compuesto mas estudiado de esta familia es el
R-(+)-Win 55,212-2. El cual tiene una afinidad ligeramente superior por el
receptor CB2. In vivo produce los mismos efectos farmacoldgicos que el
A9THC.

R-(+)-WIN55212

Fig.7: Estructura quimica de R-(+)-Win 55,212-2
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3.1.4 Eicosanoides:

Son derivados de acidos grasos, cuyo representante principal es el
endocannabinoide Anandamida. La R(+)-metanandamida es un analogo
sintético de la anandamida resistente a la degradacidén enzimatica. Estos dos
compuestos son agonistas de receptores CB;, CB, y VR1. ElI 2

araquidonilglicerol se comporta como agonista de receptores, CB4 y CB..

2-Arachidonoyl
glycerol

Fig.8: Estructura quimica de anandamida, R(+)-metanandamida y 2-araquidonil

glicerol
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3.2 ANTAGONISTAS CANNABINOIDES

3.2.1 Diarilpirazoles:

Los representantes mas caracteristicos de este grupo son los compuestos
de Sanofi Research: SR141716A, un potente antagonista del receptor CBy, y
SR144528, un potente antagonista del receptor CB..

SRA4ITIRA

SRS

Fig.9: Estructura quimica de SR141716A y SR144528

Pueden comportarse como agonistas inversos cuando se administran en
ausencia de agonistas, (Bouaboula y cols., 1998; Portier y cols., 1998; Rhee
and Kim, 2002).y SR144528 autoactiva receptores CB; e inhibe la actividad de
proteinas Gi (Bouaboula y cols., 1998).

En cuanto a su especificidad, esta es dosis-dependiente: el SR141716A a
altas concentraciones es capaz de bloquear el receptor de vanilloides VR
(Zygmunt.y cols., 1999; Bouaboula y cols., 1998; Portier y cols., 1998; Rhee y
Kim, 2002), activar directamente canales de K" e inhibir de manera no selectiva
la movilizacion de Ca™ en arteriolas cerebrales de conejo (Ellis y cols., 1995).
Existen otros antagonistas del receptor CB1 como AM251, que también se
comporta como un agonista inverso cuando se administra solo. (Izzo y cols.,
2000).
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H
Al2E,
L=

Fig.10: Estructura quimica de AM251

3.3 INHIBIDORES DE RECAPTACION Y DEGRADACION DE
ENDOCANNABINOIDES

e Inhibidor del transportador de anandamida: Es el compuesto N(4-

hidroxifenil)araquidonamida (AM 404) que bloquea la entrada de anandamida a
la célula aumentando la concentracion en el espacio intersinaptico. Ademas de

este efecto es capaz de bloquear el receptor de vanilloides VR1.
0
mkNH@ﬂH

Fig.11: Estructura quimica de AM404

¢ Inhibidores de la degradacion de anandamida:

I. Inhibidores de la FAAH: como el compuesto fenil-metil-sulfonil-fluoruro
(PMSF) o los antiinflamatorios no esteroideos como ibuprofeno, aspirina
e indometacina. Estos compuestos inhibirian la rapida degradacién de la
anandamida en el interior de la célula (Compton y Martin, 1997) y
podrian emplearse en terapéutica para potenciar los efectos de los

cannabinoides enddgenos.
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Inhibidores de CYP450: Se utilizan como herramientas farmacolégicas
para el estudio del metabolismo de los endocannabinoides. Los mas
utilizados son: 17-ODYA (inhibidor de CYP450 epooxigenasa y CYP450
w/ w-1- hidroxilasa responsables de la produccion de acidos
19/20-HETESs y 5,6/8,9/11,12/14,15-epoxi-eicosa-tri-enoicos
(5,6/8,9/11,12/14,15-EET) y miconazol (Zygmunt y cols., 1996; Ishioka y
Bukoski, 1999; Watanabe y cols., 2003).

Inhibidores de la COX2: Los inhibidores de la ciclooxigenana 2
(rofecoxib, celecoxib) inhiben la COX; de manera especifica, mientras
que los antiinflamatorios no esteroideos como ibuprofeno, aspirina e
indometacina producen wuna inhibicidbn inespecifica de ambas
ciclooxigenasas. Al ser también inhibidores de la FAAH, serian de gran

utilidad en el tratamiento del dolor. (Fowler y cols., 2001).
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4 EFECTOS DE LOS CANNABINOIDES

41 EFECTOS FISIOLOGICOS Y FARMACOLOGICOS

Las bases moleculares de los efectos fisiologicos de cannabinoides
endbégenos y exodgenos han comenzando a conocerse recientemente. En el
SNC, los endocannabinoides participan en la regulacién de la sensacién
dolorosa (cerebro y médula espinal), actividad motora, aprendizaje y memoria,
y desempefan un papel notable durante el desarrollo cerebral. Ademas estan
implicados en la regulacion del vémito, apoptosis neuronal y neuroproteccion.
Periféricamente disminuyen la presion intraocular y regulan la ingesta de

comida.

Los dos mecanismos mas estudiados son la interaccidn con sus
receptores y la modulacion de otros sistemas neurotransmisores. Pueden
regular sistemas dopaminérgicos, serotoninérgicos y noradrenérgicos,
relacionados con el control de la actividad motora, la secrecién de hormonas
adenohipofisarias y mecanismos de recompensa cerebral. También
interaccionan con aminoacidos neurotransmisores, relacionados tanto con el
control de la actividad motora y de la secrecion de hormonas adenohipofisarias
(GABA), como con la memoria y el aprendizaje (GABA y glutamato).Su
interaccidn con el sistema opioide, contribuye al control de la nocicepcion y ha

sido ampliamente estudiado.

4.1.1 Sensacion dolorosa

Probablemente, una de las funciones del sistema cannabinoide endégeno

sea la de modular la transmisién dolorosa por disminucion de la respuesta

sensorial de las neuronas en el tracto espinotalamico (Martin y cols., 1996;
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Monhenius y cols., 2001). Asismismo suprimen la hiperexcitabilidad neuronal,

hiperalgesia y alodinia a través de receptores CB1y CBs,.

En modelos experimentales los cannabinoides son analgésicos tanto en

dolores agudos inflamatorios como neuropaticos (Campbell y cols., 2001).

Se postulan 4 mecanismos de accion mediante los cuales los

cannabinoides producen su efecto antinociceptivo:

1) Efectos mediados a través de receptores cannabinoides:

a) CBi: Se ha demostrado que la administracion a ratones del antagonista
cannabinoide SR 141716A produce hiperalgesia, lo que sugiere la existencia
de un tono cannabinoide basal, cuya inhibicion seria la responsable de esta

hiperalgesia. (Richardson y cols., 1998).

b) CB,: La estimulacién de estos receptores inhibe las respuestas
dolorosas. (Malan y cols., 2002; Clayton y cols., 2002) por lo que el uso de
agonistas CB, puede ser una posibilidad para el tratamiento de dolores tanto
agudos como crénicos sin efectos psicoactivos. Esto seria especialmente

relevante para el tratamiento de dolores neuropaticos (Malan y cols., 2003)

2) Efectos mediados a través de receptores vanilloides VRi Los

receptores vanilloides estan involucrados en dolores agudos y cronicos tanto a
nivel espinal como periférico. Hay evidencia de interaccion entre receptores
CB1 Yy VR1.

3) Por interaccion con el sistema opioide. El A°-THC libera dinorfina A

y Leu-ENK e interacciona con canales de K liberando endorfinas. (Mason y
cols 1999).Ademas, los cannabinoides actuan sobre receptores k opioides, ya

que tanto la naloxona como la norbinaltorfimina, (antagonista opioide kappa)
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bloquean la antinocicepcion producida por A°-THC de forma dosis-dependiente
(Smith y cols., 1994 ).

4) Modulando la liberacion y actividad de neurotrasmisores especialmente

noradrenérgicos y glutamatérgicos, alterando la percepcion del estimulo
doloroso ( Litchtman y Martin, 1991; Pertwee, 2001).

4.1.2 Actividad locomotora

La alta densidad de receptores CB4 en los ganglios basales y cerebelo, y
la presencia en grandes cantidades de anandamida y 2-araquidonilglicerol,
sugieren un papel importante del sistema endocannabinoide en el control de los

movimientos voluntarios y por tanto en los trastornos motores.

Los receptores CB se localizan presinapticamente en neuronas estriadas,
subtalamiconigrales, cerebelo y corteza cerebral. Los endocannabinoides
modulan la liberacién y recaptacién de GABA y glutamato (Maneuf y cols.,
1996; Romero y cols., 1998; Szabo y cols., 2000) y producen efectos indirectos
sobre dopamina, afectando sobre todo a la sintesis de este neurotransmisor

(Romero y cols., 1995).

4.1.3 Emesis

Controlan el vomito actuando sobre receptores CBq localizados en el
centro del vémito del tronco cerebral en el SNC, y en las terminaciones
nerviosas de los plexos mientérico y submucoso del estémago, duodeno y
colon, disminuyendo la motilidad por bloqueo de la liberacion de acetilcolina en
esas areas (Croxford, 2003; DiCarlo e Izzo, 2003).

29



Introduccion

4.1.4 Proliferacion celular

Tanto la anandamida como el 2-araquidonilglicerol ejercen acciones
antiproliferativas en cultivos celulares de células tumorales (Guzman, y cols
2002).Modulan varias vias de crecimiento celular como protein-kinasas
activadas por agentes mitdgenos y las kinasas activadas por estrés, que tienen
un papel importante en el control del crecimiento celular y su diferenciacién. En
células de glioma C6 los cannabinoides producen apoptosis a través de los dos
tipos de receptores cannabinoides. El efecto parece estar mediado en parte por
ceramidas, con implicacion especial del receptor CB, de cannabinoides y del
receptor vanilloide VR1. (Williamson y Evans, 2000).

4.1.5 Efectos neuroprotectores

Los agonistas cannabinoides son capaces de reducir la excitotoxicidad
tanto in vitro como in vivo, siendo por tanto, potenciales agentes
neuroprotectores. La capacidad de los cannabinoides de inhibir Ia
neurotransmision glutamatérgica, permitiria asegurar que el sistema
endocannabinoide juega un papel fundamental en la regulacion de la

neurotransmision excitadora y por tanto, también, de la excitotoxicidad.

El efecto neuroprotector de los cannabinoides se ha demostrado con dos
agonistas cannaninoides WIN55212-2 y CP55940. Ambos protegen de la
muerte neuronal inducida por glutamato en cultivos celulares de neuronas de
hipocampo. Aunque este efecto es bloqueado por SR141716A, no ha sido
demostrado que el receptor implicado sea el CB4, lo que sugiere la presencia
de otro subtipo de receptor de naturaleza cannabinoide y sensible a
SR141716A. (Shen y cols.,1996; Shen y Thayer 1998). También se ha
propuesto que los agonistas CB1 sean neuroprotectores por su capacidad

antioxidante.
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4.1.6 Otros efectos
A Regulacion de la ingesta

El sistema endocannabinoide puede formar parte de los mecanismos que
regulan la conducta alimentaria, a través de su interaccién con el sistema de
sefalizacion nutricional hipotalamico mediado por la leptina. Esta hormona
secretada por el tejido adiposo tiene un papel clave en el mantenimiento del
peso corporal. Un incremento de la masa grasa aumenta los niveles de leptina,
y ésta disminuye los niveles hipotalamicos de los endocannabinoides

Anandamida y 2-Araquidonilglicerol.

Por otro lado, la oleamida, un analogo natural de la anandamida que no
activa receptores CB+, es sintetizada en el intestino delgado en respuesta a la
ingesta y parece causar en modelos animales un efecto anorexigeno mediado
por fibras vagales que estimulan areas del SNC como el nucleo paraventricular

o el nucleo del tracto solitario.

Asi pues, el sistema endocannabinoide participa en la regulacion de la
conducta alimentaria y del peso corporal formando parte de una compleja serie

de sefiales periféricas y centrales, orexigenas y anorexigenas.

B Presion intraocular

Analisis inmunohistoquimicos han demostrado la presencia de receptores
de cannabinoides CB4 en el polo anterior del ojo en el epitelio pigmentado ciliar.
Los cannabinoides podrian actuar sobre la produccion del humor acuoso, y
sobre el drenaje en el sistema trabecular y el canal de Schlemm, disminuyendo
la presion intraocular (P10) (Straiker y cols., 1999).

Ademas de la presencia de receptores cannabinoides, también se ha

detectado en el ojo la existencia de las fosfodiesterasas necesarias para la
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sintesis de anandamida a partir de su precursor la NAPE (Matsuda y cols,
1997).

C Funcioén inmunolégica

No es del todo conocida, pero a dosis altas pueden actuar por varias vias
inhibiendo o estimulando las respuestas inmunolégicas. El receptor CB; se
encuentra en tejidos inmunes como bazo, timo, médula osea, amigdalas y
células circulantes (monocitos, leucocitos polimorfonucleares y linfocitos T y B.
El contenido de mRNA para CB; en estas células, es equivalente al de CB4 en
cerebro. Los cannabinoides disminuyen el AMPc intracelular que normalmente
estd aumentado cuando se activan los linfocitos y de esta manera producen
efectos inmunosupresores. Ademas activan otras vias moleculares como el

factor kB nuclear.

4.2 EFECTOS ADVERSOS

La principal dificultad técnica para el uso de cannabinoides en terapeutica
es la incapacidad de separar los efectos colaterales psicotropicos indeseables
de los efectos terapeuticos beneficiosos, especialmente la tolerancia y la
dependencia. Solo muy recientemente se ha avanzado en el estudio de los
mecanismos moleculares y farmacolégicos de los compuestos activos

cannabinoides encontrados en la marihuana.

Los efectos secundarios mas importantes de los cannabinoides son sus
efectos psicotropicos como euforia, bienestar, desinhibicion, locuacidad,
sedacion, pérdida de memoria, alucinaciones, distorsidn de la imagen corporal
y de la percepcidn sensorial. A veces pueden producir ataques de panico, ideas

paranoides, y exacerbacion de los sintomas de la esquizofrenia. No aparecen
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siempre, y su presentacion depende de muchos factores, entre los que se

encuentran la personalidad previa del individuo y el ambiente.

Hay muchos problemas para medir la contribuciéon de cada uno de los
constituyentes de los extractos de Cannabis sativa. Ademas, el efecto placebo
es dificil de medir, y si la persona esta informada de lo que va a ingerir,
presenta mas respuestas agradables, pero también una taquicardia mas
pronunciada, comparandolos con el grupo de pacientes no informados. Si se
consigue aliviar el dolor crénico, aunque la administracién sea inhalatoria y las
personas conozcan los peligros, se tolera relativamente bien (Williamson y
Evans, 2000).

Otros efectos secundarios no relacionados con el sistema nervioso
incluyen: taquicardia, hipotensiéon postural, sequedad de boca, ataxia e

inmunosupresion.

Los efectos secundarios de los antagonistas cannabinoides son mucho

menos conocidos.

Seria posible evitar la mayoria de estos efectos, tanto de los agonistas
como de los antagonistas, con nuevos compuestos que actuasen
selectivamente sobre un solo subtipo de receptor cannabinoide o bien sobre la

liberacion, recaptacion o degradacion de los cannabinoides endogenos.
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5 POSIBILIDADES DE APLICACION TERAPEUTICA

Existe un gran debate sobre los usos terapéuticos del Cannabis, y no
debe generalizarse la idea de que su uso es inofensivo. Se deberia emplear

para determinados pacientes y bajo control médico.

En la actualidad se estan llevando a cabo algunos ensayos clinicos con
derivados sintéticos de cannabinoides. En algunos tratamientos muy concretos:
como antiproliferativos, antiglaucomatosos o el empleo de Rimonabant® contra

la obesidad y el tabaquismo.

5.1 ANTIEMETICOS:

Este es el efecto terapéutico para el cual los cannabinoides se utilizan con
mas frecuencia. Las nauseas y voOmitos producidos por la quimioterapia,
rebeldes a otros tratamientos, como, los antagonistas del receptor 5HT; de
serotonina (ondansetron, granisetrosn, tropisetrén) que son el tratamiento de
eleccién en la actualidad; entre un 10-30% de los pacientes no mejoran con
ellos. Por lo tanto, los cannabinoides podrian ofrecer algun beneficio,
especialmente en determinados grupos de pacientes, como mujeres jovenes
con cancer de mama, a pesar de que los efectos adversos que producen son
mas frecuentes que los producidos por los antagonistas del receptor 5HT; de

serotonina.

Numerosos estudios realizados con A°-THC (Dronabinol®, Marinol®) y su
analogo sintético Nabilona ( Cesamet®) y con marihuana inhalada (fumada), en
la decada de los 70 y 80, demostraron la efectividad de estos compuestos
como agentes antieméticos. La Nabilona, lleva 20 afos siendo utilizada

satisfactoriamente como antiemético en pacientes sometidos a quimioterapia
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en el Reino Unido. (Lemberger, 1999) y tiene una potencia similar a la de

antagonistas dopaminérgicos como metoclopramida y domperidona.

5.2 ANALGESIA:

El uso clinico de cannabinoides en el tratamiento del dolor se ha
propuesto para el tratamiento de cefaleas, migrafnas, dolores menstruales,

dentales, neuropaticos, postquirurgicos y dolor severo de espalda.

En general el efecto analgésico de los cannabinoides es irregular,
existiendo variaciones importantes segun el tipo de dolor y la receptividad del
paciente. Ensayos llevados a cabo en humanos para comparar el efecto de AS-
THC (20 mg) con el de Codeina (60-120 mg) en dolores cronicos asociados a
neoplasias, han dado como resultado una actividad analgésica similar.
También potencian los efectos de otros analgésicos y pueden ser asociados

con opiaceos.

