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Lista de abreviaturas

[**S]GTPYS: Guanosina 5'-O-(y-tio)trifosfato marcada con el isétopo *°S
AP-THC: A%- tetrahidrocannabinol

A’-THC: A®- tetrahidrocannabinol

12-HAEA: 12-acido hidroxi-N-araquidonoiletanolamina
12-HPETE: acido 12-hidroxiperoxieicosatetranoico
12-LOX: lipooxigenasa tipo 12

15-HAEA: 15-acido hidroxi-N-araquidonoiletanolamina
15-HETE: acido 15-hidroxieicosatetraenoico

15-HETE-G: 15- acido hidroxieicosatetraenoico-gliceril
15-HPETE: acido 15-hidroxiperoxieicosatetranoico
15-LOX: lipooxigenasa tipo 15

2-AG: 2-araquidonoilglicerol

2-AGE: 2-araquidonilgliceril éter o noladin éter

2-LG: 2-linoleilglicerol

2-0G: 2-oleilglicerol

5-HETE: acido 5-hidroxieicosatetraenoico

5HT-3: receptor de serotonina tipo 3

AA: acido araquiddnico

ABHD12: a/B hidrolasa de dominio tipo 12

ABHDA4: o/ hidrolasa de dominio tipo 4

ABHDG6: o/ hidrolasa de dominio tipo 6

Abn-CBD: del inglés: Abnormal-cannabidiol

AC: adenilil ciclasa

ACEA: araquidonoil-2°-cloroetilamida

ACPA: araquidonilciclopropilamida

ADME: Adsorciodn, Distribucion, Metabolismo y Excrecién
ADMET: Adsorcién, Distribucion, Metabolismo, Excrecién y Toxicidad
AEA: N-araquidonoiletanolamina o anandamida

AMPc: adenosina monofosfato ciclico

AMT: transportador de anandamida

ATP: adenosina trifosfato

azPC: del inglés: hexadecyl azelaoyl phosphatidylcholine
BHE: Barrera hematoencefalica

BSA: del inglés: bovine serum albumin

CB;: receptor cannabinoide 1

CB,: receptor cannabinoide 2

CB;3. receptor cannabinoide “de tipo 3”
CBC:cannabicromeno

CBD: cannabidiol

CBD-Q: quinona de cannabidiol
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CBG: cannabigerol

CBG-Q: quinona de cannabigerol

CBN: cannabinol

COX-1: ciclooxigenasa tipo 1

COX-2: ciclooxigenasa tipo 2

COXs: ciclooxigenasas

CSIC: Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
DAG: diacilglicerol

DAGL: diacilglicerol lipasa

DHEA: N-docosahexaenoiletanolamina

DMSO: dimetilsulfoxido

dpm: desintegraciones por minuto

DSE: supresion de excitacion inducida por despolarizacion
DSI: supresion de inhibicion inducida por despolarizacién
EA: enfermedad de Alzheimer

ECBs: ligandos cannabinoides endégenos o endocannabinoides
EEM: error estandar de la media

EET: acido epoxieicosatetraenoico

EH: enfermedad de Huntington

ELA: esclerosis lateral amiotréfica

EM: esclerosis multiple

EMA: del inglés: European Medical Agency

Emax: eficacia o efecto maximo

EP: enfermedad de Parkinson

EPEA: N-eicosapentaenoiletanolamina

FAAH: amido hidrolasa de acidos grasos

FBS: suero fetal bovino

FDA: del inglés: Food and Drug Adminisration

GDP@S: guanosina-5'-O-(2-thiodifosfato)

GIRK: del inglés G protein-coupled inwardly-rectifying potassium channels
GPCRs: del inglés: G protein-coupled receptors

GTP: guanosina trifosfato

GTPyS: Guanosina 5'-O-(y-tio)trifosfato

HETE: acido hidroxieicosatetraenoico

HL: hemisferio lesionado

HNL: hemisferio no lesionado

HRP: peroxidasa de radbano, del inglés: horseradish peroxidase
HSA: del inglés: human serum albumin

i.p.: intraperitoneal

IL-6: interleuquina de tipo 6
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iNOS: del inglés: inducible nitric oxide synthase
IP3: inositol-1,4,5-trifosfato

IQM: Instituto de Quimica Médica

Ki: constante de inhibicién

L: lesién

LEA: linoleoiletanolamida

liso-NAPE: N-araquidonoil-lisofosfatidiletanolamina
liso-PI: 2-araquidonoil-lisofosfatidilinositol
liso-PLC: fosfolipasa C, selectiva de lisofosfatidilinositol
liso-PLD: lisofosfolipasa D

LOXs: lipooxigenasas

LPI: lisofosfatidilinositol

LPS: lipopolisacarido

LTD: depresién a largo plazo

LTP: potenciacion a largo plazo

MAGL: monoacilglicerol lipasa

MAPKSs: proteinas quinasas activadas por mitégenos
MC: medio condicionado
Met-AEA:metanandamida

MTT: ensayos de de bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio
NAAA: N-aciletanolamina amidasa acida

NADA: N-araquidonoil dopamina

NAEs: N-aciletanolamidas

NAGIy: N-araquidonoilglicina

NAPE: N-araquidonoilfosfatidiletanolamina
NAPE-PLD: Fosfolipasa D especifica de NAPE
NAT: N-aciltransferasa

NMDA: N-metil D-aspartato

NO: 6xido nitrico

NOS: del inglés: nitric oxide synthase

NPAA: amidasa selectiva de PEA*

OEA: oleiletanolamida

OLDA: oleildopamina

PA: acido fosfatidico

PALDA: palmitoildopamina

PBS: del inglés: Phosphate Buffered Saline

PC: Fosfatidilcolina

PE: fosfatidiletanolamina

PEA*: palmitoiletanolamida

PGE-2: prostaglandina E2
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PI: Fosfatidilinositol

PI3K: fosfatidilinositol-3-kinasa

PIP,. fosfatidil inositol 4,5-bifosfato

PKA: proteina quinasa A

PKC: proteina quinasa C

PLA1: fosfolipasa A1

PLC: fosfolipasa C

PMSF: del inglés: phenylmethylsulfonyl fluoride

PPARs: receptores activados por proliferadores de peroxisomas
PPARYy: receptores activados por proliferadores de peroxisomas tipo y
PTPN22: proteina tirosina fosfatasa 22

RMN: resonancia magnetica nuclear

ROS: del inglés, reactive oxygen species

RXR: receptor X retinoide

SCE: Sistema Cannabinoide Endégeno o Endocannabinoide
SEA: estearoiletanolamida

SHIP1: fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 5-fosfatasa1

SNC: Sistema Nervioso Central

sPLA2: fosfolipasa secretora A2

STERADA: estearoildopamina

TRPA: del inglés: transient receptor potential anquirin
TRPM: del inglés: transient receptor potential melastatin
TRPs: del inglés: transient receptor potential

TRPV: del inglés: transient receptor potential vanilloid
TUNEL: del inglés: TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling
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*Todas las abreviaturas empleadas en el resumen, son explicadas por primera vez en el texto que comienza con la

Introduccion y estan incluidas en el apartado de Lista de abreviaturas.
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Resumen

Desde que se descubrio el principal componente psicoactivo de la planta Cannabis sativa (AQ-THC)
y sus efectos farmacoldgicos sobre el organismo, se investigd la posible existencia de los
receptores sobre los que podria actuar esta molécula, asi como la de sus ligandos endégenos
cannabimiméticos y la maquinaria enzimatica responsable de la sintesis y degradacion de eCBs. Al

conjunto de estos elementos se le denomind SCE.

En la actualidad se conocen dos receptores cannabinoides, ambos de la familia de GPCRs,
denominados CB, y CB,, cuya homologia es del 44%, la cual asciende al 68% si se atiende a los
segmentos transmembrana. El primero se localiza fundamentalmente en SNC, aunque también se
ha observado su presencia en varios 6rganos periféricos; mientras que la distribucién del segundo
se ha considerado clasicamente periférica, principalmente en células del sistema inmune, aunque
también se ha observado su presencia en distintos tipos de células del SNC, especialmente en
células gliales activadas. Los efectos psicoactivos provocados por los cannabinoides, se deben a la
activacion del receptor CB4, al estar ubicado en neuronas de determinadas areas del cerebro
relacionadas con procesos cognitivos y emocionales. Existen ademas, nuevas dianas para los
cannabinoides como el receptor ionotrépico TRPV1, los receptores nucleares PPAR y otros
receptores metabotropicos, sobre los que aun existe controversia sobre su ligando enddgeno,
como los receptores GPR55 o0 GPR18.

En cuanto a las moléculas con capacidad para activar los receptores cannabinoides, se encuentran
los fitocannabinoides (cannabinoides presentes en la planta), los eCBs (moléculas enddgenas de
origen animal) y cannabinoides de nueva sintesis, que se han desarrollado para mejorar las
propiedades de los cannabinoides naturales y ser utilizados como terapia o como herramienta en el
laboratorio. Los principales eCBs son la AEA y el 2-AG, ambos derivados del AA, los cuales se
comportan como agonistas de los receptores CB; y CB,. También se conocen mas moléculas
cannabimiméticas enddgenas que tienen capacidad de activar los receptores, o bien de potenciar
la senalizacién endocannabinoide, impidiendo la degradacion de los principales eCBs. Se han
estudiado los mecanismos de sintesis y degradacion fundamentalmente de la AEA y el 2-AG, los
cuales son sintetizados a demanda y degradados tras su accion. En cuanto a la AEA, su sintesis
es fundamentalmente llevada a cabo por la accién consecutiva de dos enzimas dependientes de
calcio: la NAT y la NAPE-PLD, aunque existen otras rutas alternativas, y su degradacion tiene lugar
principalmente por la accion de una serin-hidrolasa llamada FAAH. En cuanto al 2-AG, su sintesis
es llevada a cabo a partir de DAG mediante la accion de una DAGL, aunque al igual que para la
AEA, también hay otras rutas alternativas para su sintesis, y su degradacion tiene lugar por la
accion de la enzima MAGL, aunque existen ofras con capacidad semejante. Aunque no se
consideran mecanismos de degradacion por la cantidad de metabolitos secundarios que se
originan, los eCBs también pueden ser sometidos a rutas de metabolismo oxidativo, originando
EETs y HETEs por la accion de LOXs y COXs, respectivamente.

Se han descrito numerosos mecanismos de sefializacion mediados por la activacion de los
receptores CB, y CB,, entre los que destacan: (i) inhibicion de la AC; (ii) activacion de distintas

MAPK como p44/42, JNK y p38, implicadas en procesos de diferenciacion, crecimiento y muerte
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celular, y de PI3K y Akt, asociadas con efectos pro-supervivencia; (iii) la modulacion de la sintesis
del esfingolipido proapoptoético ceramida, cuya acumulacién permite la activaciéon de la cascada de
sefalizacion de ERK, promoviendo la detencién del ciclo celular y la apoptosis; (iv) activando la
proteina PLC tras un aumento de calcio intracelular, desencadenando distintas rutas de
sefalizacion. Ademas el receptor CB4, pero no el CB,, presenta la capacidad de modular distintos
canales iénicos y esta involucrado en la activaciéon de la enzima NOS. Se ha observado ademas la
capacidad que presentan ambos receptores cannabinoides para formar dimeros entre ellos, asi
como otros heterémeros con otros receptores GPCR, lo que implica un aumento en la complejidad

de su sefalizacion y sus efectos bioldgicos y farmacologicos.

La amplia y ubicua distribucién en el organismo y a la multitud de mecanismos de sefalizacion
celular en los que se ve implicado este sistema, confieren al SCE una importancia fisiolégica y
fisiopatolégica muy relevantes. Por ello, las investigaciones contindan para caracterizar nuevos
receptores cannabinoides, estudiar los mecanismos y cascadas de sefalizacion derivadas de la
activacion de estos receptores e implicadas en las funciones celulares y tisulares del SCE, y
ademas, disefiar y sintetizar nuevos ligandos mas selectivos y estables, con mejor
biodisponibilidad, asi como con capacidad de unirse y activar o inhibir las nuevas dianas del SCE.
Por ello, se han generado una gran cantidad de nuevas moléculas, como agonistas y antagonistas
selectivos para los receptores CB; y CB, asi como de los nuevos receptores cannabinoides,
moduladores alostéricos y agonistas indirectos que tengan la capacidad de inhibir la recaptacién de
los eCBs o de inhibir su degradacion. Desde hace varios afios ya se han desarrollado farmacos
basados en estas moléculas, que se han empleado para el tratamiento de distintos sintomas
asociados con diversas patologias, como Marinol® (como antiemético y para el tratamiento del
sindrome de anorexia/caquexia en pacientes con VIH o cancer terminal), Cesamet® (como
antiemético), Acomplia® (para el tratamiento de obesidad y sindrome metabolico) y Sativex® (para

tratar la espasticidad en pacientes con EM).

El papel fisiologico del SCE es muy amplio y esta implicado en numerosos procesos teniendo un
efecto regulador sobre distintos sistemas, 6rganos y tejidos como: (i) sistema nervioso, (ii) sistema
inmune; (iii) sistema cardiovascular, (iv) sistema endocrino, (v) érganos periféricos que controlan el
metabolismo energético, y (vi) huesos. Ademas, el SCE tiene efectos reguladores de la
supervivencia celular en diferentes tejidos. En cualquier caso, la funcidon que primero se descubrié
para este sistema, y la que parece mas relevante, es la que tiene que ver con la modulacién de
procesos neurales y, en particular, una de las funciones mejor establecidas es la regulacién de la
funcion sinaptica. En este contexto, el papel neuromodulador del SCE abarca numerosos procesos
neurobioldgicos entre los que se incluyen: control de la actividad motora, nocicepcion, memoria y
aprendizaje, procesos cognitivos, regulacion neuroendocrina, emesis, termorregulacion, control de
la ingesta y el apetito, control del suefo, desarrollo cerebral, y regulaciéon de la supervivencia e
integridad neuronal. Atendiendo a esto ultimo, se ha estudiado como este sistema esta altamente
implicado en procesos de neuroproteccion, confiriéndole una gran importancia como diana

farmacolégica en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas o de dafio neuronal agudo.
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En general se ha observado el potencial de este sistema para modular diversos eventos que tienen
lugar en este tipo de patologias, estando involucrado en la disminucion de la excitotoxicidad
(proceso mediado por la activacion de receptores CB;), neuroinflamacién (fundamentalmente
modulado por la activacién de receptores CB, en células de glia activadas) y de liberacion de ROS
(proceso regulado posiblemente por la activacion de Nrf-2/PPAR asi como por la estructura
quimica que presentan estas moléculas, confiriéndole potencial como lavadores de radicales
libres), asi como potenciando el proceso de neurogénesis. La modulacién de este sistema resulta
por tanto beneficiosa para diversas patologias que cursan con procesos de neurodegeneracion

como: EH, EA, EP, ELA, EM, y eventos hipdxico-isquémicos.

En este contexto, los elementos del SCE podrian servir como dianas para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas, y en concreto, la activacion del receptor CB,, de forma
selectiva o combinada con la activacién de otras dianas como los receptores PPARY, ha suscitado
interés en los ultimos afos y, en particular, en nuestro grupo de investigacién. Las razones para
ello serian: (i) la activacion del receptor CB,, a diferencia del receptor CB4, no produce efectos
psicoactivos, (ii) la funcion de receptor CB, en SNC es mucho mas restringida que la del receptor
CB4, y esta especialmente asociada con el proceso de dafio neuronal, principalmente inflamatorio,
(i) se ha podido asociar con otras dianas antiinflamatorias como los receptores PPARYy,
produciendo efectos sinérgicos que tiene interés investigar con mas detalle. Por todo ello, el
objetivo fundamental de esta Tesis Doctoral ha consistido en la busqueda de posibles ligandos
agonistas especificos del receptor CB, con potencial terapéutico en enfermedades

neurodegenerativas.

Para ello, se ha llevado a cabo una caracterizacion farmacoldgica y biolégica de un total de 88
moléculas, pertenecientes a 4 familias con distinto origen: 57 moléculas de una serie de
cromenopirazoles y derivados, 17 de una serie de pirazoles-3-carboxiamida ftriciclicos, 10

derivados de quinonas de CBG y 4 de quinonas de CBD.

En primer lugar se procedié a evaluar la afinidad de las moléculas por los receptores CB; y CB,
mediante ensayos union a receptor. Fueron seleccionadas aquellas que cumplieron con dos
criterios simultaneamente: presentar un valor de K; < 50 nM por el receptor CB; (lo que indica una
alta afinidad por este receptor), y un valor de la ratio K; CB4/K; CB, = 20, (lo que fue considerado un
valor de selectividad por CB, con respecto a CB; aceptable). Mediante este analisis fueron
seleccionadas 5 moléculas: 1.48, 1.56, 2.5, 2.9y 2.10.

A continuacion, dado que en multiples ocasiones se descartan posibles farmacos con un atractivo
perfil farmacodinamico por problemas asociados con deficienciencias en sus propiedades ADME,
se llevd a cabo una prediccién in silico de las propiedades farmacocinéticas de solubilidad acuosa,
capacidad de absorcion oral, capacidad de unién a HSA, capacidad de atravesar la BHE y
capacidad de bloquear los canales de potasio HERG, de los compuestos seleccionados y de los
cannabinoides de referencia para el receptor CB,, JWH-133, HU-308 y SR144528. Para cada

propiedad hubo ciertos compuestos que presentaron una prediccion favorable, pero tan soélo uno
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de ellos, el compuesto 1.56 se mostré6 apto para todas ellas, y a nivel in silico, parece un

compuesto con unas prometedoras propiedades ADMET.

A continuacién se procedié a evaluar el efecto de los 5 compuestos seleccionados por su afinidad y
selectividad por el receptor CB,. Para ello se desarrollaron ensayos de unién de GTP. De las 5
moléculas se obtuvo un unico agonista total del receptor CB,, el compuesto 1.56. EI compuesto
1.48 parecié comportarse como una agonista parcial débil, mientras que los compuestos 2.5, 2.9 y
2.10 presentaron un perfil de potentes, pero poco eficaces, agonistas inversos. Para verificar su
efecto, se llevd a cabo un segundo ensayo consistente en un bioensayo in vitro, que ademas de
evaluar el efecto de los compuestos a nivel de activacion o no del receptor, permite evaluar el
comportamiento de estos compuestos sobre células de microglia activada, relacionada con la
activacion glial presente en eventos de neuroinflamacién. Estos ensayos consisten en la medida de
liberacion de PGE-2 por parte de las células de microglia BV-2, previamente estimuladas con LPS,
en presencia o ausencia de los compuestos analizados, solos o co-incubados con SR144528 (para
determinar su efecto agonista) o con WIN55,212-2 (para determinar su efecto antagonista). Los
resultados mediante este ensayo, no pudieron confirmar los claros resultados obtenidos mediante
los ensayos de unién de GTPyS, del efecto agonista del compuesto 1.56, posiblemente por
haberse empleado una dosis insuficiente de compuesto. Con respecto al compuesto 1.48, parece
tratarse de un compuesto antagonista, resultado mas o menos en consonancia al obtenido en el
ensayo de unién de GTP, ya que los agonistas débiles o parciales, al competir con un agonista
suelen comportarse de este modo. Por ultimo, los compuestos 2.5, 2.9 y 2.10, mostraron un efecto
antagonista, de acuerdo con los resultados obtenidos para el ensayo de unién de GTP, aunque
so6lo en el caso del compuesto 2.5 fue estadisticamente significativo. Por lo tanto, en este proceso
de caracterizacion funcional, s6lo se obtuvo un Unico compuesto agonista selectivo por el receptor
CB,, el compuesto 1.56. Por ello fue el unico seleccionado para evaluar su capacidad

neuroprotectora.

Para evaluar el potencial neuroprotector del compuesto 1.56 se llevaron a cabo un modelo in vitro y
uno in vivo de muerte neuronal. El modelo de neuroprotecccion in vitro consistié en evaluar la
viabilidad de las células neuronales M213-20 al afiadirles medios condicionados generados por las
células de microglia BV-2, previamente estimuladas con LPS, en presencia o ausencia del
compuesto 1.56, co-administrado o no con SR144528. En primer lugar se observd cémo la
viabilidad neuronal reducia en presencia del medio condicionado que procedia de microglia
estimulada con LPS, mientras que no lo hacia en ausencia de la toxina. Se demostr6 ademas que
la adicién de LPS directamente sobre las neuronas no condicionaba su viabilidad, indicando que la
muerte neuronal era mediada por las sustancias proinflamatorias liberadas por las células
microgliales. A continuacion se estudié que el efecto neuroprotector del compuesto 1.56 era
dependiente de dosis, y se concluyd que la concentracion optima del compuesto era de 10 uM. Por
ultimo se observo que el efecto neuroprotector del compuesto 1.56 era totalmente revertido cuando
ademas se co-incubaba con el antagonista del receptor CB, SR144528 a la concentracion de 10

MM, indicando un claro papel neuroprotector del compuesto 1.56 por activacion de dicho receptor.
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Se estudio ademas que el efecto era mediado por los receptores CB, microgliales, ya que al afiadir
el compuesto 1.56 directamente sobre las neuronas, su viabilidad no se veia recuperada. Por lo
tanto, parece evidente el papel neuroprotector-antiinflamatorio del compuesto 1.56 en este modelo

in vitro, por la activacién de los receptores CB, microgliales.

Por todo ello, se procedi6 a evaluar el potencial neuroprotector del compuesto 1.56 en un modelo
in vivo de dafo mitocondrial e inflamacién. Se seleccion6 un modelo de lesion intraestriatal
unilateral con la toxina malonato en ratas, por su idoneidad para el objetivo propuesto. Los
animales, ademas de ser tratados con la toxina mitocondrial, se les administré el compuesto sélo o
co-administrado con el antagonista del receptor CB, AM630 (1 mg/kg). Para evaluar el efecto
neuroprotector del compuesto 1.56 se estudio: (i) el volumen de edema causado por la lesién con
malonato en la zona de lesion mediante RMN, (ii) se llevé a cabo un andlisis de las células tefidas
con Nissl con el fin de evaluar la integridad tisular, (iii) se estudié el numero de células apoptéticas
mediante TUNEL en la zona lesionada, y (iv) se observd el marcaje de células de microglia por
analisis inmunohistoquimicos del marcador Iba-1. Al igual que en el modelo in vitro, en primer lugar
se determiné que la dosis efectiva del compuesto 1.56 era de 1 mg/kg (mediante estudios de RMN
y estudios integridad tisular mediante tincion de Nissl) y posteriormente se estudid el papel del
receptor CB, como mecanismo de accion del compuesto 1.56 en su papel neuroprotector, a la
dosis seleccionada y al ser co-administrado con AM630. En los estudios de RMN se observé como
en presencia del compuesto 1.56 el volumen de edema generado por la lesién con malonato se
reducia significativamente y cédmo ese efecto era revertido al co-administrar AM630. Los estudios
de integridad tisular mostraron datos similares, ya que el numero de células tefiidas con Nissl
aumentaba en los animales lesionados y tratados con el compuesto 1.56, y disminuia cuando
ademas se co-administraba el antagonista CB,. En los estudios de apoptosis, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los animales no tratados con 1.56 y los que si lo
estaban, aunque si se observo la tendencia esperada en la que el numero de células apoptéticas
se redujo en los animales tratadados con 1.56, con una reversion de esa reduccion en aquellos en
los que ademas se les co-administr6 AM630. Por ultimo, en cuanto al marcaje de células de
microglia, los animales lesionados no tratados, presentaron un mayor numero de células de
microglia marcadas que los animales control, mientras que los tratados con el compuesto 1.56
presentaron una reduccidon de este numero de células de microglia marcadas, y en aquellos
animales a los que ademas se les co-administré el antagonista CB,, el efecto fue revertido. Por lo
tanto, en este modelo in vivo se observd neuroproteccidon por la accion del compuesto 1.56,

mediada por su capacidad para activar los receptores CB, de las células de microglia.

Por ultimo se estudié si el compuesto 1.56 presentaba la capacidad de activar otras dianas
cannabinoides con potencial antiinflamatorio como los receptores GPR55 y PPARYy, para estudiar
de forma mas completa el potencial neuroprotector antiinflamatorio del compuesto 1.56. En ambos
casos se concluyd que el compuesto 1.56 no presentaba la capacidad para activarlos, por lo que
se puede decir que su efecto neuroprotector antiinflamatorio tiene lugar exclusivamente por la

activacion del receptor CB,.
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De forma general, los resultados obtenidos en los estudios realizados en esta Tesis Doctoral
presentan a la molécula 1.56 como un nuevo ligando cannabinoide, selectivo para el receptor CB,,
con capacidad neuroprotectora en patologias que cursan con procesos neuroinflamatorios.

Atendiendo a los objetivos fijados, de forma mas concreta se puede concluir que:

- De un total de 88 moléculas, tan sélo 5 presentaron valores de afinidad y selectividad por
el receptor CB, apropiados para ser consideradas ligandos selectivos de este receptor. En
general los valores de selectividad fueron muy superiores a los definidos para ligandos
ampliamente descritos en la literatura.

- De las 5 moléculas seleccionadas, tan sélo el compuesto 1.56 presenté propiedades
farmacocinéticas adecuadas de solubilidad, absorcién intestinal, interacciéon con proteinas
plasmaticas, capacidad para atravesar la BHE y de inactivaciéon de los canales de potasio
HERG, caracteristicas relevantes en el contexto de busqueda de un farmaco con
propiedades neuroprotectoras.

- De las 5 moléculas seleccionadas, tan sélo la 1.56 presentd la capacidad de activar al
receptor CB,, mostrando una mejor potencia y eficacia con respecto al agonista HU-308.

- El compuesto 1.56 demostré ejercer un efecto neuroprotector en un modelo in vitro, al
disminuir la respuesta inflamatoria tras la activacion de los receptores CB, de las células
de microglia y aumentar la viabilidad neuronal.

- El efecto neuroprotector del compuesto 1.56 fue confirmado en un modelo in vivo de dafo
mitocondrial e inflamacién, observandose una restauracién de la integridad tisular del tejido
estriatal mediada por la accién del compuesto. Se verificé que el mecanismo por el cual el
compuesto 1.56 ejerce este efecto neuroprotector, es mediante la reduccién de la
respuesta inflamatoria por activacion de los receptores CB,, disminuyendo el numero de
células microgliales activadas.

- El compuesto 1.56 no activé los receptores GPR55 y PPARYy, demostrando que su efecto
neuroprotector antiinflamatorio tiene lugar exclusivamente por la activacién del receptor
CB..
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* Most of abbreviations used in the summary, are explained for the first time in the text that begins with the Introduction and

are included in the section of List of abbreviations.
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Since the major psychoactive component of Cannabis sativa (A>-THC) and its pharmacological
effects on the body was discovered, the possible existence of the receptors in which this molecule
acts was investigated, as well as their endogenous ligands whith cannabimimetic activity and
enzymes responsible for the synthesis and degradation of eCBs. The whole of these elements was

called Endocannabinoid System (ECS).

Currently two cannabinoid receptors are known, both belong to GPCR’s family, which are called
CB1 and CB; receptors. The homology between them is 44%, but it increases at 68% considering
only the transmembrane segments. CB; receptor is mainly located in CNS (Central Neuron
System), but its presence has also been observed in several peripheral organs; while the
distribution of the CB, receptor has been classically considered peripheral, mainly located in
immune cells, although it has also been observed in various cells types present in CNS, particularly
in activated glial cells. The psychoactive effects caused by cannabinoids are due to the activation of
the CB; receptor, because they are located in neurons of certain areas of the brain associated with
cognitive and emotional processes. There are also new targets for cannabinoids as the ionotropic
receptor TRPV1, the PPAR nuclear receptors and other metabotropic receptors, on which there is

still controversy over its endogenous ligand, such as GPR55 or GPR18 receptors.

Molecules known for their ability to activate cannabinoid receptors are phytocannabinoids
(cannabinoids present in the plant), eCBs (endogenous animal molecules) and synthetic
cannabinoids, which have been developed to improve the properties of natural cannabinoids and
used as therapy or as laboratory tools. The most important eCBs are AEA and 2-AG, both derived
from AA, which behave as agonists of CB; and CB, receptors. Other endogenous molecules with
ability to activate cannabinoid receptors are also known and other that enhance endocannabinoid
signaling, by preventing degradation of main eCBs. The mechanisms of synthesis and degradation
of AEA and 2-AG have been studied, which are synthesized and degraded after demand action.
Regarding to the AEA synthesis, it is essentially carried out by the consecutive action of two
calcium-dependent enzymes: NAT and NAPE-PLD, although there are other alternative routes for
its synthesis. The AEA degradation takes place mainly by the action of a serine-hydrolase called
FAAH. Respecting to 2-AG synthesis, it is carried out by the action of a DAGL from a molecule of
DAG, although as in the case of the AEA, there are other alternative routes for their synthesis. The
2-AG degradation takes place by the action of the MAGL enzyme, although there are others
enzymes with similar capacity. Although oxidative metabolism is not considered as degradation
mechanism because of the amount of secondary metabolites that are originated, eCBs are also
subjected to these pathways resulting in HETEs and EETs by the action of LOXs and COXs,

respectively.

Numerous celular signaling mechanisms have been described to be mediated by activation of CB;
and CB; receptors. The main signaling mechanisms are:: (i) inhibition of AC; (ii) activation of
different MAPK as p44 / 42, JNK and p38, involved in differentiation processes, cell growth and cell
death, and PI3K and Akt, associated with pro-survival effects; (iii) modulation of ceramide synthesis,

a proapoptotic sphingolipid, whose accumulation allows ERK signaling activation, which promoting
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cell cycle arrest and apoptosis; (iv) activating the PLC protein by an increase of intracellular
calcium, triggering different signaling pathways. Furthermore, the CB, receptor, but not CB,, has the
ability to modulate several ion channels and is involved in NOS enzyme activation. Homodimers
have also been observed between both cannabinoid receptors, and heteromers formation between
both cannabinoid receptors with other GPCRs, representing an increase in the complexity of

endocannabinoid signaling and their pharmacological and biological effects.

The wide distribution of cannabinoid receptors in the body and the multitude of cellular signaling
mechanisms in which this system is involved, give the ECS a very important physiological and
pathophysiological significance. Therefore, research continues to characterize new cannabinoid
receptors, to study the mechanisms and signaling resulting from the activation of these receptors
which are involved in cellular and tissue functions of ECS, and also to design and synthesize new
and more selective and stable ligands, with major bioavailability, as well as with ability to bind and
activate or inhibit new targets of the ECS. Therefore, there have already been generated a lot of
new molecules, as selective agonists and antagonists for the CB; and CB; receptors, as well as
new allosteric modulators for the cannabinoid receptors, and indirect agonists with the ability to
inhibit the eCBs reuptake or degradation. Cannabinoid-based drugs have been already developed
since several years, which have been used to treat some symptoms associated with several
diseases. These drugs are Marinol® (used as antiemetic and for the treatment of anorexia/cachexia
syndrome in HIV or terminal cancer patients), Cesamet® (as antiemetic), Acomplia® (for the
treatment of obesity and metabolic syndrome) and Sativex® (to treat spasticity in MS (Multiple

Sclerosis) patients).

ECS physiology is very wide and is involved in numerous processes by regulating different
systems, organs and tissues such as: (i) nervous system, (ii) immune system; (lii) cardiovascular
system, (iv) endocrine system, (v) peripheral organs involved in control of energy metabolism, and
(vi) bones. In addition, the ECS has regulatory effects of cell survival in different tissues. In any
case, the first function discovered of this system, which seems to be the most relevant, is the
modulation of neural processes and, in particular, one of the better established functions is the
regulation of the synaptic function. In this context, numerous neurological processes are included in
the neuromodulator role of ECS such as: motor activity, nociception, memory and learning,
cognitive processes, neuroendocrine regulation, emesis, thermoregulation, intake and appetite,
sleep, brain development, and regulation of neuronal survival and integrity. How this system is
highly involved in neuroprotection processes has been studied, giving great importance as drug
target in the treatment of neurodegenerative diseases or acute neuronal damage. Overall, the
potential of this system to modulate several events which take place in this kind of pathologies have
been observed. It is involved in excitotoxicity (mediated by CB, activation), neuroinflammation
(mainly modulated by CB, receptor activation in activated glia cells), decrease of ROS release
(possibly regulated by Nrf-2/PPAR and by the chemical structure of these molecules, which provide
capability as scavengers of ROS), and ECS is involved in neurogenesis increase. Modulation of this

system results beneficial for several neurodegenerative diseases such as: HD (Huntington
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Disease), AD (Alzheimer Disease), PD (Parkinson Disease), ALS (Amyotrophic Lateral Sclerosis),

MS and hypoxia-ischemia.

In this context, the elements of ECS could serve as targets for the treatment of neurodegenerative
diseases. Specially, during the last few years, the CB, receptor activation, alone, or in combination
with other cannabinoid targets activation, as PPARy receptor, has aroused much interest and
particularly in our research group. Reasons are: (i) activation of the CB4 receptor, but not the CB,
receptor, produces psychoactive effects, (ii) the role of CB, receptor in CNS is much more restricted
than CB; receptor, and is particularly associated with neuronal damage, especially inflammatory,
(iii) it has been associated with other anti-inflammatory PPARy receptor targets as producing
synergistic effects which are interesting to investigate more detail. Therefore, the main objective of
this thesis has been to search new selective CB, receptor agonists with therapeutic potential in

neurodegenerative diseases.

To this end, pharmacological and biological assays were developed to characterize a total of 88
molecules synthesized from four different scaffolds: 57 molecules from chromenopyrazol scaffold
derivatives, 17 molecules from tricyclic pyrazole carboxamides derivatives, 10 molecules from CBG

quinone derivatives and 4 molecules from CBD quinone derivatives.

We first proceeded to evaluate the affinity of the molecules for CB; and CB, receptors by
developing binding assays. The selected compounds must perform two criteria simultaneously: to
have a K; value for the CB, receptor < 50 nM (indicating a high affinity for this receptor), and a K;
CB4/K; CB; value = 20, (considered an acceptable selectivity value for CB, over CB,). This analysis
allowed to select 5 molecules: 1.48, 1.56, 2.5, 2.9 and 2.10.

Then, as many times potential drugs with an attractive pharmacodynamic profile are discarded
because they show failures associated to deficient ADME properties, an in silico study was carried
out to predict some pharmacokinetic properties: aqueous solubility, oral absortion capability, ability
to bind to HSA, ability to cross the BBB (blood brain barrier) and ability to block HERG potassium
channels, of selected compounds and the reference CB, cannabinoid ligands, JWH-133, HU-308
and SR144528. There were certain compounds that had a favorable prediction for each property,
but only the compound 1.56 was suitable for all properties, showing promising ADMET properties at

in silico level.