5.3 PATOLOGIAS MOTORAS

Se consideran candidatos para ser tratados con agonistas cannabinoides:
disquinesias, distonias, corea de Huntington (Glass y cols., 1993; Richfield y
Herkenham, 1994), sindrome de Tourette (Muller-Vahl y cols.,, 1998) y
esclerosis multiple (Baker y cols., 2000), y con antagonistas la enfermedad de

Parkinson (Safiudo-Pefa y cols., 1998).

D Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson se caracteriza por una degeneracion de la
via nigro-estriada que produce, entre otras alteraciones, un aumento del
numero de receptores CB1 y una afectacion del movimiento. El sistema

endocannabinoide se vuelve, por lo tanto, hiperactivo. La L-dopa, tratamiento

35



Introduccion

de eleccion en esta patologia, es capaz de revertir el incremento de los
receptores CB4, lo que indicaria que estos estan bajo influencia inhibitoria de

las neuronas dopaminérgicas.

Se podrian utilizar agonistas cannabinoides por su actividad
neuroprotectora y antioxidante. Sin embargo los ensayos clinicos realizados
hasta ahora con antagonistas no han sido concluyentes, y necesitaran ser

ampliados en los préximos afios (Fernandez-Ruiz y cols., 2003)

Los antagonistas del receptor CB+1, que disminuirian esta hiperactividad,
pueden ser beneficiosos sobre la aquinesia, uno de los sintomas

caracteristicos de esta enfermedad neuroldgica (Lastres-Becker y cols., 2001)

E Corea de Huntington

Estudios recientes han demostrado que hay una reduccion marcada de
receptores CB1 en los ganglios de la base en esta enfermedad (Glass y cols.,
2000), ademas, en los diferentes modelos animales de corea de Huntington se
ha observado una hipofuncionalidad del sistema endocannabinoide (Lastres-
Becker y cols., 2001). Diferentes estudios llevan a plantear que esta pérdida de
los receptores CB¢ podria estar implicada en la propia patogénesis de la

enfermedad.

En el tratamiento de esta enfermedad se podrian utilizar, tanto agonistas
de receptores CB4, como inhibidores de la recaptacion, ya que son capaces de
reducir la hiperquinesia y mejorar los déficits GABAérgicos en un modelo de
ratas con enfermedad de Huntington. Nuevas hipoétesis sugieren que, dada la
posible alteracion de los receptores CB1 en etapas previas a la aparicion de los
sintomas, el tratamiento con cannabinoides podria ser utilizado como terapia
protectora de la muerte neuronal que se produce en esta enfermedad

(Fernandez-Ruiz y cols., 2003).
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5.4 EFECTOS ANTIPROLIFERATIVOS

En animales de experimentacion tratados con dosis altas de A>-THC se ha
comprobado que desaparecian tumores de mama, prostata, gliomas,
epiteliomas tiroideos y linfomas. Este efecto parece estar mediado por
receptores CB4, CB,, y VR4. Los cannabinoides estimulan las cascadas de
MAPKs, ERK, kinasas activadas por estrés (JNK) y MAPK p38 (Rueda y cols.,
2000; Derkinderen y cols., 2001). Actualmente se esta investigando (ensayos
en fase |l) el efecto de la administracién local de A°-THC sobre el crecimiento

de glioblastoma multiforme en humanos (Guzman, 2003)

5.5 REGULACION DE LA INGESTA

Aumentar la ingesta es deseable en determinadas situaciones clinicas
entre las que se encuentran las inmunodeficiencias. Se ha llegado a sugerir
que los agonistas cannabinoides en estas inmunodeficiencias no solo estimulan
la sensacion de apetito (Mechoulam, 1999) sino que ademas son efectivos para
el tratamiento del dolor y la ansiedad que acompafan a estas patologias.
(Watson y cols., 2000).

Los antagonistas cannabinoides podrian utilizarse para el tratamiento de
la obesidad. Se ha demostrado que el agonista inverso del receptor CBy,
SR141716A, inhibe el aumento de la ingesta producido por la administracion de
anandamida (Williams y Kirkham, 1999). Es capaz de producir supresion del
apetito y perdida de peso al ser administrado a animales, y aunque se
desarrolla tolerancia a la disminucién del apetito, el peso de los animales
tratados fue menor que el de los animales control durante todo el tiempo que

duré el estudio (Colombo y cols., 1998). En el momento actual se encuentran
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en marcha ensayos clinicos en humanos obesos con el antagonista selectivo
rimonabant ® (SR 141716A).

5.6 GLAUCOMA

La aplicacién topica de agonistas cannabinoides produce una disminucion
de la PIO. La administracion sistémica de A°-THC no ha dado buenos
resultados, pero actualmente se estan desarrollando nuevos compuestos
cannabinoides y profarmacos, sin efectos sistémicos, para su aplicacion tépica
en el tratamiento del glaucoma (Buchwald y cols., 2000).

Los cannabinoides controlan la PIO en distintos tipos de glaucoma pero
no son un tratamiento etiolégico y han demostrado ser eficaces en glaucomas

resisitentes a tratamiento convencinales.
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6 EFECTOS VASCULARES DE LOS CANNABINOIDES

Los efectos cardiovasculares de los cannabinoides y los mecanismos por
los que se producen son numerosos y complejos. Entre todos los mecanismos
postulados por la mayoria de los autores los principales son dependientes del
endotelio. Debido a esto, se describen a continuacion los mas importantes

mecanismos vasodilatadores producidos por factores derivados del endotelio.

6.1 FARMACOLOGIA VASCULAR

La sangre es transportada desde el corazon a los tejidos a través de las
arterias y las redes de capilares. Estas forman un amplio sistema de vasos que
comienza con las arterias aorta y pulmonar, las cuales salen respectivamente
del ventriculo izquierdo y derecho del corazén. Al irse alejando del corazdn
estos vasos se ramifican repetidamente dando con ello lugar a un gran numero

de arterias de calibre progresivamente decreciente.

La organizacion basica de la pared de todas las arterias es similar en
cuanto a que se pueden distinguir tres capas concéntricas: 1) una capa interna,
la tinica intima, que consiste en un tubo endotelial cuyas células escamosas
tienen su eje mayor orientado longitudinalmente.; 2) una capa intermedia, la
tinica media, compuesta principalmente por células musculares lisas
dispuestas circularmente; y 3) una capa externa, la tunica adventicia,
constituida por fibroblastos y fibras colagenas asociadas que estan orientadas
en su mayor parte longitudinalmente. Esta capa externa se funde gradualmente
con el tejido laxo alrededor de los vasos. El limite entre la tunica intima y la
tunica media estd marcado por la lamina elastica interna (elastica interna), la
cual esta especialmente bien desarrollada en las arterias de mediano calibre.
Entre la tunica media y la tunica adventicia se puede distinguir en muchas

arterias una mas fina lamina elastica externa (elastica externa).
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Desde las arterias mas grandes hasta los capilares existe una continua
gradacion en cuanto al diametro y a las caracteristicas de la pared vascular,
pero las arterias generalmente se clasifican segun su tamafio, el componente
predominante de la tunica media y su funcioén principal en 1) arterias elasticas

(de conductancia), 2) arterias musculares (de distribucién), y arteriolas.

La tunica adventicia de las grandes arterias elasticas, como la aorta, es
relativamente fina y esta constituida por fibroblastos, haces longitudinales de
fibras colagenas y una red laxa de fibras elasticas finas. En su tunica media
tienen paredes que poseen muchas capas fenestradas de elastina, mientras
que la tunica intima de estas arterias esta formada por el endotelio, un epitelio
fino escamoso separado de la elastica interna por un tejido conectivo laxo que
contiene escasos fibroblastos, raras células musculares lisas y fibras finas de
colageno. El endotelio proporciona al vaso una capa de revestimiento lisa y una
barrera parcialmente selectiva de difusién entre la sangre y las capas mas
externas de la pared vascular. Pero el endotelio no es solo una simple barrera

o0 membrana de dialisis entre la sangre y los tejidos vecinos.

Si bien el endotelio actua como una membrana semipermeable y ademas
permite el transporte de macromoléculas desde la sangre al espacio intersticial,
hoy dia se lo reconoce como un sensor de los cambios de las fuerzas
hemodinamicas y de los cambios de la concentracion de hormonas circulantes
o de sustancias locales vasoactivas. En respuesta a estos estimulos, las
células endoteliales sintetizan y liberan diversas sustancias biolégicamente
activas. Los productos de secrecion endotelial actuan como sefales quimicas
que comunican a las células endoteliales no solo entre si, sino con otras
células de la pared vascular y con células de la sangre, y establecen una

importante interrelacién funcional.
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Por medio de sus productos de secrecion el endotelio vascular participa
en la regulacion del tono y la permeabilidad vascular, en la hemostasia, en
respuestas proliferativas celulares y en mecanismos de defensa como las

respuestas inflamatoria e inmune.

Todas estas propiedades funcionales convierten al endotelio vascular en
un o6rgano regionalmente diferenciado del sistema cardiovascular. Este
importante concepto obliga a considerar a las alteraciones funcionales del
endotelio (disfunciéon endotelial) como mecanismos fisiopatoldgicos cruciales en

el desarrollo de las enfermedades de dicho sistema.

6.1.1 Regulacion endotelial del tono vascular

Una de las principales funciones del endotelio es mantener el tono
vascular controlando la contraccién y relajacion del musculo liso subyacente. El
endotelio vascular produce sustancias que al actuar sobre el musculo liso lo

relajan (vasodilatadores) o lo contraen (vasoconstrictores).

6.1.2 Sustancias vasodilatadoras derivadas del endotelio

Las células endoteliales producen una serie de sustancias, algunas de
ellas no del todo conocidas, que causan relajacion del musculo liso vascular.
Las mas importantes son: oxido nitrico (NO), factor hiperpolarizante derivado
del endotelio (EDHF) y prostaciclina (PGl,).

A) Oxido nitrico: Las células endoteliales, en respuesta a diferentes
estimulos, producen una sustancia gaseosa que difunde y, al actuar sobre las

células musculares lisas, causa su relajacion.

Esta sustancia fue denominada por sus descubridores factor relajante
derivado del endotelio (EDRF). La busqueda de la identidad quimica del EDRF
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se intensific6 durante la década de los 80. Finalmente, los datos
experimentales acumulados demostraron que el EDRF es el 6xido nitrico (NO).
El NO es sintetizado en la célula endotelial y difunde al musculo liso, al cual
relaja. El efecto vasodilatador del NO es mediado por incremento de los niveles
de GMPc que relaja al musculo liso al disminuir la concentracién de Ca * en el

citosol.

El NO se forma a partir de L-arginina por la accidon de una enzima
denominada NO-sintasa (NOS). La célula endotelial puede presentar dos

isoformas de NOS:

1) NOS-constitutiva (cNOS), de la cual existen dos tipos: eNOS (NO-

sintasa endotelial) y nNOS (NO-sintasa neuronal) ubicadas en la membrana

celular y activadas por el complejo Ca**-calmodulina. Las cNOS transforman la
L-arginina en L-citrulina liberando a su vez NO. Las cNOS son responsables de
dos tipos de liberacion de NO, una basal continua, que mantiene localmente el
tono cuando los niveles del Ca ?* libre citosélico son bajos (50-140nM), y otra
liberacion estimulada, que ocurre en respuesta a estimulos fisiologicos que
aumentan el Ca %" libre citosélico. EI NO formado disminuye la actividad de la
enzima por un mecanismo de retroalimentacion negativa, de modo que se
convierte en un modulador de su propia sintesis. Diversas sustancias

2+

endoégenas producen aumento del Ca citosolico y conducen asi a la

liberacion de NO.

1. NOS-inducible (INOS), citosélica e independiente de Ca ?*. La

sintesis de INOS es inducida cuando actuan endotoxinas (lipopolisacaridos

bacterianos) y citocinas sobre la célula endotelial. Esta sintesis es inhibida por
los glucocorticoides. Una vez expresada, la enzima produce NO en forma

sostenida.
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B) Factor Hiperpolarizante derivado del endotelio:

Este factor que es liberado por el endotelio, hiperpolariza al musculo liso
vascular y lo relaja. Aunque la identidad quimica del EDHF no esta aun definida
con exactitud, (Triggle y Ding, 2002) se sugiere que puede ser un metabolito

del acido araquidonico. No existe una liberacion basal y continua de EDHF-.

El EDHF abre canales de K™ en la célula muscular lisa, lo que hace que
ésta se hiperpolarice. Esta hiperpolarizacion cierra los canales de Ca ?*.tipo L y

disminuye la entrada de Ca ?*

.en la célula. Por tanto, la concentracion de
Ca?* citosdlico disminuye y esto provoca la relajaciéon del musculo. Este efecto
puede ser inhibido por distintas toxinas como charibdotoxina (bloqueante de
canales de K'-voltaje dependientes y de Ca’" de alta conductancia activados
por K), apamina (bloqueante de canales de Ca"™ de baja conductancia

activados por K*), ouabaina, etc...

Ca?'t

+ K

NKe, /RKH-P Apamin
Ouabain

-\Q - _UE—Ha“

K(’u X '
|{"L"||]

Fig. 12. Esquema del mecanismo de accion de bloqueantes de canales de K'.
(Triggle y Ding, 2002)
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C) Prostaciclina:

La prostaglandina I, (PGl,), también llamada prostaciclina, fue el primer
factor vasoactivo endotelial aislado e identificado por Moncada y colaboradores
en 1976. La PGl, se sintetiza a partir del acido araquidonico por medio de la
accién de dos enzimas, primero la ciclooxigenasa y luego la PGl,-sintasa. Al
igual que el NO y el EDHF, la prostaciclina se sintetiza y libera en respuesta a
estimulos fisiolégicos que elevan el Ca?* citosdlico. El efecto vasodilatador de
la PGIl, es mediado por el aumento del AMPc en el musculo liso vascular. El
AMPc relaja al musculo porque disminuye la concentracié de Ca ?*.en el citosol

asi como la afinidad de las proteinas contractiles por el Ca 2*.
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7 EFECTOS DE CANNABINOIDES SOBRE EL APARATO
CARDIOVASCULAR

En el aparato cardiovascular se han descrito varios tipos de células como
fuente de endocannabinoides: células endoteliales, neuronas perivasculares, y
células sanguineas circulantes como plaquetas, leucocitos polimorfonucleares

y macrofagos (Hillard, 2000).

Los macrofagos circulantes y las plaquetas activadas por hemorragias o
endotoxinas sintetizan anandamida y otros cannabinoides que contribuyen a la
produccion de hipotension (Vargay cols., 1998), especialmente en condiciones
patolégicas, como inflamacién, shock séptico o migrafia. En plaquetas la

anandamida estimula la agregacion plaquetaria.

7.1 EFECTOS CARDIOVASCULARES DE LOS ENDOCANNABINOIDES

Estos mecanismos han sido dilucidados al estudiar los efectos de
cannabinoides, tanto enddégenos como exdgenos, en humanos, animales de

experimentacion, 6rganos aislados y cultivos celulares.

Multiples estudios implican a los cannabinoides endogenos en la
regulacion cardiovascular. Sus efectos dependen del lecho vascular y de la
especie animal y no pueden ser explicados por un mecanismo simple o por un
solo lugar de accion. Hay evidencias farmacoldgicas, fisiolégicas y bioquimicas
de que los cannabinoides regulan el tono vascular dependiente e
independientemente del SNC. Recientemente se ha descrito que los
endocannabinoides pueden proteger al corazén frente a la isquemia vy
reperfusion, reduciendo el tamano de la zona infartada. Este efecto parece
estar mediado a través de receptores CB; (Joyeux y cols., 2002; Bouchard y
cols., 2003; Lepicier y cols., 2003).
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El conocimiento del perfil fundamentalmente vasodilatador de los
agonistas de receptores cannabinoides, y su potencial efecto cardioprotector,
podria servir para establecer las bases de la funcién reguladora cardiovascular
de estos compuestos y para desarrollar nuevos agentes terapéuticos utiles en

patologias del aparato cardiovascular.

Aunque el mecanismo por el cual los cannabinoides atenuan o inhiben las
contracciones  producidas por varios agonistas  vasoconstrictores
(noradrenalina, fenilefrina, serotonina) no esta del todo aclarado, mecanismos
dependientes e independientes de receptores cannabinoides pueden estar
implicados. Entre estos ultimos se incluye hiperpolarizacién de la membrana,
bloqueo de canales de Ca*" voltaje-dependientes (Gebremedhin y cols., 1999),
e inhibicién de la movilizacion del Ca*™ de los depésitos intracelulares (Zygmunt
y cols., 1997; White y Hiley, 1998).

Mecanismos dependientes de receptores cannabinoides

Se han propuesto varias localizaciones para los receptores:

1)_Musculo liso vascular. Se ha descrito su presencia en el musculo liso

vascular por ensayos de unién a receptores (Wagner y cols., 2001; Ho y Hiley,
2003; Sugiura y cols., 1998; Bilfinger y cols., 1998; Liu y cols 2000). En arterias
cerebrales y mesentéricas de animales de experimentacién, los cannabinoides
estimulan directamente receptores CB; del musculo liso vascular reduciendo
los flujos de Ca*" intracelulares y causando vasodilatacion (Ellis y cols., 1995;
Gebremedhin y cols., 1999; Ho y Hiley, 2003; Zoratti y cols., 2003). Esto
concuerda con la evidencia de que la marihuana produce un aumento del flujo
sanguineo cerebral. Hay varios papeles fisioldgicos posibles para este receptor,
en arterias cerebrales que podria actuar como intermediario, acoplando la

actividad metabolica de las neuronas al flujo sanguineo cerebral (Hillard, 2000).
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Este efecto podria ser de utilidad terapéutica para el tratamiento del

vasoespasmo cerebral.

2) Terminaciones nerviosas perivasculares. La presencia de estos

receptores en las terminaciones nerviosas perivasculares del lecho
mesentérico ha sido descrita por muchos autores (Ellis y cols., 1995; Zygmunt y
cols., 1999; Ishioka y Bukoski, 1999; Hogestatt y Zygmunt, 2002).

3) Endotelio Vascular. Finalmente, los receptores cannabinoides han

sido identificados en las células del endotelio vascular: Esta localizacion es la
mas comunmente aceptada y su estimulacion el mecanismo mediador mas
probable de los efectos vasorrelajantes atribuidos a los cannabinoides (Deutsch
y cols., 1997, Gebremedhin y cols., 1999; Sugiura y cols., 1998; Liu y cols.,
2000; Wagner y cols., 2001).

Los receptores CB4 han sido identificados en el endotelio por técnicas de
RT-PCR en la vena umbilical humana (Sugiura y cols., 1998; Liu y cols., 2000)
y por ensayos de unidén a receptores (Sugiura y cols., 1998; Bilfinger y cols.,
1998; Liu y cols 2000).

Asimismo la presencia de receptores CB, ha sido confirmada por
secuenciado molecular en células endoteliales aisladas de arteria pulmonar de

carnero (Zoratti y cols., 2003).

También se ha sugerido la presencia en estas células de un receptor
para cannabinoides no CB1/ no CB2, llamado "receptor endotelial de
anandamida" (Jarai y cols., 1999; Bukoski y cols., 2002, Offertaler y cols.,
2003).

En 1999 Jarai y cols., propusieron la existencia de un receptor endotelial

de anandamida diferente de CB y CB,, basandose en el hecho de que tanto la
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anandamida como la metanandamida no producian hipotension en ratones
knock-out, pero si vasodilatacion en arterias mesentéricas aisladas de esos

mismos ratones, efecto bloqueado por el antagonista CB1, SR1417161A.

Utilizando un cannabinoide sintético denominado “cannabidiol anormal”
(abn-cbd) que no se une al receptor CB4 y carece de efectos psicotrépicos,
pero que produce hipotensién en perros (Adams y cols., 1977), observaron que
producia hipotensidon dosis dependiente, sin afectar a la frecuencia cardiaca,
tanto en ratones normales como en los carentes del gen del receptor CB4, que
también es bloqueada con SR1417161A.

Posteriormente se ensay6 el abn-cbd en el lecho mesentérico perfundido
de ratones carentes del receptor CB4 y del CB, comprobando que producian

vasodilatacion, bloqueada también por SR1417161A.

En el lecho mesentérico perfundido de ratas normales con endotelio
intacto obtuvieron los mismos resultados, llegando a la conclusion de la
existencia de un receptor cannabinoide no CB;{ no CB; localizado en el
endotelio ya que al eliminarlo este efecto desapareci6. A pesar del tiempo

transcurrido, aun no se ha llegado a caracterizar este nuevo receptor.

Mecanismos mediados por el receptor CBs: La activacién de los

receptores CB4 puede actuar directamente estimulando la cascada de la tirosin-
kinasa (Liu y cols., 2000), canales de K* (Randall y cols., 1996, 1997; Maingret
y cols., 2001) y/o bloqueando canales de Ca™ tipo L/Q (Gebremedhin y cols.,
1999), o indirectamente modificando la liberacion de factores derivados del
endotelio: NO (Deutsch y cols., 1997; Stefano y cols., 1998; Macarrone y cols.,
2000; Mendizabal y cols., 2001; Stefano y cols., 2003; Moezi y cols., 2004),
prostaglandinas (PGs) (Ellis y cols., 1995; Pratt y cols.,1998), y factor
hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF) (Randall y cols., 1996; Randall
y Kendall,1998; Zygmunt y cols., 1998;Chaytor y cols., 1999).

48



Introduccion

Mecanismos independientes de receptor

Mecanismos diferentes a la activacién de receptores cannabinoides han

sido propuestos:

a) Activacion de receptores VR;. Al activarse este receptor pueden ser
liberadas sustancias vasodilatadoras como el péptido relacionado con el gen de
la calcitonina (CGRP), la sustancia P y el ATP, que a su vez estimulan la
liberacion de prostanoides, NO y EDHF a nivel endotelial (Wagner y cols.,
1997; Zygmunt y cols., 1999; Hogestatt y Zygmunt, 2002; Ralevic y cols.,
2002).

b) Biotransformacion intracelular de anandamida a metabolitos
vasoactivos por diversos enzimas: FAAH, Citocromo P450, COX2 vy

Lipooxigenasa.

c) Activacion de canales de K*. (Randall y cols., 1996; Randall y cols.,
1997).

d) Bloqueo de canales de Ca++ (Gebremedhin y cols., 1999).

7.2 EFECTOS EN HUMANOS.

Los efectos de los cannabinoides en humanos son dificiles de determinar
debido a su naturaleza subjetiva y a que solamente existen estudios limitados

por razones éticas.

Los efectos cardiovasculares varian de unos individuos a otros. En
general producen hipotensién y bradicardia. También dependen de la forma de

administrarlos (aguda o continuada), de la via de administracion y del tono
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simpatico previo del individuo. La administracion aguda, tanto cuando se fuma
marihuana como cuando se administra A®-THC por via intravenosa, produce
pequefios aumentos de presion arterial y taquicardia (Dewey, 1986).
Administrados cronicamente se produce vasodilatacion y bradicardia, debido a
una disminucién del tono simpatico del organismo por inhibicion presinaptica de

la liberacién de neurotrasmisores.

7.3 EFECTOS EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

El mecanismo de activacion de los receptores CB4, y su papel en la
funcién vascular, ha sido extensamente estudiado mediante ensayos con
cannabinoides, tanto naturales como sintéticos, en animales de

experimentacion.
I EFECTOS IN VIVO

El efecto comun a todas las especies animales producido por la
administracion de cannabinoides es la hipotension y la bradicardia. Han sido
administrados en animales conscientes y anestesiados por via intramuscular,
intravenosa o intracerebral (Gardiner y cols.,2001). En estos ensayos en
animales anestesiados, el anestésico empleado puede alterar la intensidad del
efecto, fundamentalmente el pentobarbital (Vidrio y cols., 1996); también puede
variar si el animal respira espontaneamente o con respiracion asistida
(Niederhoffer y Szabo, 2003).

Se han hecho estudios en ratas (Varga y cols., 1995; Malinowska y cols.,
2001), ratones (Jarai y cols., 1999), conejos (Ralevic, 2003; Ishac y cols., 1996;
Niederhoffer y Szabo, 1999; Niederhoffer y cols., 2003; Gardiner y cols., 2002)

y perros (Lake y cols., 1997) y en todos ellos se produce hipotension.
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Estos efectos se producen por inhibicidon del tono simpatico, mediados por
el receptor CB4, aunque no se puede descartar la activacion del sistema
nervioso parasimpatico a través del nervio vago. En el ganglio cervical superior
de la rata ha sido detectado mRNA para el receptor CB1. lo que implicaria a

estos receptores en la modulacioén de la presion arterial (Varga y cols., 1995).

Se han ensayado varios grupos de compuestos: cannabinoides clasicos
(THC, HU-210 y HU-211); no clasicos (WIN55212-2, CP55940, JWH-015) y
cannabinoides enddgenos (anandamida y palmitoiletanolamina). Los resultados
difieren dependiendo del tipo de cannabinoide usado. El orden de potencia
hipotensora se correlaciona con la mayor actividad psicotrépica y con la
afinidad de los ligandos por el receptor CB¢ (Lake y cols., 1997). La mayor
potencia hipotensora (y menos bradicardizante) es la producida por HU-210
que a su vez es el que produce mas alteraciones de conducta. El enantidmero
HU-211, carente de efectos psicotropicos, no produce efectos sobre el aparato

cardiovascular. (Wagner y cols., 2001).

En algunos casos se presenta una respuesta trifasica como en ratas
anestesiadas: 1) Bradicardia y una disminucion de la presion arterial que dura
unos segundos. Esta fase es mediada a nivel vagal, via el reflejo de Bezold-
Jarish, y también por los receptores vanilloides presentes en las terminaciones

nerviosas. 2) Efecto presor transitorio y 3) Una segunda disminucion de la

presion _arterial mas duradera. Este efecto es mediado por el receptor de

cannabinoides CB1 y se produce por inhibicién presinaptica de la liberacién de
neurotransmisores a nivel periférico (Varga y cols., 1995). Malinowska y cols.,
(2001) demostraron que la fase | se debe a activacion de receptores vanilloides

y la fase Ill a la estimulacion del receptor CB4.

En ratas espontaneamente hipertensas (SHR) la activacion de receptores
vanilloides contribuye al efecto hipotensor de anandamida (Kaminsky y Wang,

2003). Este efecto se produce por liberacion de CGRP por las terminaciones
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nerviosas sensoriales. En SHR se he demostrado un aumento de la expresion
del receptor del CGRP que aumentaria la sensibilidad de la presion sanguinea
a anandamida lo que actuaria como un mecanismo compensador neutralizando
el incremento de la presion arterial que presentan las ratas SHR (Li y cols.,
2003).

Ensayos en conejos desmedulados han demostrado que el efecto
hipotensor puede deberse a inhicion presinaptica de la actividad simpatica o a
efectos colinérgicos. WIN55,212-2 reduce la presion arterial y las
concentraciones plasmaticas de NA de una manera dosis y SR141716A-
dependiente (Ralevic, 2003). Se propone la existencia de un receptor CB;
localizado en las terminaciones nerviosas simpaticas cardiacas, cuya
estimulacién inhibe la liberacién de NA (Ishac y cols., 1996; Niederhoffer y
Szabo, 1999; Niederhoffer y cols., 2003; Gardiner y cols., 2002).

Jarai y cols. (1999). propusieron la existencia de un receptor endotelial de
anandamida diferente de CB4 y CB,. Recientemente se ha sintetizado un
antagonista selectivo del receptor vascular endotelial, O-1918, que bloquea la
vasorrelajacion de las arterias mesentéricas producida por anandamida,
interactuando con sitios distintos de los receptores CB1 y CBy, lo que apoya la
teoria de la implicacion de un receptor cannabinoide diferente de los conocidos

hasta el momento (Offertaler y cols., 2003).

Il EFECTOS IN VITRO

Los efectos vasculares dependen del tipo de arteria: en general en
arterias de conductancia, como es la arteria aorta, se produce vasorrelajacion,
pero en arterias de resistencia como es la mesentérica los efectos son

variables (O’Sullivan y cols., 2004).

El efecto relajante de los agonistas en la mayoria de los vasos

sanguineos se establece lentamente (entre 15-20 min), se completa en una
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hora aproximadamente, y puede ser endotelio-dependiente e independiente
(Lake y cols., 1997; Pratt y cols., 1998; Chaytor y cols., 1999; Wagner y cols.,
1999; Gotopoulos y cols., 2001; Grainger y Boachie-Ansah, 2001; Wagner y
cols., 2001).

En tiras precontraidas de arteria hepatica de rata, basilar de cobayo y
arteria cerebral de gato producen relajacién endotelio-dependiente por
activaciéon de receptores CB¢ de la musculatura lisa y por apertura de canales
de Ca™ tipo L en las mismas células. Este efecto es bloqueado por toxina
pertussis y por el antagonista del receptor CBy1 SR141716A. (Jarai y cols.,
1999; Zygmunt y cols., 1999;). HU-210, anandamida y R(+)-metanandamida,
producen relajacion en arterias coronarias y cerebrales que es bloqueado por
pretratamiento con SR141716A. Los mismos efectos son de menor intensidad

en vasos renales (Lake y cols., 1997; Wagner y cols., 2001).

Hasta la fecha solamente se han realizado ensayos en aorta de conejo
con R(+)-metanandamida, donde se produce relajaciéon, mediada en parte por
liberacion de NO por el endotelio y en parte por activacion de receptores
vanilloides VR4, no dependientes de proteinas G, como demuestra el hecho de
que son insensibles al tratamiento con toxina pertussis. (Mukhopadhyay y cols.
2002).

Como prototipo de arterias de resistencia, las arterias mesentéricas
aisladas y perfundidas de la rata han sido las mas estudiadas, (Wagner y cols.,
1999;Ralevic y cols., 2000; Ralevic y cols., 2001; Ralevic y Kendall, 2001;
Ralevic y Kendall, 2002). Se ha comprobado que el efecto de anandamida es
mediado parcialmente por: a) el endotelio, o factores derivados del mismo, y b)
parcialmente por mecanismos independientes de ambos y que podria ser
indicativo de la activaciéon de receptores vanilloides VR (Zygmunt y cols.,
1999).
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Mas recientemente O'Sullivan y cols (2004) han demostrado que el
cannabinoide N-araquidonil-dopamina (NADA) produce relajacion vascular en
arterias aorta y mesentéricas de la rata. Solamente se estudié el mecanismo
efector en mesentéricas. El efecto es distinto dependiendo de la rama
mesentérica estudiada. En las pequefias ramas de estas arterias el efecto se
produce a través de receptores VR1 y probablemente del receptor endotelial de
anandamida, y en la mesentérica superior a través de CB1 y VRq, lo que indica

que en esta ultima el efecto es independiente del endotelio.

I EFECTOS EN CULTIVOS CELULARES

En cultivos celulares se han estudiado y propuesto diversos mecanismos

mediadores de la actividad cannabinoide:

e En células endoteliales pulmonares bovinas se ha demostrado que la
anandamida produce deplecién de Ca™" del reticulo sarcoplasmico que
es prevenida solamente por el antagonista del receptor CB, SR144528
(Zoratti y cols., 2003).

e En células endoteliales de vena umbilical humana varios autores
proponen que, tanto el receptor CB1 como el receptor endotelial de
anandamida estan acoplados a la cascada de MAPKs (Liu y cols., 2000;
Offertaler y cols., 2003).

e En células de musculo liso vascular se produce bloqueo de canales de
Ca™ tipo L, canales de K*, produccién de AMPc y la liberacion de Ca™

de los depdsitos intracelulares (Van der Bossche y Vanheel, 2000).
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8 REQUERIMIENTOS ESTRUCTURALES DE LOS ANALOGOS
DE CANNABINOIDES SINTETICOS

Desde la caracterizacion del sistema endocannabinoide, se han realizado
notables avances en la sintesis de compuestos con una accion selectiva sobre
las proteinas-claves del funcionamiento de este sistema (receptores,
transportador, enzimas) y que pudieran ser susceptibles de usarse en algunas

patologias. Se han desarrollado agonistas:

(i) con una mayor estabilidad metabdlica que la anandamida,

como la R-R(+)-metanandamida

(i) con afinidad selectiva por los diferentes subtipos de receptor
para cannabinoides, como los compuestos HU-308 o JWH-133, que son los
primeros agonistas selectivos de los receptores CB,, y que aportan la novedad
de carecer de efectos psicotropicos al ser incapaces de unirse al receptor CB4,
pero ser capaces de producir diversos efectos periféricos como reduccién de la
presion sanguinea o inhibicién de la motilidad intestinal, asi como tener una

accion antiinflamatoria y analgésica a nivel periférico

(iii) que mejoran las condiciones de solubilidad acuosa de los
cannabinoides, como el O-1057 lo que debera favorecer las formas de
administracion de estos compuestos cuyo caracter altamente hidrofébico

limitaba su uso terapéutico.

Otros compuestos sintetizados recientemente se comportan como
inhibidores del supuesto transportador de endocannabinoides, como el AM404
o el VDM11, potenciando la accion de éstos. Se han desarrollado inhibidores
de la actividad amidohidrolasa, como el AM374 y el PMSF, que también

prolongan la actividad endocannabinoide.
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Estos compuestos podrian ser utiles en aquellas patologias en las que se
ha demostrado una pérdida de actividad endocannabinoide, y al actuar
prolongando la presencia de los ligandos enddgenos se minimizan los efectos
psicotropicos que se observan con el uso de agonistas directos CB4. También
se han desarrollado antagonistas selectivos de los receptores CBy y CB;
capaces de bloquear las acciones in vivo e in vitro de los cannabinoides y que
serian utiles en aquellas disfunciones en las que se postula una hiperactividad

del sistema endocannabinoide.

8.1 DISENO DE NUEVOS COMPUESTOS DERIVADOS DE TRIAZOLES
(LHs)

Los nuevos compuestos cannabinoides estudiados en este trabajo fueron
sintetizados por el equipo de Quimica médica del CSIC dirigido por la doctora
Pilar Goya. Para el disefio de estos compuestos se determind un modelo de

farmacoforo de los receptores cannabinoides.

Debido a que no se dispone en la actualidad de la estructura
cristalografica de ninguno de los dos receptores cannabinoides conocidos, la
determinacién del modelo de farmacéforo se ha basado en ligandos
cannabinoides descritos en la bibliografia, y en estudios previos de los
requisitos estructurales minimos para la interaccién con los receptores CB4 y
CB..

Los ligandos seleccionados pertenecen a distintas familias quimicas.
Concretamente fueron elegidos tres cannabinoides clasicos: el propio A°-THC,
la nabilona y el cannabinol; y tres heterociclicos: el pirazol SR141716, el

aminoalquilindol JWHO018 y el aminoalquilpirrol JWHO030.

Debido a los bajos rendimientos en el caso de estos compuestos, en la

sintesis de los nuevos 3-alquil-1,5-diaril-1h-1,2,4-triazoles (denominados LHs)
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se decidi6 emplear el método sintético descrito por Paulvannan y cols.

(2000)via cloruros de hidrazonilo.

9 ENSAYOS CON CANNABINOIDES

Para el estudio del sistema cannabinoide y los efectos de los diferentes

compuestos cannabinoides existen multiples ensayos clasicos._La evaluacién

farmacoldgica de los cannabinoides se inicia con estos ensayos aunque la

interpretacion de los resultados se complica por varios motivos:

1) ElI mayor problema que se presenta a la hora de estudiar los
cannabinoides es la dificultad para disolverlos, debido a su gran lipofilia y su
baja solubilidad en agua. Esto obliga a utilizar vehiculos no acuosos como:
etanol, dimetilsulfoxido (DMSO), polivinilpirrolidona, tween 80, cremophor,
emulphor y albumina sérica bovina (BSA) (Lopez-Miranda y cols., 2004). Por lo
tanto, es indispensable hacer experimentos control con el vehiculo para

descartar efectos debidos a él.