Then we proceeded to evaluate the effect of the 5 selected compounds for their affinity and
selectivity for the CB, receptor. GTPyS binding assays were developed to this purpose. Only one of
these 5 selected molecules performed as CB, receptor agonist, it was the compound 1.56. The
compound 1.48 seemed to behave as a weak partial agonist, while compounds 2.5, 2.9 and 2.10
showed a powerful, but low effective, inverse agonist profile. To verify theses effects, an in vitro
bioassay was carried out. This assay alowed to evaluate the effect of compounds by studying
activation or not of CB, receptor, and it also enable to assess the behavior of these compounds
over activated microglia cells, a fact which take place in neuroinflammation events. This assay

consists on measuring of PGE-2 release by BV-2 microglial cells previously stimulated with LPS, in
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the presence or absence of compounds analyzed, alone or co-incubated with SR144528 (to
determine their agonist effect) or WIN55,212-2 (to determine their antagonist effect). The agonistic
effect of the compound 1.56 obtained by the GTPyS binding assays, could not be confirmed by
using this assay, possibly because an insufficient dose of compound has been used. Compound
1.48 seems to present an antagonist profile in data obtained in this bioassay, in agreement with
data obtained in the GTPyS binding assay, because when a weak or partial agonist competes with
an agonist, it acts as antagonist. Finally, compounds 2.5, 2.9 and 2.10 showed an antagonistic
effect, according to the results obtained in GTPyS binding assay, although it was statistically
significant only for compound 2.5. Thus, only compound 1.56 was obtained as CB, selective
agonist. Hence, compound 1.56 was the only one selected to evaluate its neuroprotective

properties.

To evaluate the neuroprotective profile of compound 1.56, an in vitro and an in vivo model of
neuronal death were conducted. In vitro model consisted of determining the cell viability of a
neuronal cell line (M213-20) when conditioned media, generated by BV-2 microglial cells previously
stimulated with LPS in the presence or absence of compound 1.56, co-administered or not with
SR144528, was added to neuronal cells. First, neuronal viability decrease was observed in
presence of conditioned media which came from microglia stimulated with LPS, while it does not
occur in the absence of the toxin. We also demonstrated that direct LPS addition on neurons did not
modify their viability, indicating that neuronal death was mediated by proinflammatory substances
released by microglial cells. Then, we observed that neuroprotective effect of compound 1.56 was
dose-dependent, and we concluded that optimum concentration was 10 yM. Finally, we observed
that the neuroprotective effect of compound 1.56 was totally reversed when the CB, antagonist
SR144528 (10 yM) was added, indicating a clear neuroprotective effect of compound 1.56 by
activating CB, receptor. It was also studied that neuroprotective effect was mediated by CB,
microglial receptors because when compound 1.56 was added directly on neurons, their viability
was not recovered. Therefore, the neuroprotective antiinflammatory role of compound 1.56 seems

to be clear in an in vitro model by activating CB, receptors of microglial cells.

Then, we proceeded to evaluate the neuroprotective profile of the compound 1.56 in an in vivo
model based on mitochondrial damage and inflammation. An unilateral intrastriatal of malonate
insult in rats was selected for its suitability for the proposed purpose. Compound 1.56, alone or co-
administered with CB; receptor antagonist AM630 (1 mg/kg) was administrated to malonate-treated
animals. In order to evaluate the neuroprotective effect of compound 1.56 we studied: (i) the edema
volume caused by malonate insult in the injured area by NMR (Nuclear Magnetic Resonance), (ii)
an analysis of Nissl-stained cells was carried out to analyze the tissue integrity, (iii) the number of
apoptotic cells was assessed by TUNEL in the injured area, and (iv) Iba-1 immunostaining to detect
microglial cells was also carried out. As in the in vitro model, we first determined the effective dose
of compound 1.56 at 1 mg / kg (by NMR and by Nissl-staining studies) and the role of CB, receptor
was later studied as a mechanism of action of the compound 1.56 in its neuroprotective role, at a

selected dose and when it was co-administered with AM630. In NMR studies we observed that
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edema volume caused by malonate was reduced by adding compound 1.56 and this effect was
reversed when AM630 was co-administered. Similar results were observed in tissue integrity
studies. The number of Nissl-stained cells was increased in malonate-treated sections, this number
was reduced in animals treated with compound 1.56, and this effect was reversed when the CB,
antagonist AM630 was co-administered. In the apoptosis studies, no differences were observed
between malonate-treated animals and malonate-treated animals also treated with compound 1.56,
although an expected trend was observed being that TUNEL-positive cells was reduced in animals
treated with compound 1.56, and this effect was reversed when AM630 was co-administered.
Finally, Iba-1 immunostaining showed that malonate-treated animals presented a greater number of
Iba-1-positive cells compared with control animals, while those animals that were also treated with
the compound 1.56 showed a reduction in the Iba-1-positive cells. Once again, this effect was
reversed when AM630 was coadministered. Therefore, neuroprotection mediated by the action of
the compound 1.56, for their ability to activate CB, receptors of microglial cells, was observed in this

in vivo model.

Finally, we studied if compound 1.56 was able to activate other cannabinoids targets with anti-
inflammatory potential as PPARy and GPR55 receptors, in order to study in depth the
neuroprotective anti-inflammatory potential of 1.56. The compound had no ability to activate neither
of the two receptors, so we conclude that their anti-inflammatory neuroprotective effect was

exclusively by activation of CB, receptor.

In general, the results of the studies developed in this Doctoral Thesis show the molecule 1.56 as a
novel and selective cannabinoid ligand for CB, receptor, with neuroprotective capacity in
pathologies with neuroinflammatory events. Based on more specifically objectives, it can be

concluded that:

- Of a total of 88 molecules, only 5 presented affinity and selectivity values considered appropriated
for CB, selective ligands. Overall selectivity values were much higher than those defined for ligands

widely described in literature.

- Only the compound 1.56 showed appropriate pharmacokinetic properties prediction of relevant
features in the context of neuroprotective drug-discovery, as solubility, intestinal absorption,
interaction with plasma proteins, ability to cross the BBB and inactivation of HERG potassium

channels.

- Only the compound 1.56 presented the ability to activate CB, receptor, showing an improved

potency and efficacy compared to the HU-308 agonist.

- The compound 1.56 showed a neuroprotective profile in an in vitro model by reducing the
inflammatory response by activating CB, receptors of microglial cells and consequently increasing

neuronal viability.
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- The neuroprotective effect of compound 1.56 was confirmed in an in vivo model of mitochondrial
damage and inflammation. Compound 1.56 allowed a restoration of tissue integrity of striatal tissue.
It was verified that the mechanism by which this compound exerts neuroprotective effect is by
reducing the inflammatory response by activating CB, receptor, and decreasing the number of
activated microglia.

- The compound 1.56 did not activate the GPR55 and PPARYy receptors, demonstrating that their
neuroprotective antiinflammatory effect occurs exclusively by activation of CB, receptor.
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La planta Cannabis sativa ha sido ampliamente empleada por la humanidad a lo largo de la historia
para uso textil y alimentario, asi como con fines medicinales, religiosos y recreativos. El primer uso
terapéutico registrado de cannabis se remonta a la antigua China hace casi cinco mil afios, donde
se utilizaba como tratamiento del reumatismo, gota y malaria. Desde China, el consumo se
extendié a través de Asia y Oriente Medio, aunque no llegé a Europa hasta siglos después. El
cannabis fue empleado en muchas culturas para tratar sintomas asociados a diversas patologias
tales como dolor, convulsiones, inflamacién, asma y la falta de apetito (Mechoulam, 2000; Ramos y
Fernandez-Ruiz, 2000). Fue a principios del siglo XX, cuando disminuy6 el uso medicinal del

cannabis, lo que limitd considerablemente el estudio de sus aplicaciones hasta la década de los 60.

El término cannabinoide se ha utilizado tradicionalmente para referirse a un grupo de moléculas
presentes en la planta Cannabis sativa, tanto en sus hojas y brotes florecidos como en la resina
que secretan. Los cannabinoides comparten una estructura comun carbociclica con 21 carbonos y
estan formadas generalmente por tres anillos, ciclohexeno, tetrahidropirano y benceno. A raiz del
estudio de estas moléculas, especialmente del principal componente psicoactivo en su forma
neutra, el A’- tetrahidrocannabinol (Ag-THC) (Gaoni y Mechoulam, 1964), se observé que los
efectos que estos componentes botanicos ejercian sobre el organismo humano se debian a la
capacidad que presentaban para unirse y activar a unos receptores presentes en las células con
elevada expresion en el Sistema Nervioso Central (SNC), asi como en otras regiones periféricas,
denominados receptores cannabinoides CB; (Devane y cols., 1988; Matsuda y cols., 1990) y CB,
(Munro y cols., 1993). Debido a la descripcion de estos receptores, parecié l6gico pensar en la
existencia de ligandos endogenos o endocannabinoides (eCBs) con actividad sobre estos
receptores y, por tanto, con capacidades cannabimiméticas, por lo que se llevaron a cabo estudios
para su caracterizacion, siendo aislados en 1992 la N-araquidonoiletanolamina (AEA), mas
conocida como anandamida (Devane y cols., 1992), y en 1995 el 2-araquidonoilglicerol (2-AG)
(Mechoulam y cols., 1995). Poco después se identificaban las enzimas responsables de la sintesis
y degradacion de estos endocannabinoides (revisado por Muccioli, 2010) asi como otros
endocannabioides con nuevo interés (revisado por Pertwee, 2005b). Al conjunto formado por los
receptores CB; y CB,, sus ligandos endogenos y las enzimas encargadas de la sintesis y

degradacion de estos, se le llamé Sistema Cannabinoide Endégeno o Endocannabinoide (SCE).

Previamente, en paralelo y posteriormente a estos hallazgos, se han ido desarrollando moléculas
sintéticas con actividad agonista o antagonista sobre los receptores cannabinoides y moléculas con
capacidad de activar o inhibir las enzimas responsables del metabolismo de los
endocannabinoides (Pertwee y cols., 2010). También se han generado animales genéticamente
modificados, sobre todo carentes de estos receptores o de las enzimas, que han servido como

importantes herramientas para el estudio de este sistema (Zimmer, 2015).

En la actualidad el término cannabinoide engloba tanto a los componentes naturales de la planta
(fitocannabinoides), como a las moléculas endégenas de origen animal (eCBs) capaces de unirse a
los receptores cannabinoides, asi como a los cannabinoides sintéticos generados en el laboratorio,

disefiados para mejorar las caracteristicas farmacodinamicas y/o farmacocinéticas de los
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cannabinoides conocidos, y ser empleados a nivel terapéutico o como herramientas para el
estudio del SCE.

Dada la importancia fisiologica y fisiopatoldgica de este sistema, las investigaciones contintian para
caracterizar nuevos receptores cannabinoides, estudiar los mecanismos y cascadas de
sefalizacion derivadas de la activacion de estos receptores e implicadas en las funciones
celulares vy tisulares del SCE, y ademas, disefar y sintetizar nuevos ligandos mas selectivos y
estables, con mejor biodisponibilidad, asi como con capacidad de unirse y activar o inhibir las

nuevas dianas del SCE.
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1 Sistema Cannabinoide Endégeno

El SCE es un sistema de comunicacion intercelular, capaz de modular diferentes efectos celulares
en los tejidos y 6rganos donde esta presente. Los elementos que forman parte de este sistema
incluyen a los receptores involucrados en la accion de los compuestos cannabinoides, los ligandos
endogenos o eCBs con afinidad por estos receptores cannabinoides y la maquinaria bioquimica

responsable tanto de la sintesis como la inactivacién de estos ligandos.
1.1 Receptores cannabinoides

En primer lugar se aislaron y clonaron dos tipos de receptores cannabinoides, conocidos como
receptor cannabinoide tipo 1 (CB,) y tipo 2 (CB,). Ambos receptores estan acoplados a proteinas G
heterotrimétricas (GPCRs) con siete dominios transmembrana, un extremo amino-terminal

extracelular y un extremo carboxilo-terminal intracelular (Figura 1).
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Figura 1. Estructura de los receptores CB1 y CB..

Estudios de secuenciacién génica han demostradoque existe homologia entre ambos receptores
de un 44%, que asciende hasta un 68% cuando se atiende solamente a la secuencia de
aminoacidos de los segmentos transmembrana (Montero y cols., 2005). Ademas, estudios
filogenéticos han demostrado que la secuencia del gen para el receptor CB; esta altamente
conservada entre distintas especies de vertebrados (Valenti y cols., 2005) y parece que, tanto el
receptor CB; como el CB, estan presentes no solo en vertebrados, sino en todos los cordados
(Elphick, 2012). Aunque los receptores cannabinoides parecen exclusivos de este filo, distintos
componentes del SCE muestran ortélogos en diversas especies pertenecientes o no al filo de
cordados (McPartland y cols., 2006a, 2006b).
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111 Receptor CB;

El primer receptor cannabinoide caracterizado fue el receptor CB+, a finales de la década de los 80.
Su caracterizacion se llevd a cabo primero mediante métodos radiométricos en membranas de
células de neuroblastoma (Howlett y cols., 1986) y posteriormente en cerebro de rata (Devane y
cols., 1988). Dos afos después se identifico, también en rata, su estructura y distribucion (Matsuda
y cols., 1990) y mas tarde se pudo clonar el receptor humano (Gérard y cols., 1991). Se trata de un
péptido con 473 aminoacidos cuyo locus esta ubicado en el cromosoma 6 humano, concretamente
en la posiciéon 6q14-6g15 (Caenazzo y cols., 1991; Hoehe y cols., 1991).

El receptor CB, esta ampliamente distribuido en el SNC y es considerado el receptor metabotrépico
mas abundante en el cerebro de mamiferos (Herkenham y cols., 1991a). Su expresion es muy
elevada en hipocampo, cerebelo, ganglios basales, y de forma mas moderada aparece en corteza
cerebral, areas limbicas como el nucleo accumbens, el area tegmental ventral y la amigdala, asi
como en el asta dorsal de la médula espinal (Herkenham y cols., 1991a; Tsou y cols., 1998a; Glass
y cols., 1997b; Mackie, 2005b). En cuanto a la distribucién celular, ademas de en subpoblaciones
neuronales con distintos fenotipos (Szabo y Schlicker, 2005), también se encuentra en astrocitos
(Sanchez y cols., 1998b, 2001; Molina-Holgado y cols., 2002a), oligodendrocitos (Molina-Holgado y
cols., 2002b), células de microglia (Cabral y cols., 2001) y en precursores neurales (Aguado y cols.,
2005).

Ademas del SNC, el receptor CB, también esta presente en tejidos periféricos, habiéndose descrito
su presencia en bazo, pulmon, endotelio vascular, musculo liso, higado, pancreas, tracto
gastrointestinal, musculo esquelético y en el aparato reproductor, entre otros (Bermudez-Silva y
cols., 2008; Galiégue y cols., 1995; Ishac y cols., 1996; Pertwee, 2001; Park y cols., 2004) (Figura
2).

La activacion de los receptores CB; del SNC esta relacionada con los efectos psicoactivos
producidos por los cannabinoides (Ameri, 1999). Debido a la abundancia de este receptor y de sus
ligandos enddgenos en determinadas areas cerebrales, la activacion del receptor CB, conlleva
efectos a nivel cognitivo sobre la memoria y afecta a procesos emocionales y motivacionales
(Puighermanal y cols., 2012), pudiendo provocar efectos adversos en estos procesos (Moreira y
Lutz, 2008; Zanettini y cols., 2011). Esto ha supuesto uno de los principales inconvenientes en el
uso de agonistas y antagonistas CB; que atraviesan la barrera hematoencefalica (BHE) como
tratamiento para diversas patologias, a pesar de haberse demostrado su posible potencial
terapéutico (Pacher y cols., 2006). Ademas, la activacion del receptor CB4 en otras areas del SNC
implica la aparicion de efectos motores (ganglios basales y cerebelo), antieméticos (area
postrema), analgésicos (sustancia gris periacueductal, nudcleo taldmico, médula espinal) y

orexigenos (hipotdlamo anterior).
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1.1.2 Receptor CB,

Se trata de una proteina de 360 aminoacidos, cuyo locus en el genoma humano esta localizado en
la posicion 1p36 (Karsak y cols., 2005; Onaivi y cols., 2012). Fue descrito por primera vez en bazo
(Munro y cols., 1993) y durante muchos afos se crey6 que estaba localizado exclusivamente en
células y tejidos periféricos relacionados con el sistema inmune, como el propio bazo, las
amigdalas, en los linfocitos B y T y en monocitos (Galiégue y cols., 1995). Sin embargo,
posteriormente se ha descrito expresion del receptor CB, en células de otros tejidos y érganos
periféricos como corazén, endotelio, hueso, higado y pancreas (células secretoras de
somatostatina) (Bouchard y cols., 2003; Joyeux y cols., 2002; Zoratti y cols., 2003) (Figura 2).

Durante tiempo, se excluyd la presencia del receptor CB, en el SNC, como consecuencia de
estudios antiguos que no detectaron su presencia en células neurales (Griffin y cols., 1999b; Brown
y cols., 2002; Lynn y Herkenham, 1994). Sin embargo, con el tiempo este hecho se volvid
controvertido por algunos estudios que encontraron el receptor CB, en progenitores neurales,
células gliales y células endoteliales de los vasos del SNC (revisado en Onaivi, 2011). De forma
general, la expresion de CB, en el SNC se ha asociado principalmente con células gliales, sobre
todo células de microglia que pasan a un estado activado en patologias que cursan con procesos
inflamatorios (Benito y cols., 2003, 2008, Sheng y cols., 2005; Nufiez y cols., 2004; Cabral y Giriffin-
Thomas, 2009). La posibilidad de expresion del receptor CB, en células neuronales ha sido hasta
la fecha un tema mucho mas controvertido. De una posicién inicial bastante restrictiva en la que el
receptor CB, no esta en neuronas, o si lo esta, es en subpoblaciones muy concretas y en areas
filogenéticamente antiguas, como por ejemplo en el tallo cerebral (Van Sickle y cols., 2005) y el
cerebelo (Skaper y cols., 1996), se paso a la idea de una distribucién amplia del receptor CB, en
neuronas de corteza cerebral, hipocampo, globo palido, en distintas areas limbicas y
mesencefalicas (Gong y cols., 2006; Lanciego y cols., 2010; Brusco y cols., 2008a; Suéarez y cols.,
2009, Kim y Lin, 2015; Sierra y cols., 2014; Zhang y cols., 2014, 2016, Stempel y cols., 2016).
Posiblemente, este cambio de posicion se debidé a la falta de especificidad de los anticuerpos
disponibles hasta la fecha (Atwood y Mackie, 2010) y a las dificultades de usar los animales knock-
out para el receptor CB, con objeto de validar la especificidad de estos anticuerpos (Onaivi y cols.,
2012).

Por tanto, descifrar cémo es la expresion del receptor CB, en células neuronales, se ha convertido
en uno de los principales desafios de la investigacion en el SCE. En cualquier caso, no se ha
observado que su activacion genere efectos psicoactivos (Deng y cols., 2014), debido a su menor
expresion en el SNC respecto al receptor CB4. Este hecho, sumado a que se le ha atribuido un
importante papel en inmunomodulacidon y neuroinflamacion (Rom y Persidsky, 2013), en
supervivencia celular (Fernandez-Ruiz y cols, 2007), en proliferacion y diferenciacion de células
neurales (Palazuelos y cols., 2006) y en nocicepcién (Jhaveri y cols., 2007a), propone al receptor
CB, como una potencial diana terapéutica en numerosos eventos patoldgicos, como por ejemplo la

neurodegeneracion.
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Figura 2. Distribucién de los receptores CB1 y CB4 en humano. Fuente: Fundacién Canna.

1.1.3 Otros receptores cannabinoides

Tanto en estudios realizados con ratones knock-out para los receptores CB; o CB,, como en
experimentos con antagonistas especificos para ambos receptores, se ha observado que se
mantienen algunos de los efectos caracteristicos de los cannabinoides, lo que, por lo tanto,
indicaria que no estan mediados por los receptores conocidos hasta el momento (Wiley y Martin,
2002; Qiao y cols., 2012). Algunos de estos efectos podrian ser derivados de las propiedades
antioxidantes de ciertos cannabinoides, o bien de su capacidad de interaccionar con lipid rafts a
nivel de la membrana plasmatica desencadenando respuestas independientes de la unién con los
receptores cannabinoides (Wu y cols., 2012; Scuderi y cols., 2011; Yang y cols., 2010). También,
existen evidencias de que pueden existir receptores adicionales, dianas intracelulares u otros
mecanismos involucrados en la accién de los cannabinoides. Una posibilidad serian, los receptores
huérfanos acoplados a proteinas G, como el GPR18, el GPR119 y el GPR55, que se expresan de
forma abundante en el Sistema Nervioso y son activados por la accién de lipidos sefializadores
derivados de &cidos grasos, entre ellos ciertos endocannabinoides (Brown, 2007; Mc Hugh, 2012).
Se ha publicado que los ligandos enddgenos de estos receptores podrian ser la N-
araquidonoilglicina (NAGIy) para el GPR18 (Kohno y cols., 2006), la oleoiletanolamida (OEA) para
el GPR119 (Brown, 2007), aunque parece que también la linoleoiletanolamida (LEA) y
palmitoiletanolamida (PEA) se comportan como potentes agonistas para este receptor (Syed y
cols., 2012), y por ultimo, el lisofosfatidilinositol (LPI) para el receptor GPR55 (Oka y cols., 2007),

aunque varios ligandos cannabinoides podrian activar también este receptor (Johns y cols., 2007;
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Ryberg cols., 2007; Lauckner y cols., 2008). De los tres, se ha propuesto al receptor GPR55 como
el mas cercano a ser el receptor cannabinoide “de tipo 3” (CBj;), algo que ha generado cierta
controversia, dado que el receptor GPR55 muestra una baja homologia con las secuencias de los
receptores CB; (13,5%) y CB, (14,4%) presentando importantes diferencias en la estructura,
farmacologia y sefalizacién, cuando se compara con la de estos receptores (Moriconi y cols.,
2010; Ryberg y cols., 2007). También en su momento se propuso al Abnormal-Cannabidiol (Abn-
CBD) como posible CBs.

Por otro lado, el hecho de que los efectos biolégicos producidos por los cannabinoides persistan
tras el tratamiento con toxina pertussis o con GDPBS (compuestos capaces de bloquear las
funciones de los GPCRs), indica que los cannabinoides también pueden actuar a través de
receptores no metabotropicos. Se ha investigado si los cannabinoides pueden unirse a algunos de
los receptores de potencial transitorio (TRP), una familia de canales i6nicos con un papel
fundamental en la transduccion de los estimulos somatosensoriales (De Petrocellis y cols., 2011b).
Algunos investigadores consideran que los canales TRP podrian ser los receptores ionotropicos
del SCE, mientras que los receptores CB; y CB, serian los de tipo metabotropico (Di Marzo y de
Petrocelis, 2012; Akopian y cols., 2009). Aunque existen 6 grupos de TRPs, sélo se ha observado
actividad de ciertos cannabinoides en tres de ellos: activacién sobre los receptores vanilloides
TRPV (subtipos 1, 2, 3y 4) y sobre los receptores de anquirina TRPA (subtipo 1), e inhibicion sobre
los receptores de melastatina TRPM (subtipo 8). Todos ellos estan involucrados en la integracion
de estimulos térmicos y ademas, los TRPV y TRPA lo estan en la integracién de estimulos
dolorosos, especialmente de tipo inflamatorio y neuropatico (Caterina y Julius, 2001; Dhaka y cols.,
2006; Jiang y cols., 2011; Macpherson y cols., 2007).

La ultima gran familia de receptores sobre los que se conoce que pueden actuar los cannabinoides
son los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs) (Sun y Bennett, 2007), lo
que significa que los cannabinoides también pueden tener efectos directos sobre la expresion de
genes regulados por estos receptores nucleares (O’Sullivan, 2016). Los receptores PPARs son
una familia de receptores nucleares que incluye tres subtipos: PPAR-a, PPARB/d y PPARYy. Los
PPARs heterodimerizan con el receptor X retinoide (RXR), un receptor nuclear que es activado por
acido retinoico, y se unen a zonas especificas del ADN induciendo la transcripcién de genes diana
involucrados en la regulacién del metabolismo lipidico, diferenciacion celular e inflamacion (Ferré,
2004; Moraes y cols., 2006; Stienstra y cols., 2007c). Se ha descrito que varios ligandos
cannabinoides pueden activar alguno o varios de los receptores PPAR como por ejemplo, el A%
THC (O’Sullivan y Kendall, 2010), WIN55212-2 (Mestre y cols., 2009), el acido ajulémico (un
analogo sintético del A>-THC que no presenta efectos psicotropicos) (Liu y cols., 2003), o varios
endocannabinoides (o lipidos relacionados) como la OEA (Fu y cols., 2003, 2005), la anandamida
(Bouaboula y cols., 2005; Sun y cols., 2006), la PEA (Lo Verme y cols., 2005), el 2-AG y el 2-
araquidonilgliceril éter, también conocido como noladin éter (2-AGE) (Rockwell y cols., 2006).
Ademas se ha especulado con que la activacion de los PPAR podria tener lugar por la accién de

los productos generados en el metabolismo de estos endocannabinoides, como por ejemplo
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derivados prostanoides generados por actividad de las enzimas ciclooxigenasa de tipo 2 (COX-2) y
lipooxigenasas (LOX) (Burstein y cols., 2000). También podrian derivar de los productos
resultantes de la hidrélisis mediada por las enzimas amido hidrolasa de acidos grasos (FAAH),
monoacilglicerol lipasa (MAGL) y la amidasa acida selectiva de PEA (NPAA) (Vandevoorde y
Lambert, 2005), algunos de los cuales, por ejemplo el acido araquidonico (AA), podrian ser

sustratos de COX-2 y LOX para generar directamente prostanoides.
1.2 Endocannabinoides

Los endocannabinoides se definen como compuestos enddgenos capaces de unirse a los
receptores de cannabinoides y provocar, generalmente, su activacion y sefalizacién. Son
compuestos de naturaleza lipidica derivados de un acido graso poliinsaturado de cadena larga, que
forma un enlace amida, éster o éter, con un grupo polar pequefio (Di Marzo y Fontana, 1995). El
primer endocannabinoide descrito fue la AEA (Devane y cols., 1992), que junto con el 2-AG
(Mechoulam y cols., 1995) constituyen los dos endocannabinoides de mayor relevancia fisiolégica
(Figura 3).

1.21 Anandamida

La palabra anandamida se compone del prefijo en sanscrito “4nanda”, que significa felicidad,
seguida de la terminacion amida, por su estructura quimica. La AEA es un derivado del acido
araquidonico y la etanolamina, que se une a ambos receptores cannabinoides, siendo algo mayor
su afinidad por el receptor CB;. Se comporta como agonista total o agonista parcial sobre el
receptor CB; y como agonista parcial sobre el receptor CB, (Pertwee y cols., 2010). Ademas de
unirse a los receptores CB; y CB,, la anandamida tiene la capacidad de activar algunos canales
idnicos dependientes de voltaje y canales idnicos dependientes de ligando, como los receptores de
potencial transitorio TRPV (Oz, 2006), asi como al receptor de serotonina 5HT-3 (Xiong y cols,
2008), al receptor GPR55 (Ryberg y cols., 2007) o a los receptores PPARs (Bouaboula y cols.,
2005; Sun y cols., 2006).

La anandamida esta presente en humanos en SNC vy tejidos periféricos como bazo, corazoén,
testiculos, utero (Felder y cols., 1996) y endotelio vascular (Randall, 2007). Las areas del SNC que
tienen mayor concentracion de este endocannabinoide, como el hipocampo y el estriado (Bisogno
y cols., 1999), coinciden con zonas en las que la expresion del receptor CB; es mayor (Felder y
cols., 1996). Sin embargo, también se han encontrado altos niveles de AEA en regiones con baja
densidad de receptores CB4, como la médula espinal o el tronco cerebral (Felder y cols., 1996;
Bisogno y cols., 1999), asi como areas con alta densidad de receptores CB; pero niveles bajos de

AEA, como el cerebelo (Bisogno y cols., 1999).
1.2.2 2-Araquidonoil glicerol

El 2-AG es un éster entre AA y glicerol. Fue aislado por primera vez en intestino de perro y

posteriormente se identific6 en otros 6rganos como bazo, pancreas, corazon, higado, rifion y
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pulmoén (Mechoulam y cols., 1995; Kondo y cols., 1998). También ha sido identificado en el SNC,
presentando las maximas concentraciones en el tronco cerebral, estriado e hipocampo y las mas
bajas en corteza cerebral, diencéfalo y cerebelo (Bisogno y cols., 1999). El 2-AG presenta una
afinidad por los receptores cannabinoides similar a la AEA, pero se comporta como agonista total
tanto frente a CB4 como a CB, (Pertwee y cols., 2010). Este hecho, sumado a que el 2-AG es el
cannabinoide endégeno mas abundante en el SNC y que sus niveles en las diferentes areas sean
unas 200 veces superiores a los de la AEA, ha llevado a algunos autores a proponer que este
compuesto sea el verdadero agonista endégeno del SCE (Sugiura y cols., 2006). Ademas, el 2-AG
se une a otros receptores celulares con actividad cannabimimética como el receptor GPR55
(Ryberg y cols., 2007) o el receptor TRPV1 (Zygmunt y cols., 2013).

H
3 o oH FG
== ﬂ OH [ “__L._D__., ‘I e PN
— B ] . — e N OH e A OH
AEA 280G 2-AGE
1:lIH
o H
R I -"__.-"'-“-. P H
Viredamina MADA ]

Figura 3. Estructura quimica de la AEA, 2-AG, 2-AGE, virodamina y NADA

1.2.3 Otros endocannabinoides

Ademas de la AEA y el 2-AG, se han identificado otros ligandos potencialmente
endocannabinoides, como el agonista selectivo del receptor CB;, el 2-AGE (Hanus y cols., 2001), o
la O-araquidonil etanolamina (virodamina), la cual parece presentar un comportamiento agonista
parcial o antagonista sobre el receptor CB; y agonista sobre el receptor CB, (Porter y cols., 2002;
Steffens y cols, 2005). Las acilamidas dihomo-y-linolenoiletanolamida y
docosatetraonoiletanolamida, en las que el AA ha sido sustituido por otro tipo de acido graso
poliinsaturado, presentan afinidad por el receptor CB4 (Hanus y cols., 1993), pero su presencia en
tejidos y actividad biolégica apenas han sido estudiadas. Otro caso interesante es el de la N-
araquidonoil dopamina (NADA), que parece que podria activar el receptor CB4, pero sobre todo
tiene la capacidad de activar al receptor TRPV1 (Huang y cols., 2002) (Figura 3). Ademas, de
forma reciente se han descrito dos acidos grasos poli-insaturados de cadena larga n-3 con
capacidad de activar al receptor CB4, llamados N-docosahexaenoiletanolamina (DHEA) y N-

eicosapentaenoiletanolamina (EPEA) (Brown y cols., 2013).

Por otro lado, se han identificado otras moléculas enddégenas derivadas de acidos grasos que no

se unen a los receptores cannabinoides, o no lo hacen en el rango fisiolégico, pero que tienen
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efectos cannabimiméticos. Se trata de ciertas N-aciletanolaminas (NAEs), de estructura similar a la
AEA, tales como la PEA, la OEA, la estearoiletanolamida (SEA) y la LEA o de los acil-gliceroles 2-
linoleilglicerol (2-LG) y 2-oleilglicerol (2-OG). Se ha propuesto que estas moléculas ejercen un
efecto “entourage” sobre los principales eCBs, incrementando la accion biolégica de éstos, bien
interfiriendo en su inactivacion, o bien potenciando sus acciones sobre los receptores
cannabinoides (Macarronne y cols., 2002; Di Marzo y cols., 2001b; Jonsson y cols., 2001; Capasso
y cols., 2001). Parece ser que esto se produciria al compartir enzimas hidroliticas como la FAAH en
el caso de la AEA, PEA, OEA, SEAy LEA, o la MAGL en el caso del 2-AG, 2-LG y 2-OG, de forma
que, al ocupar estas moléculas entourage cualquiera de estas enzimas para su propia hidrélisis,
evitan la degradacion de la AEA y el 2-AG y permiten que la accion de estos eCBs sea mas

duradera, de ahi su posible acciéon cannabimimética.

Por ultimo, también existen otras moléculas como las acil-dopaminas, de estructura similar a la
NADA, como la oleildopamina (OLDA), un potente agonista endégeno del receptor TRPV1 (Chu y
cols., 2003; Gavva y cols., 2004). También la palmitoildopamina (PALDA) y estearoildopamina
(STERADA), que muestran este efecto tanto sobre AEA como NADA (De Petrocellis y cols., 2004).
Algunas N-acilaminas, como la oleamida, la linoleamida y la araquidonamida, o N-acil-aminoacidos
como la NAGIy, también podrian interactuar con enzimas implicadas en la degradacién de la AEA
para evitar su degradacioén, con posibilidad de efecto entourage (Maurelli y cols., 1995; Cravatt y
cols., 1996; Bradshaw y Walker, 2005), aunque en varios casos el mecanismo de accion de
muchas de estas moléculas se ha relacionado mas con la activacion de receptores PPARs vy
TRPVs (Bradshaw y Walker, 2005).

1.3 Biosintesis y liberacion de endocannabinoides

Los eCBs se sintetizan a demanda en respuesta a un incremento en la concentracion de calcio
intracelular, y lo hacen a partir de precursores lipidicos localizados en la membrana plasmatica,
siendo liberados al exterior celular inmediatamente después de su produccion (Piomelli, 2003), de
modo similar a lo que ocurre con otros moduladores como prostaglandinas y leucotrienos, y de
forma diferente a lo que sucede con los neurotransmisores clasicos, que se almacenan en
vesiculas antes de ser liberados. Las rutas de sintesis de los endocannabinoides méas estudiadas
son las de la AEA y el 2-AG.

Con respecto a la AEA, se han observado distintas rutas para su sintesis in vivo (Figura 4). La
primera de ellas viene mediada por la accién sucesiva de dos enzimas. En primer lugar, una N-
aciltransferasa (NAT) dependiente de calcio transfiere AA, desde una molécula de fosfatidilcolina
(PC), a la fosfatidiletanolamina (PE), presente en la membrana celular, dando lugar al precursor N-
araquidonoilfosfatidiletanolamina (NAPE). A continuacion se produce la hidrdlisis de NAPE por
accion de una fosfolipasa D especifica y también dependiente de calcio (NAPE-PLD), produciendo
acido fosfatidico (PA) y AEA (Di Marzo y cols., 1994). Tras estudios con ratones knock-out para la
enzima NAPE-PLD, en los que se observaron niveles relativamente similares de AEA en estos

animales que en los ratones wildtype, parecio evidente que debian existir rutas alternativas para la
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producciéon de AEA (Leung y cols., 2006; Okamoto y cols., 2007; Simon y Cravatt, 2010). Por este
motivo se investigd una segunda ruta de sintesis de la AEA, en la que el precursor NAPE es
hidrolizado por una fosfolipasa C (PLC), produciéndose fosfo-anandamida y diacilglicerol (DAG), la
cual es desfosforilada posteriormente por algunas fofatasas como la fosfatidilinositol 5’fosfatasa
SHIP1 o la tirosina fosfatasa PTPN22 (Liu y cols., 2008).