2) La mayoria de los compuestos con actividad cannabinoide producen
mas de un efecto farmacoldgico, incluso independientemente de las dosis.
Como ejemplo, la anandamida estimula tanto receptores cannabinoides como
vanilloides; el WIN 55212-2 es un agonista de receptores CB4 y CB; pero
también se comporta como inhibidor del enzima COX2 responsable de la
oxidacion de anandamida; el AM404, inhibidor del transportador de

anandamida activa también receptores vanilloides (Zygmunt y cols., 2000).

Tanto el antagonista selectivo de receptores CB1, SR141716A, como el de
receptores CB,, SR144528, se comportan como agonistas inversos(Bouaboula
y cols., 1999; Rhee y Kim, 2002).Ademas a altas dosis el SR141716A inhibe la
respuesta vasodilatadora a capsaicina mediada por receptores vanilloides VR
(Zygmunt y cols., 1999; Hillard, 2000; Ralevic y cols., 2002).
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9.1 ENSAYOS “IN VIVO”

Los cannabinoides producen un amplio rango de efectos farmacoldgicos
en el ratén, aunque ninguno de ellos se puede considerar especifico de los
cannabinoides, pero si su aparicidon conjunta. Este es el primer ensayo que
debe ser realizado para comprobar la actividad cannabinoide de un compuesto.

Esta respuesta se conoce como “tetrada de actividad cannabinoide”:

Al administrar a un ratén agonistas cannabinoides el animal presenta un
cuadro tipico, con cuatro efectos, en el mismo espacio de tiempo: reduccion de

la_actividad espontanea en el test de campo abierto, hipotermia rectal,

analgesia en ditintos test ("tail flick, placa caliente)", inmovilidad si se coloca al
raton en un anillo (catalepsia) (Martin y cols., 1987; Compton y cols., 1993;
Pertwee, 1972). Se ha demostrado que el SR141716A es muy efectivo
bloqueando estos efectos, lo que confirma la implicacién del receptor CBy, en la
produccion de los mismos. Ademas el rango de potencia de los cannabinoides

se correlaciona con su afinidad por el receptor CB;.

2. Ataxia estatica en el perro: Estos fueron los primeros ensayos en

animales de experimentacion con A®THC. Los cannabinoides producen en el
perro la combinacién de los siguientes efectos: sedacion, catalepsia,
descoordinacién motora e hiperexcitabilidad. Los resultados que se obtienen en
estos experimentos se correlacionan con la intensidad de los efectos

psicoactivos de la sustancia administrada (Walton y cols., 1937).

Otros ensayos comprenden: cambios comportamentales en monos,
autoadministracién de drogas en ratas y monos y efectos sobre la memoria.
(Howlett y cols, 2002)
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9.2 ENSAYOS “IN VITRO"

Hay un gran numero de ensayos “in vitro” para estudiar la naturaleza

cannabinoide de un compuesto. Entre ellos el principal es la inhibicidon de las

contracciones inducidas eléctricamente en preparaciones de musculo liso

aislado. Los dos tejidos mas utilizados son el conducto deferente de raton y la

fibra longitudinal-plexo mientérico de ileon de cobayo.

El uso de estas preparaciones se basa en que los cannabinoides son
capaces de inhibir las contracciones producidas por estimulacién eléctrica. Este
efecto se produce al inhibir la liberacion de neurotransmisores por union al
receptor presinaptico CB; (Pertwee,1997). Como un gran numero de
sustancias no cannabinoides pueden producir también este efecto, se debe
asegurar la implicacion de receptores cannabinoides bloqueandolos con un

antagonista.
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1 ESTUDIAR EL MECANISMO DE ACCION DE LOS
CANNABINOIDES SOBRE AORTA AISLADA DE RATA.

Los efectos de los cannabinoides sobre vasos sanguineos han sido
estudiados principalmente en arterias mesentéricas, como prototipo de vasos
de resistencia, pero existen pocos trabajos en vasos de conductancia, y

ninguno en arteria aorta de rata.

El objetivo del presente trabajo ha sido caracterizar el mecanismo de accién
mediante el cual dos cannabinoides de distinta naturaleza quimica, R-(+)-
metanandamida y WIN 55,212-2 producen vasorrelajaciéon en aorta de rata
precontraida con fenilefrina. Se estudiara la implicacion del endotelio y de sus
receptores, ademas de las principales vias, descritas hasta el momento, como

mediadoras de la actividad vascular de los cannabinoides.

2 VALORACION DE NUEVOS COMPUESTOS CON ACTIVIDAD
CANNABINOIDE

En la segunda parte se ensayaran nuevos compuestos de naturaleza
cannabinoide derivados triazoles trisustituidos, sintetizados por un equipo de

Quimica Médica del CSIC dirigido por la Dra. Pilar Goya.

Estos compuestos se ensayaran en conducto deferente de raton con
objeto de caracterizar el efecto agonista o antagonista. En el caso de que sean
activos se ensayaran sus efectos in vivo sobre comportamiento y analgesia.
Los resultados obtenidos se compararan con compuestos de reconocida
actividad cannabinoide. Esta comparacidon nos permitira valorar su posible

selectividad.
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1 EFECTOS VASCULARES DE R(+)-METANANDAMIDA Y
WIN55,212-2

1.1 MATERIAL

1.1.1 Farmacos y reactivos utilizados.

Los farmacos utilizados fueron los siguientes:

v' 17-ODYA (Sigma-Aldrich, Madrid. Espafia). Inhibidor de CYP450

v AM404 (TOCRIS, Biogen Cientifica S.L. Madrid. Espafa). Inhibidor del
transportador de anandamida.

v APAMINA (Sigma-Aldrich, Madrid. Espafia). bloqueante de canales de
Ca'" de baja conductancia activados por K.

v' CAPSAICINA (Sigma-Aldrich, Madrid. Espafia). Agonista VR.

v' CAPSAZEPINA (Sigma-Aldrich, Madrid. Espafia). Antagonista VR.

v CARBACOL (Sigma-Aldrich, Madrid. Espafia). Agonista colinérgico

v CGRP 8-37 (rata): (TOCRIS, Biogen Cientifica S.L. Madrid. Espafa).
Peptido antagonista de los receptores CGRP1.

v CHARIBDOTOXINA (Sigma-Aldrich, Madrid. Espafia). bloqueante de
canales de K'-voltaje dependientes y de Ca’" de alta conductancia activados
por K.

v FENILEFRINA (Sigma-Aldrich, Madrid. Espafia). Agonista alfa;
adrenérgicos

v INDOMETACINA (Sigma-Aldrich, Madrid. Espafia). Antagonista de
Ciclooxigenasa+/Ciclooxigenasasy.

v L-NAME (Sigma-Aldrich, Madrid. Espafa): Inhibidor de Oxido Nitrico

Sintasa.
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v METANANDAMIDA (TOCRIS, Biogen Cientifica S.L. Madrid. Espafa).
Agonista CB;.

v' PMSF (Sigma-Aldrich, Madrid. Espafia). Inhibidor de FAAH.

v' SR141716A (SANOFI, Paris. Francia). Antagonista CB;.

v’ SR144825 (SANOFI, Paris. Francia). Antagonista CB,.

v TOXINA PERTUSSIS (Research Biochemicals International, MA. USA.)
Bloqueante de proteinas G

v  WIN 55,212-2 (TOCRIS, Biogen Cientifica S.L. Madrid. Espafa).
Agonista CB+/CB..

Reactivos habituales de laboratorio (Solucion fisiologica de Krebs).
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1.1.2 Preparacion de la Solucién Fisiologica de Krebs

Para llevar a cabo los experimentos, se utilizd solucidon de Krebs,
preparada segun las modificaciones de Henseleit (Krebs y Henseleit, 1932),

que se prepardé como se describe a continuacion:

- 2 gramos de glucosa
- 2 gramos de bicarbonato
- 84 ml de solucion Krebs “madre”

- cantidad suficiente de agua destilada para enrrasar a 1 litro.

Se agita hasta obtener una solucion homogénea con la siguiente

composicion:
- Sodio............. 143.3 mM
- Potasio............. 5.9 mM
- Calcio............... 2.7mM
- Magnesio......... 1.2 mM
- Cloro............ 128.3 mM
- Fosfato............ 2.2mM
- Bicarbonato... 24.9 mM
- Sulfato............. 1.2 mM
- Glucosa......... 11.0 mM

1.1.3 Disolucion de los farmacos
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A Disolucién de cannabinoides

Debido a la escasa solubilidad de los cannabinoides, la disolucion de
todos los farmacos se realizd, siguiendo la técnica descrita por Pertwee en
1992. Pero al observar que el Tween 80 a la dosis utilizada dafiaba el endotelio
de las preparaciones de arteria aorta de rata se procedid a disolverlos segun la
siguiente técnica:

En primer lugar se prepara una solucion madre etandlica que recibe el

nombre de solucion stock y debe mantenerse congelada y protegida de la luz.

Se elimina el etanol por evaporacion ( calentando a 37°C y a vacio) y se
dispersa en una solucién de DMSO al 0,5%, para conseguir una disolucién
madre de molaridad 102. Para asegurar que la dispersién sea homogenea, la
solucién de DMSO 0.5% se va anadiendo en una serie de alicuotas de volumen
creciente, la mezcla se ira agitando en vortex entre cada adicion de las
alicuotas.

La dispersién se prepara diariamente y se mantiene protegida de la luz.

Los experimentos control, para comprobar que el vehiculo es inerte, se

hacen con una disolucion de DMSO 0,5%.

B Disolucion de antagonistas
Los compuestos L-NAME, CGRP 8-37, fenilefrina, carbacol, toxina

pertussis, charibdotoxina y apamina se disolvieron en agua. Mientras que los
compuestos SR141716A, SR144528, indometacina, capsaicina, capsazepina,
PMSF, AM404 y 17-ODYA se disolvieron en etanol absoluto.
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1.2 APARATOS

1.2.1 Bano de 6rganos y sistema de registro de contractilidad vascular
Para realizar el montaje de las preparaciones, se utilizé un bafio de

organos formado por una copa de vidrio con capacidad para 10 ml, con una
toma conectada a una bomba de gas carbégeno (95% O, y 5% CO;) y a un
termostato que mantiene una temperatura constante, en el bafio, de 37 °C
(figura 13).

El sistema se conect6 a dos soportes y estos a su vez a un transductor

isométrico.

1.2.2 Sistema de registro de contractilidad vascular

La actividad contractii de las preparaciones se registré mediante
transductores fuerza-desplazamiento (Grass FT03; Yokogana 3021),
conectados a dos poligrafos de dos canales cada uno (Omniscribe serie D-
5000 y Linseis modelo L 6512). Otro sistema de registro utilizado fue un
sistema informatico acoplado al programa MaclLab/4e (paquete informatico
Chart v3.4).

1.3 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas Wistar macho, con peso comprendido entre 250-300g
procedentes del Animalario de la U.C.M. (ANUC).
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TRANSDUCTOR

<— /
ISOMETRICO

PREPARACION

GAS
CARBOGENO

ELECTRODOS

DE PLATINO SOLUCION

KREBS

Figura 13. Esquema del montaje de las preparaciones en el bafio de 6rganos.
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1.4 METODOS

1.4.1 Obtencién de las preparaciones

A Aislamiento de anillos de aorta de rata

Después del sacrificio del animal se procedid a la diseccion y extraccion de
la arteria aorta toracica. Se accedid a ella por diseccion de la piel y de la
musculatura toracica. A continuacion se identifico la aorta descencente, se limpio
y se extrajo, introduciéndola inmediatamente en una placa Petri que contiene
una solucion de Krebs bicarbonato frio.

Se eliminaron tejido conectivo y graso y una vez limpio, se procedio a cortar
las arterias en anillos de 0,3 cm aproximadamente. En el caso de los
experimentos sin endotelio, este se elimind por raspado de la pared interior de la
arteria.

Los anillos de aorta se suspendieron entre dos soportes de acero y se
introdujeron en un bano de érganos sometiéndolas a una tensién de 2 g. Se

estabilizaron durante 1 h.

1.4.2 Protocolo experimental

A Preparaciones de aorta de rata

Una vez estabilizadas las preparaciones, se comprobd la respuesta al
efecto vasoconstrictor de fenilefrina.a una dosis de 1 uyM, que fue establecida
previamente en este trabajo y que mantiene la contraccion durante todo el
tiempo que dura el experimento, para comprobar la presencia de endotelio se

empleé carbacol 10 uM. Se desecharon todas las preparaciones que
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presentaran una relajacion menor de 50%. En los experimentos en los cuales
se elimind el endotelio se rechazaron aquellas con una relajacion 210%.

Una vez que la contraccién llegd al acmé, se afiadieron al bafo dosis
crecientes de los agonistas (10-9M-10-4M) hasta construir la curva
concentracion-respuesta. Estos experimentos se llevaron a cabo en arterias
con y sin endotelio.

Al comprobar que los cannabinoides carecian de efecto en ausencia de
endotelio, el resto de los experimentos se realizaron en arterias con endotelio

intacto.

Cannabinoide (107°-107*M)

VVVVVY

A

Fenilefrina

Fig.16 Representaciéon de un experimento mostrando los pasos seguidos en una

preparacion de aorta de rata.

Cuando las curvas se construyeron en presencia de antagonistas estos se
afiadieron al bafio antes que la fenilefrina a distintos tiempos dependiendo del
compuesto (Tabla 2).

Los resultados se presentan como % del efecto maximo inducido por R(+)-
metanandamida o WIN 55212-2.
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TIEMPO
ANTAGONISTA DOSIS INCUBACION AGONISTA
(min)
AM404 10 uM 30 Metanandamida
Metanandamida
CAPSAZEPINA 100 nM 30
Win 55,212-2
Metanandamida
CAPSAICINA 10 uM 60
Win 55,212-2
CHARIBDOTOXINA + Metanandamida
100nM 15
APAMINA Win 55,212-2
Metanandamida
INDOMETACINA 50 uM 15
Win 55,212-2
Metanandamida
L-NAME 100 uM; 10 uM 30
Win 55,212-2
PMSF 200 uM, 100 uM 30 Metanandamida
Metanandamida
PTX 300ng/ml 180
Win 55,212-2
1 uM, 3 uM, 6 Metanandamida
SR141716A 15
uM Win 55,212-2
1 uM, 3 UM, 6 Metanandamida
SR144528 15
uM Win 55,212-2
Metanandamida
SR141716A+SR144528 1 uM 15
Win 55,212-2
Metanandamida
CGRP 8-37 3 uM 30 _
Win 55,212-2
17-ODYA 5mM 30 Metanandamida

Tabla 2. Grupos experimentales, dosis y tiempo de incubacion de los

antagonistas
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2 CARACTERIZACION FARMACOLOGICA DE NUEVOS
CANNABINOIDES

2.1 ENSAYOS IN VITRO : CONDUCTO DEFERENTE DE RATON

2.1.1 Material

A Farmacos y reactivos utilizados.

v AM 251(TOCRIS, Biogen Cientifica S.L. Madrid. Espafia).
Antagonista CB;.

v ANANDAMIDA (TOCRIS, Biogen Cientifica S.L. Madrid. Espana).
Agonista CB;.

v SR141716A (SR) (SANOFI, Paris. Francia). Antagonista CB.

v WIN 55,212-2 (Win) (TOCRIS, Biogen Cientifica S.L. Madrid.
Espana). Agonista CB+/CBs..

Nuevos compuestos cannabinoides sintetizados por el equipo de Quimica
Médica del CSIC denominados LHs.:

LH1.21 LH 30a
LH1.11 LH 28a
LH 1.20 LH 25a
LH 304 LH 31a
LH 1.10a LH 40
LH 1.16 LH 27
LH 1.22 LH 318
LH 1.29

LH 214

LH 39

LH 36a
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| Disolucion de los Farmacos Cannabinoides

Debido a la escasa solubilidad de los cannabinoides, la disolucion de
todos los farmacos se realizé, siguiendo la técnica descrita por Pertwee en 1992, y
que a continuacion se describe:

En primer lugar se prepara una solucion madre etandlica de
molaridad 102 que recibe el nombre de solucion stock y debe mantenerse
congelada y protegida de la luz.

Una alicuota de esta disolucion stock alcohdlica se mezcla con dos partes
(peso/peso) de Tween 80, se elimina el etanol por evaporacion (calentando a 37°C
y sometiendo al vacio) y se dispersa en solucioén salina para obtener un mililitro de
la disolucion. Para asegurar que la dispersion sea homogenea, la solucién salina
se va anadiendo en una serie de alicuotas de volumen creciente (50 ul x 2, 100 pl
x 2, 200 ul y 500 pl), la mezcla se ira agitando en vortex entre cada adicion de las
alicuotas.

Esta dispersion se puede disolver de manera seriada. Estas disoluciones
pueden hacerse mezclando como maximo una parte (volumen) de la dispersion
con nueve partes (volumenes) de solucion salina.

La dispersion se prepara diariamente y se mantiene protegida de la luz.

Los experimentos control, para comprobar que el vehiculo es inerte, se

hacen con Tween 80.
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B Aparatos

I Bafio de 6rganos
Para realizar el montaje de las preparaciones de conducto deferente de

ratdbn y el registro de la contractilidad se utilizd el mismo sistema que en los
ensayos de arterias aortas aisladas de rata.
Este se conectd a dos electrodos de platino en forma de anillo y este a su

vez a un transductor isométrico.

C Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones CD-1 macho, con peso comprendido entre 25-30g
procedentes del Animalario de la U.C.M. (ANUC).

2.1.2 Métodos

A Obtencion de las preparaciones

I Aislamiento de la preparaciéon conducto deferente de ratén

Se utilizaron ratones CD-1, de 25 a 30 g. de peso, que fueron
sacrificados mediante seccién del paquete vasculo-nervioso del cuello y de la
columna vertebral. Tras la diseccion de la piel y de la musculatura de la pared
anterior del abdomen, se aislaron los conductos deferentes, y se mantuvieron en
solucion Krebs para su conservacion. A continuacion, se separaron y se retiraron
los vasos que acompafian a cada deferente, para el mejor funcionamiento
posterior del mismo, y se ataron los dos extremos con sendos hilos para su

posterior montaje en un bafio de 6rganos (Hughes y col., 1975).
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Il Montaje de las preparaciones

Para realizar el montaje de las preparaciones, se utilizé un bafio de érganos
formado por una copa de vidrio con capacidad para 10 ml., que se llené con 5 ml.
de solucion Krebs, se burbujeé con gas carbogeno (95% Oz y 5% CO,) y se

mantuvo a una temperatura en el bafio de 37 °C.

El sistema de estimulacion eléctrica esta formado por dos
electrodos de platino en forma de anillo, conectados a un transductor isométrico y
a un estimulador. La preparacion se fija por un extremo al anillo inferior y se pasa
por el interior del anillo superior fijando el extremo libre a un transductor
isométrico, con una tension basal de 0.5 gr y un tiempo de reposo o estabilizacion
para las mismas de 45 min.

En la estimulacion eléctrica de las preparaciones, se empled un
estimulador Cibertec CS-20 acoplado a un MaclLab/4e (paquete informatico Chart
v 3.4). Se emplearon trenes de estimulos (frecuencia de 15 Hz., duracion de 0.2
ms. y voltaje supramaximal), de 1 seg. de duracion, repetidos a intervalos libres de

estimulacion de 1 min.
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B Protocolo experimental

Transcurrido el periodo de estabilizacién de las preparaciones, se comprobod la
funcionalidad de las mismas mediante su estimulacion eléctrica. Se desecharon
aquellas preparaciones cuya respuesta contractil era menor de 0.25 gr. Cada

preparacion se utilizé para la realizacion de un soélo experimento.

I Valoracion de la actividad farmacologica de los nuevos compuestos.

Para la caracterizacion in vitro de la actividad farmacoldgica de los nuevos
cannabinoides sintetizados, se llevaron a cabo ensayos sobre la preparacion de
conducto deferente de ratdn, que presenta receptores de cannabinoides del
subtipo CB4. En este tipo de preparaciones las sustancias de naturaleza agonista
cannabinoide presentan la capacidad de inhibir las contracciones inducidas
eléctricamente.

Una vez que las preparaciones presentaron una respuesta contractil
estable, se realizaron curvas concentracion-respuesta, siguiendo el siguiente
protocolo:

Se estimulan las preparaciones durante 5 minutos, se lava la preparacion y
se deja estabilizar 10 minutos, se repite dos veces y se estimulan por tercera vez
obteniendose la contraccion que tomamos como basal. Se lava la preparacion y
se afade el compuesto a estudiar a concentraciones crecientes de 2,7x10°M a 10°
®M para los agonistas, se deja incubar durante 10 minutos pasados los cuales se
procede a estimular durante un periodo de 5 minutos, estos periodos de
incubacion, estimulacion y lavado se repiten hasta haber terminado de construir la

curva concentracién-respuesta.
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Material y Métodos

Cuando se utilizaron antagonistas las dosis fueron de 10°, 107 y 10% M

cuando fuera necesario.

BASAL
—
L[] L1
T — —
5 min 10 min 5 min 10 min 5 min 10 min 5 min 10 min
lavado lavado lavado lavado
Agonista Agonista Agonista
BASAL
T ——— —— ——
5 min 10 min 5 min 10 min 5 min 10 min 5 min 10 min
lavado lavddo lavgdo lavgdo
Agonista Agonista Agonista
Antagonista Antagonista Antagonista

Fig.14: Esquema del protocolo experimental

Solo aquellos compuestos LH que fueron capaces de bloquear el efecto de
una concentracién 10°M de Win 55,212-2 afiadida al final de cada curva, fueron
probados como antagonistas construyendo curvas acumulativas de agonista en
presencia de una dosis 10°M de los LHs. Las dosis ensayadas de agonistas y

antagonistas se recogen en la tabla 3.
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Material y Métodos

CRUPG AGONISTA ANTAGONISTA
(concentracion molar) (concentracion molar)
1 | WIN55212-2 (2,7x10®-107F) AM251 (10°,107, 10®)
2 | WIN55212-2 (2,7x10%-10) SR141716A (10°, 107, 107%)
3 | WIN55212-2 (2,7x10%-10%) LH 1.21 (10, 107)
4 | WIN55212-2 (2,7x10%-10%) LH1.11 (10-°,107)
5 | WIN55212-2 (2,7x10®-107) LH1.20  (10° 107)
6 | ANANDAMIDA (2,7x10%-10) AM251 (10°,107)
7 | ANANDAMIDA (2.7 x 108 -10) SR141716A (10°, 107)
8 | ANANDAMIDA (2.7 x 10--107) LH 1.21 (10-°,107)
9 | ANANDAMIDA (2.7 x 10%-10%) LH1.11 (10)
10 | ANANDAMIDA (2.7 x 10®-107%) LH 1.20 (10°)
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Material y Métodos

2.2 CARACTERIZACION FARMACOLOGICA (IN VIVO).

2.2.1 Material

A Farmacos y reactivos utilizados.

Los farmacos utilizados fueron los siguientes:

v 5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-3-hexil-1H-1,2,4-triazol (LH 1.21)
4 SR141716A (SR) (SANOFI, Paris. Francia). Antagonista CB+.

4 WIN 55,212-2 (WIN) (TOCRIS, Biogen Cientifica S.L. Madrid.
Espana). Agonista CB+/CBx.

Estos compuestos fueron disueltos siguiendo el protocolo de disolucion de

cannabinoides descrito por Pertwee (1992), ya explicado en el punto 1.1.3.A.

B Condiciones experimentales.

Para este trabajo se han utilizado ratones CD1 macho con peso
comprendido entre 25-30g. suministrados por Harlam I|bérica de Barcelona. Los
animales fueron mantenidos en jaulas, en grupos de 10, disponiendo de comida y
agua “ad libitum”. Los experimentos se realizaron 3 6 4 dias después de su
llegada para facilitar la adaptacién de los ratones a las condiciones ambientales
del laboratorio. Se observé el comportamiento espontaneo antes y/o durante la
realizacion de los distintos test. Aquellos roedores que mostraban anomalias del
comportamiento eran descartados. Todos los experimentos se realizaron siempre

a las mismas horas (entre las 9:00h y las 14h).
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Material y Métodos

2.2.2 Meétodos

A Tétrada.
La clasica tétrada cannabinoide evallia temperatura, nocicepcion, catalepsia

y actividad locomotora Para determinar estos parametros, se utilizaron los

siguientes test:

I TEMPERATURA:

La temperatura corporal del ratén se midié usando un termémetro P6 y una
sonda rectal lubricada (CIBERTEC, Espana). La temperatura fue evaluada en

cada animal antes y después de cada tratamiento.

Il NOCICEPCION:

La valoracién de la nocicepcién fue realizada con el test de la placa
caliente, cuyo soporte fisico lo constituye una placa metalica mantenida a una
temperatura constante de 55 °C mediante la circulacion de agua caliente por su
interior. El tiempo (seg) que tarda el animal en lamerse las patas delanteras fue
tomado como indice de nocicepcion. Si transcurridos 30 segundos el animal no se
habia lamido las patas delanteras, era retirado de la placa para evitar dano tisular
(tiempo de corte). La latencia fue medida antes del tratamiento, (tiempo control,
TC), y 15 minutos después de cada tratamiento (tiempo latencia, TL), y la

analgesia fue valorada segun la férmula del maximo efecto posible (M.E.P.).

TL-TC
M.E.P.(%)= X 100
30-TC
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Material y Métodos

1] CATALEPSIA:

La catalepsia fue medida realizando el test del anillo (“ring test”), similar al
descrito por Pertwee en 1972 . El sistema consiste en un anillo de metal (6 cm de
diametro), fijado de forma horizontal y suspendido a una altura de 20 cm del suelo.
Los agonistas cannabinoides CB4 producen catalepsia al animal. Los ratones
fueron colocados en el anillo y observados durante un periodo de 5 minutos. Se

valoro¢ el tiempo total (seg) de inmovilidad.

AV ACTIVIDAD LOCOMOTORA:
La actividad locomotora espontanea fue evaluada con un actimetro

(CIBERTEC, Espana), que consiste en unas camaras individuales con células
fotoeléctricas. Los ratones fueron colocados en las camaras y la movilidad
espontanea fue medida como el numero de cruces o cortes del campo

fotoeléctrico durante 30 minutos.
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Material y Métodos

B Protocolo experimental

Los animales fueron separados en grupos de 10 ratones. Los tratamientos

administrados (via i.p.) y el protocolo seguido fueron los siguientes:

v

AN N NN

Solucién salina o vehiculo (grupo control).

WIN (1.5 mg/Kg).

LH1.21 (0.25, 0.50, 1y 5 mg/Kg).

LH1.21 (0.25, 0.50, 1 mg/Kg) + WIN (1.5 mg/Kg).
SR 141716 A (1 y 5 mg/Kg) .

SR 141716 A (1mg/Kg) + WIN (1.5 mg/Kg).

Ta

}

Ta

|

Agonistal/vehic. T2 Actimetro

| ' !

_| 25 min. |—| 5 min |_| 15 min. |—| 5 min |—| 5 min H 30 min. l—

1

Antagonista/vehic.

1 1 1

Placa Placa Anillo
caliente caliente

Fig. 15. Protocolo experimental
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Material y Métodos

1 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Los resultados se presentan como la media de los valores obtenidos =+ el
error estandar de la media (E.E.M.) de 5 a 10 resultados para los experimentos in
vitro y de 8 a 10 animales para los experimentos in vivo. Los datos fueron
estadisticamente analizados mediante el programa informatico Prisma 2.1,
utilizando un analisis de la varianza (ANOVA) de una o dos vias segun se
considere mas adecuado, seguido, cuando es necesario, de un test post Hoc

(Newman-Keuls o Bonferroni).

Se ha considerado una diferencia estadisticamente significativa a partir de
una probabilidad de p<0.05.
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1 MECANISMO DE ACCION VASODILATADOR DE R(+)-
METANANDAMIDA'Y WIN 55,212-2 EN ANILLOS DE
ARTERIA AORTA DE RATA.

1.1 Efecto de DMSO 0.5%

En primer lugar se comprobo que el solvente utilizado para disolver
los compuestos cannabinoides (DMSO 0,5%) no producia ningun efecto sobre
las aortas, tanto sobre la basal como precontraidas con fenilefrina 10°M, ni la

vasorrelajacion inducida por carbacol. (Fig. 17).

100+
I Tiempo (+E)

75 DMSO 0,5% (+E)

50

% Relajacion

Fig. 17. Efecto de DMSO 0,5% y tiempo sobre la contraccion inducida por

fenilefrina 1uM en aorta aislada de rata.

1.2 Efecto de R(+)-metanandamida y WIN 55,212-2 sobre arteria
aorta de rata precontraida con fenilefrina.

Como muestra la fig 18 (A), la R(+)-metanandamida produjo una relajacion
concentracion-dependiente de los anillos intactos de aorta de rata
precontraidas con FE, con una respuesta maxima (Rmax) de 71.04% + 4.7
(n=6). La figura 18 (B) muestra que el WIN 55,212-2 también produjo una
relajacion  concentracion-dependiente. Este efecto vasorrelajante fue
significativamente menor que el producido por R(+)-metanandamida con una
Rmax de 52,87% = 6.2% (n=17). En ambos casos la relajacion fue gradual y

alcanzé el acmé a los 7-10 min. En las figuras se observa que tras la



eliminacion del endotelio no hay respuesta vasodilatadora a los agonistas
cannabionoides: R(+)-metanandamida con una Rpyax de 10.94% + 1.85% (n=6),
y WIN 55,212-2 con una Rpyax de 17.58% £ 1.8% (n=6). Ambas Rpyax son
similares a las obtenidas con el vehiculo, DMSO 0.5%, (Rmax de 17.39% =

4.98%).
A)
Metanandamida

100+
I Metanandamida(+E)

== Metanandamida (-E)

*

754 *k
50
254 ‘I ‘I
| i II = II jmal jma| Ea
-9 -8 -7 -6 -5 -4

log[Molar]

%Relajacion

B)
Win 55,212-2

100+
B Win 55,212-2(+E)
| Win55,212-2(-E)

754

%Relaxation

log[Molar]

Fig. 18. Efecto de R(+)-metanandamida (A) (n = 6) y Win 55,212-2 (n = 17) (B) sobre
la contraccion inducida por fenilefrina 1uM en aorta aislada de rata. (+ E = endotelio

intacto; - E = sin endotelio). Los datos se presentan como la media * error estandar de

la media *** p<0,001

Con la finalidad de estudiar el mecanismo de accidn de R(+)-
metanandamida y WIN 55,212-2 se procedioé a bloquear con inhibidores de los

diferentes mecanismos vasodilatadores dependientes de endotelio, utilizando



siempre preparaciones con endotelio intacto, obteniéndose los valores de Rmax
. Para facilitar la comparaciéon entre los dos agonistas los resultados se

presentan como % de las respectivas Rnax obtenidas en preparaciones control

(Tabla 4).

. Metanandamida Win 55,212-2
Antagonista
%R max £ e.e.m. %R max £ e.e.m.
L-NAME 100 uM 16.21+2.88 26.95+3.88
L-NAME 10 uM 16.27+1.32 19.16+4.21
PTX 300 ng/ml 27.43+4.99 48.70+3.64
Capsaicina 10uM 36.66+5.00 57.69+7.85
SR141716A 1pM 44.84+6.11 84.08+6.03
SR141716A 3 uM 43.206.44 77.43£2.53
SR141716A 6 uM 39.19+5.28 81.80+10.91
SR144528 1 uM 59.25+7.03 98.72+7.56
SR144528 3 uM 59.10+11.79 101.64+7.59
SR144528 6 uM 56.25+8.06 75.80+9.07
SR141716A 1 uM +
SR144528 1 M 30.87+1.55 76.46+3.96
Capsazepina 100 nM 43.9716.42 49.25+8.27
CGRP 8-37 3 uM 57.20+7.08 56.99+4.14
Indometacina 50 uM 66.99+9.29 99.16+9.91
Charibdotoxina+Apamina 98.75+11.68 101.05+7.28
100 nM




AM404 10 uM 74244494 | s

PMSF 200 pM 53.65+5.04 | @ e
PMSF 100 pM 47.01+£3.28 | e
17-ODYA 5mM 82.93+7.61 | -

Tabla 4. % Rmax de los cannabinoides en presencia de los inhibidores del

mecanismo de accion

En ausencia de agonistas, ninguno de los inhibidores del mecanismo de
accién ensayados produjo efectos, ni sobre la basal, ni sobre la contracciéon

inducida por fenilefrina 10°M, ni sobre la vasorrelajacion inducida por carbacol.



1.3 Efecto de toxina pertussis

La incubacion de los anillos de aorta de rata con toxina pertussis (300 ng/ml)
durante 3 horas aboli6 completamente la vasorrelajacion causada por R(+)-
metanandamida y WIN 55,212-2 (tabla 4) lo que sugiere la implicacion de

receptores acoplados a proteinas Gy, (Figura 19 ).

A)
0+
—— Metanandamida
c 20 s —— PTX 300ng/mi
S 404
T 60
0
X 80
100+
120 T T T T T T 1
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Fig. 19. Efecto vasorrelajante de R(+)-metanandamida (n = 6) (A) y Win55,212-2 (n =
6) (B) en arteria aorta de rata en presencia y ausencia de toxina pertussis (300ng/ml).

Los datos se presentan como la media % error estandar de la media *** p<0,001



1.4 Efecto de L-NAME

Cuando las arterias fueron pretratadas con el inhibidor de la 6xido nitrico
sintasa NC-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) (100 y 10 uM), durante 30
minutos, el efecto de R(+)-metanandamida y WIN 55,212-2 fue completamente
abolido (tabla 4), indicando la importancia del NO endotelial en la

vasorrelajaciéon producida por R(+)-metanandamida y WIN 55,212-2. (figura

20).
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Fig. 20. Inhibicién de la respuesta vasorrelajante a R(+)-metanandamida (A) (n =4-5)y
Win 55,212-2 (B) (n = 4-6) en presencia de L-NAME (10 y 100 uM). Los datos se

presentan como la media + error estandar de la media *** p<0,001



1.5 Efecto de INDOMETACINA

La incubacion de los anillos de aorta de rata con el inhibidor de la
ciclooxigenasa Indometacina (50 pM) durante 15 min inhibié parcial vy
significativamente el efecto de R(+)-metanandamida (tabla 4). Sin embargo, no
afectd a la vasorrelajacion causada por WIN 55,212-2 (tabla 4), indicando la

implicacién de derivados de ciclooxigenasa en la vasorrelajaciéon causada por

R(+)-metanandamida. (Figura 21).
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Fig. 21. Inhibicion de la respuesta vasorrelajante a R(+)-metanandamida (A) (n = 9) y
Win 55,212-2 (B) (n = 9) en presencia de Indometacina (50 pM). Los datos se

presentan como la media + error estandar de la media *** p<0,001



1.6 Efecto de SR141716A, SR144528 y ambos asociados en bolo

La incubacién de los anillos de aorta de rata con SR141716A (1, 3 y 6 uM)
durante 15 min, produjo una inhibicion significativa de la vasorrelajaciéon
inducida por R(+)-metanandamida a todas las concentraciones estudiadas
(tabla 4). No se encontraron diferencias significativas entre la inhibicion del
efecto causada por las 3 concentraciones estudiadas (Figura 22). En el caso de
WIN 55,212-2 ninguna de las concentraciones estudiadas produjo una

significativa inhibicion de la vasorrelajacion (tabla 4)(Figura 22).
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—— Metanandamida
SR141716A 1 uM

—— SR141716A 3 uM

—— SR141716A 6 uM

—— Win 55,212-2
SR141716A 1 uM

—— SR141716A 3 yM

—— SR141716A 6 uM

Fig. 22. Efecto vasorrelajante de R(+)-metanandamida (A) (n = 6-7) y Win55,212-2 (B)
(n = 5-8) en arteria aorta de rata en presencia y ausencia de SR141716A (1, 3, 6 pM).