Una tercera ruta de sintesis de este endocannabinoide puede ocurrir por una doble desacilacion de
NAPE mediante la a,B-hidrolasa 4 (ABHD4) (Simon y Cravatt, 2006) y posterior hidrélisis del
glicerofosfo AEA produciéndose AEA y glicerol-fosfato (Liu y cols., 2008). Finalmente, otra ruta
alternativa podria estar mediada por la accién de la fosfolipasa secretora A2 (sPLA2), que puede
hidrolizar NAPE generando N-araquidonoil-lisofosfatidiletanolamina (liso-NAPE), el cual es

posteriormente hidrolizado por una lisofosfolipasa D (liso-PLD), dando lugar a AEA.
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Figura 4. Posibles rutas metabdlicas de la AEA. Adaptado de Maccarrone y cols., 2010; Guindon y Hohmann,
2008 y Fezza y cols., 2014.

Con respecto a la biosintesis del 2-AG, tiene lugar cuando una molécula de DAG que presenta AA

en la posicién 2, es catalizada por una de las isoformas (a o ) de la diacilglicerol lipasa (DAGL)
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dando lugar a 2-AG (Bisogno y cols., 2005) (Figura 5). El DAG es un mediador lipidico celular y se
puede formar a partir de fosfolipidos precursores por accion bien de la PLC o de una fosfohidrolasa
que actuaria especificamente sobre PA, para generar siempre DAG. Las DAGLs estan localizadas

en la membrana plasmatica y son estimuladas por glutation o calcio (Bisogno, 2008).

Se ha propuesto otra via alternativa para generar 2-AG, aunque soélo actuaria en determinadas
circunstancias (Ueda y cols., 1993). Se trata de la produccion de 2-AG a partir de la desacilacion
del fosfatidilinositol (PI) a través de la enzima fosfolipasa A1 (PLA1) generando el intermediario 2-
araquidonoil-lisofosfatidilinositol (liso-Pl). A continuacién tiene lugar la accion de una fosfolipasa C,
selectiva de lisofosfatidilinositol (liso-PLC) sobre el intermediario liso-Pl, produciéndose la molécula
de 2-AG (Ueda y cols., 1993; Muccioli, 2010) (Figura 5).
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Figura 5. Posibles rutas metabdlicas del 2-AG. Adaptado de Muccioli y cols., 2010; Guindon y Hohmann, 2008
y Fezza y cols., 2014. PA: acido fosfatidico.

1.4 Inactivacion de endocannabinoides

Una vez sintetizados, la AEA y el 2-AG son liberados al espacio sinaptico y tras llevar a cabo sus
acciones sobre los receptores CB, y CB,, especialmente los situados en los terminales neuronales

presinapticos, ven limitada su disponibilidad al ser transportados hacia el interior celular para ser
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degradados. Se han propuesto distintos mecanismos por los que la AEA podria ser recaptada al
interior celular, bien por difusién pasiva, o bien a través de un mecanismo de transporte facilitado
mediante el transportador AMT (anandamide membrane transporter), asi como a través de
endocitosis dependiente de caveolina (Fowler, 2013). Debido a que se ha demostrado que se trata
de un proceso saturable, competitivo, dependiente de la temperatura e independiente de iones
sodio y de adenosina trifosfato (ATP) (Hillard y Jarrahian, 2000; Maccarrone y cols., 2002; Ronesi y
cols., 2004), practicamente se descarta la opcion de que tenga lugar por difusién. Si ademas
atendemos al hecho de que se han disefiado inhibidores especificos de este proceso (Pertwee,
2013), parece logico pensar que tenga lugar a través de un transporte facilitado. Sin embargo, al
no haberse podido clonar e identificar una proteina transportadora después de varios afnos de
busqueda de dicho transportador, se duda de esta posibilidad, lo que ha llevado a diferentes
investigadores a proponer que la fuerza que genera que una simple difusién pasiva sea capaz de
eliminar rapidamente la AEA del espacio extracelular y concentrarla en el interior de la célula, seria
la rapida accion de la FAAH sobre la AEA internalizada (Deustch y cols., 2001). También se ha
propuesto que el mecanismo de transporte podria ser bidireccional y podria funcionar tanto para
introducir los eCBs liberados como para liberar estos compuestos tras su sintesis (Chicca y cols.,
2012). En cualquier caso, este es otro de los retos mas importantes en relacién con el estudio del

SCE, que esta pendiente de nueva investigacion.

Una vez dentro de la célula, los endocannabinoides son degradados a través de reacciones
enzimaticas produciéndose su inactivacién (Figuras 4 y 5). La anandamida es hidrolizada por la
enzima FAAH dando lugar a AA y etanolamina (Cravat y cols., 1996). Se trata de una serin-
hidrolasa anclada a membranas intracelulares, cuyo papel en la degradacion de NAEs fue
confirmado mediante la generacién de ratones knock-out para esta enzima, en los cuales se veia
reducida la actividad de FAAH del orden de 50-100 veces, en paralelo a un aumento de los niveles
de AEA y otras NAEs en cerebro de un orden de magnitud (Cravatt y cols., 2001). En el encéfalo,
la FAAH se localiza preferentemente en las neuronas postsinapticas siendo su distribucion, en
general, complementaria a la del receptor CB, (Egertova y cols., 1998; Ueda y cols., 2000), lo que
hace pensar que esta enzima podria tener un papel en la regulacién de la actividad del receptor
CB; (Gulyas y cols., 2004). En 2006 se identifico otra amido hidrolasa que compartia un 20% de
homologia con FAAH, con un perfil similar en cuanto inhibiciéon farmacolégica y especificidad de
sustrato, que fue llamada FAAH-2 (Wei y cols., 2006). Otros estudios han demostrado la presencia
de una hidrolasa lisosomal llamada N-aciletanolamina amidasa acida (NAAA), capaz de catalizar la
misma reaccion que FAAH a pH acido (4,5 - 5) y que no presenta homologia con FAAH y FAAH-2
(Ueda y cols., 2010).

Aunque el 2-AG también puede ser hidrolizado por la FAAH (Di Marzo y cols., 1998; Goparaju y
cols., 1999), la degradacién de este endocannabinoide se realiza fundamentalmente por la enzima
MAGL (Dinh y cols., 2002). La MAGL es una serin-hidrolasa que preferentemente hidroliza
monoacilgliceroles produciendo el acido graso correspondiente (AA en el caso del 2-AG) y glicerol.

Se expresa de forma heterogénea en el cerebro, encontrandose los niveles mas altos en las
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regiones donde el receptor CB; esta también presente, como el hipocampo, corteza cerebral y
cerebelo (Dinh y cols., 2002). Ademas de la MAGL, existen otras enzimas con capacidad de
hidrolizar 2-AG que se expresan en el cerebro, pudiendo ser responsables del 15% de la hidrdlisis
total de este endocannabinoide. Se han identificado dos hidrolasas con esta capacidad llamadas
a/B hidrolasa dominio 6 (ABHDG6) y a/f hidrolasa dominio 12 (ABHD12) (Savinainen y cols., 2012).
La MAGL se localiza en los terminales presinapticos de las neuronas, ABHDG6 en los postsinapticos

y ABHD12, se expresa fundamentalmente en células de microglia (Savinainen y cols., 2012).
1.5 Metabolismo oxidativo de los endocannabinoides

Al igual que el acido araquiddnico, aquellos eCBs que contienen este acido graso, pueden ser
oxigenados mediante (LOXs), ciclooxigenasas (COXs) y actividades hidroxilasas y lipooxigenasas
del complejo citocromo P450, dando lugar a leucotrienos, prostaglandinas y epoxidos (acido
epoxieicosatetraenoico, EET) e  hidroxiacidos (acidohidroxieicosatetraenoico, HETE)
respectivamente (Guindon y Hohmann, 2008; Zelasko y cols., 2015) (Figuras 4 y 5). Estas
reacciones enzimaticas no se consideran estrictamente reacciones de degradacién ya que, aunque
conducen a la inactivacion de los endocannabinoides, generan una gran cantidad de nuevas
moléculas con actividad sobre otras dianas moleculares (Guindon y Hohmann, 2008), que influyen
sobre la homeostasis celular y tisular participando en diversas funciones fisiolégicas como por
ejemplo: respuesta a la inflamacion, tono vascular, inmunidad o angiogénesis (Zelasko y cols.,
2015).

Se ha estudiado especialmente este metabolismo oxidativo para los casos de la AEA y el 2-AG. En
cuanto a las LOXs con capacidad metabdlica sobre estas moléculas, se ha descrito que sonla 12y
la 15-LOX. En concreto, la AEA puede ser metabolizada dando lugar a 12-HAEA y 15-HAEA,
metabolitos a los que se les ha atribuido la capacidad de inhibir la FAAH y de activar los receptores
TRPV1 (Van der Stelt y cols., 2002). El 2-AG también puede ser metabolizado por ambas LOXs
generandose el metabolito 15-HETE-G que tiene la capacidad de activar receptores PPARa (Kozak
y cols., 2002).

En cuanto a las COXs, se ha observado que la isoforma COX-2, inducible en respuesta a
estimulos inflamatorios en el SNC, es mas efectiva que la COX-1 en el metabolismo de
endocannabinoides (Kozak y cols., 2003). Tanto la AEA como el 2-AG pueden ser oxigenados in
vitro por la COX-2 (Yu y cols., 1997; Kozak y Marnett, 2002), en el caso de la AEA, dando lugar a
prostaglandina E2-etanolamida, también denominada prostamida E2, un metabolito que se une con
diferente afinidad a los receptores para prostaglandinas E2 (PGE-2) (Ross y cols., 2002); y, en el
caso del 2-AG, dando lugar a prostaglandina E2 éster de glicerol que produce hiperalgesia in vivo

(Hu y cols., 2008) y puede generar excitotoxicidad en el SNC (Sang y cols., 2007)
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1.6 Mecanismos de transduccién de senales
1.6.1 Mecanismos de transduccion de sefiales para los receptores CB, y CB,

La mayor parte de los efectos de los cannabinoides estan mediados por la activacion de los
receptores cannabinoides CB; y CB,. Ambos son GPCRs, por tanto acopados a proteina G con
capacidad de hidrolizar el nucleétido guanosina trifosfato (GTP). La activacién de la proteina G
implica cambios conformacionales que conducen a la liberacién de las subunidades de la proteina
G (Ga y GBy) que inician la activacion de cascadas de sefializacion intracelular. En general las vias

de senalizacion por activacion de ambos receptores cannabinoides son:

- Laregulacion de la enzima adenilato ciclasa (AC) implicada en la produccion de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc), nucledtido imprescindible para la activacion de la proteina
quinasa A (PKA). Normalmente los receptores cannabinoides estan acoplados a Gi/o y su
activacion supone una inhibicion de la AC y por consiguiente de la PKA (Childers y cols.,
1993). Sin embargo, en determinadas circunstancias, el receptor CB; puede estar
acoplado a proteinas Gs, dando lugar a una acumulacién de AMPc. Se ha observado que
esto sucede cuando el receptor CB, presenta mutaciones en el tercer bucle intracelular
(Ulfers y cols., 2002) o cuando las proteinas Gi/o son inactivadas por la toxina pertussis
(Abadiji y cols., 1999). A diferencia de lo que ocurre con los receptores CBy, los receptores

CB, no parecen acoplarse a Gs (Glass y Felder, 1997; Calandra y cols., 1999).

- La activacién de los receptores cannabinoides también desencadena que el dimero By
active la via de las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPKs) p44/42
(Bouaboula y cols., 1995b; Sanchez y cols., 1998b; Guzman y Sanchez, 1999; Davis y
cols., 2003; Carrier y cols., 2004; Palazuelos y cols., 2006), JNK y p38 (Rueda y cols.,
2000; Gertsch y cols., 2004; Herrera y cols., 2005), implicadas en diferenciacion,
crecimiento y muerte celular. También puede activarse la via de la fosfatidilinositol-3-
quinasa (PI3K) y la quinasa Akt, asociada con efectos pro-supervivencia (Gomez del
Pulgar y cols., 2000; Molina-Holgado y cols., 2002b; Samson y cols., 2003; Palazuelos y
cols., 2006, Sanchez y cols., 2003). Al actuar sobre la cascada de las quinasas, los
cannabinoides, pueden modular factores de transcripcion de las familias CREB/ATF,
Fos/Jun (ambos relacionados con la proliferacion y la muerte celular) y NFKB (implicado en
la regulacion de varios genes de inflamacion) (Herring y cols., 2001; Kaminski, 1998).
También se ha observado que los cannabinoides pueden activar genes de expresion
temprana como EGR-1 (Bouaboula y cols., 1995a), asi como vias de sefalizaciéon
caracteristicas de neurotrofinas y factores de crecimiento como NGF, BDNF o EGF
(Butovsky y cols., 2005; Sanchez y cols., 2003).

- Modulacion de la sintesis de novo del esfingolipido proapoptético ceramida, aumentando
su producciéon (Gomez del Pulgar y cols., 2002; Sanchez y cols., 1998b; Sanchez y cols.,
2001; Carracedo y cols., 2006). La acumulacion de ceramida permite la activacién de la

cascada de sefalizacion de ERK, promoviendo el arresto del ciclo celular y la apoptosis
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(Velasco y cols., 2012). A su vez, la acumulacion de ceramida produce una respuesta de
estrés en el reticulo endoplasmico que desencadena la induccion sucesiva de la proteina
de estrés p8, los factores de transcripcion ATF-4 y CHOP y la pseudoquinasa TRB3,

implicados en los procesos de muerte celular (Galve-Roperh y cols., 2008).

- Finalmente, se ha observado que los niveles de calcio intracelular aumentan (Sugiura y
cols., 1996, 1997; Zoratti y cols., 2003), y a través de las proteinas G, se activa la proteina
de membrana PLC. Una vez activada esta enzima, hidroliza el fosfatidil inositol 4,5-
bifosfato (PIP;), dando lugar a los segundos mensajeros inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y
DAG, los cuales estan involucrados en el aumento de la concentracion intracelular de
calcio por activacion de los receptores IP del reticulo endoplasmatico y en la activacion de
la proteina quinasa C (PKC), respectivamente (De Petrocellis y cols., 2007; Zoratti y cols.,
2003).

Ademas de las vias explicadas, existen otros mecanismos de sefializacién que son llevados a cabo
por la activacion del receptor CB;, pero no del receptor CB,. En concreto, la activacion del receptor
CB puede modular canales iénicos via Gi/o. Por un lado, se induce la activacion de los canales de
potasio tipo A (Childers y Deadwyler, 1996), asi como de canales GIRK (del inglés:G protein-
coupled inwardly-rectifying potassium channels) (Henry y Chavkin, 1995; Mackie y cols., 1995). Por
otro lado, la activacion del receptor CB; supone que la interaccion del dimero By de la proteina G
con determinados canales iénicos produzca su inhibicién, habiéndose observado inactivacion de
canales de calcio de tipo N, P y Q, asi como de canales de potasio D tras la activacion del receptor
CB; (Felder y cols., 1995).

El receptor CB4 también esta involucrado en la activacion de la enzima éxido nitrico sintasa (NOS)
constitutiva dependiente de calcio (Fimiani y cols., 1999, Stefano y cols., 2000), cuya accion
produce pequefias cantidades de 6xido nitrico (NO) que es responsable de la relajacion de la
musculatura lisa de los vasos sanguineos, de la transmisidon retrégrada y de la plasticidad
sinaptica. EI NO producido de forma constitutiva actia como un represor de la expresion de NFkB,
implicado en la regulacién de genes involucrados en procesos inflamatorios, como la NOS
inducible (iNOS) y la interleuquina de tipo 6 (IL-6) (Fimiani y cols., 1999). También se ha visto que
los cannabinoides pueden atenuar la induccion de iINOS ejercida por estimulos proinflamatorios

(Esposito y cols., 2006).

1.6.2 Mecanismos de transduccion de sefiales para otros receptores con los que

interaccionan los cannabinoides

Como se ha mencionado anteriormente algunos cannabinoides pueden unirse a otro tipo de
receptores distintos de los receptores CB4 y CB,, como el receptor metabotrépico GPR55. Cuando
este receptor es activado, se puede acoplar a Ga13 (Ryberg y cols., 2007; Henstridge y cols.,
2009), a Ga12 o a Gaq (Lauckner y cols., 2008), desencadenando cascadas de sefalizacion que
activan las vias de la PLC. Como consecuencia, se produce un aumento de calcio intracelular,

activacion de las proteinas G monoméricas Rac1, RhoA y Cdc42, de ROCK (una proteina quinasa
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de la familia AGC asociada a Rho), y de las MAPKs ERK y p38, que pueden inducir la activacion
de los factores de transcripcion NFAT, NFkB, CREB y ATF2 (Lauckner y cols.,2008; Henstridge y
cols.,2009, 2010; Kapur y cols.,2009; Oka y cols.,2010b). También se ha observado que GPR55
interacciona con GASP-1 y que esta interaccién determina la degradacion de GPR55 (Kargl y cols.,
2012a). Con respecto a otros GPCRs huérfanos como el GPR18 y el GPR119, se dispone de
menos informacién, pero se ha observado que tras la activacion de GPR18, se acopla a proteinas
Gilo y activa vias de sefalizaciéon de MAPKs, como p44/42 y JNK (Kohno y cols., 2006; McHugh y
cols., 2010); mientras que la activacion de GPR119 da lugar a un aumento en la concentracion de

AMPc intracelular, al estar acoplado a proteinas Gs (Godlewski et al., 2009).

Otros receptores involucrados en la actividad cannabinoide son los ya mencionados TRP, cuya
activacion por cannabinoides produce un aumento en la concentracion de calcio intracelular,
desencadenando respuestas celulares involucradas en estimulaciéon sensorial, dolor e inflamacién
(Roberts y cols., 2002; De Petrocellis y Di Marzo, 2010).

Por ultimo, la activacion de los receptores PPARs por cannabinoides regula la expresion de genes,
como por ejemplo, el factor NFkB, lo que implica una disminucion de la expresion de iNOS o COX-
2, entre otros (Sun vy cols., 2006, 2007).

1.6.3 Oligomerizacion de los receptores cannabinoides

Otra cuestion importante en relacién con los receptores cannabinoides es que se ha descrito que
pueden interaccionar entre ellos y/o con otros receptores acoplados a proteinas G formando
dimeros o incluso trimeros (Ferré, 2015). Se ha observado la formacidon de homodimeros para el
receptor CB; (Wager-Miller y cols., 2002; Mackie, 2005a); sin embargo, aun no se ha demostrado
la formacién de estas estructuras para el receptor CB,. Lo que si se ha observado es la formacién
de heterébmeros entre ambos receptores cannabinoides (Callén y cols., 2012), asi como del
receptor CB, con otros receptores que utilizan sistemas efectores similares, como los receptores
opioides (familias p y ®) (Rozenfeld y cols., 2012; Hojo y cols., 2008; Rios y cols., 2006; Bushlin y
cols., 2012), de dopamina (Akirav y cols., 2011), adenosina (Bonaventura y cols., 2014),
angiotensina (Rozenfeld y cols., 2011), serotonina SHT2A (Vidals y cols., 2015), GPR55 (Martinez-
Pinilla y cols., 2014; Kargl y cols., 2012b), y orexina (Ward y cols., 2011; Jantti y cols., 2014). De
igual modo se ha observado la formacion de heterémeros del receptor CB, con otros receptores
como GPR55 (Balenga y cols., 2014; Moreno y cols, 2014), con 5HT1A (Pazos y cols., 2013) y con
HER2 (Pérez-Gomez y cols., 2015). La formacion de homodimeros y heterodimeros puede afectar
a la respuesta tras la union del ligando al receptor cannabinoide, aumentando o revirtiendo la
sefalizacion mediada por un Unico receptor, lo que influye en la farmacologia de ese receptor en
dependencia de que esté formando heterémeros o no (Ferré y cols., 2009). Por ello, parece
necesario avanzar en la identificacion de las funciones biolégicas que supone la formaciéon de

estas estructuras y sus consecuencias a nivel farmacolégico.
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2 Farmacologia del Sistema Cannabinoide

Desde que se descubrid la estructura del A%-THC, una parte importante de la investigaciéon en
cannabinoides, se ha dirigido hacia la obtencién de compuestos analogos con mejores
caracteristicas farmacoldgicas que este compuesto natural. Estudios de relacién estructura-
actividad han permitido obtener compuestos cannabimiméticos con mayor afinidad y especificidad
por los receptores cannabinoides (Tabla 1). Debido a la amplia farmacologia que se ha generado
en la de investigacion con cannabinoides, se han desarrollado distintos criterios para clasificar las
moléculas capaces de modular el SCE: bien por su naturaleza o procedencia, bien por su
estructura quimica, o bien por su actividad farmacolégica. En este trabajo se han clasificado
atendiendo primero a la acciéon farmacolégica que producen estos ligandos, es decir, si son
agonistas, antagonistas/agonistas inversos, moduladores alostéricos o agonistas indirectos y, en

un segundo orden de clasificacion, se ha atendido a su estructura quimica.
21 Agonistas de receptores CB; y CB,

Los compuestos que activan los dos receptores cannabinoides con una potencia relativamente
similar (Figura 6) se pueden clasificar dentro de uno de los siguientes grupos: cannabinoides

clasicos, cannabinoides no clasicos, aminoalquilindoles y eicosanoides.
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Figura 6. Estructura quimica de los cannabinoides agonistas de ambos receptores mas representativos de las
diferentes familias quimicas.

2.1.1 Cannabinoides clasicos

Este grupo incluye los principales fitocannabinoides (Figura 7), compuestos con estructura de
dibenzopirano y una cadena alifatica, entre los que cabe destacar el A’-THC, que tiene elevada
afinidad por ambos receptores (Tabla 1), aunque presenta una eficacia moderada, comportandose
como un agonista parcial (Petitet y cols., 1998); y el AB-THC que presenta mayor afinidad por

ambos receptores cannabinoides que el A-THC (Tabla 1).
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Figura 7. Estructura quimica de los principales fitocannabinoides.

En este grupo también se incluyen cannabinoides sintéticos como el HU-210 (analogo del A®-~
THC, ver Figura 6), que presenta mayor afinidad por ambos receptores cannabinoides (Tabla 1), y
se trata de uno de los agonistas mas potentes caracterizados (Ottani y Giuliani, 2001), efecto
atribuido a la sustitucion de la cadena alifatica de 5 carbonos del A>~THC por un di-metil-heptilo.
Otro ejemplo, es el O-1057 (ver figura 6), un derivado de A’-THC, con mayor solubilidad en medio
acuoso, pudiendo interaccionar con los receptores cannabinoides, cuando se usa como unico

vehiculo agua o suero salino (Pertwee y cols., 2000).
21.2 Cannabinoides no clasicos

Los cannabinoides no clasicos son analogos sintéticos biciclicos y ftriciclicos del A%-THC que
carecen de anillo pirano. Entre ellos destaca el CP-55,940 (Figura 6) que posee una estructura
biciclica y tiene una eficacia relativamente alta, unas 5 veces mas potente que el A’-THC, aunque

al igual que éste, es activo sobre ambos tipos de receptores cannabinoides (Tabla 1).
2.1.3 Aminoalquilindoles

A principios de los anos 90, los aminoalquilindoles fueron identificados como ligandos
cannabinoides (D’Ambra y cols., 1992). Estos compuestos son derivados de la pravadolina e
inicialmente fueron empleados como moléculas antiinflamatorias no esteroideas, siendo el
WIN55,212-2 su principal representante como cannabimimético (Richter y Loscher, 1994). Su
actividad farmacologica en ensayos in vivo es similar a la del A°-THC, aunque existen evidencias
de que el WIN55,212-2 interacciona con los receptores cannabinoides de manera distinta a como
lo hacen los analogos clasicos y no clasicos (Pertwee 1997, 2010). También parecen ser diferentes
sus propiedades farmacocinéticas, el WIN55,212-2 es de accion mas rapida y menos duradera que
el A°-THC. Su afinidad es mayor por el receptor CB, que por el CB4 (Tabla 1) y, al igual que el
CP55,940, la eficacia es relativamente alta (Breivogel y Childers, 2000).
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2.1.4 Eicosanoides

Dentro de este grupo se encuentran los derivados del AA o de otros acidos grasos polinsaturados.
Como ya se ha comentado con anterioridad, entre ellos los mejor caracterizados son los
endocannabinoides AEA y 2-AG, que presentan afinidad por ambos receptores, ligeramente
superior sobre el receptor CB, (Tabla 1), aunque la eficacia es bastante baja. El problema de estos
compuestos es su estabilidad, ya que son facilmente hidrolizables y eso determina su actividad
bioldgica. Cuando se usan inhibidores de la hidrolisis enzimatica en los ensayos de
afinidad/eficacia, la AEA llega a unirse a los receptores cannabinoides en un rango parecido al del
A°-THC. Un analogo de la AEA mas resistente a la hidrdlisis enzimatica como la metanandamida
(met-AEA) (Figura 8), eleva la afinidad por los receptores cannabinoides aunque principalmente a

nivel del receptor CB4, lo que la hace ser relativamente selectiva (ver mas adelante).
2.2 Agonistas selectivos del receptor CB,

Las primeras investigaciones dirigidas al desarrollo de cannabinoides selectivos para el receptor
CB, (Figura 8), se basaron en modificaciones de la estructura de la AEA. Se desarrollaron distintas
estrategias para aumentar su selectividad, como la modificacién del grupo polar de la AEA,
obteniéndose el araquidonoil-2 -cloroetilamida (ACEA) o araquidonilciclopropilamida (ACPA)
(Hillard y cols., 1999), o bien mediante la metilacion de la anandamida, que dio lugar a la met-AEA
(Abadji y cols., 1994), o su analogo O-1812, que ademas de esta metilacion presenta un grupo
ciano (Di Marzo y cols., 2001a). Es importante destacar, que la metilacion en el caso de la met-
AEA como en 0-1812 hace que, como se ha mencionado antes, presenten mayor resistencia a la
accion hidrolitica de la enzima FAAH, lo que no sucedia en el caso de ACEA y ACPA, a pesar de
ser, junto con el O-1812 (Di Marzo y cols., 2001a), los agonistas selectivos del receptor CB; con
mayor afinidad por este receptor (Hillard y cols., 1999). Por ello, se procedi6 a metilar la ACEA, con
la intenciéon de mantener una elevada afinidad por el receptor y de disminuir la capacidad hidrolitica
de FAAH sobre la molécula y, aunque si se consiguid lo segundo, la afinidad por el receptor se vio
disminuida del orden de 20 veces con respecto a la propia ACEA (Jarrahian y cols., 2000). Otro
endocannabinoide que presenta una elevada y selectiva afinidad por el receptor CB, es el 2-AGE,
que tiene una eficacia similar a la del CP55,940 aunque una potencia menor (Hannus y cols.,
2001).

NH'\_",CI
Met-AEA
o : OH
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—_ _ = —_— _ OH
0-1812 2-AGE

Figura 8. Estructura quimica de los principales agonistas selectivos del receptor CB.
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Tabla 1. Principales ligandos cannabinoides y sus valores de K; para ambos receptores cannabinoides,
obtenidos en ensayos in vitro de desplazamiento de [3H]-CP55,94O o [3H]-HU243 en distintos soportes
bioldgicos con sitios de unién especificos de los receptores CB4 o CB,.

K; rCB, K rCB; Selectividad Selectividad

Ligando (nM) (nM) CB, +CB, Referencia
Agonistas de ambos receptores cannabinoides
A>-THC 5,1 3,1 0,6 1,6 Iwamura y cols., 2001
353 3,9 0,1 9,1 Rinaldi-Carmona y cols., 1994
39,5 40 1 1 Bayewitch y cols., 1996
21 36,4 1,7 0,6 Showalter y cols., 1996
53,3 75,3 1,4 0,7 Felder y cols., 1995
80,3 322 0,4 2,5 Rhee y cols., 1997
AS-THC 44 44 1 1 Huffman y cols., 1999
47,6 39,3 0,8 1,2 Busch-Petersen y cols., 1996
HU-210 0,1 0,5 8,6 0,1 Felder y cols., 1995
0,1 0,2 1,7 0,6 Rhee y cols., 1997
0,7 0,2 0,3 33 Showalter y cols., 1996
0-1057 44 11,2 2,6 0,4 Pertwee y cols., 2000
CP-55,940 5 1,8 0,4 2,8 Ross y cols., 1999a
3,7 2,6 0,7 1,5 Felder y cols., 1995
1,4 14 1 1 Rinaldi-Carmona y cols., 1994
0,6 0,7 1,2 0,8 Shownalter y cols., 1996
0,5 2,8 5,6 0,2 Hillard y cols., 1999
WIN55,212_2 9,9 16,2 1,6 0,6 Rinaldi-Carmona y cols., 1994
44 1,2 0,3 3,7 Hillard y cols., 1999
1,9 0,3 0,1 6,8 Showalter y cols., 1996
62,3 33 0,1 18,9 Felder y cols., 1995
123 41 0 30 Shire y cols., 1996a
AEA 61 93 1,5 0,7 Lin y cols., 1998
89 371 42 0,2 Showalter y cols., 1996
543 940 1,7 0,6 Felder y cols., 1995
71,7 279 39 0,3 Hillard y cols., 1999
252 581 2,3 0,4 Mechoulam y cols., 1995
2-AG 472 1400 3 0,3 Mechoulam y cols., 1995
58,3 145 2,5 0,4 Ben-Shabat y cols., 1998
Agonistas selectivos del receptor CBy
ACEA 1,4 > 2000 > 1428,6 - Hillard y cols., 1999
53 195 36,9 - Lin y cols., 1998
ACPA 2,2 715 325 - Hillard y cols., 1999
metanandamida 17,9 868 48,5 - Lin y cols., 1998
20 815 40,8 - Khanolkar y cols., 1996
28,3 868 30,7 - Goutopoulos y cols., 2001
0-1812 34 3870 1138,2 - Di Marzo y cols., 2001a
noladin éter 21,2 > 3000 > 141,5 - Hanus y cols., 2001
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Ligando K; rCB, K; rCB; Selectividad Selectividad Referencia
(nM) (nM) rCB, rCB;
Agonistas selectivos del receptor CB;
JWH-133 677 3,4 - 199,1 Huffman y cols., 1999
JWH-051 1,2 0 - 37,5 Huffman y cols., 1996
JWH-139 2290 14 - 163,6 Huffman y cols., 1998
1.-759,633 1043 6,4 - 163 Ross y cols., 1999a
15850 20 - 792,5 Gareau y cols., 1996
1.-759,656 4888 11,8 - 414,2 Ross y cols., 1999a
> 20000 19,4 - >1030,9 Gareau y cols., 1996
HU-308 > 10000 22,7 - > 440,5 Hanus y cols., 1999
HU-910 1400 6 - 2333 Horvath y cols., 2012
0-3223 1115 14,7 - 75,9 Kinsey y cols., 2011
JWH-015 383 13,8 - 27,8 Showalter y cols., 1996
1-768,242 1917 12 - 159,8 Gallant y cols., 1996
AM-1241 280 3,4 - 82,4 Ibrahim y cols., 2003
Antagonistas / agonistas inversos del receptor CBy
SR141716A 11,8 13200 1118,6 - Felder y cols., 1998
11,8 973 82,5 - Felder y cols., 1995
12,3 702 57,1 - Shownalter y cols., 1996
56 =~ 1000 > 1786 i Rinaldi Cirggzna y cols.,
Rinaldi-Carmona y cols.
2 >1000 > 505, - ald nggz Ly eons
1,8 514 285,6 - Ruiu y cols., 2003
AM-251 7,5 2290 305,7 - Lan y cols., 1999a
AM-281 12 4200 350 - Lany cols., 1999b
SR147778 35 400 1143 i Rinaldi-Carmona y cols.,
2004
LY-320135 141 14900 105,7 - Felder y cols., 1998
MK-0364 0,13 170 1307,7 - Fong y cols., 2007
Antagonistas / agonistas inversos del receptor CB;
SR144528 437 0.6 i 7283 Rinaldi-Carmona y cols.,
1998a
>10000 5,6 - > 1785,7 Ross y cols., 1999a
70 0,3 - 250 Ruiu y cols., 2003
50,3 2 - 253 Iwamura y cols., 2001
AM-630 5152 31,2 - 165,1 Ross y cols., 1999a
JTE-907 2370 35,9 - 66 Iwamura y cols., 2001
Antagonistas neutros CB; o CB»
NESS-0327 0,00035 21 60000 - Ruiu y cols., 2003
AM-4113 0,89 92 103,4 - Sink y cols., 2008
0-2050 2,5 0,2 0,1 12,5 Wiley y cols., 2011
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2.3 Agonistas selectivos del receptor CB,

También se han disefiado y sintetizado agonistas selectivos del receptor CB, siguiendo diferentes
estrategias. Por un lado, se han hecho modificaciones a partir de la estructura de algunos
fitocannabinoides. Este es el caso de los siguientes compuestos: JWH-133 (Huffman y cols., 1999),
JWH-051 (Huffman y cols., 1996), JWH-139 (Huffman y cols., 1998), L-759,633 y L-759,656 (Ross
y cols., 1999a), HU-308 (Hanus y cols., 1999) HU-910 (Horvath y cols., 2012) y 0-3223 (Kinsey y
cols., 2011) (Ver Figura 9), todos ellos con elevada potencia y selectividad por el receptor CB,
(Tabla 1). Por otro lado, se ha utilizado la estructura de aminoquilindoles modificando distintos
sustituyentes, en los compuestos: JWH-015 (Showalter y cols., 1996), L-768,242 (Gallant y cols.,
1996) y AM-1241 (lbrahim y cols., 2003) (Ver Figura 9 y Tabla1). Se ha observado que los
compuestos AM-1241 y L-768,242 pueden comportarse como “protean agonist”, es decir, que en
funcion del tejido/célula donde se evalle su efecto bioldgico y el tono basal de activaciéon del
receptor cannabinoide, este ligando puede actuar como agonista 0 como antagonista (Mancini y
cols., 2009). La mayoria de estos compuestos estan desprovistos de los efectos psicoactivos
derivados de los cannabinoides, dado que tienen muy poca o nula afinidad por el receptor CB4, por
lo que representan una buena alternativa para el tratamiento de algunos trastornos neurolégicos,
donde la activacién/inhibicién del receptor CB; puede representar un problema (Sagredo y cols.,
2007).
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Figura 9. Estructura quimica de los principales agonistas selectivos del receptor CB..
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2.4 Antagonistas / agonistas inversos del receptor CB,

El primer antagonista del receptor CB,, capaz de revertir los efectos producidos por la activacion de
este receptor, tanto in vitro como in vivo, fue el SR141716A, también conocido como rimonabant,
un diarilpirazol sintetizado por primera vez en 1994 por investigadores de la compania francesa
Sanofi-Synthelabo (Rinaldi-Carmona y cols, 1994). Se han llevado a cabo muchos estudios acerca
de esta familia de diarilpirazoles para el desarrollo de nuevas moléculas con capacidad de
antagonizar el receptor CB, (Figura 10), como el AM-251 (Gatley y cols., 1996), el AM-281 (Gatley
y cols., 1998) y el SR147778, también conocido como surinabant (Rinaldi-Carmona y cols., 2004).
Por otro lado, se han desarrollado moléculas a partir de otras estructuras que también tienen
capacidad antagonista selectiva del receptor CB; (Figura 10), como es el caso del LY-320135, una
molécula con estructura de benzofurano (Felder y cols., 1998) o el MK-0364 (Fong y cols., 2007),
también conocido como taranabant. De todos ellos, el LY-320135 es el que presenta menor
afinidad por el receptor CB; (Tabla 1). Algunos tienen afinidad por receptores no-cannabinoides
como el AM-251 y el AM-281, que presentan afinidad en rango submicromolar por los receptores
muscarinicos y de serotonina 5HT, (Howlett y cols., 2002; Pertwee, 1999). Debido a su buena
selectividad (Tabla 1) y a que fue el primero en ser desarrollado, el SR141716A es el antagonista
selectivo del receptor CB;y mas empleado en investigacion (Pertwee, 2010). Incluso se desarrollé
su uso en clinica para el tratamiento de la obesidad y el sindrome metabdlico, formulado como
Acomplia® (Topol y cols., 2010), pero problemas de depresién/suicidio en algunos pacientes
tratados con rimonabant detectados en los estudios de seguimiento del farmaco llevaron a su
retirada en 2008. Dichos efectos secundarios se deben a que estos antagonistas no soélo previenen
o atenuan los efectos farmacoldgicos de los agonistas cannabinoides, sino que provocan por si
solos efectos contrarios a los evocados por los agonistas cannabinoides. Al principio, este efecto
se atribuyé a un bloqueo del tono cannabinoide enddégeno, aunque actualmente se asume que
estos antagonistas tienen ademas la capacidad de comportarse como agonistas inversos (Pertwee,
2005a; Pertwee y cols., 2010).

2.5 Antagonistas / agonistas inversos del receptor CB,

La primera molécula sintetizada con capacidad de revertir los efectos provocados por la activacion
del receptor CB, fue el diarilpirazol SR144528 (Figura 11), también desarrollada por Sanofi-
Synthelabo (Rinaldi-Carmona y cols, 1998). Esta molécula presenta afinidad selectiva por el
receptor CB, y una elevada potencia como antagonista. Al igual que el rimonabant y otros
diarilpirazoles que son antagonistas/agonistas inversos selectivos del receptor CB4, el SR144528
también se comporta como agonista inverso del receptor CB,, pudiendo provocar por si mismo
efectos inversos a los compuestos agonistas de este receptor (Howlett y cols., 2002; Pertwee y
cols., 2005; Pertwee, 1999). Otro antagonista del receptor CB, es el aminoalquilindol AM-630
(Ross y cols., 1999a) (Figura 11). Del mismo modo que ocurre con los agonistas AM-1241 y L-
768,242, el AM-630 puede comportarse como “protean agonist” (Bolognini y cols., 2012). Por
ultimo, el JTE-907 (lwamura y cols., 2001) es una molécula mas desconocida y menos utilizada

que las dos anteriores que actia como agonista inverso para el receptor CB, (Figura 11).

62



Introduccion

Q fN 7
NH MH MH
- ‘. f o\
cl &l ' I cl
cl

SR141T16A AM-251 AM-281
() .
o N Il
NH
A i
L\ o, .M
_}‘N M | = F
[ O P
Br cl o o FF
|
Cl

SR147778 LY-320135 Mk-0364

——

Figura 10. Estructura quimica de los principales antagonistas/ agonistas inversos selectivos del receptor CB1.
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Figura 11. Estructura quimica de los principales antagonistas/ agonistas inversos selectivos del receptor CB..

2.6 Antagonistas neutros de los receptores cannabinoides

En la actualidad existe un considerable interés en la posibilidad de desarrollar potentes
antagonistas neutros de los receptores CB, y CB,, es decir, moléculas con elevada afinidad y
selectividad por los receptores CB; o CB, que carezcan de actividad como agonistas inversos. Se

trabaja en encontrar moléculas con este perfil para el receptor CB,, basadas en carboxiamidas
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bifenilicas (Bertini y cols., 2015), pero el avance ha sido escaso hasta la fecha. En cuanto al
receptor CB; la investigacion esta un poco mas desarrollada. Se han sintetizado moléculas como el
NESS-0327, un andalogo del SR141716A (Figura 12; Rui y cols., 2003), el AM-4113 (Bergman y
cols, 2008) o el derivado del cannabidiol (CBD) 0O-2654 (Thomas y cols., 2004, 2007). En la
busqueda de este tipo de moléculas se observd que la sulfonamida O-2050 presentaba
antagonismo neutro para ambos receptores cannabinoides (Figura 12; Wiley y cols., 2002). Hay
que mencionar que el desarrollo de estos antagonistas neutros del receptor CB4, se ha apoyado en
la necesidad de solucionar los problemas de agonismo inverso del rimonabant que provocaba sus
efectos secundarios en el tratamiento de los pacientes obesos. También se ha trabajado en el
desarrollo de antagonistas del receptor CB; que no atraviesan la BHE y que sélo fueran activos
sobre los procesos periféricos mediados por el receptor CB4, cuyo bloqueo tiene efectos positivos
en la regulacion de la ingesta y en el balance energético (Sharma y cols., 2015). Los resultados
hasta la fecha no han sido especialmente prometedores (Fulp y cols., 2012, 2013; Cumella y cols.,
2012; Rovér y cols., 2013).

o

Cl
NESS-0327 0-2050

Figura 12. Estructura quimica de los principales antagonistas neutros de los receptores cannabinoides.

2.7 Moduladores alostéricos

En los apartados anteriores se han descrito los distintos tipos de ligandos cannabinoides y la
afinidad que presentan por los receptores CB; y CB,. Muchos de estos ligandos han sido
disenados, sintetizados y caracterizados como posibles compuestos con utilidad terapéutica por su
capacidad de unirse al sitio ortostérico de los receptores cannabinoidesy los efectos beneficiosos
que ello podria implicar en determinadas patologias. Sin embargo, en los ultimos afios, el estudio y
busqueda de potenciales moduladores alostéricos de los receptores CB, y CB, han surgido como
una propuesta farmacolégica muy atractiva en el campo de los cannabinoides (Shore y cols., 2014;
Picone y Kendall., 2015). Esto se debe a que los moduladores alostéricos interactian con sitios

que son topograficamente distintos al sitio ortostérico, modulando las respuestas farmacolégicas
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clasicas (May y cols., 2007). En muchos casos, estos moduladores alostéricos podrian aumentar
eficacia y selectividad respecto a sus efectos bioldgicos, y, sobre todo, reducir algunos de los
efectos secundarios detectados con compuestos activos sobre los sitios ortostéricos (Abood,
2016).

Un derivado indol-2-carboxiamida denominado ORG27569 (Figura 13) fue la primera molécula
identificada como prototipo de modulador alostérico positivo del receptor CB4 (Price y cols., 2005),
capaz de aumentar la union ortostérica de CP55,940 al receptor CB;,, aunque disminuye su eficacia
agonista en las respuestas mediadas por Ga (Baillie y cols., 2013). Existen otras moléculas
derivadas de ORG27569, como ORG27759 y ORG29647 que también presentan esta capacidad
de modular alostéricamente el receptor CB4, potenciando la union del CP55,940 a este receptor
(Price y cols., 2005), asi como los derivados LDK1256 y LDK1258 (Cawston y cols., 2015;
Mahmoud y cols., 2013; Khurana y cols., 2014). La modificacién de otro tipo de estructuras
quimicas con esta capacidad de modular alostéricamente la activacion del receptor CB; ha dado
lugar a los compuestos PNSCBAM-1 (Horswill y cols., 2007) y RTI371 (Navarro y cols., 2009), (ver
Figura 13). Por ultimo, la molécula enddgena lipoxina A4, también parece actuar como modulador
alostérico positivo del receptor CB; (Pamplona y cols., 2012). En cuanto al receptor CB,,
actualmenteno hay descrito ningin modulador alostérico (Picone y Kendall, 2015), aunque es un

campo de investigacion que esta despertando mucho interés (Cawston y cols., 2015).
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Figura 13. Estructura quimica de algunos moduladores alostéricos del receptor CB1
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2.8 Agonistas indirectos de los receptores cannabinoides

Frente a los clasicos ligandos de los sitios ortostéricos de los receptores CB; y CB, y la novedad
que representan los nuevos moduladores alostéricos, también en el caso del SCE se han
desarrollado inhibidores del proceso de inactivacion de los eCBs, que se pueden clasificar como
agonistas indirectos de los receptores cannabinoides. En primer lugar se han disefiado vy
sintetizado inhibidores del transportador de membrana, con el fin de impedir la recaptacion de los
eCBs (Goutopoulos y Makriyannis, 2002). Es cierto, que se trata de uno de los elementos del SCE
que no ha podido ser identificado todavia y del que se tiene dudas de si existe o no (ver seccién
1.4). Sin embargo, el hecho concreto es que se han podido desarrollar inhibidores del proceso de
recaptacion, como el AM404 (Jarrahian y cols., 2000), el VDM11 (De Petrocellis y cols., 2000) o el
UCM707 (LOpez-Rodriguez y cols., 2003), todos ellos con estructura eicosanoide. Estos
compuestos son activos, tanto in vitro como in vivo, en la elevacion del tono endocannabinoide, lo
que se ha considerado como una prueba a favor de la existencia de este mecanismo de
transporte/recaptacion de eCBs como primer elemento en el proceso de inactivacion de estos
ligandos enddgenos. También se han sintetizado inhibidores de las enzimas responsables de la
hidroélisis de los eCBs, en particular de la enzima FAAH y de las MAGLs (Pertwee, 2013). En
relacion a la enzima FAAH, el inhibidor mas utilizado es el URB597 (Piomelli y cols., 2006) y, en el
caso de MAGL, los mas empleados serian JZL184 (Long y cols., 2009) y URB602 (Hohmann vy
cols., 2005). No obstante, ya que el desarrollo y evaluaciéon de estos “agonistas indirectos” no ha
sido objetivo de esta Tesis Doctoral, nos limitamos a una descripcién resumida de este tipo de

moléculas.
29 Ligandos de los nuevos receptores cannabinoides.

Aunque tampoco ha sido el objetivo de esta Tesis Doctoral, haremos una mencién muy breve al
hecho de que el descubrimiento de nuevos receptores, relacionados directa o indirectamente con
el SCE, como los casos de los receptores huérfanos GPR55 y GPR18, los receptores ionotrépicos
TRP vy los receptores nucleares PPARs, ha animado a investigar la actividad de los ligandos
clasicos CB4/CB, sobre estos receptores, asi como a desarrollar y sintetizar nuevos ligandos con
actividad por alguno de ellos, pero sin actividad CB,/CB,. En la Tabla 2 se recogen algunos de los

datos mas representativos en esta linea.
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Tabla 2. Principales nuevas dianas de cannabinoides y sus ligandos mas representativos.

Actividad sobtre nuevas

Actividad sobte

Ligando dianas cannabinoides CB;/CB, Referencias
Receptor GPR55
: Oka y cols., 2007; Kapur y cols., 2009; Whyte y cols.,
LPI Agonista GPR55 NO 2009; Hestridge y cols., 2009
. . Ryberg y cols., 2007; Lauckner y cols., 2008;
AEA Agonista GPRSS Agonista CB1/CB, Waldeck-Weiermair y cols., 2008; Henstridge y cols.
2009
-AG Agonista GPR55 Agonista CB1/CB, Ryberg y cols., 2007; Henstridge y cols. 2009
AY-THC Agonista GPR55 Agonista CB;/CB; Ryberg y cols., 2007; Lauckner y cols., 2008; Yin y
cols., 2009
CBD Antagonista GPR55 NO Ryberg y cols., 2007; Whyte y cols., 2009
. Ryberg y cols., 2007; Johns y cols., 2007; Whyte y
O-1602 Agonista GPR55 NO cols., 2009; Waldeck-Weiermair y cols., 2008
CP55,940 Agonista GPR55 Agonista CB1/CB; Ryberg y cols., 2007
Aconista/Antagonista Avonista inverso Lauckner y cols., 2008; Waldeck-Weiermair y cols.,
SR141716 8 & & 2008; Hestridge y cols., 2010; Kapur y cols., 2009;
GPR55 CB; )
Yin y cols., 2009
. Agonista inverso Ryberg y cols., 2007; Hestridge y cols., 2009, 2010;
AM251 Agonista GPR55 CB; Kaput y cols., 2009; Yin y cols., 2009
noladin éter Agonista GPR55 Agonista CBj Ryberg y cols., 2007
virodamina Agonista GPR55 .Agomsta . Ryberg y cols., 2007
patcial/antagonista
CB, y Agonista CB»
OEA Agonista GPR55 Entourage CB, Ryberg y cols., 2007
PEA Agonista GPR55 Entourage CB, Ryberg y cols., 2007
Receptor GPR18
. Kohno y cols., 2006; Bradshaw y cols., 2009; McHugh
NaGly Agonista GPRI8 NO y cols., 2010, 2012a, 2012b; Console-Bram y cols., 2014
A-THC Agonista GPR18 Agonista McHugh y cols., 2012a; Rempel y cols., 2013; Console-
CB;/CB;
Bram y cols., 2014
Abn-CBD Agonista GPR18 NO McHugh y cols., 2010; Cadwell y cols., 2013; Console-
Bram y cols., 2014
0O-1602 Agonista GPR18 NO McHugh y cols., 2010; Console-Bram y cols., 2014
A ista/ Agoni
0-1918 ntag"gifﬁ/i A NO McHugh y cols., 2010; Cadwell y cols., 2013; Console-

Bram y cols., 2014
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Actividad sobre nuevas

Actividad sobre

Ligando dianas cannabinoides CB,/CB; Referencias
Receptor TRPV1
Capsaicina Activador de TRPV-1 NO Caterina y cols., 1997; Szallasi y cols., 1993; Hui y cols.,
2003
pH acido Activador de TRPV-1 NO Caterina y cols., 1997; Tominaga y cols., 1998
T* > 43°C Activador de TRPV-1 NO Caterina y y cols., 1997; Tominaga y cols., 1998
Voltaje Activador de TRPV-1 NO Gunthorpe y cols., 2000; Piper y cols., 1999
12-y 15- Activador de TRPV-1 NO Hwang y cols., 2000
HPETEs
5-y15-HETEs  Activador de TRPV-1 NO Hwangy cols., 2000
PIP, Inhibidor de TRPV-1 NO Chuang y cols., 2001
. Agonista Zygmunt y cols., 1999; Van der Stelt y Di Marzo, 2004;
AEA Activador de TRPV-1 CB./CB, Bradshaw y Walker, 2005; Movahed y cols., 2005
NADA Activador de TRPV-1 Agonista CB, Huang y cols., 2002; Van der Stelt y Di Marzo, 2004;
Bradshaw y Walker, 2005
CBD Activador de TRPV-1 NO Bisogno y cols., 2001; Ligresti y cols., 2006
OEA Activador de TRPV-1 Entourage CB, Ahern., 2003; Movahed y cols., 2005
LEA Activador de TRPV-1 Entonrage CBy Movahed y cols., 2005
. N- . Activador de TRPV-1 NO Movahed y cols., 2005
oleoildopamina

Receptores PPAR

Fibratos como:
fenofibrato y
bezafibrato
WY-14643
GW7647
CP 775146
GW 6471

GW0742

GW501516

L-165,041

GSK 0660

GSK 3787

15-deoxy-A!214-
prostaglandina ]2

Agonistas PPARx
Agonista PPAR«
Agonista PPARx
Agonista PPARx
Antagonista PPAR«

Agonista PPARB
Agonista PPARB

Agonista PPARJ

Antagonista PPARJ

Antagonista PPARJ

Agonista PPARy

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Koufany y cols., 2014; Terasawa y cols., 2015
Collino y cols., 2006; Karimian Azari y cols., 2013
Brown y cols., 2001
Kane y cols., 2009
Xu y cols., 2002; Abu Aboud y cols., 2013, 2015
Graham y cols., 2005; Toral y cols., 2015, Niu y cols.,
2015
Chen y cols., 2015; Serrano-Marco y cols., 2012; Wang
y cols., 2015
Lim y cols., 2009

Hack y cols., 2012; Quintela y cols., 2012

Palkar y cols., 2010; Hack y cols., 2012

Soares y cols., 2005; Collin y Thiemermann, 2003;
Rohn y cols., 2001
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Actividad sobre nuevas

Actividad sobre

Ligando dianas cannabinoides CB:/CB; Referencias
Receptores PPAR
tiazolidinedionas
como: Koufany y cols., 2014; Lamounier y cols., 2013;
pioglitazona, Agonistas PPARy NO Celinski y cols., 2013; Bolden y cols., 2012; Hasegawa-
rosiglitazona, y Mortiyama y cols., 2013
troglitazona
526948 Agonista PPARy NO Carmona y cols., 2007; Sohn y cols., 2009
GW9662 Antagonista PPARy NO Seargent y cols., 2004; Collin y cols., 2006
'T0070907 Antagonista PPARy NO Zaytseva y cols., 2011; Collin y cols., 2006
azPC Agonista PPARy NO Davies y cols, 2001
AEA Agonista PRARa Y ggofgg‘ Bouaboula y cols., 2005; Sun y cols., 2006, Gasperi y
gonista v 12 cols., 2007, Rockwell y Kamisnki, 2004
. Agonista
2-AG Agonista PPARy CB./CB, Rockwell yeols., 2006; Bouaboula y cols., 2005
noladin éter Agonista PPARy Agonista CBj Rockwell y cols., 2006
WIN55,212-2 Agonista PPAR« y é\go;l(l:sga Downer y cols, 2012; Hong y cols., 2013; Giuliano y
Agonista PPARy ! ? cols., 2009
. Agonista O’Sullivan y cols., 2005, 2006
9_ ) )
A-THC Agonista PPARy CB,/CB,
CBD Agonista PPARy NO O’Sullivan y cols., 2009
Acido ajulémi Agonista PPAR Agonista Liuy cols., 2003
cido ajulémico gonista Y CB,/CB, uy cols.,
PEA Agonista PPARx Entourage CB;1 Lo Verme y cols., 2005; D"Agostino y cols., 2007, 2009
OFA Agonista PPARx Entonrage CB, Fuy c ols., 2003, 2005; Sun y cols., 2006; Guzman y

cols., 2004
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3 Papel fisiolégico del Sistema Cannabinoide Endégeno

La amplia distribucién del SCE en numerosos tejidos, érganos y sistemas del organismo, explica el
ubicuo papel modulador que tiene este sistema en numerosos procesos fisioldgicos, principalmente
en el sistema nervioso, aunque también tiene efecto regulador a nivel de: (i) sistema inmune
(Cabral, 2001; Klein y Cabral, 2006); (ii) sistema cardiovascular, cuya activacion produce
vasorelajacion y bradicardia (Kozlowska y cols., 2007; 2008); (iii) sistema endocrino, sobre el que
ejerce una modulacién de las respuestas neuroendocrinas (Brown y Dobbs, 2002); (iv) en 6érganos
periféricos como el higado, pancreas, tejido adiposo y musculo esquelético, que controlan el
metabolismo energético, en los que el papel de los endocannabinoides consiste en promover la
gluconeogénesis y la sintesis de acidos grasos (Cota y cols., 2003; Osei-Hyiaman y cols., 2005;
Nogueiras y cols., 2008; Pazos y cols., 2008); y (v) los huesos en los que participan en procesos
de remodelado 6seo (Bab y cols., 2008b, Whyte y cols., 2012). Ademas, el SCE tiene efectos
reguladores de la supervivencia celular a nivel periférico y central a través de distintas vias
(Caffarel y cols., 2006; Blazquez y cols., 2003; 2008; Ramer y cols., 2010a; Velasco y cols., 2012).

En cualquier caso, la funcién que primero se descubrié para este sistema, y la que parece mas
relevante, es la que tiene que ver con la modulacién de procesos neurales y, en particular, una de
las funciones mejor establecidas es la regulacién de la funcién sinaptica, a través de la activacion

de receptores CBy, y es posible que en algunos casos, también CB,.

Mediante la sefalizacion retrégrada, los eCBs son capaces de participar en la regulaciéon a corto
plazo de la sinapsis. Si la sinapsis es de tipo excitatorio y el neurotransmisor implicado es
glutamato, la accion del endocannabinoide sera la de suprimir el exceso de excitacién y en ese
caso se habla de DSE (supresion de excitacién inducida por despolarizacién), mientras que si la
sinapsis es de tipo inhibitorio y el neurotransmisor implicado es GABA, el endocannabinoide lo que
controla es el exceso de inhibicidn, produciendo una DSI (supresiéon de inhibicion inducida por
despolarizacién) (Wilson y Nicoll, 2002; Diana y Marty, 2004; Mackie, 2008a). Los
endocannabinoides también pueden modular la plasticidad sinaptica a largo plazo, mediante los
fendmenos LTP (potenciacion a largo plazo) y LTD (depresiéon a largo plazo) actuando sobre
neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas en distintas regiones encefalicas (Stella y cols., 1997;
Gerdeman y cols., 2002; Robbe y cols., 2002; Chevaleyre y Castillo, 2003). Al tratarse de una
funcién muy basica de la actividad neuronal, el SCE tiende a estar presente en numerosas
estructuras del SNC donde conviven transmision excitatoria e inhibitoria, abarcando por tanto,
numerosos procesos neurobioldgicos entre los que se incluyen: control de la actividad motora,
nocicepciéon, memoria y aprendizaje, procesos cognitivos, regulacién neuroendocrina, emesis,
termorregulacion, control de la ingesta y el apetito y control del suefio. En la Tabla 3 se muestran
de forma resumida estos procesos fisioldgicos, junto con las funciones asignadas al SCE, asi como
la localizacién de los componentes del SCE involucrados y las patologias que podrian beneficiarse
de la accién terapéutica que podria tener la modulacién del SCE. Ademas de estas funciones, el
SCE esta también involucrado en otros procesos como el desarrollo cerebral y la regulacion de la

supervivencia e integridad neuronal.
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Tabla 3. Principales procesos fisiolégicos en los que participa el SCE en el SNC.

Proceso

Funciones

asignadas al SCE

Localizacion de

elementos del SCE

Patologias para

aplicacion de CBs

Referencia

Actividad

motora

Nocicepiéon

Memoria y
aprendizaje

Procesos

cognitivos

Regulacién
neuroendocrina

Regulacién de la
émesis

Temperatura
corporal

Control de la
ingesta y apetito

Desordenes del
suefio

Estimulacion del
movimiento a dosis
bajas; inhibicién a
dosis altas

Analgesia espinal y
supraespinal

Extincion de la
memoria. Efectos

sobre LTP y LTD

Motivacion,

Ganglios basales y
cerebelo

Areas cerebrales,

supraespinales (PAG,

nucleo talamico) y

espuinales implicadas en

antinocicepcién y
terminales nerviosas

sensoriales periféricas

Hipocampo

emotividad, ansiedad Corteza cerebral y sistema

y sistema de
recompensa

Liberacion de
hormonas
adenohipofisarias

Control de la nausea

y el vémito

Regulacion de la

temperatura corporal

Regulacién del
apetito y el balance
energético

Regulacién del suefio

y del ciclo
suefio/vigilia

limbico

Hipotalamo mediobasal

Area postrema

Nucleos hipotaldmicos

Ncleos hipotalamicos,

estructuras limbicas

Hipotalamo anterior y

lateral

EH, Sindrome de
Tourette, EM, EPy
Disquinesias

Dolor neuropitico e
inflamatorio

Tratamiento de
algunos trastornos de
la memoria en
diferentes patologias
(sindrome de estrés
postraumatico y AD)

Tratamiento estados
adictivos y desérdenes
psiquiatricos

Desconocida

Reduccion de las
nauseas y vomitos en
pacientes con cancer

Desconocida

Aumento del apetito
en pacientes con
SIDA, cancer y

anorexia. Reduccién
en pacientes con

obesidad

Trastornos del suefio:
insomnio y excesiva
somnolencia

Ferniandez-Ruiz,
2009; Fernandez-
Ruiz y cols., 2011;

El Manira y

Kyriakatos, 2010

Rahn y Hohmann,
2009; Guindon y
Hohmann 2009; Hu
y cols., 2014

Marsicano yLutz.,
20006; Marsicano y
Lafenétre, 2009;
Akirav, 2011,
Puighermanal y
cols., 2012

Fernandez-Ruiz y
cols., 2004a;
Laviolette y Grace,
20062, 2006b

Pagotto y cols.,
2006a; Hilard,
2015a

Smith y cols., 2015;
Sharkey y cols.,
2014; Van Sickle y
cols., 2001

Rawls y Benamar.,
2011, Alvarez y
cols., 2008;
Fernandez-Lopez y
cols., 2007, 2013

Marsicano y Lutz.,
2000; Verty y cols.,
2011; Reuter y
Martin., 2016

Murillo-Rodriguez,
2008a

71




Introduccion

4 Cannabinoides y neuroproteccion

Ademas de los procesos descritos en el apartado anterior, una de las principales funciones del
SCE a nivel del SNC, es regular la homeostasis, la integridad y la supervivencia de las neuronas,
asi como de otras células neurales, principalmente células de glia. No es un fenémeno exclusivo
del SNC, ya que también ocurre en tejidos no neurales, pero en el SNC este hecho es, si cabe, aun
mas relevante, ya que las neuronas son células post-mitéticas y, a pesar de que se conoce desde
hace tiempo la existencia de procesos de generacion de nuevas neuronas a partir de los nichos
neurogénicos localizados en areas concretas del SNC (Gage, 1998), la reposicién por la pérdida de
neuronas en enfermedades neurodegenerativas es limitada e insuficiente, al menos en las actuales

condiciones (Ziemka-Natecz y Zalewska, 2012).

Las enfermedades neurodegenerativas son un conjunto de patologias complejas, que tienen como
caracteristicas comunes el caracter progresivo de los procesos degenerativos y la muerte de
poblaciones neuronales especificas en el SNC, lo que lleva a la aparicion y deterioro progresivo de
los sintomas clinicos de estas enfermedades. Dentro de este grupo de patologias, las
enfermedades de Parkinson (EP), Alzheimer (EA) Huntington (EH), esclerosis multiple (EM) y
esclerosis lateral amiotréfica (ELA), son consideradas como las de mayor incidencia en la
poblacién. A pesar de que las causas de estas enfermedades son diferentes, tienen en comun
distintos mecanismos implicados en el desarrollo de la enfermedad como la aparicién de
neuroinflamacion, estrés oxidativo, excitotoxicidad, alteraciones de la proteostasis y disfuncion

mitocondrial (Giacoppo y cols., 2014).

Numerosas evidencias indican que los cannabinoides tienen propiedades neuroprotectoras en
estas patologias neurodegenerativas (Fernandez-Ruiz y cols., 2015); ademas, también se ha
observado que en estas patologias los elementos que forman el SCE se ven alterados y podrian
contribuir tanto en la patogénesis, como en la progresion de estas enfermedades, o tratarse de
respuestas protectoras endégenas. En este sentido, de forma general, la expresiéon del receptor
CB, se ve aumentada en los procesos neurodegenerativos, mientras que la expresion del receptor
CB4, los niveles de endocannabinoides asi como las enzimas de sintesis y degradacion de éstos,
pueden verse incrementados o disminuidos en funcion de la enfermedad y de la fase en la que
ésta se encuentre (Revisado por Bisogno y di Marzo, 2010; Fagan y Campbell, 2014; Benito y cols,
2008). Por este motivo, el tratamiento orientado a la modulaciéon del SCE, bien para potenciar
respuestas enddégenas protectoras o bien para corregir disfunciones, puede resultar una alternativa

util en el tratamiento de estas patologias (Tabla 3).

Desde hace aproximadamente quince afios, se han llevado a cabo estudios en condiciones de
neurodegeneracion, que confirman que tratamientos basados en la estimulacién de la sefalizacion
endocannabinoide, evitan la muerte celular, e incluso pueden reparar el dafo ya producido (Van
der Stelt y Di Marzo, 2005a; Fernandez-Ruiz y cols., 2015). Los mecanismos moleculares que

subyacen a estos efectos neuroprotectores son diversos (Figura 14) y suelen interaccionar entre
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ellos, lo que representa el principal valor afiadido de este tipo de moléculas frente a otros tipos de

agentes neuroprotectores.

En relacién al receptor CB,, se ha observado que el tratamiento con agonistas aumenta la
supervivencia neuronal, ya que tras la activacién de estos receptores, tiene lugar una reduccién de
los estimulos citotoxicos que las células de microglia activada ejercen sobre las neuronas (Bisogno
y Di Marzo, 2010, Fernandez-Ruiz y cols., 2007, 2008), un aumento del soporte troéfico que ejercen
los astrocitos (Fernandez-Ruiz y cols., 2007, 2008), asi como un aumento de los procesos

neurogénicos (Fernandez-Ruiz y cols., 2007; Palazuelos y cols., 2006).

Los astrocitos son el tipo celular mas abundante en el cerebro, que ademas de tener un papel
relevante en el soporte trofico neuronal, son clave en cuanto al mantenimiento de la integridad de
la barrera hematoencefalica, modulando la actividad sinaptica, asi como en su papel regulador en
procesos inflamatorios, estando involucrados en la liberacidon de ciertas citoquinas (Feuerstein y
cols., 1998; Dong y Beneviste, 2001). La microglia esta compuesta por las células del sistema
inmune residentes en el SNC, siendo esenciales en la modulacién de liberaciéon de citoquinas
como IL-1 e IL-12, asi como de TNFa (Cabral y cols., 2008a; Aloisi y cols., 2000b). Cuando tiene
lugar un proceso de dano cerebral, ambos tipos celulares responden frente a estas condiciones
patoldgicas, aumentando la liberacién de citoquinas proinflamatorias, contribuyendo a aumentar el

dafio.

Los cannabinoides pueden modular la liberacion de citoquinas pro- y anti-inflamatorias, actuando
sobre receptores localizados en células gliales, especialmente sobre CB,, comportandose como
moléculas antiinflamatorias inhibiendo la liberacién de citoquinas proinflamatorias y aumentando la
produccion de citoquinas antiinflamatorias (Ortega-Gutiérrez y cols, 2005b; Croxford y Miller, 2003;

Fernandez-Ruiz y cols, 2010).

Estos beneficios de la activacion del receptor CB, se han podido confirmar en numerosos estudios
in vitro e in vivo, llevados a cabo en modelos experimentales de distintas enfermedades
neurodegenerativas crénicas como la EH (Sagredo y cols., 2009, Palazuelos y cols., 2009), la EA
(Ramirez y cols., 2005, Aso y cols., 2013), la ELA (Kim y col., 2006), la EP (Garcia y cols., 2011;
Gomez-Galvez y cols., 2016), la EM (Arévalo-Martin y cols., 2003) o en procesos de

neurodegeneracion aguda como la isquemia (Fernandez-Lopez y cols., 2006; Zhang y cols., 2007).

La activacion del receptor CB; esta relacionada con la proteccion neuronal frente a distintos efectos
citotoxicos, como la excitotoxicidad (Ferndndez Ruiz y cols., 2015), uno de los principales eventos
que tienen lugar en patologias neurodegenerativas. El aumento de los niveles de glutamato en el
espacio sinaptico y la consecuente hiperactivacién de los receptores ionotropicos para este
aminoacido, como los receptores NMDA (N-metil D-aspartato), desencadena una entrada
desproporcionada de calcio en el interior de la célula, ocasionando una sobreactivacion de
mecanismos celulares dependientes de calcio que resultan ser neurotdxicos (Dong y cols., 2009).
El aumento de la concentracion de calcio intracelular activa diversas enzimas que comprometen la

supervivencia celular como calpainas, caspasas, quinasas, lipasas, endonucleasas; enzimas que
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generan factores neurotoxicos, como la NOS; asi como especies reactivas de oxigeno (ROS),
desencadenando la muerte neuronal por apoptosis (Doble, 1999). Los cannabinoides tienen la
capacidad de activar los receptores CB; presinapticos produciendo una disminuciéon de la
liberacion de glutamato y por lo tanto disminuyendo la muerte celular (Hampson y Grimaldi, 2001;
Skaper y cols., 1996). También se ha observado la capacidad de disminuir la excitotoxidad por HU-
211, un enantidmero del potente agonista HU-210, que no presenta afinidad por los receptores
cannabinoides; y por AEA, mediante el bloqueo directo de los receptores NMDA (Bar-Joseph y
cols., 1994; Zeltser y cols., 1991; Hampson y cols., 1998). Ademas se ha observado que los
agonistas cannabinoides, a través de la activacion de receptores CB; postsinapticos, tienen la
capacidad de cerrar los canales de calcio dependientes de voltaje, evitando estas cascadas de
sefalizacion (Shen y Thayer, 1998; De Petrocellis y Di Marzo, 2009b).

En lo que al tratamiento de enfermedades neurodegenerativas se refiere, los beneficios obtenidos
por la activacion de este receptor no son tan unanimes como los obtenidos tras la activacién del
receptor CB, (Fowler y cols., 2010), ya que los efectos favorables dependen de la enfermedad y de
la fase en la que se encuentre (Bisogno y Di Marzo, 2010). Es posible que esto tenga que ver con
el hecho de que el receptor CB; es preferentemente neuronal y puede perderse de forma
progresiva por la pérdida de neuronas en cada una de estas enfermedades. Por otro lado, también
se ha observado, que la inhibicién de la degradacion de endocannabinoides, que aumenta el tono
cannabinoide enddgeno, es también beneficiosa en el tratamiento de distintas enfermedades
neurodegenerativas (Nomura y cols., 2011; Chen y cols., 2012; Van der Stelt y cols., 2006),
aunque en ocasiones, el aumento de los niveles de eCBs genera, a través del metabolismo por la
COX-2, descrito en la seccion 1.5 (ver antes), prostamidas y prostaglandinas-gliceril ésteres, que

pueden agravar la excitotoxicidad (Valdeolivas y cols., 2013).