Los datos se presentan como la media + error estandar de la media *** p<0,001



La incubacion de los anillos de aorta de rata con las tres concentraciones de
SR144528 (1, 3 y 6 yM) durante 15 min produjo una inhibicién significativa de
la vasorrelajacion producida por R(+)-metanandamida (tabla 4). No hubo
diferencias significativas entre la magnitud de la inhibicién producida por las

diferentes concentraciones utilizadas (1, 3 y 6uM) (Figura 23).
WIN 55,212-2 solo inhibida

15 min con SR144528 a la

producida por fue

La vasorrelajacion
significativamente por la incubacion durante

concentracion de 6uM (tabla 4) (Figura 23).
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Fig. 23. Inhibicién de la respuesta vasorrelajante a R(+)-metanandamida (A) (n=5-7)y
Win 55,212-2 (B) (n = 4-9) en presencia de SR144528 (1, 3, 6 uM). Los datos se

presentan como la media % error estandar de la media *** p<0,001

Con objeto de valorar un efecto sinérgico entre ambos antagonistas se evalué
el efecto de la combinacion de ambos SR141716A y SR144528, utilizandose



solamente las concentraciones mas bajas (1uM). En presencia de ambos
antagonistas la vasorrelajacion producida por R(+)-metanandamida fue
completamente bloqueada, resultando los valores de Rnax mas bajos que los
obtenidos con ambos antagonistas por separado (tabla 4), y similares a los
obtenidos con vehiculo (figura 24).

En presencia de ambos antagonistas se produjo una inhibicion significativa de
la vasorrelajacion inducida por WIN 55,212-2 (tabla 4) que fué similar a la

producida por SR144528 a la concentracion de 6uM. (figura 24).
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Fig. 24. Inhibicion de la respuesta vasorrelajante a R(+)-metanandamida (A) (n = 6) y
Win 55,212-2 (B) (n = 5) en presencia de SR141716A + SR144528 (1 uyM). Los datos

se presentan como la media + error estandar de la media *** p<0,001

1.7 Efecto de capsazepina



Cuando las arterias fueron pretratadas con el antagonista de los receptores
VR4, capsazepina (100 nM), durante 30 minutos, el efecto de R(+)-
metanandamida y WIN 55,212-2 fué parcial y significativamente inhibido, (tabla

4), indicando la implicacion de receptores vanilloides (figura 25).
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Fig. 25. Inhibicion de la respuesta vasorrelajante a R(+)-metanandamida (A) (n = 8) y
Win 55,212-2 (B) (n = 6) en presencia de Capsazepina (100 nM). Los datos se

presentan como la media % error estandar de la media *** p<0,001

1.8 Efecto de la desensibilizacién con capsaicina



Para comprobar la implicacion de receptores vanilloides, se incubaron los
anillos de aorta de rata con capsaicina (10 uM) durante 1 hora, lo que produjo
una inhibicién parcial y estadisticamente significativa, de la vasorrelajacion
causada por R(+)-metanandamida y WIN 55,212-2 (tabla 4) (Figura 26).
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Fig. 26. Efecto del pretratamiento con capsaicina (10 uM) sobre las respuestas
inducidas por R(+)-metanandamida (A) (n = 5) y Win 55,212-2 (B) (n = 7) en arteria
aorta de rata. Los datos se presentan como la media % error estandar de la media ***
p<0,001

1.9 Efecto de CGRP 8-37



Debido a que la activacidn de receptores vanilloides conlleva la liberacion de
CGRP, se bloqued el receptor (CGRP1) de este péptido con el antagonista
CGRP 8-37 de rata. Se incubaron los anillos de aorta de rata con CGRP 7-38
(3 M) durante 30 min, lo que produjo una inhibicion parcial y estadisticamente
significativa, de la vasorrelajacion causada por R(+)-metanandamida y WIN
55,212-2 (tabla 4) (Figura 27 ). Esto corrobora la implicacion de los receptores
vanilloides en la vasorrelajacion producida por estos cannabinoides en arteria

aorta de rata.
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Fig. 27. Efecto del pretratamiento con CGRP8-37 (3 uM) sobre las respuestas
inducidas por R(+)-metanandamida (A) (n = 7) y Win 55,212-2 (B) (n = 6) en arteria
aorta de rata. Los datos se presentan como la media + error estandar de la media

*** p<0,001

1.10 Efecto de charibdotoxina y apamina



Cuando las arterias fueron pretratadas con la mezcla de toxinas, charibdotoxina
(100 nM) y apamina (100 nM), durante 15 minutos, no se afecto la
vasorrelajaciéon causada por R(+)-metanandamida y WIN 55,212-2 (tabla 4),

descartando la implicacién del EDHF en este efecto(figura 28).
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Fig. 28. Efecto del pretratamiento con charibdotoxina y apamina (100 nM) sobre las
respuestas inducidas por R(+)-metanandamida (A) (n = 8) y Win 55,212-2 (B) (n = 6)
en arteria aorta de rata. Los datos se presentan como la media + error estandar de la

media *** p<0,001

1.11 Efecto de PMSF



La incubacion de los anillos de aorta de rata con el inhibidor de la FAAH ,
PMSF (200 uM y 100 uM), durante 30 min inhibio parcial y significativamente el
efecto de R(+)-metanandamida (tabla 4). No se encontraron diferencias
significativas entre la inhibicion del efecto causada por las 2 concentraciones
estudiadas (Figura 29). De estos resultados se puede deducir la implicacion de

metabolitos de R(+)-metanandamida en su efecto vasodilatador.
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Fig. 29 Inhibicion de la respuesta vasorrelajante a R(+)-metanandamida (n = 6-7) en
presencia de PMSF (200 y 100 pM). Los datos se presentan como la media + error

estandar de la media*** p<0,001



1.12 Efecto de AM404

Cuando las arterias fueron pretratadas con el inhibidor del transportador de
anandamida, AM404 (10 uM), se produjo una leve (tabla 4), pero significativa,

inhibicién de la vasorrelajacion producida por R(+)-metanandamida. (figura 30.).
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Fig. 30 Inhibicién de la respuesta vasorrelajante a R(+)-metanandamida (n = 10) en

presencia de AM404 (10 uM). Los datos se presentan como la media £ error estandar

de la media *** p<0,001



1.13Efecto de 17-ODYA

Cuando las arterias fueron pretratadas con el inhibidor inespecifico de CYP450
monoxigenasas, durante 30 minutos, no se afectd la vasorrelajacién causada
por R(+)-metanandamida (tabla 4), descartando la implicacion de los
metabolitos producidos por este enzima en la vasorrelajacion producida por

R(+)-metanandamida (figura 31).
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Fig. 31 Inhibicién de la respuesta vasorrelajante a R(+)-metanandamida (n = 15) en

presencia de 17-ODYA (5 mM). Los datos se presentan como la media + error

estandar de la media *** p<0,001



2 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE LOS NUEVOS
COMPUESTOS SOBRE LA PREPARACION DE
CONDUCTO DEFERENTE DE RATON.

En los ensayos llevados a cabo con las nuevas moléculas LH1.11,
LH1.20 y LH1.21 en la preparacion conducto deferente de ratén, se pudo
observar que estos compuestos producian un bloqueo de la inhibicidn
concentracion-dependiente de la respuesta contractil producida por los

agonistas cannabinoides Win $5,212-2 y anandamida.

Ha sido estudiada la capacidad de cada uno de los compuestos, tanto los
antagonistas de referencia SR141716A y AM251, como los nuevos LHSs, para
antagonizar la inhibicion concentracién-dependiente de la respuesta contractil
producida por los agonistas cannabinoides Win 55,212-2 y Anandamida. Los
resultados obtenidos en cada grupo de preparaciones se exponen a

continuacion.

En abscisas se detallan las concentraciones molares utilizadas del
agonista y en ordenadas el porcentaje de inhibicion de la respuesta contractil
de la preparacion, respecto a la que esta presentaba en el primer periodo
(5min) de estimulacion, justo antes del comienzo de la realizacion de la curva

concentracion-respuesta (media = E.E.M.).



2.1 Efecto de Win 55,212-2

En las figuras se muestra el efecto del agonista Win 55,212-2 en ausencia
y en presencia de distintas concentraciones, tanto de los antagonistas de

referencia, como de los nuevos compuestos estudiados.

Win §5,212-2

100 -
80 - *
60 -

=——\\/in 55,212-2

40
20

% Inhibicién Contraccién

0 T T T
8,1x10-8M  2,4x10-7M  7,2x10-7TM 10-6M

Concentracién Molar

Fig. 32. Efecto inhibitorio de Win 55,212-2 (n =6) sobre la respuesta contractil de la
preparacion de conducto deferente de ratén. Los datos se presentan como la media +

error estandar de la media * p<0,05



2.2 Efecto inhibitorio de AM251
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Figura 33 Efecto inhibitorio de AM251 ( n= 5-8 ) a concentracién 10°M, 10"M y 10°M
sobre la respuesta contractil de la preparacion conducto deferente de raton inducida
por Win 55,212-2. Los datos se presentan como la media + error estandar de la media
* p<0,05

2.3 Efecto inhibitorio de SR141716A
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Figura 34 Efecto inhibitorio del antagonista CB1 SR141716A (n = 5-4 ) a concentracion
10°M, 10"M y 10°M sobre la respuesta contractii de la preparacién conducto
deferente de ratdn inducida por Win 55,212-2. Los datos se presentan como la media

* error estandar de la media * p<0,05



2.4 Efecto inhibitorio de LH1.11
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Figura 35 Efecto inhibitorio del nuevo compuesto LH1.11 ( n=5 ) a concentracién 10°M
y 107M sobre la respuesta contractil de la preparaciéon conducto deferente de ratén
inducida por Win 55,212-2. Los datos se presentan como la media + error estandar de

la media ** p<0,01

2.5 Efecto inhibitorio de LH1.20
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Figura 36 Efecto inhibitorio del nuevo compuesto LH1.20 ( n= 5 ) a concentracién 10
®M y 10 M sobre la respuesta contractil de la preparacién conducto deferente de ratén
inducida por Win 55,212-2. Los datos se presentan como la media + error estandar de

la media * p<0,05



2.6 Efecto inhibitorio de LH1.21
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Figura 37 Efecto inhibitorio del nuevo compuesto LH1.21 ( n= 6 ) a concentracion

10°M y 10”M sobre la respuesta contractil de la preparacién conducto deferente de

raton inducida por Win 55,212-2.Los datos se presentan como la media

estandar de la media * p<0,05
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2.7 Efecto de anandamida

En las figuras se muestra el efecto del agonista anandamida en ausencia
y en presencia de distintas concentraciones, tanto de los antagonistas de

referencia, como de los nuevos compuestos estudiados.
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Fig. 38. Efecto inhibitorio de anadamida (n =7) sobre la respuesta contractil de la
preparacion de conducto deferente de ratén. Los datos se presentan como la media +

error estandar de la media * p<0,05



2.8 Efecto inhibitorio de AM251
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Figura 39 Efecto inhibitorio de AM251 ( n = 5-9 ) a concentracién 10°M y 10-’"M sobre
la respuesta contractil de la preparacion conducto deferente de ratén inducida por
anandamida. Los datos se presentan como la media + error estandar de la media

* p<0,05

2.9 Efecto inhibitorio de SR141716A
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Figura 40 Efecto inhibitorio de SR141716A ( n = 6-7 ) a concentracién 10°M y 10”'M
sobre la respuesta contractil de la preparacién conducto deferente de ratdn inducida

por anandamida. Los datos se presentan como la media + error estandar de la media



2.10 Efecto inhibitorio de LH1.11

LH1.11

80

60

==@==Control
== H1.11 10-6M

-8M 2,4x10-7M  7,2x10-7M 10-6M

% Inhibicién Contraccién

Anandamida

Figura 41 Efecto inhibitorio de LH1.11 ( n= 4 ) a concentracion 10°M, sobre la
respuesta contractil de la preparacién conducto deferente de ratén inducida por
anandamida. Los datos se presentan como la media + error estandar de la media

* p<0,05

2.11 Efecto inhibitorio de LH1.20
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Figura 42 Efecto inhibitorio de LH1.20 (n = 5) a concentracién 10°M, sobre la
respuesta contractil de la preparacion conducto deferente de ratdén inducida por
anandamida. Los datos se presentan como la media + error estandar de la media

* p<0,05



2.12 Efecto inhibitorio de LH1.21
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Figura 43 Efecto inhibitorio de LH1.21 ( n= 5 ) a concentracion 10°M, sobre la
respuesta contractil de la preparacién conducto deferente de ratén inducida por
anandamida. Los datos se presentan como la media + error estandar de la media

* p<0,05



3 CARACTERIZACION FARMACOLOGICA (IN VIVO)

Debido a que fué el compuesto mas activo en los ensayos in vitro el
efecto del compuesto LH1.21 fue evaluado usando el modelo de evaluacion de

compuestos cannabinoides in vivo, la tetrada cannabinoide.

En estos ensayos se comparo el efecto de LH1.21 con el antagonista de
referencia SR141716A. El tratamiento de ratones con estos compuestos no
indujo modificaciones significativas en ninguno de los parametros valorados

(nocicepcion, temperatura corporal, actividad espontanea y catalepsia).

Asimismo, se comprobd su capacidad para bloquear los efectos de WIN
55,212-2 (1.5 mg/kg) en este modelo animal. El compuesto LH1.21 se ensay6 a
tres concentraciones diferentes (0.25, 0.5 y 1 mg/kg) y el antagonista patrén

so6lo a la concentracion 1mg/kg, obteniéndose resultados similares a esta dosis.



3.1 Efecto de agonistas y antagonistas cannabinoides sobre la
temperatura corporal del ratén
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Figura 44 Inhibicion del efecto de Win 55,212-2 (1,5mg/kg) por SR141716A y LH1.21
sobre la temperatura corporal del raton. Los datos se presentan como la media *
e.e.m. ** p>0,01, *** p<0,001



3.2 Efecto de agonistas y antagonistas cannabinoides sobre la
actividad locomotora
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Figura 45 Inhibicion del efecto de Win 55,212-2 (1,5mg/kg) por SR141716A y LH1.21
sobre la actividad locomotora del ratén. Los datos se presentan como la media %
e.e.m. * p>0,05; ** p>0,01



3.3 Catalepsia producida por agonistas y antagonistas
cannabinoides
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Figura 46 Inhibicién del efecto cataléptico de Win 55,212-2 (1,5mg/kg) por SR141716A

y LH1.21. Los datos se presentan como la media + e.e.m. ** p>0,01, *** p<0,001



3.4 Analgesia producida por agonistas y antagonistas
cannabinoides

10 MEP Analgesia
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Figura 46 Inhibicidn del efecto analgésico de Win 55,212-2 (1,5mg/kg) por SR141716A

y LH1.21. Los datos se presentan como la media + e.e.m. * p>0,05; ** p>0,01



Discusion

1 ESTUDIO DE LOS EFECTOS VASCULARES DE LOS
CANNABINOIDES.

La primera parte de esta tesis doctoral ha tenido como objetivo iniciar la
caracterizacion del mecanismo de accién mediante el cual dos agonistas
cannabinoides de distinta naturaleza quimica, R(+)-metanandamida y WIN
55,212-2, producen relajacidn vascular en la aorta aislada de rata. Hasta la
fecha no se habia realizado ningun trabajo de este tipo en arteria aorta de rata.
Se han estudiado algunos de los principales mecanismos moduladores de la

vasodilatacién arterial producida por cannabinoides.

Aunque los efectos de los cannabinoides, tanto naturales como sintéticos,
han sido ampliamente estudiados, no hay datos concluyentes que demuestren
la existencia de un mecanismo de accidn general, ya que los resultados van a
depender de la especie, del lecho vascular y de la metodologia empleada (Lay
y cols., 2000; O’Sullivan y cols., 2004; Randall y cols., 2004).

A pesar de que se han hecho diversos ensayos farmacoldgicos en vasos
sanguineos con la mayoria de los cannabinoides conocidos, el mas utilizado es la
anandamida. La mayoria de los autores consideran que la R(+)-metanandamida,
un analogo estructural de anandamida, produce efectos muy similares a esta,
aunque de mas larga duracion puesto que la velocidad de degradacion es
diferente. Estudios comparativos entre ambos compuestos han sido descritos
dando resultados incluso contradictorios. En 1997, Zygmunt y cols comprobaron
que anandamida y R(+)-metanandamida tienen la misma potencia vasorrelajante
en arterias hepaticas y mesentéricas de rata. Por el contrario, Grainger y Boachie-
Ansah (2001) demostraron que en arterias coronarias bovinas aisladas la
anandamida produce vasorrelajacion mientras que R(+)-metanandamida carece

de efecto.
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Estudiando sus efectos sobre presion arterial y frecuencia cardiaca en
ratas anestesiadas, Malinowska y cols (2001) demostraron que la R(+)-
metanandamida produce hipotensién y bradicardia con mas potencia que la
anandamida, lo que concuerda con los resultados de Mendizabal y cols. (2001)

en lecho mesentérico de rata aislado y perfundido.