Al margen de la accion neuroprotectora mediada por los receptores CB; y CB,, se ha observado
que los cannabinoides presentan propiedades antioxidantes que serian independientes de la unién
a estos receptores. En primer lugar, algunos ligandos cannabinoides podrian actuar como
lavadores de radicales libres debido al anillo fendlico presente en su estructura quimica (Marsicano
y cols., 2002). En segundo lugar, algunos cannabinoides podrian reducir el estrés oxidativo a
través de la activacion de la senalizacién por el factor de transcripcion Nrf-2, efecto en el que
podrian estar implicados los PPARs (Pazos y cols., 2008; Fernandez-Ruiz y cols., 2010;

Fernandez-Ruiz y cols., 2013).

Finalmente, frente a la pérdida neuronal que tiene lugar en enfermedades neurodegenerativas, la
generacion de nuevas neuronas que reemplacen a las que se pierden podria resultar beneficiosa.
La neurogénesis es un proceso que tiene lugar desde la division de las células precursoras, hasta
la generacion de una nueva neurona funcional, lo que implica procesos de proliferacion,
supervivencia, migracion y diferenciacion (Fogacga y cols., 2013), en los cuales estan relacionados
mecanismos de sefalizaciéon cannabinoide (Harkany y cols., 2007). Se ha observado expresion de
los receptores CB; y CB, y de FAHH en progenitores celulares neurales de cerebros en desarrollo,

asi como la produccion de 2-AG y AEA (Aguado y cols., 2005; Palazuelos y cols, 2006). También
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se ha observado que elementos del SCE permanecen expresados en progenitores celulares en
estructuras especificas del cerebro adulto, induciendo proliferaciéon celular tras la activacion de los
receptores cannabinoides, demostrando su implicacién en la regulacién de la neurogénesis en
individuos adultos (Galve-Roperh y cols., 2007). Existen evidencias tanto in vitro como in vivo que

corroboran el papel modulador del SCE en la neurogénesis (Fogacga y cols, 2013).
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Figura 14. Principales mecanismos de neuroproteccion de los cannabinoides ante una situacion
neurodegenerativa.

Basandose en los mecanismos neuroprotectores en los que estan involucrados los cannabinoides,
se han llevado a cabo estudios de neuroproteccién en las principales enfermedades
neurodegenerativas observandose que tras el tratamiento con estas moléculas, se activan vias que
tienen como consecuencia efectos neuroprotectores. En la Tabla 4 se muestran de manera

resumida dichos efectos.
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Tabla 4. Efectos neuroprotectores mediados por agonistas cannabinoides en procesos de neurodegeneracion
cronica y aguda. Tabla adaptada de Giacoppo y cols., 2014.

Enfermedad

Efectos neuroprotectores de los cannabinoides

Parkinson

Actividad antioxidante por modulacién de Nrf-2
Disminucién de citoquinas proinflamatorias (TNFo e I1L-1)
Disminucién de ROS
Disminucién de actividad de NFKB

Aumento de factores tréficos y la citoquina antiinflamatoria 11.-10

Huntington

Reduccién de la microglia reactiva y los procesos de astrogliosis
Disminucién del estrés oxidativo y el volumen de edema
Control de la sobreexpresion de marcadores proinflamatorios
Reduccién de la agregacién de Htt mutada

Atenuacion de la toxicidad asociada a agregados de Htt

Alzheimer

Inhibicién de AchE previniendo la formacion de agregados de Af3
Reduccion de ROS y peroxidacion lipidica
Modulacién de expresion de NOSi
Disminucion de la activacion de p38
Disminucién de actividad de NFKB
Disminucién de actividad de caspasa-3
Modulacién de las células de microglia y la expresion de citoquinas proinflamatorias
(TNFa e IL-18)

Reduccién de la apoptosis

Esclerosis maltiple

Prevencién de excitotoxicidad por liberacion de glutamato
Promocién de la supervivencia de oligodendrocitos, por disminucién de
desmielinizacién y apoptosis
Reduccion de inflamacion, probablemente por disminucién de liberacion de TNFa e
IL.-18

Reduccion de la activacion de la microglia y la activacion de células T

Esclerosis lateral

amiotréfica

Reduccion de excitotoxicidad por liberacion de glutamato

Reduccién de dafio oxidativo (citoquinas, NO y ROS)

Hipoxia-Isquemia

Modulacién de excitotoxidad
Modulacién de liberacion de citoquinas
Modulacién de liberacion de NOSi
Modulacién de COX-2
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5 Desarrollo de farmacos cannabinoides

Dado el potencial terapéutico que presenta el SCE en estudios preclinicos, resulta prometedor el

desarrollo de nuevos farmacos basados en la modulacién de este sistema de aplicabilidad en

clinica. Ya se han desarrollado varios farmacos, disponibles para el tratamiento de distintos

sintomas derivados de varias patologias. Algunos de ellos estan basados en fitocannabinoides,

mientras que el principio activo de otros consiste en un cannabinoide sintético. Los principales

farmacos derivados de cannabinoides hasta la fecha son:

Marinol®: Esta compuesto por A®-THC, también llamado dronabinol. Se trata de un
antiemético (May y Glode, 2016), el cual también resulta util para paliar sintomas del
sindrome de anorexia/caquexia en pacientes con VIH tratados con antirretrovirales o
con cancer terminal (Badowski y Perez, 2016). Fue aprobado definitivamente por la
FDA (del inglés: Food and Drug Adminisration) en 1985 para tratar las nauseas y los
vomitos en pacientes con cancer. Su uso en el tratamiento de la pérdida de peso y

pérdida de apetito en pacientes con VIH/SIDA fue aprobado para en enero de 1991.

Cesamet®: Esta compuesto por nabilona, un derivado del A’-THC. Al igual que Marinol,
también esta prescrito como antiemético (Ware y cols., 2008). La FDA aprobd este
cannabinoide sintético para el tratamiento de las nauseas y los vomitos causados por

la quimioterapia en 1985.

Acomglia®: Esta compuesto por rimonabant o SR141716A, un agonista inverso del
receptor CB4, y fue utilizado para reducir el apetito y el perimetro abdominal (Topol y
cols., 2010). Nunca consiguio la aprobacion de la FDA, pero si de la EMA (del inglés:
European Medical Ageny) y fue comercializado en varios paises, principalmente
europeos, para tratar la obesidad y el sindrome metabdlico, siendo aprobado por
primera vez en Reino Unido en el afio 2006. Como se menciond en la seccion 2.4, este
farmaco fue retirado en el afio 2008, al presentar algunos pacientes problemas de

depresion, dandose incluso casos de suicidios.

Sativex®: Se trata de un farmaco compuesto por extractos botanicos de A%-THC y CBD
que se encuentran en una concentracion equimolar, aunque también puede contener
trazas de otros fitocannabinoides. Aunque aun no ha sido aprobado por la FDA, si se
ha logrado la comercializacién de este medicamento en diversos paises, ocurriendo
por primera vez en Canada en el afio 2005. En la actualidad estéd aprobado para el
tratamiento de la espasticidad en pacientes de esclerosis multiple (Patti y cols., 2016),
pero también se investiga a nivel clinico su potencial farmacolégico para el tratamiento
del dolor en pacientes con cancer (Johnson y cols., 2013) y para el dolor neuropatico
(Russo y cols., 2016).
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- Egidiolex®: Se trata de una formulacién como jarabe del fitocannabinoide CBD, que ha
recibido la designacion de medicamento huérfano por la FDA en 2013 y por la EMA en
2014, para el tratamiento de pacientes con epilepsia infantil (Leo y cols., 2016), como
el Sindrome de Dravet (Porter y Jacobson, 2013) y el Sindrome de Lennox-Gastaut
(Hussain y cols., 2015). La designacion como medicamento huérfano permite el
desarrollo de estudios clinicos y en paralaelo su prescripcion a los pacientes afectados

por esas enfermedades.

Actualmente se sigue trabajando en el desarrollo de nuevos farmacos cannabinoides, por el
potencial terapéutico que se ha demostrado para este tipo de moléculas en estudios preclinicos.
Los principales retos que se tratan de abordar en cuanto al desarrollo de estos nuevos farmacos

son:

- Mejorar la selectividad por uno de los dos receptores cannabinoides (CB+/CB,).

- Mejorar la solubilidad acuosa para facilitar el desarrollo de medicamentos de
administracion por via oral.

- Desarrollar reguladores alostéricos que modulen la interaccion de los ligandos
endocannabinoides con los receptores cannabinoides.

- Desarrollar inhibidores de las enzimas responsables de la finalizaciéon de la
sefializacion endocannabinoide (FAAH y MAGL), para potenciar esta sefializacion.

- Desarrollar antagonistas neutros para eliminar los efectos secundarios que pueden
provocar los agonistas inversos.

- Desarrollar antagonistas que actuen soélo a nivel periférico, impidiendo que tengan
lugar efectos secundarios producidos por la activacion de receptores a nivel de SNC,
en patologias en las que sblo sea necesaria la modulacion en receptores
cannabinoides periféricos.

- Desarrollar ligandos de nuevas dianas cannabinoides como GPR55 y PPARs, asi
como moléculas multidiana con capacidad de activar varias dianas involucradas en

efectos beneficiosos para una determinada patologia.
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Como se ha descrito en la Introduccioén, los cannabinoides son sustancias con una notable
actividad pleiotropica, activos sobre numerosos procesos fisiolégicos, tanto en el SNC como en
tejidos, 6rganos y sistemas periféricos, lo que parece que les confiere un interesante potencial
terapéutico en el tratamiento de diversas patologias, en la mayoria de los casos, todavia pendiente
de investigar y establecer. En los ultimos 10 — 15 afios, una de estas capacidades terapéuticas que
ha despertado mayor interés, han sido sus propiedades neuroprotectoras que se ejercen a través
los receptores cannabinoides clasicos, pero también a través de otra serie de mecanismos
independientes de estos receptores. Estas propiedades neuroprotectoras los convierten en

farmacos prometedores para el tratamiento de patologias neurodegenerativas.

Dentro de los mecanismos implicados en los efectos neuroprotectores de los cannabinoides, la
activacion del receptor CB,, de forma selectiva o combinada con la activacion de otras dianas
como los receptores PPARYy, ha suscitado interés en los ultimos anos y, en particular, en nuestro

grupo de investigacion. Las razones para ello serian las siguientes:

(i) La activacion del receptor CB,, a diferencia del receptor CB;, no produce efectos

psicoactivos.

(ii) La funcién de receptor CB, en el SNC es mucho mas restringida que la del receptor
CB4, y esta especialmente asociada con el proceso de dafio neuronal, principalmente

de origen inflamatorio y asociado con reactividad glial.

(iii) Se ha podido asociar con otras dianas antiinflamatorias como los receptores PPARY,

produciendo efectos sinérgicos que tiene interés investigar con mas detalle.

Es en este contexto en el que se ha enmarcado el objetivo general de esta Tesis Doctoral que ha
sido la busqueda de posibles ligandos agonistas especificos del receptor CB, con potencial
terapéutico en enfermedades neurodegenerativas. Gracias a una colaboracion de nuestro grupo
con los grupos de Instituto de Quimica Médica (IQM) del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC) de Pilar Goya y Nadine Jagerovic; de Gabriele Murineddu en el Departamento
de Quimica y Farmacia de la Universidad de Sassari en lItalia; y también a nuestra relacion con la
empresa Vivacell Biotechnology Spain asi como con su grupo fundador liderado por Eduardo
Mufoz, se ha podido disponer de nuevos cannabinoides derivados de diferentes tipos de
estructuras quimicas de partida, sobre los que se ha buscado una optimizacién de su perfil
farmacolégico, orientado al desarrollo de sus propiedades neuroprotectoras. Usando los
compuestos disefiados y generados por nuestros colaboradores, hemos desglosado el objetivo

general de esta Tesis Doctoral en los siguientes objetivos parciales:

1. Evaluacion farmacolégica de los diferentes compuestos, llevada a cabo mediante la
determinacion de la afinidad y la actividad sobre los receptores cannabinoides CB; y CB,,
asi como mediante el estudio in silico de ciertas propiedades farmacocinéticas de los

compuestos selectivos para el receptor CB,. También ha sido objetivo de este trabajo, la
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determinacion de su actividad sobre otros receptores (por ejemplo PPARy y GPR55), de
aquellos compuestos con mejor perfil farmacolégico.

Analisis in vitro de las propiedades antiinflamatorias en un bioensayo con células de
microglia de algunos de los compuestos con actividad sobre el receptor CB..

Evaluacion in vitro en un bioensayo con células de microglia, de las propiedades
neuroprotectoras del compuesto agonista CB, con el perfil mas prometedor en cuanto a
selectividad, potencia y farmacocinética.

Valoracion de las propiedades neuroprotectoras del compuesto del objetivo anterior en un

modelo in Vivo de dafo mitocondrial y reactividad glial.
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1  Estructura quimica y descripcion de los compuestos

Se utilizaron diferentes familias de compuestos para la busqueda y cribado de posibles ligandos
para el receptor CB,. Como se ha indicado anteriormente, dichos compuestos fueron sintetizados
por diferentes grupos con los que nuestro grupo colabora y cuya actividad investigadora se basa
en el disefo, sintesis y caracterizaciéon de nuevos ligandos cannabinoides. Concretamente, las

moléculas investigadas en este trabajo pertenecen a tres grandes series de compuestos:

- Cromenopirazoles (Pilar Goya y Nadine Jagerovic, del Instituto de Quimica Médica del Consejo

Superior de Investigaciones cientificas (CSIC))

- Pirazoles-3-carboxiamida ftriciclicos (Gabriele Murineddu, del Departamento de Quimica y

Farmacia de la Universidad de Sassari)

- Quinonas de los fitocannabinoides cannabigerol (CBG) y CBD (Eduardo Mufioz, de la Universidad

de Cordoba y de Vivacell Biotechnology Espana S.L.).

A continuacion se detallan las principales caracteristicas quimicas y de estructura de los
compuestos obtenidos de nuestros colaboradores, pero no se incluyen detalles del proceso de
sintesis de estos compuestos, ya que no ha sido una actividad de esta Tesis Doctoral,
desarrollandose bajo la responsabilidad de los investigadores de estos grupos colaboradores. Los
detalles de estos procesos de sintesis se pueden encontrar en las publicaciones y/o patentes que

se citan para cada grupo de compuestos.
1.1 Cromenopirazoles y derivados

Los cromenopirazoles constituyen un grupo de moléculas con estructura triciclica, disefada a partir
de la estructura del cannabinoide clasico cannabinol (CBN). El esqueleto estructural de los
cromenopirazoles (Figura 15) mantiene el nacleo benzopiranico de la estructura del CBN, pero se

ha sustituido el grupo fenilo por un anillo de pirazol (Cumella y cols., 2012; Morales y cols., 2016).

Tras la modificacidon de las cadenas laterales hidrofébicas en la posicion R1, asi como diversos
sustituyentes en las posiciones R2 y R3, se obtuvieron 52 cromenopirazoles candidatos para los
ensayos de union al receptor CB, (1.1 - 1.52, en la Tabla 5). Ademas se obtuvieron 2
piranocromenopirazoles, tras la insercion de un anillo pirano (1.53 y 1.54, en la Tabla 5) y tres

cromenoisoxazoles, al reemplazar el anillo pirazol por un isoxazol (1.55 — 1.57, en la Tabla 5).
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Tabla 5. Sustituyentes en las posiciones R1, R2 y R3 de los cromenopirazoles (1.1 — 1.52) y sus derivados
piranocromenopirazoles (1.53 y 1.54) y cromenoisoxazoles (1.55 — 1.57). Ver figura 15 para observar las
posiciones de los sustituyentes R1, R2 y R3 en el esqueleto estructural de los cromenopirazoles y derivados.

* Las moléculas 1.53 y 1.54 son piranocromenopirazoles, es decir, cromenopirazoles con nucleo tetraciclico
por la introduccién de un anillo de pirano en su estructura.” Las moléculas 1.55, 1.56 y 1.57, ademas de las
modificaciones en los radicales (R1, R2 y R3), presentan una variacion en el esqueleto de su molécula, en
que el anillo de pirazol se encuentra reemplazado por un anillo isoxazol, tratandose de nuevas moléculas
denominadas cromenoisoxazoles.

Compuesto R1 R2 R3
11 OH N2-Me -
1.2 OH N1-Me -
1.3 OH N2-Et -
1.4 OH N1-Et -
1.5 OH N1-3,4-diCIPh -
1.6 OH N1-H -
1.7 pentilo N2-Et -
1.8 pentilo N1-Et -
1.9 pentilo N1-3,4-diCIPh -

1.10 pentilo N1-Me -
1.1 pentilo N2-Me -
1.12 1-ciclopentilo-1"-pentilo N1-2,4-diCIPh -
1.13 1-ciclopentilo-1"-pentilo N2-Et -
1.14 1-ciclopentilo-1"-pentilo N1-Et -
1.15 1-ciclopentilo-1"-pentilo N1-3,4-diCIPh -
1.16 1,1-dimetilheptilo H H
1.17 1,1-dimetilheptilo N2-Me H
1.18 1,1-dimetilheptilo N1-Et H
1.19 1,1-dimetilheptilo N2-Et H
1.20 1,1-dimetilheptilo N1-3,4-diCIPh H
1.21 1,1-dimetilheptilo N1-2,4-diCIPh H
1.22 1,1-dimetilheptilo N1-(CH),OH H
1.23 1,1-dimetilheptilo N2-(CH2):OH H
1.24 1,1-dimetilheptilo N2-CH,OH H
1.25 1,1-dimetilheptilo N1-3,5-diFPh H
1.26 1,1-dimetilheptilo N1-3-OMePh H
1.27 1,1-dimetilheptilo N1-Cy H
1.28 1,1-dimetilheptilo H Me
1.29 1,1-dimetilheptilo N2-Me Me
1.30 1,1-dimetilheptilo N1-Et Me
1.31 1,1-dimetilheptilo N2-Et Me
1.32 1,1-dimetilheptilo N1-3,4-diCIPh Me
1.33 1,1-dimetilheptilo N1-2,4-diCIPh Me
1.34 1,1-dimetilheptilo N1-3,4-diCIPh Et
1.35 1,1-dimetilheptilo H Bn
1.36 1,1-dimetilheptilo N2-Me Bn
1.37 1,1-dimetilheptilo N1-Et Bn
1.38 1,1-dimetilheptilo N2-Et Bn
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Compuesto R1 R2 R3
1.39 1,1-dimetilheptilo N1-3,4-diCIPh Bn
1.40 1,1-dimetilheptilo N1-2,4-diCIPh Bn
1.41 1,1-dimetilheptilo H (CH2)sOH
1.42 1,1-dimetilheptilo N2-Me (CH2);OH
1.43 1,1-dimetilheptilo N1-Et (CH,);OH
1.44 1,1-dimetilheptilo N2-Et (CH»);OH
1.45 1,1-dimetilheptilo N1-3,4-diCIPh (CH2)sOH
1.46 1,1-dimetilheptilo N1-2,4-diCIPh (CH»)sOH
1.47 1,1-dimetilheptilo H (CH»)OH
1.48 1,1-dimetilheptilo N2-Me (CH):OH
1.49 1,1-dimetilheptilo N2-Et (CH2)-OH
1.50 1,1-dimetilheptilo N2-Me (CHy)3Br
1.51 1,1-dimetilheptilo N2-Et (CHy);Br
1.52 1,1-dimetilheptilo N1-Et (CHy)2Br

1.53# 1,1-dimetilheptilo N1-Et -
1.54# 1,1-dimetilheptilo N2-Et -
1.55* 1,1-dimetilheptilo - H
1.56* 1,1-dimetilheptilo - Me
1.57* 1,1-dimetilheptilo - (CH»);OH

1.2 Pirazoles-3-carboxiamida triciclicos

Esta serie de compuestos también presenta un esqueleto estructural triciclico (Figura 15), disefiado
a partir de moléculas analogas al agonista inverso selectivo del receptor CB4, SR141716A, que se
han descrito en estudios previos (Mussinu y cols., 2003; Murineddu y cols., 2005, 2006, 2012). El
objetivo de nuestros colaboradores de la Universidad de Sassari fue investigar qué modificaciones
eran relevantes para mejorar su interaccion con el receptor CB,, para el que el compuesto de
partida no tiene afinidad. La modificacion de la posiciéon R con ciclos de distintos tamafos, la
posicion X con pequefas cadenas alifaticas, asi como la posicién Q con distintas amidas del
esqueleto estructural que se muestra en la Figura 15, permitieron la obtenciéon de 17 nuevos

compuestos (Deiana y cols., 2016), que se observan en la Tabla 6.
1.3 Quinonas de fitocannabinoides

La companiia Vivacell Biotechnology y nuestros colaboradores en la Universidad de Cérdoba
trabajan en el desarrollo de derivados de fitocannabinoides que puedan optimizar sus propiedades
terapéuticas a través de mejorar su actividad por determinadas dianas farmacoloégicas. Su actividad
se ha centrado principalmente en los dos principales fitocannabinoides no psicoactivos, es decir, el
CBG y el CBD, para los que se obtuvieron sus correspondientes quinonas. Las quinonas formadas
consisten en la oxigenacion de los fitocannabinoides dando lugar a dicetonas ciclicas en el anillo
fenol de dichos compuestos, obteniéndose para-quinonas (p-quinonas). Sobre estas quinonas se

introdujeron una serie de modificaciones quimicas dirigidas a atenuar la tradicional citotoxicidad de
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de las quinonas de fitocannabinoides (Kogan y cols., 2004), y mejorar su perfil farmacolégico,
obteniéndose las dos series de compuestos que se describen a continuacion (Appendino y cols.,
2015a, 2015b).

1.3.1 Quinonas de CBG

Estos compuestos son derivados de la estructura quinona de CBG (CBG-Q) mostrada en la Figura
15, donde R representa a distintas aminas sustituyentes, excepto en el caso de la molécula 3.10,
una molécula divalente de la CBG-Q en la cual, R es otra hidroxiquinona de CBG. Las diferencias

en los compuestos que forman la serie se muestran en la Tabla 7.
1.3.2 Quinonas de CBD

Esta serie agrupa a moléculas derivadas de la estructura quinona de CBD (CBD-Q; Figura 15),

donde R representa a distintas aminas sustituyentes que generan los diferentes compuestos de la

Tabla 8.

Tabla 6. Sustituyentes en las posiciones R, X y Q de las moléculas de la serie de pirazoles-3-carboxiamida
triciclicos (2.1 — 2.17). Ver figura 15 para observar las posiciones de los sustituyentes R, X y Q en el esqueleto

estructural de los pirazoles-3-carboxiamida triciclicos.

Compuesto R X Q
2.1 ciclopropilo CH; 1-aminopiperidina
2.2 ciclopropilo CH»>-CH; 1-aminopiperidina
2.3 ciclopropilo CH=CH 1-aminopiperidina
2.4 ciclohexilo CH; 1-aminopiperidina
2.5 ciclopropilo CH; fenilamina
2.6 ciclopropilo CH,-CH; fenilamina
2.7 ciclopropilo CH=CH fenilamina
2.8 ciclohexilo CH, fenilamina
2.9 ciclopropilo CH; bornilamina
2.10 ciclopropilo CH; 1-adamantilamina
21 ciclopropilo CH; 1-aminopirrolidina
2.12 ciclopropilo CH; morfolin-4-amina
2.13 ciclopropilo CH; piperidina
2.14 ciclopropilo CH»-CH; mirtanilamina
2.15 ciclopropilo CH=CH 1-aminopirrolidina
2.16 ciclopropilo CH=CH piperidina
2.17 ciclohexilo CH; 1-aminopirrolidina

88




Materiales y métodos

Tabla 7. Sustituyentes en la posicion R, de las moléculas de la serie de quinonas de CBG (3.1 — 3.10). Ver

figura 15 para observar las posiciones de los sustituyentes R en el esqueleto estructural de las quinonas de
CBG.

Compuesto R

3.1 -

3.2 Etilamina

33 Pentanamina

3.4 3-metil-butanamina
3.5 Butanamina

3.6 Isopropilamina

3.7 Fenilmetanamina
3.8 2,2-dimetil-propilamina
3.9 3-metil-butilamina
3.10 Cannabigerolhidroxiquinona

Tabla 8. Sustituyentes en la posicién R, de las moléculas de la serie de quinonas de CBD (4.1 — 4.4). Ver
figura 15 para observar las posiciones de los sustituyentes R en el esqueleto estructural de las quinonas de
CBD.

Compuesto R
4.1 Pentanamina
4.2 Butanamina
4.3 Fenilmetanamina
4.4 3-metil-butanamina
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Figura 15. Esqueleto estructural de las cuatro series de compuestos estudiadas: cromenopirazoles y
derivados (A), pirazoles-3-carboxiamida triciclicos (B), CBG-Q (C) y CBD-Q (D).
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2  Caracterizacion farmacolégica

En primer lugar se procedié a caracterizar farmacolégicamente los compuestos descritos en el
apartado anterior, atendiendo a su afinidad y al efecto que ejercen sobre los receptores CB, y CB..
Recuérdese que la idea que se persigue es generar compuestos selectivos CB,, por lo que el
analisis de su afinidad por CB, persigue demostrar que los compuestos no son activos sobre este
tipo de receptor. Para determinar la afinidad y la selectividad de los compuestos por ambos
receptores, se llevaron a cabo ensayos deunién ligando-receptor. Aquellos compuestos con
afinidad y selectividad relevante por el receptor CB,, se investigaron ademas para determinar su
capacidad para activar o bloquear al receptor CB,, mediante ensayos de uniéon de GTPyS asi como
mediante ensayos in vitro para evaluar una actividad biolégica dependiente del receptor CB, que

implica la inhibicion de la liberacion de PGE-2 por células de microglia.
21 Ensayos de union ligando-receptor

Debido al elevado numero de moléculas a evaluar, se llevé a cabo un primer cribado para
descartar aquellas moléculas que, a una elevada concentracién, no presentasen afinidad por los
receptores cannabinoides, de modo que aquellas moléculas que demostrasen ser capaces de
desplazar la union de al menos el 50% de los receptores marcados con el radioligando a una
concentracion elevada, serian analizadas mediante un segundo cribado mas completo para poder
determinar de manera concreta su afinidad (calculo de la constante de inhibicién (K)) y selectividad

(calculo de la relacion K; CB4/K; CB.) por el receptor CB.,.
211 Primer cribado para descartar compuestos sin afinidad

Para evaluar la afinidad de los compuestos por los receptores cannabinoides CB; y CB,, se
llevaron a cabo ensayos de competicidon entre el compuesto objeto de estudio y un cannabinoide
agonista para ambos receptores, el CP55,940, marcado radiactivamente con ftritio ([3H]—CP55,94O;
Perkin Elmer, Boston, MA, EEUU) en membranas celulares comerciales que sobreexpresan el
receptor en cuestion (Perkin Elmer, Boston, MA, EEUU). La afinidad de los compuestos vino
determinada por la capacidad que presentaron para desplazar al radioligando (Deupree y Bylund,
2002).

Este primer cribado consistié en utilizar una Unica concentracion saturante del compuesto a 40 o a
10 uM, en funcién de la solubilidad del compuesto. Para facilitar su solubilizacion, los compuestos
se disolvieron en dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). La concentracion final
de DMSO nunca superd el 0.1% v/v con el fin de evitar interferencias en el ensayo. Ademas, todo
el material de plastico utilizado (placas de 96 pocillos y tubos) fue previamente siliconizado con
Sigmacote (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa) para prevenir la posible adhesién de los compuestos al

material por su naturaleza hidrofébica.

Las condiciones para los ensayos fueron ligeramente diferentes para el receptor CB, y para el

receptor CB,. Dichas condiciones se detallan a continuacion:
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- Condiciones de ensayo para el receptor CB;:
El compuesto a investigar (40 uM o 10 uM) y el radioligando [3H]-CP55,940 se afiadieron a un
volumen total de 200 pl de tampdén de ensayo (Tris-HCI 50 mM, MgCl, 5 mM, EDTA 2.5 mM,
albumina de suero bovino (BSA) 0.5 mg/ml, pH 7.4). La concentracion de [3H]—CP55,94O utilizada
es variable y dependiente de la Kd de las membranas comerciales, utilizandose la formula: [[3H]-
CP55,940]= 0.8*Kd (Deupree y Bylund, 2002; Bylund y Toews, 1993). El comienzo de la reaccion
vino determinado por la incorporacion de las membranas (8 ug de membrana por pocillo; Perkin

Elmer, Boston, MA, EEUU) para inmediatamente incubar las placas a 30° C durante 90 minutos.

- Condiciones de ensayo para el receptor CB,:
Para analizar la union al receptor CB, de cada compuesto (a 40 o 10 pM) se utilizé6 un tampén de
ensayo ligeramente diferente (Tris-HCI 50 mM, MgCl, 5 mM, EGTA 2.5 mM, BSA 1 mg/ml, pH 7.5),
la reaccioén se llevo a cabo en un volumen final de 600 pl y ademas se utilizaron 4 ug de membrana
por pocillo (Perkin Elmer, Boston, MA, EEUU). La concentracion de ®H-CP55,940 empleada, al
igual que en los ensayos para el receptor CB4, también es variable y dependiente de la Kd, por lo
que se aplicé la misma féormula. Una vez preparadas las placas, se incubaron a 30° C durante 90

minutos.

En ambos casos, para determinar la union inespecifica del ensayo se utilizé el agonista CB+/CB,,
WIN 55,212-2 (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia), a una concentracion de 10 uyM. La uniéon maxima
del radioligando al receptor se determind en las mismas condiciones de ensayo y en ausencia del
compuesto objeto de estudio. Tras la incubacién, se procedié a separar el radioligando libre del
unido a la fraccion de membranas, mediante filtracion en filtros GF/C, previamente equilibrados con
una solucion de polietiletilenimina al 0.05% (v/v) y posteriores lavados con tampén de ensayo,
utilizando para ello el equipo Filtermate Harvester (Perkin Elmer, Boston, MA, EEUU). La medida
de la radioactividad se realizé con un contador Microbeta Trilux 1450 LSC & Luminiscence Counter
(Perkin Elmer, Boston, MA, EEUU).

Los datos obtenidos se expresaron en porcentaje de desplazamiento del radioligando calculado
respecto a la union maxima y restando la unién inespecifica (Figura 16). El estudio de cada
compuesto se realizo por triplicado y cada experimento fue repetido tres veces, presentandose los
resultados como porcentaje de desplazamiento + el error estandar de la media (EEM). Aquellos
compuestos que presentaron un porcentaje de desplazamiento del radioligando [3H]-CP55,940
inferior al 50% fueron descartados (Deupree y Bylund, 2002) y no pasaron al siguiente ensayo de
cribado (llevado a cabo a diferentes concentraciones del compuesto), asumiendo que su valor de K;
siempre seria superior al valor de concentracién del compuesto utilizado en el cribado primario
(>40 6 > 10 pM).
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. dpm compuesto—dpm unidn inespecifica
Desplazamiento (%)= 100- 00

dpmunién maxima—dpmuniéninespecifica

Figura 16. Formula empleada para determinar el porcentaje de desplazamiento del radioligando *H-
CP55,940, normalizado con respecto a la unibn maxima y considerando la unién inespecifica, a partir de los
valores de desintegraciones por minuto (dpm).

21.2 Segundo cribado para obtencion del valor de K;

La determinacion de la K; por los receptores cannabinoides de los compuestos que superaron la
fase de primer cribado, se llevé a cabo aplicando una variante del protocolo anterior. En particular,
el cambio principal fue utilizar concentraciones del compuesto de estudio en un rango de 10” a
10" M, en lugar de emplear una unica concentracion elevada. La unién del radioligando al
receptor disminuye en paralelo al aumento de la concentracion de compuesto, adoptando esta
relacion la forma de una curva sigmoidea en la cual la concentracion que produce el 50% de
desplazamiento define la IC50, valor directamente relacionado con la K;, que determina la afinidad

del compuesto por el receptor, mas baja cuanto mayor afinidad tenga el compuesto y viveversa.

El material utilizado, incluyendo el material siliconizado, los tampones de ensayo, las membranas
biolégicas y el radioligando, asi como el procedimiento general de condiciones de incubacion,
filtracion y contaje de radiactividad, fueron idénticos a los descritos para efectuar el primer cribado.
Una vez obtenidos los valores de radiactividad, se calculé la union del radioligando al receptor para
cada una de las concentraciones de compuesto, restando la unién inespecifica del radioligando y
normalizando respecto a su unidén maxima (Figura 17A). Los datos de cada compuesto fueron
analizados mediante el software GraphPad Prism, versién 5.02 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, EEUU). La aplicacién de una regresion no lineal minimizando la suma de los residuos al
cuadrado (algoritmo Levenberg-Marquad) permite ajustar estos datos a una ecuacion de tipo dosis-
respuesta con pendiente de Hill -1.0 (Figura 17 B). La representacion grafica semilogaritmica del
porcentaje de radioligando unido frente a la concentracion de compuesto generd una curva
sigmoidea a partir de la cual se estimé el parametro loglC50. Mediante la aplicacién de la ecuacién
de Cheng-Prussof, (Cheng y Prusoff, 1973) se determind la K; caracteristica de cada compuesto. Al
igual que en los ensayos del primer cribado, el ensayo de cada concentracién cada compuesto se
realizé por triplicado y los experimentos fueron repetidos 3 veces presentandose los resultados

como valor de K; + EEM.
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o . dpm compuesto—dpm uniéninespecifica
Radioligando unido (%) = 00

dpmunién maxima—dpmunién inespecifica

(Unien maxima — Union inespecifica)

Radicligando unido (%)= Uniéninespecica +

log [compuesto] - log 1C50
1+10 al p 1 g

Figura 17. Férmula empleada para determinar el porcentaje del radioligando unido a las membranas,
normalizado con respecto a la unidon maxima y considerando la unién inespecifica, a partir de los valores de
dpm (A). Férmula empleada para relacionar el porcentaje de radioligando unido con el valor de IC50 (B).

Los compuestos seleccionados para continuar la caracterizacion fueron aquellos que presentaban
simultaneamente una afinidad (K; < 50 nM) y selectividad (K; para CB4 al menos 20 veces mayor
que K para CB;) relevantes por el receptor CB,. Se utilizaron ensayos de unién de GTPyS para

determinar su actividad (agonista, antagonista o agonista inverso) por ese receptor.
2.2 Ensayos de uniéon de GTPyS

Para determinar la actividad funcional por el receptor CB, de los compuestos seleccionados, se
llevaron a cabo ensayos de unién de GTPyS, que permiten conocer si un compuesto determinado
activa (agonista), inhibe (agonista inverso) o simplemente bloquea a ese receptor (antagonista).
Brevemente, esta técnica permite la cuantificacién de la radiactividad emitida por el analogo no
hidrolizable del nucleétido guanosina trifosfato ([358]GTPVS), que queda asociado a la subunidad a
de la proteina G del receptor CB, presente en las membranas bioldgicas, cuando se incuba en
presencia de un ligando de ese receptor. El efecto del compuesto puede estimarse por

comparacioén con su actividad basal o constitutiva.

Al igual que los ensayos de union al receptor, todo el material plastico utilizado fue previamente
siliconizado con Sigmacote (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa). EI DMSO utilizado para disolver los

compuestos nunca supero el 0.1% v/v para evitar interferencias en el ensayo.

Se emplearon diferentes concentraciones (10'4—10'12 M) del compuesto de estudio, junto con
[**S]GTPyS 0,3 nM (Perkin Elmer, Boston, MA, EEUU) en un volumen total de 100 pl en tampon
HEPES (HEPES 20 mM, MgCl, 10mM, NaCl 10mM, GDP 10 uM, pH 7.4), (Ragusa y cols., 2015;
Deiana y cols., 2016). El comienzo de la reaccion vino determinado por la incorporacién de las
membranas (5 pg por pocillo; Eurofins Discovery Services St. Charles, MO, EEUU), previamente
tratadas con saponina en una proporcion 1:1 (v/v). Una vez afadidas las membranas, se incub¢ la
placa a 30° C durante 30 minutos. Para las uniones inespecificas se utilizé el analogo no

hidrolizable del nucleétido guanosina trifosfato no marcado radiactivamente (GTPyS) a una
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concentracion de 10 uM y el grado de actividad basal o constitutiva fue determinado en las mismas
condiciones de ensayo y en ausencia del compuesto objeto de estudio. La reaccién se detuvo
mediante filtracion en filtros GF/C y posteriores lavados con tampon fosfato sdédico 10 mM pH=7 .4,
utilizando para ello el equipo Filtermate Harvester (Perkin Elmer, Boston, MA, EEUU). La medida
de la radioactividad se realiz6 mediante un contador Microbeta Trilux 1450 LSC & Luminiscence
Counter (Perkin Elmer, Boston, MA, EEUU).

El efecto del compuesto en la activacion del receptor se determind mediante la forma indicada en
la Figura 18, en la que se resta la union inespecifica de [*SIGTPYS y se normaliza el valor
resultante respecto a la activacion basal. Los valores se expresan como porcentaje de activacion
del receptor CB,.

L dpm compuesto—dpmuniéninespecifica
Activacidndel receptor (%) = 100

dpm activacionbasal—dpmunién inespecifica

Figura 18. Férmula aplicada para transformar el valor de dpm obtenido normalizado con respecto a la
actividad basal y considerando la unidn inespecifica.

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el software GraphPad Prism, versién 5.02
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EEUU) y ajustados a una ecuacién de tipo dosis-
respuesta mediante regresion no lineal, minimizando la suma de los residuos al cuadrado
(algoritmo Levenberg-Marquardt). En el caso de los compuestos considerados agonistas, los datos
fueron ajustados a una ecuacion de tipo dosis-respuesta con pendiente de Hill 1.0 (Figura 19);
mientras que en el caso de los compuestos que fueron considerados agonistas inversos, los datos

fueron ajustados a una ecuacioén de tipo dosis-respuesta con pendiente de Hill -1.0 (Figura 20).

(Efecto maximo— Activacionbasal)

Activaciondelreceptor(%)= Activaciénbasal +

1+10 log EC50- log [compuesto]

Figura 19. Férmula aplicada sobre los compuestos agonistas para obtener la curva de dosis-respuesta a partir
de los valores de respuesta en porcentaje, normalizados sobre la actividad basal.
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(Activacion basal - Efecto maximo)

Activaciondelreceptor(%)= Efecto méaximo+

1+10 log [compuesto] - log IC50

Figura 20. Férmula aplicada sobre los compuestos agonistas inversos para obtener la curva de dosis-
respuesta a partir de los valores de respuesta en porcentaje, normalizados sobre la actividad basal.

Se procedioé a la identificacion cualitativa funcional del compuesto analizando la trayectoria de la
curva dosis-respuesta (Figura 21), para determinar su perfil agonista (aumento de la actividad
basal), antagonista (no afecta a la actividad basal) o agonista inverso (disminucién de la actividad
basal). La representacion grafica semilogaritmica del porcentaje de activacion del receptor frente a
la concentracion de compuesto generdé una curva sigmoidea a partir de la cual se estimaron los

parametros log EC50 y log IC50, y a partir de la que se extrajeron los datos de efecto maximo.

Al igual que en los ensayos de union al receptor, todos los puntos se realizaron por triplicado y
cada ensayo fue repetido 3 veces, presentandose los resultados como valor de EC50 o IC50 el

EEM, asi como la eficacia o efecto maximo (Emax) £+ el EEM.

100 Agonista
S
© 50
173
©
=
& .
& o - Antagonista
o X
-50 Agonista inverso

0 9 8 7 6 5 -4 3
Log [compuesto] (M)

Figura 21. Curvas de dosis-respuesta correspondientes a la respuesta bioldégica generada por un agonista, un
antagonista o un agonista inverso.
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2.3 Actividad biolégica en un modelo in vitro

Para verificar el efecto sobre el receptor CB, de algunos de los compuestos seleccionados, se
estudio su actividad biolégica en un modelo in vitro. Consiste en estudiar la capacidad de estas
moléculas para interaccionar directamente con el receptor CB, y asi modular la liberacion de PGE-
2 por células de microglia tras su estimulaciéon con lipopolisacarido (LPS) (Ragusa y cols., 2015;
Deiana y cols., 2016). Se trata de un modelo que reproduce in vitro las propiedades

antiinflamatorias de los agonistas CB, y proinflamatorias de los agonistas inversos.

Se empled la linea celular de microglia de ratén, BV-2, (generosamente donada por la Dra.
Carmen Guaza, Instituto Cajal del CSIC, Madrid, Espafia). Las células se mantuvieron en DMEM
(Lonza, Verviers, Bélgica) suplementado con suero fetal bovino (FBS, del inglés: Fetal Bovine
Serum) al 10% (Sigma Aldrich, Madrid, Espafia), ultraglutamina 2 mM (Lonza, Verviers, Bélgica) y
1% de una mezcla de antibiéticos (ampicilina, anfotericina y estreptomicina; Lonza, Verviers,

Bélgica) en un incubador a 37°C y al 5% de CO,.

Las placas utilizadas para los ensayos se trataron previamente con 15 mg/ml de poliornitina
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa) y las células BV-2 se sembraron a una densidad celular de
500.000 células por pocillo, parcialmente deprivadas de suero (FBS al 1%). A continuacion, las
células de microglia fueron estimuladas con 1 ug/ml de LPS (Escherichia coli 055:B5, Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia), y se afiadié el compuesto de estudio para evaluar la produccion de PGE-
2.

Para determinar el efecto agonista de las moléculas seleccionadas, se traté a las células
sembradas con SR144528 (10 uM) y transcurrida una hora se afiadid el compuesto objeto de
estudio a una concentracion 10 veces el valor de su K. Una hora mas tarde se afiadié LPS (Oh y
cols., 2010), como se muestra en la Figura 22A. Para determinar el efecto antagonista/agonista
inverso de las moléculas seleccionadas se procedid al revés: se traté a las células con el
compuesto objeto de estudio a la dosis de 10 veces el valor de su K; y transcurrida una hora se
anadi6é el agonista WIN55212-2 (10 pM). Una hora més tarde se afadiéo LPS (Figura 22 B). En
ambos casos, transcurridas 16 horas de la adicién del LPS, se recogié el medio de cultivo que se
utilizé para cuantificar los niveles de PGE-2 liberados por las células de microglia, mediante el kit
de ELISA DetectX® Prostaglandin E2 (Arbor Assays, Michigan, EEUU).
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SR144528 LPS
(10 puM) (1 pg/mi)
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Figura 22. Esquema representativo del procedimiento llevado a cabo para el estudio de la actividad bioldgica
mediada por el receptor CB, de los compuestos en un modelo in vitro. (A). Esquema del desarrollo de la
técnica para explicar el comportamiento agonista de los compuestos. (B). Esquema del desarrollo de la
técnica para determinar el efecto antagonista/agonista inverso de las moléculas.

3 Predicciéon de parametros farmacocinéticos

Con el objetivo de determinar las propiedades farmacocinéticas de los compuestos seleccionados
por su afinidad y selectividad por el receptor CB,, se llevé a cabo un estudio in silico. La prediccion
de esta serie de parametros farmacocinéticos es importante en la medida que la ausencia de
capacidad de atravesar la BHE, una débil biodisponibilidad, la posibilidad de tener toxicidad, o de
metabolizarse muy rapidamente, pueden condicionar significativamente el perfil farmacolégico y
terapéutico de compuestos que en los estudios in vitro hayan podido resultar muy atractivos por su

elevada afinidad y/o selectividad por el receptor CB,.

Para realizar esta prediccién se trabajé con un conjunto de 34 descriptores fisico-quimicos
utilizando el software QikProp version 3.5 integrado en Maestro (Schrédinger, LLC, New York,
USA). De esos 34 descriptores se prestd especial atencion a aquellos relacionados con la
permeabilidad de la BHE, la absorcion oral e intestinal humana, la inhibicién de canales de potasio
HERG, la capacidad de asociacion a la albumina de suero humana (HSA) y la solubilidad acuosa.
Las conformaciones 3D empleadas en el célculo de los descriptores fueron generadas utilizando el

software Spartan 08 (Wave function, Inc., EEUU). Utilizando la libreria de fragmentos moleculares
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disponible en el programa, se construyd la estructura de cada molécula y se aplicé una
minimizacion de la energia a nivel Hartree-Fock 6-31G* de esta estructura. A continuacion, se
realizé una busqueda de conformaciones mediante mecanica molecular (método de Monte Carlo),
seguido de una minimizacién de la energia de cada conformacion a nivel Hartree-Fock 6-31G *. La
conformacion global de menor energia obtenida para cada compuesto se empleé en los estudios
farmacocinéticos de ADMET (Adsorcion, Distribucion, Metabolismo, Excrecién y Toxicidad) con
QikProp. Esta parte del estudio de los compuestos se realizé en el IQM del CSIC, gracias a la

colaboracion mantenida con el grupo de Pilar Goya y Nadine Jagerovic.
4 Determinacion de las propiedades neuroprotectoras

Como se ha indicado en el apartado de objetivos, los estudios anteriores (perfil de unién a los
receptores, actividad funcional, actividad biolégica y farmacocinética) estaban orientados a
seleccionar los mejores candidatos de entre las diferentes familias de compuestos investigadas por
su farmacodinamica (alta afinidad y selectividad por el receptor CB,) y farmacocinética (buena
prediccion respecto a sus propiedades ADME), para investigar dichos compuestos en ensayos
biolégicos de neuroproteccion. Tras la caracterizacion farmacoldgica de los compuestos de partida,
se seleccion6 sélo wuno, el cromenoisoxazol 1.56 (7-(1,1-dimetilheptil)-4,4-dimetil-9-
metoxicromeno[3,4-d]isoxazol, tambiénllamado PM226), derivado de la serie de cromenopirazoles.
Este compuesto fue investigado por sus potenciales propiedades neuroprotectoras dependientes
de la activacion del receptor CB, en ensayos in vitro e in vivo. Para tal fin, se utilizé, en primer
lugar, un modelo in vitro basado en el estudio de los efectos sobre la supervivencia neuronal de
este compuesto, generados a través de reducir la toxicidad de medios condicionados, derivados de
cultivos de células de microglia. A continuacion, se utilizé un modelo in vivo de dafio mitocondrial e
inflamacion, que ha sido utilizado previamente como modelo de la EH (Sagredo y cols., 2009), en

el que se pudieron valorar las propiedades neuroprotectoras del compuesto 1.56.
41 Ensayo de neuroproteccion en un modelo in vitro:

Se utilizd6 un modelo celular basado en la reversion del dafio que provocan sobre la integridad y
supervivencia neuronal, distintas moléculas proinflamatorias liberadas por las células de microglia
BV-2 cuando son estimuladas con LPS. Se ha visto que la activacion de receptores CB,
localizados en las células de microglia, reduce la liberacion de moléculas proinflamatorias por parte
de estas células en respuesta al LPS (Oh y cols., 2010) y, por tanto, disminuye el efecto téxico
sobre las neuronas. Se trata, por tanto, de un sistema in vitro de facil uso para evaluar propiedades

neuroprotectoras mediadas por la activacion del receptor CB..

Para estos estudios in vitro se emplearon las células BV-2, mencionadas anteriormente y que
expresan el receptor CB, (Atwood y cols., 2011) y las células M213-20, una linea celular neuronal
derivada de estriado de rata (generosamente donada por el Dr. WJ Freed, del Instituto Nacional de
Drogas de Abuso, Bethesda, MD, USA), que no expresan los receptores cannabinoides (Pazos,
2010). Al igual que las BV-2, las neuronas se mantuvieron en DMEM (Lonza, Verviers, Bélgica)

suplementado con FBS al 10% (Sigma Aldrich, Madrid, Espafa), ultraglutamina 2 mM (Lonza,
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Verviers, Bélgica) y 1% de una mezcla de antibiéticos (ampicilina, anfotericina y estreptomicina;
Lonza, Verviers, Bélgica) en un incubador a 37°C y al 5% de CO,. Una vez ambos cultivos estaban
estables, se utilizaron para diferentes tipos de experimentos que se describen a continuacién. En
todos los casos, la estrategia fue obtener medios condicionados de los cultivos de BV-2 tras la
estimulacion con LPS y anadirlos a las neuronas para determinar su efecto sobre la viabilidad
celular. El procedimiento estandar consistié en la adicion de LPS sobre las células BV-2 a la
concentracién de 0.1 pg/ml, con el fin de obtener el medio condicionado. Tras 24 horas de
incubacion con LPS, se afiadié el medio condicionado generado a las células M213-20 vy tras 40
horas de exposicion, se estudio la viabilidad neuronal mediante ensayos de bromuro de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio (MTT) (Promega Biotech Ibérica, Madrid, Spain). Como
control, se anadio el LPS directamente sobre las células M213-20, para la determinacion del papel

de la activacion microglial como mecanismo neurotoxico.
4.1.1 Curva de dosis

Para determinar si la activacion del receptor CB, microglial con el compuesto 1.56 reducia la
muerte neuronal y cual era la dosis efectiva, se sembraron las células M213-20 a una densidad
celular de 50.000 células por pocillo, en placas de 24 pocillos, y se mantuvieron en el medio de
cultivo a 37°C y 5% de CO, toda la noche hasta el momento de afadirles los medios
condicionados. Al mismo tiempo se sembraron las células BV-2 en placas de 6 pocillos, a una
densidad celular de 200.000 células por pocillo, parcialmente deprivadas de suero. Dos horas
después, se afadié el compuesto 1.56 a las dosis de 0.1, 1 y 10 yM al medio de cultivo de las
células BV-2. Los pocillos control se trataron con DMSO, como vehiculo en el que se disolvio el
compuesto, (0.1% v/v, Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). Tras una hora de incubacién en presencia
del compuesto, se afiadié 0.1 ug/ml de LPS (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa) y 24 horas después,
se recogi6é el medio de incubacion de las células BV-2 (medio condicionado), que fue afadido a las
células M213-20, para inducir la muerte celular, siguiendo el procedimiento descrito por Lin y cols.
(2007). Las células M213-20 se incubaron durante 40 horas con los medios condicionados y
transcurrido ese tiempo se midi6 la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT (Promega Biotech
Ibérica, Madrid, Spain). Los datos de todos los experimentos llevados a cabo se normalizaron

frente a un grupo control de células M213-20 expuestas a medio fresco con 1% FBS (Figura 23A).
4.1.2 Implicacion del receptor CB, en el efecto neuroprotector del compuesto 1.56

Tras determinarse que la concentracion de 1.56 que mostraba mayor efecto neuroprotector era la
de 10 uM, el siguiente objetivo fue confirmar que ese efecto era mediado por la activacion del
receptor CB,. Para ello se co-incubd el compuesto 1.56 con el antagonista selectivo del receptor
CB, SR144528. Las condiciones del ensayo, en cuanto al nimero de células y medios de cultivo
fueron las mismas que las descritas en el apartado anterior. El procedimiento fue el siguiente: Una
vez sembradas las células BV-2, se trataron con 10 uM de 1.56 en ausencia o presencia de 10 uM
SR144528 (Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI, USA) (Figura 23B). En primer lugar se afiadio

SR144528, una hora después se anadid el compuesto 1.56 y tras una hora de incubacion se
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afiadi6 0.1 pg/ml de LPS. Los pocillos control se trataron con el vehiculo (DMSO, 0.2 % v/v, Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia). Del mismo modo que en la curva de dosis, 24 horas después de afadir el
LPS se recogieron los medios condicionados y se afadieron a las células M213-20. Tras 40 horas
de incubacion con los medios condicionados, se midié la viabilidad celular mediante el ensayo de
MTT (Promega Biotech Ibérica, Madrid, Spain) y los datos se normalizaron frente a un grupo

control de células M213-20 expuestas a medio fresco con 1% FBS.

En este experimento se utiliz6 ademas un control adicional para comprobar que la accion
neuroprotectora del compuesto 1.56 se basa en la disminucién de la liberacion de sustancias
proinflamatorias por las células microgliales activadas, las cuales son letales para las células
neuronales. Este control consistié en la adicion del compuesto 1.56 directamente sobre las células

M213-20, con objeto de comprobar si también es activo a ese nivel, frente a la toxicidad microglial.

“ Medio condicionado

T 1h 24h o —-A—— — 40h

P . ~

BERIA - MR — T
T BvV-2

M213-20
LPS
(0,1 pg/ml)

B SR144528 Medio condicionado
(10 pM)

T Jll h 24 h L —-A—— — 40h

. ) .

BRI R —
Bv-2 T BV-2 M213-20

Figura 23. Esquema-resumen del procedimiento utilizado para determinar el potencial neuroprotector del
compuesto 1.56 in vitro. (A). Esquema del ensayo de curva de dosis de 1.56 (0.1, 1 y 10 yM). (B). Esquema
del ensayo para verificar el efecto de 1.56 por activacion del receptor CB,.

4.2 Ensayo de neuroproteccién en un modelo in vivo:

Con el objetivo de evaluar el efecto neuroprotector del compuesto 1.56 in vivo, se utilizé un modelo
de dano mitocondrial y reactividad glial, que al realizarse de forma local en el cuerpo estriado, se
ha venido utilizando como modelo de la EH (Sagredo y cols., 2009). Se basa en la administracion

intraestriatal de la toxina mitocondrial malonato (inhibidor del complejo Il de la cadena de
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transporte de electrones) que provoca la muerte de las neuronas GABAérgicas del estriado,
principalmente las neuronas de proyeccién al globo palido y a la sustancia nigra. Se ha elegido
este modelo porque en estudios previos ya se ha descrito que los agonistas del receptor CB,

tienen efectos neuroprotectores. (Sagredo y cols., 2009; Valdeolivas y cols., 2012).
4.21 Animales

Se utilizaron ratas adultas macho de 12 semanas de edad, de la cepa Wistar (Harlan Ibérica,
Barcelona, Espafa). Los animales se mantuvieron siempre bajo condiciones constantes de
fotoperiodo (luz de 08:00 a 20:00 horas), temperatura (22 +1°C) y humedad. En todo momento
tuvieron libre acceso a comida estandar (Panlab) y agua. Todos los experimentos se llevaron a
cabo siguiendo la normativa europea (Directiva 2010/63/EU) y fueron aprobados por el Comité de
Experimentacion Animal de la Universidad Complutense de Madrid (cédigo CEA-UCM 56/2012).

4.2.2 Lesiones con malonato

Las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de ketamina (60mg/kg) y xilacina (40mg/kg) y
posicionadas en un aparato estereotaxico David Kopf (DK 900, Tujunba, CA) para llevar a cabo la
lesion unilateral del estriado izquierdo mediante una microinyeccion de malonato 2 M (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia), disuelto en PBS (del inglés: Phosphate Buffered Saline) 0.1 M, pH=7.4,
en un volumen final de 1ul, en las siguientes coordenadas: + 0.8 mm en sentido antero-posterior
desde el Bregma, +2.9 mm en sentido lateral izquierdo desde el Bregma y -4.5 mm en sentido
dorso-ventral desde el Bregma. Los animales controles fueron anestesiados, tratados con el
vehiculo, colocados en el estereotaxico, y sometidos al proceso quirurgico general, con la salvedad
de que en lugar de malonato, se les administré el mismo volumen de suero salino. Tanto los
animales control (sham) como los lesionados, tenian intacto el estriado contralateral (derecho) que
se utilizé como referencia para los diferentes analisis y para detectar si el compuesto objeto de
estudio pudiera ser toxico o no en ausencia de lesion. Tras la cirugia, los animales se mantuvieron

bajo observacién para facilitar una recuperacién y reducir la mortalidad postquirdrgica
4.2.3 Tratamientos

Al igual que en el modelo de neuroproteccion in vitro, se realizé un primer ensayo para determinar
la dosis del compuesto 1.56 (0.1, 1 y 10 mg/kg) con mejor efecto neuroprotector. A continuacion,
se realizé un ensayo para revertir el efecto del compuesto a la dosis elegida con el antagonista del
receptor CB, AM630 (Tocris, Biogen Cientifica, Madrid, Espafia) y confirmar que el efecto

neuroprotector era mediado por la activacion del receptor CB.,.

Ambos compuestos se prepararon en una solucion de Tween-80:salino (1:16 v/v), con un
porcentaje de DMSO de 0.3% para el compuesto 1.56, y del 2% para el AM630. Los animales
control (sham) vy los animales lesionados que fueron tratados con vehiculo, recibieron la misma

proporcién de DMSO en Tween-80:salino.
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La administracién del compuesto 1.56 se realizé via intraperitoneal (i.p.) 30 minutos antes y 2
horas después de la inyeccion intraestriatal con malonato (Figura 24A). En el grupo experimental
tratado con el AM630, dicho compuesto se administré i.p. 10 minutos antes de cada inyeccion del

compuesto 1.56 (Figura 24B).

(0,1,1 o 10 mg/kg) (01,1 0 10 mg/kg)

¥ 30min 2h A8 h
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I.&-\ ‘u I I I ¢
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intraestriatal (2M) - Histologia

B 1.56 1.56
(1 mg/kg) (1 mg/kg)

¥ 10 min 30min 2h 10 min 48 h
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Figura 24. Esquema representativo del ensayo de neuroproteccion in vivo. (A). Esquema del ensayo, en el
que se lleva a cabo una curva de dosis (0.1, 1 y 10 mg/kg) para determinar la concentracion 6ptima del
compuesto. (B). Esquema del ensayo en el que se antagoniza la accidon de 1.56 con la administracion
deAMG630 para verificar su efecto ademas de la activacion del receptor CB.

4.2.4 Recogida de muestras

Los animales fueron sacrificados a las 48 horas de la lesion con malonato, mediante la
administracion de una dosis subletal de ketamina:xilacina y posterior perfusién con suero salino al
0.9 % seguida de paraformaldehido al 4%. A continuacion se extrajeron rapidamente los cerebros,

y se fijaron toda la noche en paraformaldehido al 4% a 4°C.
4.2.5 Estudios de Resonancia Magnética Nuclear

Los cerebros extraidos y fijados fueron utilizados para medir el volumen de edema estriatal
mediante imagenes de Resonancia Magnética nuclear (RMN). Dichas imagenes fueron adquiridas
en el Centro de Resonancia Magnética Nuclear de la Universidad Auténoma de Madrid. La toma de
imagenes se realizé en un sistema Bruker Pharmascan (Bruker Medical GmbH, Ettlingen,

Alemania). Todos los datos fueron adquiridos por el software Paravision 5,1 (Bruker Medical
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Gmbh). En cada corte se delineé manualmente el area total del hemisferio lesionado (HL), el area
de edema estriatal provocada por la lesién (L) y el area del hemisferio no lesionado (HNL). El
volumen total de lesion fue calculado y expresado como porcentaje del volumen total tedrico

(Pazos y cols., 2012).
4.2.6 Estudios histopatolégicos

Una vez finalizados los analisis de RMN, los cerebros fueron criopreservados por inmersion en
sacarosa al 30% y congelados a -80°C. Se obtuvieron secciones coronales consecutivas de 20 ym
de grosor mediante corte en un criostato (Leica, Wetzlar, Alemania). Las secciones obtenidas se
montaron en portaobjetos previamente gelatinizados. Para los estudios histoldgicos se
seleccionaron las secciones pertenecientes a la zona intermedia del estriado, ubicadas a unos 0,8
mm en sentido posterior del bregma, localizadas mediante el uso del atlas de cerebro de rata de

Paxinos y Watson (Paxinos y Watson, 1986).

4.2.6.1 Tincion de Nissl

Para evaluar la integridad del tejido, se realizé6 un analisis neuropatoldgico utilizando la tincion de
Nissl. Para ello, las secciones se sumergieron en azul de toluidina (0.5%, Sigma-Aldrich, Madrid,
Esparia) durante 30 segundos, seguido de sucesivas inmersiones en etanol para su deshidratacion

y procesado con medio de montaje Depex (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana).

De cada animal se obtuvieron cuatro microfotografias (dos del estriado ipsilateral y dos del estriado
contralateral) con el microscopio DMRB y camara DFC300FX (Leica, Wetzlar, Alemania) con el
objetivo de aumento 20X. Para el analisis de las imagenes se procedié al contaje de pixeles
mediante el programa Imaged 1.43u (Bethesda, MD, EEUU). La integridad tisular del estriado
ipsilateral (lesionado) fue definida comparando porcentualmente el lado lesionado respecto al no-

lesionado.

4.2.6.2 Analisis de la apoptosis

Para la deteccion de células en proceso de muerte celular por apoptosis se utilizé la técnica del
TUNEL (del inglés: TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling). El ensayo se llevd a cabo mediante el
kit de TUNEL Dead End fluorometric TUNEL system (Promega, Biotech Ibérica, Madrid, Espafa)
siguiendo las instrucciones de la casa comercial. De cada animal se obtuvieron dos
microfotografias del estriado ipsilateral con el microscopio Leica TCS SP5 con el objetivo de
aumento 20X. Para el analisis de las imagenes se procedié al contaje de células en apoptosis
mediante el programa ImageJ 1.43u (Bethesda, MD, EEUU). En este caso, dada la ausencia de
sefial en el estriado no-lesionado, la muerte celular por apoptosis del estriado ipsilateral fue

definida exclusivamente por el numero total de células en apoptosis del lado lesionado.

103



Materiales y métodos

4.2.6.3 Analisis inmunohistoquimicos

Para la deteccion y andlisis de las células de microglia, se realizaron ensayos de
inmunohistoquimica analizando el marcador especifico de estas células, Iba-1. Para ello, se
descongelaron las secciones y se fijaron con paraformaldehido frio al 4% disuelto en PBS 0.1 M,
pH = 7.4. Tras sucesivos lavados en PBS, las secciones se incubaron durante 10 minutos en
NHCI, (10 mM), con objeto de disminuir la autofluorescencia. Después de repetidos lavados en
PBS se procedio a la incubacion con el anticuerpo primario monoclonal anti-IBA-1 (1:800; Wako,
Neuss, Alemania) (PBS 0.1 M, pH = 7.4; Triton X-100 al 0.4% y BSA al 1%) durante toda la noche
a temperatura ambiente. A continuacion, las secciones se incubaron durante dos horas a 37°C con
el anticuerpo secundario anti-conejo, conjugado con Alexa Fluor-488 (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EEUU) preparado a una dilucion 1:200. Finalmente, las secciones fueron contratefidas con el
marcador de nucleos TO-PRO®-3 (Life Technologies; Madrid, Espafa). De cada animal se
obtuvieron dos microfotografias del estriado ipsilateral con el microscopio Leica TCS SP5 con el
objetivo de aumento 20X. Para el andlisis de las imagenes se procedié al contaje de células de

microglia mediante el programa Imaged 1.43u (Bethesda, MD, EEUU).

5 Validacion de la posible actividad del compuesto 1.56 sobre los receptores GPR55 y
PPARy

La ultima parte experimental de esta Tesis Doctoral ha consistido en investigar si el compuesto
1.56 podria tener actividad, ademas de por el receptor CB,, por alguna otra de las nuevas dianas
que se han relacionado con el SCE. Esta parte se describe aqui porque sélo se ha estudiado para
el compuesto 1.56, aunque conceptualmente deberia ubicarse en la seccién de caracterizaciéon
farmacolégica (seccion 2). Entre las posibles dianas a investigar se han incluido dos, para las que
estudios previos han descrito una interaccion con determinados ligandos cannabinoides. Se trata
del receptor metabotrépico GPR55 (Johns y cols., 2007; Ryberg y cols., 2007; Henstridge y cols.
2009, 2010), asi como de los receptores nucleares PPAR (Sun y Bennett, 2007). Hay que indicar
que ambos receptores se han relacionado con efectos antiinflamatorios/antiexcitotdxicos mediados
por las células gliales, tanto en el caso de GPR55 (Kallendrusch y cols., 2013), como PPARy
(Madeira y cols., 2015; Song y cols., 2016), lo que en caso de que el compuesto 1.56 tuviese
alguna actividad sobre estos receptores, sumaria a su papel antiinflamatorio mediado por

activacion de los receptores CB,.
5.1 Actividad sobre GPR55

Para estudiar la posible actividad del compuesto 1.56 sobre el receptor GPR55 se utilizé un ensayo
funcional basado en la deteccién de la fosforilacion de ERK1/2, cuantificada por Western blot, en
células HEK293T transfectadas transitoriamente con el receptor GPR55. Como control positivo de
la activacion de GPR55 se empled AM251 (Henstridge y cols., 2010) y como control negativo, se
emplearon células HEK293T no transfectadas con GPR55. Estos analisis de actividad se llevaron a
cabo en el laboratorio de nuestros colaboradores de Vivacell Biotechnology y de la Universidad de
Cérdoba.
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Ambos tipos celulares se mantuvieron en medio de cultivo (DMEM suplementado con FBS al 10%,
y antibidticos al 1%) a 37° C y en una atmosfera humeda de 5% de CO,. Las células fueron
sembradas en placas de 6 pocillos en medio de cultivo a una densidad celular de 250000 células
por pocillo y permanecieron en el incubador toda la noche. Al dia siguiente, se llevd a cabo la
transfeccion transitoria con Roti®-Fect (Calrl Roth, Karlsruhe, Alemania). Transcurridas 48 horas
tras la transfeccién, se procedié a la incubacién con el compuesto 1.56 a las dosis de 0.1, 1y 10
pUM, el control AM251 a 1 yM y DMSO al 0.1% v/v (usado como vehiculo). Transcurridos 25
minutos de incubacion con los compuestos, las células fueron lavadas con PBS y lisadas para la
extraccion de proteinas mediante la adicién de un tampén de lisis (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM,
glicerol 10% y NP-40 1%), suplementado con NaF 10 mM, Na3vVO4 1 mM, leupeptina 10 pg/ml,
pepstatina 1 ug/ml, aprotinina 1 pg/ml y fenilmetilsulfonil (PMSF) saturado 1 ul/ml. La concentracion
de proteina fue determinada mediante ensayo de Bradford (Bio-rad, CA, EEUU). 30 ug de
proteinas fueron resuspendidas en tampon Laemmli y desnaturalizadas por inmersion en un bafio
a 95° C, para después ser cargadas en un gel SDS/PAGE al 10% y ser sometidas a electroforesis.
Una vez separadas, las proteinas fueron transferidas a membranas PVDF (20V durante 30
minutos) y bloqueadas en una solucion TBS con 0.1% Tween-20 y 5% de leche desnatada,

durante una hora a temperatura ambiente.

La inmunodeteccion de las proteinas ERK1/2 y ERK1/2 fosforilado se llevd a cabo por la
incubacion con los anticuerpos primarios ERK1/2 (1:2000, Sigma-Aldrich, Madrid, Espana) y pERK
(1:200, Santa Cruz, Heidelberg, Alemania), respectivamente, durante toda la noche a 4° C. Tras la
incubacion, se lavaron las membranas sucesivamente con PBS-Tween-20 y se afadieron los
anticuerpos secundarios anti-conejo (1:10000, Jackson ImmunoResearch laboratorios, West
Grove, PA, EEUU), y anti-ratén (1:10000, Jackson ImmunoResearch laboratorios, West Grove, PA,
EEUU), para la deteccién de ERK1/2 y pERK, respectivamente, ambos conjugados con peroxidasa
(HRP). La deteccidn se llevé a cabo por un sistema de quimioluminiscencia (GE Healthcare Europe
GmbH, Alemania) y la sefial fue cuantificada mediante analisis de densitometria, usando el
programa Image J (NIH; Bethesda, MD, EEUU).

5.2 Actividad sobre PPARY

Del mismo modo que para el receptor GPR55, también se procedié a evaluar la capacidad del
compuesto 1.56 para activar el receptor PPARy, Estos analisis de actividad también se llevaron a
cabo en el laboratorio de nuestros colaboradores de Vivacell Biotechnology y de la Universidad de
Cérdoba. Para ello, se empled la linea celular HEK293T transfectada transitoriamente con PPARYy.
Las células HEK293T fueron mantenidas en medio de cultivo (DMEM suplementado con FBS al
10%, y antibioticos al 1%) a 37° C y en una atmésfera humeda y 5% de CO,. Para la transfeccion,
se sembraron las células en placas de 24 pocillos a una densidad celular de 90000 células/pocillo,
manteniéndose en el incubador toda la noche. Al dia siguiente, se procedid con la co-transfeccion
transitoria del vector de expresién GAL-4-PPARYy y el vector reportero de luciferasa GAL-4-luc,
mediante el uso del kit Roti®-Fect (Calrl Roth, Karlsruhe, Alemania). Tras 24 horas, las células

fueron tratadas durante 6 horas con 10 y 20 uM del compuesto 1.56 y con 1 uM de rosiglitazona
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como control positivo (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Ml, EEUU), y el vehiculo empleado
(DMSO al 0.1% v/v). Transcurrido el tiempo de incubacion con los compuestos, las células fueron
lisadas por la adicion de tampédn de lisis (25 mM Tris-fosfato pH 7.8, 8 mM MgCl,, 1 mM DTT, 1%
Triton X-100, y 7% glicerol). En el lisado obtenido se procedié a medir la actividad de la luciferasa
mediante lumindmetro Autolumat LB 953 (EG&G Berthold, EEUU). Los experimentos fueron
repetidos tres veces y los datos fueron expresados como porcentaje de induccion con respecto al
control £ EEM.