También se han descrito efectos contradictorios con WIN 55,212-2 en
diversos vasos sanguineos. Este compuesto no produce relajacion en arteria
hepatica de rata, en arteria basilar de cobayo (Zygmunt y cols, 1997), ni en
anillos de aorta de conejo (Mukhopadhyay y cols, 2001). Sin embargo si la
produce en las ramas mesentéricas de rata (Ho y Hiley, 2003) y en arterias
cerebrales de gato (Gebremedhin y cols, 1999) Al estudiar sus efectos in vivo,
se ha demostrado que produce hipotension en conejos y ratas desmedulados
(Niederhoffer y Szabo, 1999; Niederhoffer y cols, 2003).

Ninguno de los ensayos que se han hecho hasta la fecha con R(+)-
metanandamida o con WIN 55,212-2, estudia todas las posibles vias mediante
las cuales un compuesto cannabinoide produce su efecto vasorrelajante, y no

hay ensayos comparativos entre ellos.

La primera diferencia entre estos dos compuestos es su afinidad por los
receptores cannabinoides, siendo la R(+)-metanandamida mas afin por los
receptores CB4, mientras que el WIN 55,212-2 es mas afin por los receptores
CB; (Lake y cols, 1997; Niederhoffer y Szabo, 1999). Esto hace que la potencia
del efecto sea variable dependiendo del tejido empleado y del numero de
receptores cannabinoides en cada tejido. Si este es bajo también lo sera la

actividad intrinseca del agonista cannabinoide estudiado (Ross,2003).

En nuestro estudio se comprobé que R(+)-metanandamida es mas eficaz

que WIN 55,212-2, puesto que la relajacién producida es mayor (71%) para
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R(+)-metanandamida que el efecto de WIN 55,212-2 52 (52%) a las mismas

dosis.

1.1 MECANISMOS

1.1.1 Dependencia del endotelio

Nuestro estudio ha demostrado que en la arteria aorta de rata
precontraida con fenilefrina, estos cannabinoides producen una lenta relajacion
concentracion-dependiente cuando el endotelio esta intacto, efecto que no

aparece en arterias carentes de endotelio.

Aunque la vasorrelajacion en arteria aorta de rata ha sido mencionada por
algunos autores (O’Sullivan y cols., 2004) no hay estudios completos sobre los
efectos vasorrelajantes de R(+)-metanandamida y WIN 55,212-2 en vasos de
conductancia, excepto en aorta de conejo, donde se demostré que tanto
anandamida como R(+)-metanandamida inducen vasorrelajacion siendo este
ultimo compuesto mas eficaz. Sin embargo, en este tejido WIN 55,212-2 no
produce relajacion Estos autores proponen que ambos R(+)-metanandamida y
anadamida pueden activar al menos dos vias diferentes para producir la
relajacion. La primera seria endotelio-dependiente, sensible a SR141716A,
regulada por proteinas G sensibles a toxina pertussis, que actuarian
estimulando la liberacion de NO por el endotelio. La segunda via seria la
liberacion de NO no endotelial e independiente de proteinas G (Mukhopadhyay
y cols, 2002).

En nuestras condiciones experimentales, la participacion de mecanismos
endotelio dependientes parece ser esencial debido a que las arterias sin
endotelio presentan una pérdida de respuesta al efecto de los cannabinoides,
hecho corroborado por muchos autores (Lake y cols., 1997; Pratt y cols., 1998;

Chaytor y cols., 1999; Gotopoulos y cols., 2001; Grainger and Boachie-Ansah,
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2001; Wagner y cols., 2001). No todos los datos previos estan de acuerdo con
la importancia del endotelio en otros lechos vasculares. En arterias coronarias
bovinas, la anandamida produce el mismo tipo de relajacion endotelio-
dependiente (Pratt y cols., 1998), pero resultados obtenidos con otras arterias
como la hepatica (Zygmunt y cols., 1997; Zygmunt y cols., 2002), coronaria
(White y cols 2001), carétida (Holland y cols, 1999), y mesentéricas de rata
(White y Hiley, 1998; Zygmunt y cols., 2002) y la arteria basilar de cobayo

(Deutsch y cols,1997) describen que la relajacion es endotelio-independiente.

Con la finalidad de identificar el mecanismo de acciéon de R(+)-
metanandamida y WIN 55,212-2 se llevaron a cabo experimentos con
compuestos que interfieren con los principales mecanismos vasodilatadores
dependientes de endotelio que han sido previamente descritos como
implicados en los efectos vasculares de los cannabinoides.

ok AA + B anol amina
Q
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En primer lugar habria que sefalar que en nuestros experimentos, y en
ausencia de agonista, ninguno de los antagonistas utilizados causd por si
mismo vasodilatacion en arterias precontraidas con fenilefrina, ni modificacion

de la relajacién producida por carbacol (10 uM).

1.1.2 Mecanismos mediados por receptores

Clasicamente se admite que los receptores que median los efectos de los
cannabinoides CB4 y CB; son receptores acoplados a proteinas reguladoras
Gi/o sensibles a toxina pertussis (Mukhodpyay y cols., 2002; Begg y cols.,
2003; Offertaler y cols., 2003). Para comprobar si estos receptores estan
implicados en el mecanismo de accién relajante de R(+)-metanandamida y WIN
55,212-2 en aorta de rata, se incubaron los anillos con dicha toxina. En
nuestros resultados, al igual que en otros tejidos previamente estudiados,
(Bouaboula y cols., 1999; Holland y cols., 1999; Mukhodpyay et 2002; Begg y
cols., 2003; Offertaler y cols., 2003; Gebremedhin y cols., 1999), se comprobd
la inhibicion del efecto relajante de ambos cannabinoides R(+)-metanandamida
y WIN 55,212-2.

Esto confirma, en un tejido que no habia sido estudiado previamente, la
aorta de rata, la implicacion de receptores acoplados a proteinas Gi/o en la
vasorrelajacion endotelio-dependiente causada por estos cannabinoides, al

igual que sucede en la de conejo (Mukhopadhyay y cols., 2002).

Los resultados obtenidos hasta el momento en otros vasos sanguineos
son contradictorios. A pesar de que el efecto vasorrelajante de R(+)-
metanandamida y WIN 55,212-2 en otros tejidos vasculares parece mediado a
través de receptores endoteliales, no existen datos previos sobre el subtipo de
receptor implicado en la vasorrelajacién producida por cannabinoides en aorta

de rata.
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Los receptores que median los efectos cannabinoides pueden ser de

varios tipos:

a) receptores CB; (Ishac y cols., 1996; Deutsch y cols., 1997; Lake y cols.,
1997; Sugiura y cols., 1998; Gebremedhin y cols.,1999; Jarai y cols., 1999; Liu
y cols. 2000; Maccarrone y cols, 2000, O'Sullivan y cols., 2004).

b) receptores endoteliales CB,: su papel funcional no ha sido
completamente establecido aunque su presencia en células aisladas de
endotelio pulmonar de carnero ha sido confirmada recientemente (Zoratti y
cols., 2003).

c) receptores endoteliales de anandamida (no CByj,): (Jarai y cols., 1999;
Bukoski y cols., 2002; Kunos y cols., 2002; Zygmunt y cols., 2002; Ho y Hiley,
2003; Offertaler y cols., 2003).

d) receptores vanilloides (Zygmunt y cols 1999; Smart y cols., 2000; Ross,
2001; Mukhopadhyay y cols., 2002;Ralevic y cols., 2002)

e) otros receptores: numerosas evidencias sugieren la existencia de
varios nuevos subtipos de receptores cannabinoides que aun no han sido
identificados ni plenamente caracterizados: sensibles a SR141716A, no CB4 no
CBy, similares a vanilloides que son antagonizados por capsazepina, acoplados
o no a proteinas G, etc (Ross, 2002; Pertwee, 2003).

A Efecto de los antagonistas de receptores cannabinoides

Para identificar el subtipo de receptor cannabinoide implicado en el efecto

de los agonistas, en nuestro trabajo se emplearon antagonistas relativamente

especificos de receptores cannabinoides: SR141716A antagonista del receptor
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CB+ (Rinaldi-Carmona y cols., 1995) y SR144528 antagonista del receptor CB,
(Rinaldi-Carmona y cols., 1998; Bouaola y cols., 1998; Shire y cols., 1999;
Gouldson y cols., 2000).

Debido a que la implicacion del receptor no CB+1/CB, no esta bien definida
ni caracterizada, ni tampoco estaba disponible el antagonista del “receptor de
anandamida”, O-1918, no se pudieron llevar a cabo experimentos para
comprobar la implicacién de dicho receptor en el efecto vasorrelajante de R(+)-
metanandamida y WIN 55,212-2

Los antagonistas empleados fueron ensayados a tres concentraciones
diferentes: 1, 3 y 6 uM. En nuestros experimentos no utilizamos
concentraciones superiores a 6uM debido a que White y Hiley (1998)
demostraron que SR141716A a concentraciones mayores de 10 uyM produce
relajacion vascular endotelio-independiente a través de la inhibicién de canales
de Ca'" voltaje-dependientes y a la activacion de canales de K*. Aunque no hay
unanimidad, otros autores describen que dosis =21 pM pueden bloquear
receptores VR (Zygmunt y cols., 1999), inhibir la neurotrasmisién en la unién
neuro-efectora (Chaytor y cols.,1999); receptores imidazolidinicos (Molderings

y cols., 1999) o actuar como un agonista inverso (Bouaboula y cols., 1997).

En este trabajo, todas las dosis produjeron el mismo grado de bloqueo del
efecto de R(+)-metanandamida, que fue en torno al 60% para SR141716A, y
~40% para SR144528, lo cual sugeriria la implicacién de los receptores CB4 y

CB: en su efecto vasorrelajante.

El bloqueo del efecto de R(+)-metanandamida por SR141716A ha sido
demostrado por muchos autores (Chaytor y cols., 1999; Jarai y cols., 1999;
Wagner y cols., 2001; Mukhopadhyay y cols., 2002) en diferentes lechos
vasculares y en animales de diferentes especies, implicando al receptor CB1 en

los efectos vasculares de R(+)-metanandamida. Aunque también efectos
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contrarios han sido descritos por otros autores (Van Den Bossche y cols., 2000;

Vanheel y cols., 2001; Wagner y cols., 2001).

Por el contrario, la relajacion producida por WIN 55,212-2 no se afecté por
la presencia de concentraciones bajas de ambos antagonistas y solamente se
inhibié parcialmente con la dosis 6 yM de SR144528 (~25%).

La ausencia de efecto de SR141716A sobre la relajacién producida por
WIN 55,212-2 en aorta de rata concuerda con los resultados de otros autores a
concentracion 3 uM, en arterias mesentéricas de rata (Ho y Hiley, 2003; White
y Hiley, 1998). Por el contrario, a dosis tan bajas como 100nM se ha
demostrado que el efecto vasorrelajante de WIN 55,212-2 era bloqueado por

SR141716A en arterias cerebrales de gato (Gebremedhin y cols., 1999).

Estos resultados indican una posible diferencia entre el subtipo de
receptor implicado en la respuesta causada por R(+)-metanandamida y WIN
55,212-2. En el caso de R(+)-metanandamida todo el efecto vasodilatador
parece estar mediado a través de receptores CB4 y CB,. En cambio el efecto
de WIN 55,212-2, parece estar mediado parcialmente por receptores CB.

La implicacion de receptores CB;, en los efectos vasculares de R(+)-

metanandamida y WIN 55,212-2 no habia sido demostrada previamente.

No existen trabajos previos que utilicen la combinaciéon de ambos

antagonistas.

En este trabajo, cuando se administraron simultaneamente ambos
antagonistas, la vasorrelajaciéon inducida por R(+)-metanandamida fue

completamente abolida.
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Nuestros resultados demuestran claramente y por primera vez que tanto
los receptores CB1 como los CB; estan implicados en las acciones vasculares,
en vasos de conductancia, de R(+)-metanandamida, aunque hasta ahora su
efecto se consideraba mediado en su mayor parte por receptores CB
( Mukhopadhyay y cols., 2002).

Este efecto es similar al obtenido al bloquear con toxina pertussis el
efecto vasorrelajante de R(+)-metanandamida y demuestra de manera clara la
implicacién de receptores acoplados a proteinas G en la respuesta endotelio-

dependiente.

Cuando se administraron simultaneamente ambos antagonistas, la
vasorrelajacion inducida por WIN 55,212-2 fue similar a la obtenida con la dosis
mas alta de SR144528, ademas es semejante al obtenido al bloquear con
toxina pertussis, lo que implicaria nuevamente al receptor CB, en el

mecanismo de accion de este compuesto.

B Efecto del bloqueo de receptores vanilloides

Entre los mecanismos propuestos previamente como mediadores de la
vasorrelajaciéon producida por cannabinoides se encuentra la activacion de
receptores vanilloides, El agonista natural de estos receptores es la capsaicina,
pero también pueden ser activados por anandamida, R(+)-metanandamida y
otros agonistas cannabinoides. Los mecanismos que se desencadenan tras la
activacién de estos receptores son muy complejos y, abarcan liberacion de
CGRP, NO, ATP, sustancia P, y NKA, fosforilacion de proteinas, bloqueo de
canales de Ca™ e incluso fendmenos de desensibilizacién del receptor por
exposicién prolongada a agonistas (Ralevic y cols, 2002). El efecto mediado
por estos receptores puede ser antagonizado tanto por bloqueantes
competitivos de receptores VR4 (capsazepina), CGRP4 (CGRP 8-37), pero

también puede ser inhibido por desensibilizacién con capsaicina.
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Debido a que el efecto del antagonista competitivo del receptor VR
capsazepina, es mas bien moderado y que a concentraciones micromolares
(las necesarias para inhibir las respuestas de capsaicina) también bloquea
canales de Ca*™" (Docherty y cols, 1997) y receptores nicotinicos (Liu y Simon,
1997), en nuestros ensayos hemos estudiado el efecto de capsazepina,
capsaicina y CGRP 8-37.

El efecto vasorrelajante de R(+)-metanandamida y WIN 55,212-2 fue
inhibido parcialmente (~50%), en los tres ensayos, no encontrandose

diferencias significativas entre ellos.

Como demuestran nuestros resultados en el caso de la vasorrelajacion
producida por R(+)-metanandamida, parece existir una implicacion parcial de
los receptores vanilloides, puesto que se obtuvo inhibicién, tanto con el bloqueo
selectivo del receptor, como con la desensibilizacion del receptor, y con el
bloqueo de uno de los mediadores vasodilatadores mas potentes implicado en

su efecto.

Otros autores también han descrito el efecto de R(+)-metanandamida
sobre receptores vanilloides , pero es la primera vez que se describe en arteria
aorta de rata. También ha sido demostrado en arteria aorta de conejo
(Mukhopadhyay y cols., 2002) y en arterias mesentéricas (Ralevic y cols., 2000;
Malinowska y cols., 2001; Vanheel y Van De Voorde, 2001; Nieri y cols., 2002),
donde se encontraron diferencias de efecto dependiendo de la rama

mesentérica estudiada (O’Sullivan y cols., 2004).

De manera similar, no se habia descrito previamente que el compuesto
WIN 55,212-2 activase receptores vanilloides en vasos sanguineos, ni se

habian estudiado anteriormente sus efectos sobre aorta de rata.
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A la vista de nuestros resultados podria sugerirse una implicacion parcial de
receptores vanilloides en el mecanismo de accion de WIN 55,212-2, debido a que
se obtuvo un bloqueo del efecto vasodilatador tanto bloqueando selectivamente
el receptor VR4, desensibilizando el receptor, y con el bloqueo de receptores
CGRP1. Hay que sefialar asimismo que la magnitud del bloqueo es similar para

los dos cannabinoides estudiados.

No resulta facil definir exactamente el subtipo de receptor vanilloide
implicado en el mecanismo de accion de los cannabinoides en aorta de rata.
Pertwee (2003). ha propuesto la existencia de un receptor de naturaleza
vanilloide sensible a capsazepina y a SR141716A, que seria activado tanto por
capsaicina como por los cannabinoides WIN 55,212-2 y CP 55940, que podria

corresponderse con nuestros resultados .

1.1.3 Mecanismos intracelulares

Con el fin de identificar los principales mediadores celulares responsables
de la vasodilatacién producida por los cannabinoides estudiados en esta tesis
doctoral, y teniendo en cuenta los antecedentes descritos en la literatura, se
han estudiado las principales vias de relajacién endotelial como liberacién de

NO, prostaglandinas y EDHF.

Asimismo hemos estudiado el metabolismo y transporte al interior de la
célula de R(+)-metanandamida porque los productos del metabolismo de
cannabinoides también han sido propuestos como mediadores del efecto
vasorrelajante. En este trabajo solamente han sido estudiados los efectos de la
inhibicion del transporte y metabolismo de R(+)-metanandamida ya que el WIN
55,212-2, debido a su naturaleza quimica, no puede seguir ninguna de estas

vias.
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A Mecanismos mediados por NO

Considerando que el NO es el principal mediador responsable de la
relajacion mediada por el endotelio, se estudio el efecto del inhibidor de la NO
sintasa, L-NAME, sobre la respuesta inducida por cannabinoides en anillos de

aorta de rata.

En presencia de L-NAME el efecto vasorrelajante de R(+)-metanandamida
y WIN 55,212-2 fue completamente abolido. Nuestros datos corroboran la
importancia del papel del NO en esta respuesta vasodilatadora. Resultados
similares han sido extensamente descritos, también en vasos de resistencia
(Deutsch y cols., 1997; Maccarrone y cols., 2000; Hogestatt y Zygmunt 2002).
Asimismo, en células endoteliales aisladas de arteria renal de rata, la
estimulacién del receptor CBy da como resultado un incremento de la
produccion de NO (Deutsch y cols., 1997), lo que demuestra que en algunos
lechos vasculares la anandamida es capaz de facilitar la vasodilatacion

dependiente de NO endotelial (Hogestatt y Zygmunt 2002).