6 Andlisis estadisticos

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el programa GraphPad Prism version
5.02 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EEUU). En cuanto a los ensayos para la
caracterizacion farmacolégica de union a receptor y los de uniéon de GTPyS, los andlisis especificos
han sido detallados y comentados en los respectivos apartados. Los datos obtenidos en los
ensayos de funcionalidad in vitro, de neuroproteccion, tanto de modelos in vitro como in vivo, asi
como los de funcionalidad para los receptores PPARYy, fueron analizados mediante analisis de la
varianza (ANOVA) de una via, seguido del test de Student-Neuman Keuls, para definir la

significacién entre grupos.
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Debido al potencial neuroprotector que presentan los agonistas selectivos del receptor CB, y la
ventaja que poseen por no desencadenar efectos psicoactivos mediados por la activacion del
receptor CB4 (D'Souza y cols., 2004), el objetivo de esta Tesis doctoral ha sido la caracterizacion
farmacolégica de posibles nuevos ligandos cannabinoides selectivos para el receptor CB,, asi
como la determinaciéon de su potencial neuroprotector, tanto in vitro como in vivo, dirigido a que

puedan convertirse en futuros farmacos para el tratamiento de patologias con neurodegeneracion.
1 Estudios de afinidad por los receptores cannabinoides CB, y CB,

En ese proceso de caracterizacién farmacoldgica, lo primero que se hizo fue determinar la afinidad
de los diferentes compuestos sintetizados por los receptores CB,, y a la vez determinar si ademas,

tenian afinidad o no por los receptores CB4 con objeto de desarrollar compuestos selectivos.

Se analizaron un total de 88 compuestos, pertenecientes a cuatro familias de distinto origen
quimico (57 moléculas de la familia de cromenopirazoles y sus derivados, 17 pirazoles ftriciclicos
carboxiamidas, 10 derivados de CBG-Q y 4 derivados de CBD-Q). De los 88 compuestos, 60
mostraron un porcentaje de desplazamiento superior al 50% en el primer cribado para el receptor
CB,, mientras que para CB; lo hicieron 45. A los compuestos que no alcanzaron ese 50% de
desplazamiento, se les predijo una K; “superior al valor de la concentracion” de compuesto utilizada
para ese primer cribado (40 o 10 uM), mientras que los que si alcanzaron el 50% de

desplazamiento, pasaron a un segundo cribado que permitié conocer un valor exacto de K.
1.1 Cromenopirazoles y derivados

Con respecto a los compuestos de la serie 1 (Tabla 9), parece que la sustitucidon de la posicién R1
con un hidroxilo o con distintas cadenas insaturadas no resulta favorable en lo que a la afinidad de
los receptores cannabinoides se refiere (compuestos 1.1 - 1.11). Sin embargo, el sustituyente 1-
ciclopentilo-1’-pentilo parece mejorar la afinidad por ambos receptores (compuestos 1.12 - 1.15).
Por otro lado, el sustituyente 1,1-dimetilheptilo en esa posicion parece no estar directamente
relacionado con la selectividad por uno de los receptores cannabinoides, ya que en general estas
moléculas presentan afinidad por alguno de estos receptores, pudiendo variar la selectividad en
funcion de los sustituyentes que se encuentren las posiciones R2 y R3. Por este motivo se
disefaron y sintetizaron varias moléculas con el sustituyente 1,1-dimetilheptilo en posiciéon R1,
estudiando los cambios de afinidad por los receptores CB; y CB, que supone la variacion de los

grupos funcionales en las posiciones R2 y R3 (compuestos 1.16 - 1.52).

Por otro lado, se estudio la variacion de la afinidad por los cambios en los sustituyentes en posicion
R2, manteniendo un hidrégeno en posicién R3, es decir, compuestos que presentan un anillo
fendlico simple en el nucleo triciclico. Se observa que en aquellos compuestos que presentan
pequefos alquilos en posicion R2, la afinidad es claramente selectiva para CB; (1.16 — 1.21),
mientras que en aquellos en los que R2 esta representado por un grupo hidroxialquilo, la afinidad
es similar para ambos receptores (1.22 — 1.24). Cuando la sustitucion del anillo pirazol viene

marcada por la introduccion de anillos aromaticos, la afinidad cannabinoide disminuye (1.25 —
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1.26), y la introduccién de un grupo ciclohexilo marca un aumento de la afinidad y selectividad por

el receptor CB, (compuesto 1.27).

El estudio del papel de R3 como modulador de la afinidad por los receptores cannabinoides indica
que, en general, la pérdida del grupo fendlico libre del esqueleto triciclico por pérdida del hidrégeno
en posiciéon R3, con la consecuente O-alquilacién de los compuestos, mantiene la afinidad por el
receptor CB,, mientras que la afinidad por el receptor CB; disminuye o incluso se anula. Los
grupos funcionales que mas aumentan la afinidad y selectividad por el receptor CB, en la posicién
R3 son los grupos alquilicos, mientras que los compuestos que presentan un benceno en posicion
R3 ven disminuida dicha selectividad (1.28 — 1.52). En estos compuestos O-alquilados, las
sustituciones en R2 también son relevantes. Se ha observado que cuando es sustituido por un
hidrégeno, se mantiene una buena afinidad por ambos receptores cannabinoides (1.28, 1.35, 1.41
y 1.47); cuando el sustituyente es un N-aril, la afinidad por el receptor CB, disminuye de forma
evidente (1.32, 1.33, 1.39, 1.40, 1.45 y 1.46); y cuando es un metilo o un etilo, la afinidad por el
receptor CB, aumenta (1.29, 1.30, 1.31, 1.36, 1.37, 1.38, 1.42, 1.43, 1.44, 1.48 y 1.49).

Con respecto a la insercidon de un anillo de pirano en la estructura cromenopirazol, obteniéndose
como resultado un nucleo tetraciclico dando lugar a los piranocromenopirazoles (compuestos 1.53
y 1.54), se puede observar cdmo ambas moléculas muestran cierta selectividad por el receptor

CB,, pareciendo mas favorable la N-alquilacion en el N1.

Por ultimo, en la generacion de cromenoisoxazoles, dada por la sustitucion del anillo de pirazol por
un indazol, el sustituyente que se encuentre en la posicion R3 parece determinante para definir la
afinidad y la selectividad por los receptores cannabinoides. Se obtuvo un compuesto altamente afin
y selectivo por el receptor CB; al introducirse un O-metil en posicién R3 (1.56), en este nuevo

grupo de moléculas denominadas cromenoisoxazoles.
1.2 Pirazoles-3-carboxiamida triciclicos

Con respecto a los compuestos de la serie 2 (Tabla 10), la presencia de un grupo ciclopropilo en la
posicion R, parece favorecer la afinidad de este tipo de moléculas por el receptor CB,, frente a la
introduccion de un ciclo de mayor tamafio (ciclohexilo). En la posicién X parece beneficiosa, para
aumentar la afinidad y la selectividad por el receptor CB,, la presencia del grupo funcional CH,,
manteniendo un anillo de cinco carbonos en el nucleo ftriciclico, frente a otros grupos que
aumentan este tamano, como el grupo funcional etilo (CH,-CH,) o el grupo etileno (CH=CH)
formando un anillo de seis carbonos, insaturado en el segundo caso. Manteniendo el ciclopropilo
en la posicion R y el metilo en la posicion X, los sustituyentes mas adecuados para la posicién Q
resultan los grupos 1-adamantina, fenilamina y bornilamina (compuestos 2.5, 2.10 y 2.9). Se trata
de moléculas con elevada afinidad (Ki = 4.5, 5.8 y 37.7 nM, respectivamente) y selectividad (>
2232, > 6944 y > 1061, respectivamente) por el receptor CB,, seguidos de otros sustituyentes
como 1-aminopiperidina, 1-aminopirrolidona, morfolin-4-amina y piperidina (compuestos 2.1, 2.11,
212 y 2.13, respectivamente), que presentan una afinidad mas moderada y una selectividad muy

reducida.
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Tabla 9. Afinidad de los compuestos de la familia de cromenopirazoles y derivados por los receptores CB1 y
CB,, expresada como valores de K; + EEM. Los datos fueron obtenidos de al menos tres experimentos
independientes llevados a cabo por triplicado. El valor de selectividad por el receptor CB; se corresponde con
la ratio KiCB1 / KiCB;.

Ki CB1 Ki CB2 Selectividad
Compuesto R1 R2 R3 (nM) (nM) CB2
1.1 OH N2-Me H >40000 >40000 -
12 OH N1-Me H >40000 >40000 -
1.3 OH N2-Et H >40000 >40000 -
1.4 OH N1-Et H 1420 >40000 -
N1-3,4-
15 OH Py H >40000 >40000 -
7656 +
1.6 OH N1-H H >40000 9016 >52
1.7 pentilo N2-Et H >40000 4450 >9,0
1.8 pentilo N1-Et H 9610 >40000 .
. N1-3,4-
’ + B,
1.9 pentilo Py H 607 + 87 >40000
. 4696 + 3462 +
T1- -
1.10 pentilo N1-Me H 700,9 597.1
. ] 22100 +
111 pentilo N2-Me H 1000 >40000 -
1-ciclopentilo- N1-2,4- 3459 *
5 b +
112 1"-pentilo diCIPh H 442 111 1059 31
_ci lo- +
1.13 1-ciclopentilo N2-Et H LIS 291 454 5.4
1"-pentilo 32,6
1.14 1-ciclopentilo- N1-Et H 329+ 16,6 40 +05 8,2
1"-pentilo
1-ciclopentilo- N1-34- 7449 +
115 1"-pentilo diCIPh H =40000 226,5 23,7
116 o L H H 2854237 >40000 ;
dimetilheptilo
1.17 o L N2-Me H 142+ 2.9 >40000 .
dimetilheptilo
1.18 o L N1-Et H 45406 >40000 -
dimetilheptilo
1.19 o L N2-Et H 18.6 + 2.9 >40000 -
dimetilheptilo
1,1- N1-3,4-
b 3 +
120 dimetilheptilo diCIPh H S14 £ 205 270 19
1,1- N1-2,4-
’ d + B,
1.z dimetilheptilo diCIPh H 2143 =40000
1,1- N1-
’ + + n
1.22 gimetitheptilo (CH)OH H 19.1+89 366+ 169
1.23 L1- N2 H 544+81  39.6+7.1 14
: dimetilheptilo  (CH,),OH T L= :
1.24 L1- N2-CH,OH H 281 5944312 37
: dimetilheptilo e 40.5 I '
1,1- N1-3,5-
1.25 dimetilheprilo SEPL H >40000 >40000 .
1,1- N1-3- 562.0 +
’ +
1.26 dimetilheptilo OMePh H 0440 655 13.2 115
1.27 o L N1-Cy H 1140 + 190 53.7+11.8 21.5
dimetilheptilo
1.28 o L H Me 272475 871+ 106 3.1
dimetilheptilo
1.29 L1- N2-Me Me 4159 + 542 06.4 62.6
) dimetilheptilo ) - 13.29 '
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Ki CB1 Ki CB2 Selectividad
Compuesto R1 R2 R3 (nM) (nM) CB2
INE 1505 +
) - +
1.30 dimetheptilo N1-Et Me 5040 + 670 o 31.6
1.31 LI N2-Et Me 2030 £470  92.6 +17.1 31.8
dimetilheptilo
1,1- N1-34-
> ; + + .
1.32 dimetitheptilo O Me 2324+ 327 2256 + 499
1,1- N1-2,4-
; ; + +
1.33 dimetheptilo O Me 1693 £239 1493 + 272 1.1
1,1- N1-34-
b bl +
1.34 dimehepilo O Et >40000 3545 + 89 >11.3
1.35 LI H Bn 24+41 9334205 ;
dimetilheptilo
1,1- 702.4 + 208.8 +
1.36 dimetiheptilo TV 2Me Bn 98.6 395 33
1,1- 613.7 + 2959 +
137 dimetilheptilo NI-Ee Ba 206.9 53.6 20
1,1- 671.3 + 2122+
1.38 dimetilheptilo V2t Bn 166.1 49.4 31
1,1- N1-34-
bl b +
1.39 dimeiheptilo eI Bn >40000 3740 + 297 >10.7
1,1- N1-2,4-
1.40 dimetilheptilo diCIPh Ba >40000 >40000 )
1,1-
; + +
141 dimesitheptilo H (CH»;OH 4504 %99 260 +7.1 17.3
1,1- 364.0 +
2 D_
1.42 dimetitheptlo N2-Me  (CHz;OH  >40000 o >109.9
1,1-
’ - + +
143 dimetithepilo N1-Et (CHy);OH 1613 +284 440 + 145 3.6
1,1-
> i +
1.44 dimetitheptilo N2-Et (CH»;0OH  >40000  97.4+99 >410.7
1,1- N1-34-
1.45 dimetheptilo vonn (CHQOH - >40000 >40000 -
1,1- N1-2,4-
1.46 dimetheptilo sopn (CHQ:OH  >40000 >40000 -
1,1-
’ + +
147 dimeiheptilo H (CH»),OH  648+180  36+07 18
1,1-
; - + +
1.48 dimetitheptilo N2-Me  (CH»),OH 1086+ 198  39.8 +24.9 272
1.49 LI- N2-Et CH).0H 6512+ 714 2106 31.0
: dimetilheptilo i (CHy)2 - 93.2 '
1,1-
’ - + +
1.50 dimehepilo N2-Me (CHz)sBr 1482 £221  77.3+0.87 19.1
1,1-
’ - + +
1.51 dimetithepilo N2-Et (CHp:Br 657 £150 871+ 142 7.5
1,1-
; - + +
1.52 dimetitheptilo N1-Et (CHzBr 1331320 787 +11.3 16.9
1,1- 563.8 +
H > - -
1.53 dimesitheptilo N1-Et >10000 o >17.7
1,1- 121.6 +
# 2 - _
1.54 dimeheptilo N2-Et >40000 e >330.5
1.55* L - H 1544122 53408 2.9
dimetilheptilo
156" bl - Me >40000 128+ 24 >3125
dimetilheptilo
1,1- 332.6 +
* > _ +
1.57 dimeheptilo (CH);0H 39 655 %218 5.1
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Tabla 10. Afinidad de los compuestos de la familia de pirazoles-3-carboxiamida triciclicos por los receptores
CB1 y CBy, expresada como valores de K; + EEM. Los datos fueron obtenidos de al menos tres experimentos
independientes llevados a cabo por triplicado. El valor de selectividad por el receptor CB; se corresponde con
la ratio KiCB1 / KiCB;.

Ki CB1 Ki CB2 Selectividad
Compuesto R X Q (nM) (nM) CB2
21 ciclopropilo CH, . 1._ . 18521+474.3 69.4 £ 2.8 26.7
aminopiperidina
. . CHo,- 1-
+
2.2 ciclopropilo CH, aminopiperidina > 40000 143.1 + 34.2 >279.6
2.3 ciclopropilo CH=CH 1- > 40000 8253 % >48.5
’ prop aminopiperidina 451.3 ’
2.4 ciclohexilo CH, . 1._ . > 10000 509.1 = 89.2 >19.6
aminopiperidina
2.5 ciclopropilo CH; fenilamina > 40000 58+ 15 >6944
. . CH- - 5517 =
2.6 ciclopropilo CH, fenilamina > 40000 2168 >7.25
2.7 ciclopropilo CH=CH fenilamina > 40000 > 40000 -
2.8 ciclohexilo CH; fenilamina > 10000 > 10000 -
2.9 ciclopropilo CH, bornilamina > 40000 37.7%£9.6 >1061
2.10 ciclopropilo CH, 1i . > 10000 45+0.7 >2232
adamantilamina
211 ciclopropilo CH, ) 1_ L 4211£645.5 1521 £27.2 27.7
aminopirrolidina
2.12 ciclopropilo  CH, morfolin-d- 13310978 197.9 + 37.3 20.4
amina
213 ciclopropilo CH, pipetidina > 10000 413.7 £ 66.7 >24.2
2.14 ciclopropilo ((::II;IIZ_ mirtanilamina > 10000 >10000 -
2
2.15 ciclopropilo CH=CH . 1_ L > 40000 > 40000 -
aminopitrolidina
2.16 ciclopropilo CH=CH pipetidina > 40000 > 40000 -
217 ciclohexilo CH, . 1_ L > 10000 515.1 = 44.8 >19.4
aminopirrolidina

1.3 Quinonas de fitocannabinoides

Con respecto a los derivados de quinonas de fitocannabinoides, ninguno de los compuestos de la
serie 3 (quinonas de CBG, ver Tabla 11), presenta afinidad ni selectividad por el receptor CB,. La
afinidad por el receptor CB4 de los compuestos 3.5 - 3.9 no fue evaluada, dado que dichos
compuestos no mostraron afinidad por el receptor CB,, que era el objetivo de este estudio. Los
compuestos de la serie 4 (quinonas de CBD, ver Tabla 12) si presentaron cierta afinidad y
selectividad por el receptor CB, con respecto a CB4, especialmente notable en los compuestos 4.3
y 4.4. Parece claro el papel de la bencilamina para aumentar la selectividad por el receptor CB,,
aunque en general, en este grupo de compuestos, la afinidad por el receptor CB; es muy baja o

practicamente nula.
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Tabla 11. Afinidad de los compuestos de la familia de CBG-Q por los receptores CB1 y CB», expresada como
valores de Ki + EEM. Los datos fueron obtenidos de al menos tres experimentos independientes llevados a
cabo por triplicado. El valor de selectividad por el receptor CB; se corresponde con la ratio KiCB1 / KiCB3.

Compuesto R Ki CB1 (nM)  Ki CB2 (nM) seleét]is"zidad
3.1 - > 40000 1759 £ 649 22,7
3.2 Etilamina >40000 >40000 -
3.3 Pentanamina >40000 22490 + 7841 1,8
34 3-metil-butanamina >40000 7435 + 1123 54
3.5 Butanamina - >4000 -
3.6 Isopropilamina - >4000 -
3.7 Fenilmetanamina - >4000 -
3.8 2,2-dimetil-propilamina - >4000 -
3.9 3-metil-butilamina - >4000 -
3.10 Cannabigerol hidroxiquinona >40000 36600 + 15000 -

Tabla 12. Afinidad de los compuestos de la familia de CBD-Q por los receptores CB4 y CB,, expresada como
valores de Ki + EEM. Los datos fueron obtenidos de al menos tres experimentos independientes llevados a
cabo por triplicado. El valor de selectividad por el receptor CB, se corresponde con la ratio KiCB1 / KiCBx.

Compuesto R Ki CB1 (nM)  Ki CB2 (nM) Seleg;"z‘dad
41 Pentanamina 2750 + 8112 2138 %553 12,7
42 Butanamina 1686 + 487,1  421,7 +232,9 4
43 Bencilamina >40000 169,7 + 46,4 235,7
4.4 3-metil-butanamina 5281 £7182 1293+ 7,6 40,8

1.4 Seleccién de los compuestos para continuar con la caracterizacion farmacolégica

Dado que uno de los principales objetivos de este trabajo se basa en la obtenciéon de nuevos
ligandos cannabinoides selectivos para el receptor CB,, se seleccionaron aquellas moléculas que
presentaban un valor de K; inferior a 50 nM (rango de afinidad para cannabinoides de referencia,

ver Tabla 13) y al menos 20 veces menor para el receptor CB, que para el receptor CB;.

Atendiendo a estos criterios, los compuestos seleccionados fueron: 1.48, 1.56, 2.5, 2.9y 2.10, con
valores de K; (39.8, 12.8, 5.8, 37.7 y 4.5) y selectividad (27.2, > 3125, > 6944, > 1061, > 2232) para

el receptor CB,, respectivamente (Ver Tablas 9 y 10).

Tabla 13. Afinidad de los ligandos cannabinoides de referencia HU-308 y WIN55,212-2 por los receptores CB4
y CBy, expresada como valores de K; + EEM. Los datos fueron obtenidos de al menos tres experimentos
independientes llevados a cabo por triplicado. El valor de selectividad por el receptor CB; se corresponde con
la ratio Ki CB1 / Ki CB>. ND: valor de K; para el receptor CB1 del compuesto HU-308 no determinadao por su
conocida selectividad por el receptor CBy, descrita por Hanus y cols. (1999).

Compuesto K; CB; (nM) K; CB; (nM) Selectividad CB;
HU-308 ND 11.23 £ 0.78 -
WIN55,212-2 28.8 + 4.1 3.7 £ 0.12 7.8

114



Resultados

2 Prediccion de propiedades farmacocinéticas en un modelo in silico

La evaluacion farmacolégica de un nuevo compuesto no solo se basa en demostrar su alta afinidad
y/o efecto sobre un determinado receptor, ya que en ocasiones, la ausencia de propiedades
adecuadas de ADMET complica un prometedor perfil farmacodindmico obtenido generalmente en
estudios realizados in vitro. Es por ello que la prediccion de las propiedades ADMET mediante
modelos in silico de estas propiedades resulta de gran interés en el desarrollo de posibles nuevos
farmacos. Por esta razoén, tras el estudio de la afinidad por los receptores CB; y CB,, se llevé a
cabo un analisis de ciertas propiedades farmacocinéticas de los compuestos seleccionados, asi
como de los ligandos cannabinoides de referencia JWH-133, HU-308, y SR144528, mediante el
uso del programa QikProp integrado en el software Maestro. Este programa calcula 34 descriptores
fisicoquimicos basados en el conférmero de minima energia de cada molécula, de los cuales
fueron seleccionados siete parametros considerados relevantes en el estudio de farmacos
cannabinoides relacionados con la solubilidad, la capacidad para atravesar la BHE, la probabilidad
de ser absorbidos por via oral, la capacidad de interaccionar con la albumina para predecir su
distribuciéon en el organismo, asi como la capacidad de bloquear canales de potasio HERG, para

predecir posible toxicidad, tal y como se muestra en la Tabla 14.

En esa tabla se muestran en primer lugar dos parametros directamente relacionados con la
solubilidad de los compuestos, como QPLogP,, y QPLogS. Atendiendo al parametro QPLogP,, se
puede observar que tan sélo los dos derivados de la serie 1 y el HU-308 se encuentran dentro del
rango del 95% de los farmacos, mientras que el resto de las moléculas analizadas no lo estan. Con
respecto a la prediccion de QPLogS, tan solo las moléculas 1.48 y 1.56, de la familia de
cromenopirazoles y derivados, se encuentran en dicho rango. Los compuestos 2.5, 2.9 y 2.10 (de
la familia de pirazoles triciclicos), asi como los controles selectivos para el receptor CB, (JWH-133,
HU308 y SR144528) muestran una solubilidad mucho menor y fuera del rango.

Los descriptoresQPlogBB y QPPMDCK estan relacionados con la capacidad de atravesar la BHE;
el QPlogBB representa el coeficiente de particion cerebro/sangre y el QPPMDCK la permeabilidad
de los compuestos en la linea celular de epitelio de rifidn canino Madin-Darby (MDCK), cuyas
propiedades morfoldgicas son similares a las de las células endoteliales vasculares que
constituyen la BHE, convirtiéndolas en el modelo in vitro mas representativo de la BHE (Navarro y
cols., 2011). La permeabilidad de los cannabinoides analizados, expresada como el logaritmo del
coeficiente de particion cerebro/sangre (QPlogBB), es moderadamente baja, especialmente para
los pirazoles triciclicos, asi como para el control SR144528, aunque al encontrarse dentro del
rango del 95% de los farmacos de la libreria es predecible que tengan la capacidad para atravesar
la barrera. Atendiendo al segundo descriptor que estudia esta capacidad (QPPMDCK), todos los
compuestos muestran un valor que predice una excelente capacidad para atravesar la BHE. Por lo
tanto, se podria considerar que, a priori, todos los compuestos analizados presentan la capacidad
de atravesar la BHE y alcanzar el parénquima cerebral donde serian necesarios con el objetivo de

preservar las neuronas afectadas en procesos neurodegenerativos.
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Tabla 14. Descriptores fisicoquimicos calculados mediante QikProp 3.5 integrado en Maestro (Schrédinger,
LLC, Nueva York, USA) de los compuestos 1.48, 1.56, 2.5, 2.9, 2.10 , asi como de los agonistas selectivos del
receptor CB, JWH-133 y HU308 y del agonista inverso selectivo para dicho receptor, SR144528, usados
como compuestos de referencia. La tabla indica del valor definido para cada molécula en cada propiedad
estudiada.

Comp.  QPlogPon* QPlogS® QPlogBB: QPPMDCK! QPPCacos  “P5°™"  (oplogKHSA: QPlogHERGH
oral humana (%)!

1.48 5.86 -6.13 -0.19 4123 7112 100 0.99 -5.08

1.56 491 -5.31 -0.15 2517 4505 100 0.81 -4.77

2.5 7.23 -9.24 0.11 2835 5029 100 1.89 -6.32

2.9 7.19 9.2 0.02 2317 4172 100 1.9 -6.27

2.10 7.20 -9.21 0.02 2564 4562 100 1.89 -6.3
JWH-133 7.00 -9.04 -0.93 5899 3738 100 1.6 -4.60
HU-308 5.56 -8.06 -0.52 2058 9906 100 1.62 -5.17
SR144528 7.61 -9.07 0.11 5587 4606 100 1.91 -5.77

a= prediccion del coeficiente de particion octano/agual [-2.0 / 6.5]

b= prediccion de solubilidad acuosa [-6.5 / 0.5]

c= prediccion del logaritmo del coeficiente de particion cerebro/sangre [-3.0 / 1.2]

d= permeabilidad estimada para la linea celular MDCK [<25 baja, >500 excelente]

e= permeabilidad estimada para la linea celular Caco-2 [<25 baja, >500 excelente]

f= absorcién intestinal en humanos (%) tras la administracion oral del compuesto [<25% baja, >80% alta]

g= logaritmo de la constante de asociacion a albumina de suero humano [-1,5/1,5]

h= prediccién del valor de loglC50 relacionado con el bloqueo de canales de potasio HERG [> -5]

El rango de cada pardmetro se corresponde con el del 95% de los farmacos que conforman la libreria
utilizada.

Los descriptores QPPCaco y absorcion oral humana (%) estudian la capacidad que presentan las
moléculas analizadas para ser absorbidas en el tracto gastrointestinal tras ser administrados por
via oral. El descriptor QPPCaco muestra la permeabilidad estimada que presentan los compuestos
sobre la linea celular Caco-2, que ha sido utilizada tradicionalmente como modelo in vitro de
absorcion intestinal, debido a que su comportamiento en monocapa confluyente es similar al de los
enterocitos del intestino delgado (Meunier y cols., 1995), y el descriptor de absorcién oral humana
predice la capacidad de absorcién intestinal en humanos, basandose en propiedades
fisicoquimicas de la molécula. Atendiendo a los resultados obtenidos con ambos parametros (Tabla

14) se puede predecir una absorcion intestinal excelente de todos los compuestos analizados.

El descriptor QPlogKHSA indica la capacidad que presentan los compuestos de asociacion a HSA.
La distribucién de los compuestos en el organismo y su vida media estdn estrechamente
relacionadas con su capacidad de unidn a proteinas plasmaticas. La albumina es la proteina mas
abundante en sangre y su funcion principal consiste en el transporte de moléculas estableciendo
interacciones reversibles de naturaleza hidrofébica y de tipo electrostatico con moléculas lipofilicas,
como los acidos grasos (Hamilton y cols., 1991). Atendiendo a este parametro, tan soélo los
compuestos 1.48 y 1.56 se encuentran dentro del rango del 95% de los farmacos de la libreria,
siendo algo menor el valor del compuesto 1.56. Los demas compuestos (2.5, 2.9, 2.10 y los
compuestos controles) sobrepasan dicho rango mostrando un valor muy elevado (Tabla 14), lo que
significaria que tan solo los compuestos 1.48 y 1.56 mostrarian una predicciéon de interaccion con

esta proteina plasmatica adecuada, permitiendo su transporte por el organismo, pero a su vez no
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estableciendo una unién excesivamente elevada que pudiera impedir su disociacion al llegar a su

diana.

Finalmente, el ultimo descriptor de la Tabla 14 (QPlogHERG), muestra el valor predictivo de 1C50
para el bloqueo de canales de potasio HERG. Estos canales estan involucrados en la
repolarizacion cardiaca y su bloqueo esta relacionado con el sindrome “Q-T largo” (Raschi y cols.,
2009). Atendiendo a los valores obtenidos para este parametro, tan sélo los compuestos 1.56 y
JHW-133 presentaron valores dentro del rango del 95% de los farmacos de la libreria, pareciendo
aptos para el uso clinico. Los demas compuestos muestran valores demasiado bajos, pudiendo

resultar téxicos al presentar mayor capacidad de bloquear los receptores HERG (Tabla 14).

A la vista de estos resultados, la molécula 1.56 presenta una prediccion de propiedades
farmacocinéticas relevantes en el contexto del estudio de este trabajo. Es el mas favorable de
todos los compuestos analizados, mas incluso que los cannabinoides de referencia, incluidos como
controles.

3 Estudios de funcionalidad del receptor CB,

Para evaluar el efecto que ejercen sobre el receptor CB, las moléculas seleccionadas por los
resultados de los estudios de afinidad (1.48, 1.56, 2.5, 2.9, 2.10) se llevaron a cabo dos tipos de
analisis: por un lado, ensayos de union de GTPyS, que permiten determinar la actividad funcional
de los compuestos sobre el receptor de estudio (en nuestro caso, el receptor CB,), asi como
calcular los valores de EC50/IC50 y Emax; y, en segundo lugar, ensayos bioldgicos in vitro con
cultivos de una linea celular de microglia, que permiten observar el efecto que ejercen estos
compuestos sobre una determinada respuesta biolégica mediada por el receptor CB,, en nuestro

caso, la liberacion de PGE-2, que puede ser relevante para su accion neuroprotectora.
3.1 Ensayos de uniéon de GTPyS

Mediante estos ensayos se estudid el efecto agonista/antagonista/agonista inverso de las
moléculas seleccionadas, en relacion al receptor CB,. Se puede observar tanto en los perfiles
representativos mostrados en la Figura 25 como en los valores obtenidos de EC50/IC50 en la
Figura 26, que el compuesto 1.48 se comporta como un agonista parcial sobre el receptor CB,, con
un valor de EC50 de 50.04 uM; los compuestos 2.5, 2.9 y 2.10 actian como agonistas inversos de
dicho receptor, con valores de IC50 de 80.4, 18.3 y 50.7 nM, respectivamente; mientras que el
compuesto 1.56, es un claro y potente agonista del receptor CB,, con un valor de EC50 de 38.7
nM. Atendiendo al Emax de los compuestos analizados, se puede observar que 2.5, 2.9 y 2.10,
presentan un Emax en torno a 4 veces inferior al del agonista inverso de referencia SR144528
(Figura 26B), mientras que los compuestos 1.48 y 1.56, muestran un Emax del orden de 1.2y 1.5

veces superior al agonista de referencia evaluado HU-308, respectivamente (Figura 26A).
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Figura. 25. Curvas representativas de los compuestos 1.48, 1.56, 2.5, 2.9, 2.10 y de los controles HU308 y
SR144528 generadas mediante en el ensayo de unién de GTPyS.

B

Compuesto  EC50 (nM) Emax (%) Compuesto IC50 (nM) Emax (%)
1.48 50035 + 12186 84,6 £ 35,3 2.5 804 170 -158%22
1.56 38,7 £ 6,7 98,3 £ 85 29 183 +88 -152+33

HU308 694+ 142 694+ 11,5 2.10 50,7 £19,2 -185* 16
SR144528 962+ 14 -632+31

Figura 26. Valores de EC50 (A) 0 IC50 (B) + EEM (nM) y Emax + EEM (%) (A y B) de al menos 3
experimentos independientes llevados a cabo por triplicado sobre el receptor CB; de los compuestos con perfil
agonista 1.48, 1.56 y HU-308 (A) y con perfil de agonista inverso 2.5, 2.9, 2.10 y SR144528 (B).

3.2 Actividad biolégica en células de microglia en cultivo

Junto con los ensayos de unién de GTPyS, también se llevaron a cabo otros estudios de
funcionalidad basados en el analisis de la capacidad de los compuestos seleccionados (1.48, 1.56,
2.5,2.9, 2.10) a la dosis de 10 veces el valor de su K; (398, 126, 58, 377 y 45 nM, respectivamente)
de reducir la respuesta inflamatoria inducida por la estimulacién de cultivos de células de microglia
(usando la linea celular BV-2) con LPS. Para ello, se cuantifico el efecto de los compuestos sobre
la liberacion de PGE-2 por estas células. Se selecciond esta linea celular para este ensayo
bioldgico porque se usa frecuentemente para el estudio de la funciéon microglial (Blasi y cols., 1990)
y también por su conocida expresion de receptores CB, (Atwood y cols., 2011), los cuales cuando
son activados inducen una clara disminucion de la respuesta proinflamatoria, incluyendo la
reduccién de PGE-2 (Oh y cols., 2010).

Para verificar la validez del ensayo, se analizé el comportamiento del ligando agonista no selectivo
WIN55,212-2 y del antagonista del receptor CB, SR144528. Como puede observarse en la Figura

27, tras anadir LPS a las células BV-2, los niveles de liberacion de PGE-2 aumentan con respecto
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al grupo control (p<0.01), la adicién del agonista frente a este estimulo disminuye la liberacion de
PGE-2 (p<0.05), mientras que el agonista inverso SR144528 revierte el efecto provocado por
WIN55,212-2, aumentando los niveles de la liberacion de la prostaglandina (p<0.005), incluso por
encima del valor basal generado por la adiciéon de LPS, posiblemente debido a su naturaleza como
agonista inverso. Que el efecto de WIN55,212-2 sea revertido por SR144528 confirma la hipétesis

de que esta respuesta es mediada por la activacion del receptor CB,.

n ocle

=
<
i

Fig. 27. Efecto de los ligandos WIN55,212-2 y SR144528 en el ensayo bioldgico de liberacion de PGE-2 por
las células de microglia BV-2 estimuladas con LPS. Los datos fueron obtenidos de al menos tres
experimentos independientes llevados a cabo por triplicado. (**= p<0.01 vs. control, ***= p<0.005 vs. control,
#= p<0.05 vs. LPS, @@@= p<0.001 vs. LPS + WIN55,212-2).