Con estos resultados se demuestra que la vasorrelajacién producida por
R(+)-metanandamida y WIN 55,212-2 en arteria aorta de rata es

endotelio—dependiente, y que el NO juega un papel fundamental.

B Inhibicién del metabolismo de R(+)-metanandamida

Los endocannabinoides son degradados por la FAAH dando lugar a acido
araquidonico. Este compuesto puede metabolizarse por distintas enzimas
produciendo compuestos vasodilatadores. Por este motivo, en este trabajo se
ha estudiado el metabolismo de R(+)-metanandamida y la posible implicacion
de algunos de los metabolitos que se producen por la via del acido

araquidonico.
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I [nhibicion de la FAAH:

Para ello, el primer paso fue inhibir el metabolismo de R(+)-
metanandamida por FAAH con dos dosis diferentes del compuesto PMSF, el

mas ampliamente utilizado para bloquear de la degradacion de anandamida

Hasta el momento, no se ha llegado a conclusiones definitivas sobre el
efecto que produce la inhibicion de FAAH en la vasodilatacion cannabinoide,
habiendose descrito, tanto inhibicién en arterias mesentéricas (Ishioka y
Bukoski, 1999) y en arterias coronarias bovinas (Grainger y Boachie-Ansah,
2001), como potenciacion del efecto vasorrelajante en arterias mesentericas de
ratas (White y cols, 1998), e incluso la ausencia de efecto en arteria coronaria y
lecho mesentérico perfundido de rata (Vanheel y cols, 2001; White y cols,
2001).

En nuestro trabajo la inhibicion del enzima FAAH por PMSF (200 y 100
MM) produjo un bloqueo parcial y significativo del efecto vasorrelajante de R(+)-
metanandamida (~50%), aunque este efecto no fue concentracidon-

dependiente.

Por lo tanto parece que la R(+)-metanandamida penetra, al menos en
parte, al interior celular, donde es metabolizada por la FAAH. Hay que sehalar
que esto parece logico por la similitud estructural que tiene la R(+)-

metanandamida con el endocannabinoide anandamida.

Nuestros resultados, ademas sugieren, de manera indirecta, la presencia

de la enzima FAAH en aorta de rata.

Se sabe que el acido araquiddnico generado por la transformacion de
anandamida, se biotransforma por distintas rutas de las cuales las que han

adquirido mas importancia para justificar el efecto vascular de los
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cannabinoides son las de metabolizacién via ciclooxigenasa y via CYP450. De
hecho los metabolitos originados en estas rutas son conocidos vasodilatadores

y se han implicado en la vasorrelajacién producida por cannabinoides.

I Inhibicién de COX

Con objeto de comprobar si la liberacion de PGs vasodilatadoras en la
arteria aorta de la rata participa en el efecto de R(+)-metanandamida, se empled

indometacina (50 uM) para bloquear la sintesis de PGs.

En nuestras condiciones experimentales, la indometacina bloqued

parcialmente el efecto de R(+)-metanandamida (~30%).

Aunque el WIN 55,212-2 no es sustrato de COX, el efecto de su inhibicién

se estudié para descartar efectos inespecificos.

Estos resultados indican que los metabolitos producidos por COX al
metabolizar el acido araquidonico estan implicados en la vasorrelajacion
producida por R(+)-metanandamida, pero no nos permiten identificar que
isoenzima es responsable de este efecto, ya que la indometacina es un

inhibidor inespecifico de las dos isoenzimas de COX.

La participacion de derivados de ciclooxigenasa en la vasorrelajacion
inducida por cannabinoides ha sido descrita previamente en arterias cerebrales
de ratas, (Ellis y cols, 1995; Randall, 2003), en arterias mesentéricas de rata
(Vanheel y Van de Voorde, 2001) y conejo (Fleming y cols, 1999) y en arterias
coronarias bovinas (Grainger y Boachie-Ansah, 2001) donde los cannabinoides
producen vasorrelajacién que es sensible a indometacina.

Contrariamente a estos resultados, Chaytor y cols (1999) no encontraron
implicaciéon de prostanoides en el efecto de anandamida y R(+)-metanandamida

en arteria mesentérica de conejo.
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Ademas de la transformacién de R(+)-metanandamida a derivados de
PGs, el efecto de indometacina podria ser explicado por el hecho de que la R(+)-
metanandamida podria inducir la expresion de COX, y por tanto aumentar la

liberacion de PGs (Ramer y cols.,2001; Hinz y cols, 2003).

0l Inhibicion del CYP450:

La utilizacion de un inhibidor de CYP450, 17-ODYA, inhibio

escasamente la respuesta vasorrelajante producida por R-(+)-metanandamida.

Estos resultados indican que los metabolitos del acido araquiddnico
producidos por CYP450 no son de importancia en el efecto vasorrelajante
producido por R(+)-metanandamida en la aorta de la rata. Esto concuerda con
los resultados obtenidos utilizando miconazol en las ramas de la arteria
mesentérica de rata (Ishioka y Bukoski, 1999) y miconazol y 17-ODYA en

arterias coronarias bovinas (Grainger y Boachie-Ansah, 2001).

C Mecanismos mediados por EDHF

Se ha descrito que la activacion de receptores cannabinoides estimula la
liberacion de EDHF, el cual, produce hiperpolarizacion de la membrana celular

por apertura de canales de K.

La implicacién de EDHF no se habia descrito anteriormente con R(+)-
metanandamida y WIN 55,212-2. En esta tesis doctoral, se evalu6 el efecto de
la combinacion de dos toxinas: charibdotoxina (un bloqueante de canales de
K*-voltaje dependientes y de Ca’™ de alta conductancia activados por K*) y
apamina (un bloqueante de canales de Ca'" de baja conductancia activados

por K*) que regulan la liberacion de EDHF en anillos de aorta de rata.
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En ninguno de los casos la combinacion de ambas toxinas produjo
inhibicién del efecto vascular de los cannabinoides estudiados, lo que descarta
en principio la implicacion de EDHF en el efecto vasorrelajante de R(+)-

metanandamida y WIN 55,212-2 en aorta aislada de rata.

Estos resultados coinciden con los obtenidos en arteria basilar de
cobayo (Zygmunt y cols, 2000), en arteria hepatica de rata (Zygmunt y cols,
1997) y en arteria mesentérica de conejo (Kagota y cols, 2001). Los resultados
descritos en relacion a este tema siguen siendo contradictorios. De hecho, en
la arteria mesentérica de rata la implicacion de EDHF ha sido ampliamente
demostrada (Jarai y cols, 1999; Randall y Kendall, 1997; Harris y cols., 2002;
Offertaler y cols, 2003; O’Sullivan y cols, 2004).

Estas diferencias, asi como los resultados obtenidos en esta tesis
doctoral podrian explicarse por lo propuesto por Triggle y Ding (2002), que
sugieren que la liberacion de EDHF y la consiguiente hiperpolarizacién de la
membrana es mas importante en vasos de resistencia que en vasos de

conductancia.

D Inhibicion del transporte de anandamida por AM404:

Para demostrar la importancia y participacién del metabolismo de los
cannabinoides en su efecto vasodilatador es necesario que estos accedan al
interior de la célula, tanto endotelial como células de la musculatura lisa. Como
ya se ha descrito en la introduccion de esta tesis doctoral, existe una gran
controversia sobre la participacion del transportador de anandamida en los
efectos de los endocannabinoides, e incluso sobre su existencia. (Beltramo y
cols., 1997; Glaser y cols, 2003).

Lo primero que hay que sefalar es que la influencia de este transporte

solo se ha evaluado con el analogo estable de anandamida, R(+)-
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metanandamida, ya que este transportador es especifico de anandamida y por
tanto de los cannabinoides estudiados en este trabajo, solo la R(+)-
metanandamida podria utilizar este transportador para acceder al interior

celular por su similitud estructural con anandamida.

En nuestras preparaciones la respuesta vasorrelajante a R-(+)-
metanandamida fue inhibida parcialmente (25%) por AM 404. Otros autores
describen resultados similares a los obtenidos en esta tesis doctoral en arterias
mesentéricas aisladas de conejo (Chaytor y cols., 1999). Estos investigadores
comprueban que el efecto inhibidor de AM404 es mas potente sobre

anandamida (~40%) que sobre R-(+)-metanandamida (~29%).

También en este punto hay discrepancias, ya que mientras algunos
autores ratifican el efecto inhibidor de AM404 sobre anandamida en diferentes
lechos vasculares como arterias coronarias bovinas (Grainger y Boachie-
Ansah, 2001), otros afirman que no solo no inhibe sino que potencia los efectos
vasorrelajantes de anandamida en lecho mesentérico aislado y perfundido de

rata (Mendizabal y cols., 2001).
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2 CARACTERIZACION FARMACOLOGICA IN VITRO E IN VIVO
DE NUEVAS MOLECULAS DE NATURALEZA CANNABINOIDE.

La caracterizacién farmacolégica de las nuevas moléculas de naturaleza
cannabinoide sintetizadas por el equipo de quimica médica del CSIC dirigido por la
Dra. Pilar Goya, tanto in vitro como la valoracion in vivo de sus efectos en raton, ha

constituido el fundamento de la segunda parte de la presente tesis doctoral.

La sintesis de nuevos compuestos de naturaleza cannabinoide con una
mayor selectividad por algun subtipo de receptor, tiene una gran importancia en la
actualidad. En los ultimos afios han aparecido multiples trabajos sobre relacion

estructura-actividad y especialmente selectividad por algun subtipo de receptor CB.

A pesar de que hay muchos tejidos que contienen receptores CBy, la
mayoria de los ensayos preliminares in vitro se hacen siempre en conducto
deferente de ratdn. Los agonistas cannabinoides poseen la capacidad de
producir una inhibicion de las respuestas contractiles inducidas por
estimulacién eléctrica en algunos tejidos aislados, como el conducto deferente
de ratén, y este efecto es bloqueado por los antagonistas de receptores

cannabinoides (Pertwee, 1997).

Otra de las pruebas iniciales que se llevan a cabo cuando se estudia la
posible naturaleza cannabiboide de un compuesto, es la comprobaciéon de los
efectos in vivo en el ratén, lo que se conoce con el nombre de “tetrada
cannabinoide” (analgesia, hipotermia, inhibicion de la actividad motora
espontanea y catalepsia) que aparece cuando se inyecta por via intraperitoneal
al raton un compuesto agonista cannabinoide y que es bloqueada por
antagonistas cannabinoides (Martin y cols., 1987; Pertwee, 1972; Compton y
cols., 1993).
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En nuestro trabajo, para comprobar el efecto de los nuevos compuestos,
denominados LHs, hemos utilizado ambos tipos de pruebas, comparandolos
tanto con agonistas cannabinoides (anandamida y WIN 55,212-2) como con
antagonistas del receptor CB1 (AM251 y SR141716A).

21 ENSAYOS “IN VITRO”

Para comprobar el efecto de los nuevos compuestos, se empled el
conducto deferente de raton, que posee diversos tipos de receptores para
numerosas sustancias, entre los cuales se encuentran los receptores CB1 de
cannabinoides (Pertwee y cols., 1996; Lay y cols., 2000), y no se puede

descartar la presencia del subtipo CB; (Griffin y cols., 1997).

La inhibicién del efecto contractil producido por estimulacion eléctrica en
diversos tejidos aislados se debe probablemente a un efecto presinaptico,
disminuyendo la liberacion de neurotrasmisores que son los responsables de la
contraccion de la musculatura lisa. Este efecto podria ser el resultado, a su vez,
de la inhibicion de flujos de Ca*™ producida por los cannabinoides (Pertwee y
Griffin, 1995). Los antagonistas como AM251 y SR141716A, activos sobre
receptor CB4, atenuan significativamente este efecto inhibidor de los agonistas

(Rinaldi-Carmona y cols., 1995; Lay y cols.,2000).

En nuestros experimentos, los agonistas cannabinoides WIN 55212-2 y
anandamida inhibieron las contracciones inducidas por estimulacion electrica
en conducto deferente de ratén, mientras que ninguno de los nuevos
compuestos ensayados tuvo efecto sobre dichas contracciones. Esto permite
descartar el efecto agonista de estos compuestos, no solo de receptores
cannabinoides sino de otros receptores presentes en conducto deferente de

ratén (adrenérgicos, u, & y K opioides y purinérgicos).
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Posteriormente, y con objeto de valorar su posible efecto antagonista
cannabinoide, se ensayo su capacidad de inhibir la respuesta de los agonistas
cannabinoides WIN 55212-2 y anandamida. Los antagonistas de referencia
utilizados en este trabajo (SR141716A y AM251), produjeron una disminucion
del efecto vasodilatador, lo que concuerda con los resultados obtenidos por
otros autores con los mismos compuestos y que demuestra la validez de la

técnica (Rinaldi-Carmona y cols., 1995).

De todos los compuestos ensayados en este trabajo, solo tres (LH1.11,
LH1.20 y LH1.21) producen una reduccion estadisticamente significativa del
efecto inhibidor de la contraccién producido por WIN 5§5,212-2 y anandamida,

de una forma similar a la de los compuestos de referencia.

Dada la ausencia de efecto en tejido aislado y el hecho de que no se
observaron modificaciones significativas de la contraccion cuando se
administraron solos, podemos sugerir que estos tres compuestos se comportan

como antagonistas cannabinoides.

Con los datos de que disponemos no podemos afirmar ni descartar que
se trate de un antagonismo competitivo ya que la baja solubilidad de los
agonistas no permite incrementar las concentraciones en el bafio de érganos y

por lo tanto no es posible comprobar si se alcanzaria el efecto maximo.

A pesar de que se ha demostrado un efecto antagonista en estos
estudios funcionales, ensayos de union al receptor no corroboraron los

resultados obtenidos en tejido aislado.

Esta discrepancia entre actividad biolégica y ensayos de union al
receptor ha sido descrita para muchas sustancias incluidas los bloqueantes de
la recaptacion de dopamina y cannabinoides (Lake y cols., 1997; Xu y cols.,

2002), y pueden ser debidas a la naturaleza de la interaccion ligando-receptor
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(antagonismo competitivo o no competitivo), tipo de ensayo in vitro, existencia
de distintos subtipos del receptor, incluidos los cambios conformacionales del

receptor (descritos para receptores CB1) (Losonczy y cols., 2004).

Hasta el momento no se ha conseguido sintetizar compuestos
antagonistas puros del receptor cannabinoide CB4, puesto que se ha descrito,
que tanto el SR141716A como el AM 251, pueden actuar como agonistas

inversos (Landsman y cols., 1997; Bouaboula y cols., 1999).

2.2 ENSAYOS “IN VIVO”

El efecto del compuesto LH1.21 fue evaluado usando el modelo mas
aceptado de evaluacion de compuestos cannabinoides in vivo, la tetrada
cannabinoide. El tratamiento de ratones con LH1.21 no indujo modificaciones
significativas en ninguno de los parametros valorados (nocicepcion,

temperatura corporal, actividad espontanea y catalepsia).

Esto descarta nuevamente la posible actividad agonista cannabinoide de
este compuesto. Asimismo, se comprob¢ la capacidad de este compuesto para
bloquear los efectos de WIN 55,212-2 en este modelo animal, obteniéndose

resultados similares a los obtenidos con el antagonista SR141716A.

Estos resultados corroboran los obtenidos en conducto deferente de raton,
aunque son necesarios mas estudios para comprobar la naturaleza exacta del
antagonismo producido por estos nuevos compuestos, puesto que su interés
ha quedado demostrado por el hecho de que hayan sido patentados y que un
laboratorio farmacéutico esté interesado en adquirir los derechos de esta

patente.

133



Conclusiones

CONCLUSIONES......ooieitieieie sttt sttt se et e st s e e se et s esesesesseseseesesesensesenensesesensesnnenses 133
1 Efectos vasculares de R(+)-metanandamida y Win 55,212-2 ........c.cccocvviviveieivencne e, 134
2 Caracterizacion Farmacoldgica de nuevos CannabinOides ...........ccccvvveeiieeiieiienene e 135

133



Conclusiones

CONCLUSIONES

1 Efectos vasculares de R(+)-metanandamiday Win 55,212-2

1) El efecto vasorrelajante de R-(+)-metanandamida y Win 55,212-2 en la
aorta aislada de rata, parece ser producido por la mediacién de varios
mecanismos. En relacion a los receptores implicados en la vasodilatacion
producida por estos cannabinoides, ambos compuestos actuan a través de
receptores cannabinoides, aunque no parece que sean los receptores clasicos
los exclusivamente implicados, sino que en este efecto vasodilatador también
participan, aunque de manera parcial, los receptores VR1 y sistemas efectores
activados por estos. Esta es la primera vez que se describe este efecto con el
cannabinoide sintético WIN §5,212-2.

2) Con estos resultados se demuestra que la vasorrelajacion producida
por R(+)-metanandamida y WIN 55,212-2 en arteria aorta de rata es endotelio
dependiente, produciendo su efecto a través de la liberacion de NO, pero no de
prostanoides o EDHF. Al contrario que en las arterias de pequefio calibre,
ninguno de los dos compuestos estudiados produce hiperpolarizacion de

células de la musculatura lisa de la arteria aorta de la rata.

3) La metabolizacion de R(+)-metanandamida produce compuestos

vasodilatadores implicados en su mecanismo de accién,
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2 Caracterizacion Farmacoldgica de nuevos Cannabinoides

Con los resultados obtenidos con los nuevos derivados 1-24 triazdlicos
ensayados en este trabajo, podemos afirmar que poseenr actividad antagonista
de receptores de cannabinoides. EI compuesto LH1.21 tiene una eficacia

similar al antagonista de referencia SR141716A.
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