A continuacién se procedio a analizar la respuesta de los compuestos seleccionados. Para ello se
estudio su efecto sobre los niveles de PGE-2 en el medio de cultivo tras ser afiadidos a las células
BV-2 estimuladas con LPS. Ademas se anadieron grupos en lo que los compuestos se co-
incubaron con WIN55,212-2 o con SR144528 para poder determinar su perfil farmacolégico. En el
caso de las moléculas seleccionadas de la serie de cromenopirazoles y derivados, el compuesto
1.48, a la dosis de 398 nM, no disminuye la liberacion de PGE-2 con respecto las células
estimuladas con LPS (Figura 28B) pero revierte de manera significativa (p<0.05) el efecto
producido por WIN55,212-2 (Figura 28A), lo que sugiere un comportamiento antagonista para esta
molécula, un resultado semejante al obtenido en el ensayo de unién de GTPyS, ya que los
agonistas parciales, cuando son combinados con agonistas, pueden comportarse como
antagonistas, al competir ambos por la misma diana, aunque se comentara mas adelante en la
discusion. A la dosis de 126 nM, el compuesto 1.56 tampoco parece reducir la liberacién de PGE-2
(Figura 28D), pero no revierte el efecto agonista del WIN55,212-2 (Figura 28C), por lo que, para
este compuesto, este ensayo no permitié confirmar el perfil agonista observado en el ensayo de
unién de GTPyS, posiblemente debido a una concentraciéon de compuesto insuficiente, como se

comentara en el apartado de discusion.
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Con respecto a los compuestos de la serie 2, el compuesto 2.5 a la dosis de 58 nM no revierte la
liberacion de PGE-2 (Figura 29B), pero si el efecto del WIN55,212-2 (p<0.05) (Figura 29A), lo que
determina un efecto antagonista para este compuesto, coincidiendo con los datos del ensayo de
uniéon de GTPyS. En el caso de los compuestos 2.9 y 2.10, ninguno de ellos revierte el efecto del
LPS (Figura 29D y 29F), aunque tampoco el efecto del agonista WIN55,212-2 (Figura 29C y 29E),
al menos no de manera estadisticamente significativa. Es cierto que parece haber una tendencia a
esa reversion, lo que coincide con los datos obtenidos mediante el ensayo de unién de GTPyS,

pero no hay significacion estadistica que lo confirme definitivamente.
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Figura 28. Efectos de los compuestos 1.48 y 1.56, combinados con o sin WIN55,212-2 o SR144528 en el
ensayo bioldgico de liberacion de PGE-2 por las células de microglia BV-2 estimuladas con LPS. Los datos
fueron obtenidos de al menos tres experimentos independientes llevados a cabo por triplicado.

(A) Compuesto 1.48 + WIN55,212-2 (**= p<0.01 vs. control, ##=p<0.01 vs. LPS, @=p<0.05 vs. LPS +
WIN55,212-2).

(B) Compuesto 1.48 y compuesto 1.48 + SR144528 (***= p<0.005 vs. control, ###=p<0.005 vs. LPS, @@@=
p<0.001 vs. LPS + 1.48).

(C) Compuesto 1.56 + WIN55,212-2 (**= p<0.01 vs. control, #= p<0.05 vs. LPS).

(D) Compuesto 1.56 y compuesto 1.56 + SR144528 (***= p<0.005 vs. control, ###=p<0.005 vs. LPS, @@@=
p<0.001 vs. LPS + 1.56).
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Figura 29. Liberacion de PGE-2 por las células BV-2 estimuladas con LPS en presencia de los compuestos
2.5,2.9y 2.10, combinados o no con WIN55,212-2 o0 SR144528. Los datos fueron obtenidos de al menos tres
experimentos independientes llevados a cabo por triplicado.

(A) Compuesto 2.5 + WIN55,212-2 (*= p<0.05 vs. control, ***= p<0.005 vs. control, #= p<0.05 vs. LPS,
@=p<0.05 vs. LPS + WIN55,212-2).

(B) Compuesto 2.5 y compuesto 2.5 + SR144528 (**= p<0.01 vs. control, ***= p<0.005 vs. control).

(C) Compuesto 2.9 + WIN55,212-2 (*= p<0.05 vs. control, ***= p<0.005 vs. control, #= p<0.05 vs. LPS).

(D) Compuesto 2.9 y compuesto 2.9 + SR144528 (*= p<0.05 vs. control, ***= p<0.005 vs. control).

(E) Compuesto 2.10 + WIN55,212-2 (**= p<0.01 vs. control, ***= p<0.005 vs. control, #= p<0.05 vs. LPS).

(F) Compuesto 2.9 y compuesto 2.9 + SR144528 (**= p<0.01 vs. control).
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Atendiendo a los efectos estudiados para determinar la funcionalidad de los compuestos 1.48,
1.56, 2.5, 2.9 y 2.10, se seleccion6 el compuesto 1.56 para las siguientes fases del estudio, que
tienen como objetivo investigar propiedades neuroprotectoras en los compuestos seleccionados,
por ser el unico en presentar un claro efecto de agonista para el receptor CB,, determinado

mediante el ensayo de uniéon de GTPyS.
4  Evaluacién del papel neuroprotector del compuesto 1.56

A partir de los datos que demostraban que el compuesto 1.56 se comporta como un agonista
selectivo y potente del receptor CB, y presenta una prediccion de propiedades farmacocinéticas
bastante favorable, se eligieron dos modelos para la evaluacion del potencial neuroprotector de
este compuesto, mediada por la activacion del receptor CB, y la modulacion de procesos

inflamatorios.
4.1 Efecto neuroprotector del compuesto 1.56 en un modelo in vitro

En el modelo in vitro, el procedimiento fue estimular las células BV-2 con LPS para generar medios
condicionados que, al ser transferidos a los cultivos de células M213-20 reducian
significativamente su viabilidad, y determinar cobmo el compuesto 1.56 era capaz de inhibir ese
proceso activando el receptor CB,, localizado en las células de microglia. Para ello, en primer
lugar, se procedié a demostrar que el medio de crecimiento de las BV-2 sélo afectaba a la
viabilidad de las células M213-20 cuando las células BV-2 eran estimuladas por LPS (reduccion de
la viabilidad neuronal en torno al 40%, p<0.05), pero esto no sucedia en ausencia de LPS. (Figura
30).

1504

100+

o
(=]
1

Viabilidad celular vs. control (%)

=
(@]
1

+
-+

LPS - - +

Figura 30. Determinacion de la viabilidad en las células M213-20 expuestas a medio condicionado (MC)
generado por las células BV-2, estimuladas o no por LPS. Los datos fueron obtenidos de al menos tres
experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. (***= p<0.005 vs. control).
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A continuacién, se llevé a cabo un estudio comparativo del efecto del LPS sobre la viabilidad de las
células M213-20 en funcién del cultivo celular al que se afiade esta toxina inflamatoria. Como se
observa en la Figura 31, la viabilidad no se veia afectada por la adicién directa del LPS sobre las
células M213-20, respecto al grupo control, mientras que si se veia disminuida cuando el LPS se
afiadia al cultivo de células de microglia y los medios generados por estas células eran transferidos

al cultivo neuronal (p<0.005, Figura 31).
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Figura 31. Efecto del LPS sobre la viabilidad de las células M213-20 tras ser afiadido directamente sobre las
neuronas, o a través de los medios condicionados generados por las células BV-2. Los datos fueron obtenidos
de al menos tres experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. (***= p<0.005 vs. MC — LPS,
###=p<0.005 vs MC + LPS).

4.1.1 Efecto protector del compuesto 1.56 dependiente de concentracion

Una vez comprobado que la toxicidad del LPS sobre las neuronas se alcanza a través de la
estimulacién de las células microgliales con esa toxina y no a través de su accién directa sobre las
propias neuronas, se pasé a investigar la capacidad protectora del compuesto 1.56 en este
modelo. Para ello se afiadié el compuesto a tres concentraciones distintas (0.1, 1 'y 10 uM) sobre
las células BV-2 estimuladas con LPS, y se observé una recuperaciéon de la viabilidad neuronal
dependiente de la concentracion. Como se puede observar en la Figura 32, la recuperacion de la

viabilidad de las neuronas fue total (p<0.005) a la concentracion mas alta de 1.56 (10 uM).
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Figura 32. Viabilidad de las células M213-20 expuestas a medios condicionados generados por células BV-2
estimuladas con LPS, en presencia o ausencia de distintas concentraciones del compuesto 1.56. Los datos
fueron obtenidos de al menos tres experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. (**= p<0.01
vs. MC — LPS, ***= p<0.005 vs. MC — LPS, ###=p<0.005 vs MC + LPS).

En este experimento también se realizaron algunos controles necesarios como anadir el
compuesto 1.56 directamente sobre las células M213-20 tratadas con medio concidionado, en
lugar de hacerlo como en los datos de la Figura 32, sobre las células BV-2. En el caso de la adicion
directa sobre las neuronas, no se observé recuperacion de la viabilidad (p<0.005), confirmando que
el efecto neuroprotector del 1.56 tendria que ver con la activacion de los receptores CB,
microgliales. (Figura 33), receptores que no estan descritos en las neuronas M213-20 (Pazos,
2010).
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Figura 33. Efecto del compuesto 1.56 sobre la viabilidad de las células M213-20 tras ser afadido
directamente sobre las neuronas, o sobre las células BV-2 para generar medios condicionados.
Los datos fueron obtenidos de al menos tres experimentos independientes llevados a cabo por
duplicado. (***= p<0.005 vs. MC — LPS, ###=p<0.005 vs MC + LPS, @@@=p<0.005 vs MC + LPS
+1.56)
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4.1.2 Implicacién del receptor CB; en el efecto neuroprotector del compuesto 1.56

Para demostrar que el efecto del compuesto 1.56 tiene lugar a través de la activacion de los
receptores CB; se llevé a cabo un nuevo experimento utilizando un antagonista especifico de este
receptor, el SR144528. Como se observa en la Figura 34, el efecto de recuperacién de la viabilidad
de las células M213-20 llevado a cabo por el compuesto 1.56 (p<0.005) fue revertido cuando se
afnadié SR144528 (p<0.005). Como control en este experimento se estudié el comportamiento del
SR144528 en ausencia de 1.56, y como se puede ver en la figura 34, este antagonista no tuvo

efectos sobre la viabilidad neuronal per se.
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Figura 34. Efectos sobre la viabilidad de las células M213-20 expuestas a medio condicionado generado por
células BV-2 estimuladas con LPS, en presencia o ausencia del compuesto 1.56 (10 uM), sélo o combinado
con SR144528 (10 uM). Los datos fueron obtenidos de al menos tres experimentos independientes llevados a
cabo por duplicado. (***= p<0.005 vs. MC — LPS, ###=p<0.005 vs MC + LPS, @@@=p<0.005 vs MC + LPS +
1.56).

4.2 Efecto neuroprotector del compuesto 1.56 en un modelo in vivo

Como ya se ha comentado anteriormente, los resultados obtenidos en el modelo in vitro han
puesto el énfasis en el perfil antiinflamatorio del compuesto 1.56, ejercido a través de la activacion
del receptor CB,, del que derivarian sus propiedades neuroprotectoras. Por ese motivo, a la hora
de seleccionar un modelo in vivo de dafio neuronal, se buscé enfatizar de nuevo en modelos en los
que el dafo tenga una relacion directa con procesos inflamatorios y dependientes de activacién
glial. Se eligi6 un modelo de dafio del estriado por la inyeccion local de la toxina mitocondrial
malonato. Se sabe que este modelo conduce a la apoptosis de las neuronas estriatales asociada a
una intensa gliosis reactiva e inflamacion (Toulmond y cols., 2004; Sagredo y cols., 2009). Ademas,
en este modelo ya se habia descrito que los agonistas del receptor CB, tenian efectos

neuroprotectores reduciendo tanto la respuesta apoptética como la inflamatoria (Sagredo y cols.,
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2009; Valdeolivas y cols., 2012). Por lo tanto, el modelo de lesion estriatal con malonato parecia

idéneo para la evaluacion in vivo del potencial neuroprotector del compuesto 1.56.

4.2.1 Determinacion de la dosis efectiva

En primer lugar, se procedidé a determinar qué dosis del compuesto podria ser mas efectiva en este
modelo de estudio. En base a la informacién disponible sobre las dosis habituales de
cannabinoides empleadas en modelos de neuroproteccion in vivo, se procedié a evaluar el efecto
de tres dosis: 0.1, 1 y 10 mg/kg. Como primera aproximacion, se cuantificd el volumen de lesién
mediante analisis por RMN y se observd una reduccién dependiente de dosis del edema causado
por la lesion, siendo estadisticamente significativa a las dosis de 1 (p<0.01) y 10 mg/kg (p<0.05)
(Figura 35).

1.56 0.1 mg7kg

Sk 1.56 1 mg/kg
Bl 1.56 10 mg/kg
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Figura 35. Determinacion del volumen de edema causado por la lesion con malonato y el tratamiento con el
compuesto 1.56 (0.1, 1 y 10 mg/kg). Las figuras A-E son imagenes representativas de la lesion estriatal
analizadas por RMN: (A): sham, (B): malonato, (C): malonato + 1.56 (0.1 mg/kg), (D): malonato + 1.56 (1
mg/kg), (E): malonato + 1.56 (10 mg/kg). La figura F representa los valores de lesién expresados como
porcentaje de lesion del lado lesionado vs. lado no lesionado y se corresponden con los valores medios *
EEM de cuatro sujetos por grupo. (***= p<0.005 vs. sham, **= p<0.01 vs. sham, ##= p<0.01 vs. malonato, #=
p<0.05 vs. malonato).

A continuacion se realiz6 un analisis histopatologico del estriado lesionado respecto al no-
lesionado mediante la tincidon de Nissl. En primer lugar, se observé una drastica disminucion en la
intensidad de la tincién en el cuerpo estriado del grupo tratado con malonato + vehiculo frente al
grupo control (sham + vehiculo) que indica el grado de lesion causado por el malonato (Figura 36A-
B). La administracion del compuesto 1.56 a los animales con malonato produjo un aumento del
numero de células tenidas con Nissl, que resulté ser estadisticamente significativo a las dosis de
0.1 (p<0.05) y 1 mg/kg (p<0.01) (Figura 36). En base a estos resultados, se decidi6 trabajar con la
dosis de 1 mg/kg, en los siguientes experimentos dirigidos a confirmar el papel del receptor CB, en

los efectos neuroprotectores del compuesto 1.56.
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Figura 36. Analisis de la Integridad tisular mediante tincién de Nissl, tras la lesion con malonato y el
tratamiento con el compuesto 1.56 (0.1, 1 y 10 mg/kg). Las figuras A-E son imagenes representativas del
parénquima estriatal a nivel del area lesionada: (A): sham, (B): malonato, (C): malonato + 1.56 (0.1 mg/kg),
(D): malonato + 1.56 (1 mg/kg), (E): malonato + 1.56 (10 mg/kg). La figura F representa los datos de la
cuantificacion de la tincion de Nissl expresados como porcentaje de integridad tisular del lado lesionado vs.
lado no lesionado y se corresponden con los valores medios + EEM de cuatro sujetos por grupo. (**= p<0.01
vs. malonato, *= p<0.05 vs. malonato).

4.2.2 Implicacion del receptor CB, en el efecto neuroprotector del compuesto 1.56

Para confirmar el papel del receptor CB; en el efecto neuroprotector del compuesto 1.56, se realizd
un nuevo experimento utilizando dicho compuesto (1 mg/kg) en presencia o ausencia del
antagonista selectivo del receptor CB,, AM630, también a una dosis de 1 mg/kg (Valdeolivas y
cols, 2012).

El andlisis de las imagenes de RMN revelé que el volumen de edema causado por la lesion
producida por la administracion de malonato en los animales (Figura 37) se veia disminuido de
manera estadisticamente significativa (p<0.01) al administrar el compuesto 1.56, y este efecto

desaparecié (p<0.01) al co-administrar AM630.

A continuacion se llevd a cabo el analisis histolégico de los tejidos utilizados para el analisis de
RMN y, como se puede observar en la Figura 38, la tincion de Nissl en el estriado de los animales
lesionados con malonato se vio de nuevo reducida con respecto a la de los animales sham
(p<0.005). La administracion del compuesto 1.56 aumentd de nuevo ese marcaje (p<0.01) y este
incremento fue revertido cuando ademas se administré AM630 (p<0.01), lo que refleja que la
preservacion de la integridad del tejido estriatal por el tratamiento con el compuesto 1.56 se

produce a través de la activacion de los receptores CB..

Dado que se sabe que la muerte neuronal causada por el malonato es fundamentalmente del tipo
apoptético (Toulmond y cols., 2004), se procedié a analizar el numero de células apoptéticas
mediante la técnica de TUNEL, en los diferentes grupos de este experimento. Como se puede
observar en la Figura 39, los animales sham no muestran células TUNEL-positivas, mientras que
los animales lesionados con malonato presentan un elevado nimero de células apoptoéticas. En
aquellos animales que fueron lesionados con malonato y tratados con el compuesto 1.56 no se

observd reduccién significativa de la apoptosis, y por tanto, el grupo que ademas llevaba AM630
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tampoco mostré ningun efecto, aunque en los tres grupos se pudo apreciar la tendencia esperada:
se observé mayor apoptosis tras la lesién con malonato, cierta reduccion con el tratamiento del

compuesto 1.56 y pérdida de esta tendencia al co-administrarlo con AM630 (Figura 39).
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Figura 37. Determinacion del volumen de edema causado por la lesion con malonato y el tratamiento con el
compuesto 1.56 (1 mg/kg), en ausencia o presencia de AM630 (1 mg/kg). Las figuras A-D son imagenes
representativas de la lesidn estriatal analizadas por RMN: (A): sham, (B): malonato, (C): malonato + 1.56 (1
mg/kg), (D): malonato + 1.56 (1 mg/kg) + AM630 (1 mg/kg). La figura E representa los valores de lesion
expresados como porcentaje de lesion del lado lesionado vs. lado no lesionado y se corresponden con los
valores medios + EEM de 5-6 sujetos por grupo. (***= p<0.005 vs. sham, ##= p<0.01 vs. malonato, @@=
p<0.01 vs. malonato + 1.56 (1 mg/kg)).
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Figura 38. Andlisis de la integridad tisular mediante tincion de Nissl tras la lesion con malonato y el
tratamiento con el compuesto 1.56 (1 mg/kg) en ausencia o presencia de AM630 (1 mg/kg). Las figuras A-D
son imagenes representativas de la region estriatal lesionada marcada por tincién de Nissl: (A): sham, (B):
malonato, (C): malonato + 1.56 (1 mg/kg), (D): malonato + 1.56 (1 mg/kg) + AM630 (1 mg/kg). La figura E
representa los valores de marcaje por tincion de Nissl expresados como porcentaje de integridad tisular del
lado lesionado vs. lado no lesionado y se corresponden con los valores medios + EEM de 5-6 sujetos por
grupo. (***= p<0.005 vs. sham, ##= p<0.01 vs. malonato, @@= p<0.01 vs. malonato + 1.56 (1mg/kg)).
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Figura 39. Analisis de apoptosis mediante TUNEL tras la lesion con malonato y el tratamiento con el
compuesto 1.56 (1 mg/kg) en ausencia o presencia de AM630 (1 mg/kg). Las figuras A-D son imagenes
representativas de la region estriatal lesionada marcada por TUNEL: (A): sham, (B): malonato, (C): malonato +
1.56 (1 mg/kg), (D): malonato + 1.56 (1 mg/kg) + AM630 (1 mg/kg). La figura E representa los valores
apoptosis expresados como porcentaje de marcaje del lado lesionado vs. lado lesionado del sham y se
corresponden con los valores medios + EEM de 5-6 sujetos por grupo. (***= p<0.005 vs. sham).

Uno de los principales determinantes de la muerte por apoptosis de las neuronas estriatales tras la
administracion con malonato es la intensa reactividad glial e inflamacién que ocurre tras la
administracion de la toxina (Sagredo y cols., 2009). Como ya se menciondé anteriormente, estudios
previos habian destacado el papel del receptor CB, en la modulacion de esta respuesta (Sagredo y
cols., 2009). Por ese motivo, en este experimento también se estudié la activaciéon de células de
microglia mediante estudios inmunohistoquimicos con el marcador Iba-1 en los animales tratados

con malonato y/o la combinacién de los compuestos 1.56 y AM630.

Como se puede observar en la Figura 40, tras la lesidbn con malonato, el numero de células
marcadas con Iba-1 aumenta de manera significativa con respecto al control (p<0.005). Como era
de esperar, en los animales lesionados con malonato y tratados con el compuesto 1.56 la
inmunoeractividad por Iba-1 disminuye (p<0.005), igualandose el nimero de células Iba-1 positivas
a las del grupo control. Por ultimo, en los animales lesionados con malonato y tratados con el
compuesto 1.56 y el antagonista AM630, el efecto del compuesto 1.56 desaparecié parcialmente
(p<0.05). Estos resultados indican que el compuesto 1.56 reduce la reactividad microglial causada
por la lesion intraestriatal con malonato, y este efecto beneficioso, fue claramente mediado por la

activacion de los receptores CB..
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Figura 40. Andlisis inmunohistoquimico de las células de microglia con el marcador Iba-1 tras la lesiéon con
malonato y el tratamiento con el compuesto 1.56 (1 mg/kg) en ausencia o presencia de AM630 (1 mg/kg). Las
figuras A-D son imagenes representativas de la region estriatal lesionada marcada por Iba-1: (A): sham, (B):
malonato, (C): malonato + 1.56 (1 mg/kg), (D): malonato + 1.56 (1 mg/kg) + AM630 (1 mg/kg). La figura E
representa el numero de células Iba-1 positivas expresado como porcentaje del lado lesionado vs. lado
lesionado del control y se corresponden con los valores medios + EEM de 5-6 sujetos por grupo. (***= p<0.005
vs. sham).

5 Estudio del efecto del compuesto 1.56 sobre los receptores GPR55 y PPARy

Como se ha comentado en la Introduccidn, los ligandos cannabinoides pueden unirse a otros
receptores, ademas de a los receptores CB; y CB,. Por ejemplo, se ha observado una interaccion
entre ciertos ligandos cannabinoides y el receptor metabotréopico GPR55 (Johns y cols., 2007;
Ryberg y cols., 2007; Lauckner y cols., 2008; Hestridge y cols, 2009, 2010), asi como con los
receptores nucleares de la familia PPAR (O’Sullivan y cols., 2005; Mestre y cols., 2009; Liu y cols.,
2003; Bouaboula y cols., 2005; Sun y cols., 2006; Rockwell y cols., 2006). Debido al claro efecto
antiinflamatorio del compuesto 1.56 mediado por la activacion de los receptores CB,, observado
tanto en el modelo in vitro como en el in vivo, y dado que GPR55 y sobre todo PPARYy han sido
relacionados también con respuestas antiinflamatorias asociadas a gliosis reactiva (Kallendrusch y
cols., 2013; Madeira y cols., 2015; Song y cols., 2016), entendimos que era interesante estudiar si
el efecto antiinflamatorio y neuroprotector de 1.56 podria involucrar en alguna medida a GPR55 y/o
PPARYy. En otras palabras, lo que quisimos comprobar es si el compuesto 1.56 tiene algun tipo de
actividad sobre estos receptores que se pueda afiadir a su efecto antiinflamatorio/neuroprotector

mediado por la activacion de los receptores CB..
5.1 Efecto sobre GPR55

Para estudiar el efecto del compuesto 1.56 sobre el receptor GPR55 se llevé a cabo un ensayo
funcional basado en la deteccion de la activacion de ERK1/2 promovida por ligandos GPR55

(Henstridge y cols., 2010). Se estudi6 la capacidad de fosforilacion de ERK1/2 por activacion de
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GPR55 causada tanto por el compuesto AM251, descrito como agonista de este receptor
(Henstridge y cols., 2010) y utilizado como control de la técnica, como por el compuesto 1.56.
Estos ensayos se llevaron a cabo en células HEK293 transfectadas con hGPR55 asi como en
células HEK293 sin transfectar. Como se puede observar en la Figura 41, en las células
transfectadas con hGPR55, tan sélo tras la adiciéon de AM251 a la dosis de 1 uM tiene lugar la
fosforilacién de ERK1/2, mientras que al afiadir el compuesto 1.56 a las dosis de 0.1, 1y 10 yM no
se observan cambios con respecto al ensayo en el que sélo se afiade el vehiculo. En las células no
transfectadas no se observaron cambios en ninguno de los casos. Estos datos sugieren que el
compuesto 1.56 no activa al receptor GPR55, por lo que se puede descartar que GPR55

contribuya al efecto antiinflamatorio y neuroprotector de 1.56.
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Figura 41. Imagen representativa de la activacion de ERK1/2. Como control positivo se empled el agonista del
receptor GPR55 AM251. También se muestra la ausencia de fosforilacion de ERK1/2 en las células control
HEK293 no transfectadas, asi como los blots de ERK1/2 no fosforilado en ambas lineas celulares, en
presencia o ausencia de los compuestos empleados.

5.2 Efecto sobre PPARy

El mismo planteamiento se realizé para el receptor PPARy y su posible activacion por el
compuesto 1.56. Para ello, se trabajo en un modelo in vitro, empleando células HEK293
transfectadas con el vector de expresiéon GAL4-PPARy y con el gen GAL-4-luc, tratadas con el
compuesto 1.56 a las dosis de 10 y 20 uM y con el agonista de PPARY rosiglitazona (Edvarsson y
cols., 1999) a la dosis de 1 uM. Como se puede observar en la Figura 42, la induccién de actividad
luciferasa que refleja activacion de PPARYy, sélo se ve aumentada de manera significativa en las
células transfectadas al afiadir la rosiglitazona (1uM, p<0.005), mientras que al afadir el
compuesto 1.56 a las dosis de 10 y 20 pM los datos de induccion de actividad luciferasa son

similares al control, indicando que 1.56 no presenta ninguna capacidad de activar PPARYy.
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Figura 42. Analisis de induccion de la luciferasa por el compuesto 1.56 y por el agonista selectivo de PPARYy,
rosiglitazona, usando células HEK293 transfectadas con los vectores GAL4-PPARy y GAL-4-luc, para
determinar su efecto sobre los receptores PPARYy. Los datos fueron expresados como la media + EEM de la
induccion obtenida para cada grupo de tres experimentos independientes. (***= p<0.005 vs. control).

También fue analizado el papel del compuesto 1.56 como posible antagonista de los receptores
PPARYy, mediante el mismo disefio in vitro, coincubando la rosiglitazona (1uM) y el compuesto 1.56
(a las concentraciones de 10 y 20 uM) sobre las células HEK-293 transfectadas. Como se puede
ver en la Figura 43, el compuesto 1.56 presenta cierta capacidad de revertir el efecto de la
rosiglitazona, lo que podria sugerir un comportamiento antagonista/inhibidor sobre este receptor.
Parece contradictorio entonces el papel antiinflamatorio de 1.56, ya que esta implicado en dos vias
relacionadas con la modulacién de procesos inflamatorios, inhibiéndolos por un lado por su
capacidad para activar CB,, pero pudiéndo incrementarlos por otro, al mostrar potencial para inhibir
PPARy. Sin embargo, esta respuesta para ser total, necesitaria de concentraciones superiores a
20 uM., mientras que a una concentracion de 10 uM, el compuesto presenta la cacacidad de
activar el receptor CB, de manera total. Por lo tanto, parece mas relevante el efecto neuroprotector
llevado a cabo via CB,, que implica una disminucion de la respuesta inflamatoria, demostrada en

dos modelos de neuroproteccion.
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Figura 43.. Analisis de induccién de la luciferasa por el compuesto 1.56 y por el agonista selectivo de PPARYy,
rosiglitazona, usando células HEK293 transfectadas con los vectores GAL4-PPARy y GAL-4-luc, para
determinar su efecto sobre los receptores PPARYy. Los datos fueron expresados como la media + EEM de la
induccion obtenida para cada grupo de tres experimentos independientes. (***= p<0.005 vs. control, ###=
p<0.005 vs. rosiglitazona (1 pM), @@= p<0.01 vs. 1.56 (10 uM)).
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Las enfermedades neurodegenerativas son un conjunto de patologias complejas, que tienen como
caracteristicas comunes el caracter progresivo de los sintomas y la degeneraciéon de
subpoblaciones neuronales especificas, lo que desemboca en incapacidad fisica y psiquica, dando
lugar a la muerte del individuo. Aunque para algunas de estas patologias se han desarrollado
tratamientos, estos solo se han centrado en paliar los sintomas pero no en controlar la progresion
de la enfermedad, por lo que es necesario continuar con la busqueda de nuevas terapias dirigidas
a la recuperacion y cura de los pacientes, o que al menos retrasen o frenen la progresion de la

enfermedad.

Desde que se descubrieron las estructuras de los fitocannabinoides, endocannabinoides y los
componentes del SCE en general, se han estudiado las posibilidades terapéuticas que este tipo de
compuestos y sus analogos sintéticos podrian tener para diversas enfermedades (Pertwee, 2009).
La elevada expresion de los receptores cannabinoides, sobre todo CB;, en el SNC y el estudio de
la alteracion de distintos elementos del SCE en varias patologias neurodegenerativas (Fernandez-
Ruiz y cols., 2014), han llevado a pensar que tanto los receptores, como las enzimas de sintesis y
degradacion de endocannabinoides pueden ser dianas terapéuticas para el tratamiento de estas
enfermedades. Se han estudiado las propiedades neuroprotectoras de los cannabinoides,
demostrandose su influencia sobre numerosos mecanismos involucrados en la neurodegeneracion,
capaces de reducir la excitotoxicidad, el dafio oxidativo, inflamacion y de mejorar la supervivencia

neuronal (Sagredo y cols., 2007; Fernandez-Ruiz y cols., 2010, 2011, 2015), entre otros.

Aunque la activacion de ambos receptores cannabinoides en el SNC resulta interesante por las
evidentes propiedades neuroprotectoras que presentan los agonistas cannabinoides, se ha
observado que, debido a la ubicacion mayoritaria del receptor CB; en células neuronales,
(Herkenham y cols., 1991a; Tsou y cols., 1998a), la administracion de agonistas CB; puede
producir los efectos terapéuticos buscados, pero en ocasiones se asocia con el desarrollo de
efectos psicoactivos (Ameri, 1999) o con una pérdida progresiva de eficacia terapéutica derivada
de la muerte de las neuronas que contienen el propio receptor CB;. El receptor CB,, por el
contrario, tiene una distribucidn mucho mas restringida, ubicandose fundamentalmente en células
de glia activadas (Benito y cols., 2003, 2008, Sheng y cols., 2005; Nufiez y cols., 2004; Ibrahim y
cols., 2003, Cabral y Griffin-Thomas, 2009), y facilitando que su activacion selectiva no se asocie
con dichos efectos psicoactivos y/o no se afecte por la pérdida neuronal. Ademas, dado que la
inflamacion crénica o exacerbada puede provocar efectos dafinos, comunes en las enfermedades
neurodegenerativas y que la activacion del receptor CB, de las células microgliales esta
relacionada con una disminucion de los procesos inflamatorios, el empleo de agonistas CB; en
estas patologias parece claramente un tratamiento prometedor. Actualmente se estan
desarrollando a nivel preclinico terapias basadas en la activacién del receptor CB, en
enfermedades neurodegenerativas como la EA (Benito y cols., 2003; Aso y cols., 2013), EH
(Sagredo y cols., 2009; Palazuelos y cols., 2009), EP (Price y cols., 2009; Garcia y cols., 2011;
Gomez-Galvez y cols., 2016), ELA (Yiangou y cols., 2006, Espejo-Porras y cols., 2015) y otras

(revisado en Fernandez-Ruiz y cols., 2007, 2008, 2015). Por ese motivo, se estan disefiando y
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sintetizando nuevas moléculas agonistas selectivas para el receptor CB,, que mejoren las
propiedades farmacoldgicas (mayor selectividad, mejor solubilidad y biodisponibiliad, mas
potencia...) respecto a los compuestos ya existentes (Sekiguchi y cols., 2015; Nanda y cols., 2014;
Van der Stelt y cols., 2011).

En este contexto, el objetivo de este trabajo ha consistido en la busqueda de nuevos agonistas
cannabinoides, selectivos para el receptor CB,, que presentasen propiedades farmacocinéticas
favorables y con potencial neuroprotector, derivado de su capacidad de reducir la respuesta
inflamatoria. Para ello se procedié a la evaluacién farmacolégica y biolégica mediante un sistema

de cribado de un conjunto de 88 moléculas, de distinto origen.
1 Evaluacién de afinidad y selectividad por los receptores cannabinoides CB; y CB..

Para determinar la afinidad y selectividad de las moléculas propuestas por el receptor CB, y por
otras potanciales dianas, sobre todo CB,, se llevaron a cabo ensayos de desplazamiento
radiométricos sobre ambos receptores cannabinoides. En la familia de cromenopirazoles y
derivados varios compuestos mostraron una elevada afinidad por el receptor de estudio: 1.13,
1.14, 1.23, 1.41, 1.47, 1.48, 1.55, 1.56, mientras que algunos de ellos u otros de la serie,
presentaron elevada afinidad por el receptor CB4: 1.14, 1.16, 1.17, 1.18, 1.19, 1.21, 1.22, 1.35 y
1.55. Ademas se obtuvieron varias moléculas selectivas por el receptor CB, con respecto al
receptor CB4 como: 1.15, 1.27, 1.29, 1.30, 1.31, 1.42, 1.44, 1.48, 149, 1.54 y 1.56. En lineas
generales, esta selectividad se vio aumentada con la alquilacién del anillo fendlico acompafiada de
una sustitucién en R2 (ver Figura 15 y Tabla 9) por un pequeno grupo alquilo. La molécula mas
selectiva de esta primera serie fue el cromenoisoxazol 1.56 (con selectividad > 3125) obtenida al
reemplazar el anillo pirazol por uno isoxazol que también requirié la alquilacién del grupo fendlico,
para mantener la selectividad por CB,, confirmando lo observado de forma general en esta familia
de cromenopirazoles y derivados. Sin embargo, atendiendo a los criterios de seleccion fijados, tan
so6lo las moléculas 1.48 y 1.56 cumplieron ambos requisitos de selectividad y elevada afinidad por
el receptor para ser seleccionados para continuar con su estudio. Con respecto a la serie de
pirazoles triciclicos 3-carboxiamida, los compuestos analizados mostraron afinidad nula por el
receptor CB,, mientras que la afinidad por CB, pareci6 claramente dependiente de la presencia de
un grupo ciclopropilo en la posicién R, combinado con la presencia del grupo CH2 en la posicion
X(ver Figura 15 y Tabla 10). Los compuestos de esta serie que mayor afinidad mostraron por el
receptor CB, fueron 2.5, 2.9 y 2.10. Con respecto a las series de quinonas de fitocannabinoides,
ninguna mostré valores de K para CB, dentro del criterio fijado, aunque en lineas generales, las
quinonas de CBD presentaron mayor afinidad por dicho receptor que las de CBG. Los valores de
afinidad por CB; en los compuestos en los que fue analizada, fueron muy elevados o
practicamente nulos, haciendo que algunas quinonas mostrasen valores de selectividad por CB,
dentro del rango marcado, como en el caso de los compuestos 3.1, 4.3 y 4.4. Sin embargo, al no
cumplirse los dos criterios de elevada afinidad y selectividad por CB, simultaneamente, ninguna
molécula de estas familias fue seleccionada para continuar con su caracterizacién dentro de este

trabajo doctoral, aunque si lo han sido por sus propiedades neuroprotectoras/neurorregeneradoras
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o por otros efectos terapéuticos de su accidon combinada sobre diferentes dianas en otros estudios
(Granja y cols., 2012; Diaz-Alonso y cols., 2016; Del rio y cols., 2016). Del mismo modo, otras
moléculas descartadas en el proceso de cribado en la busqueda de agonistas selectivos del
receptor CB, de este trabajo, podrian llegar a ser prometedores farmacos, pero no en el contexto

de los objetivos propuestos para esta Tesis Doctoral, por eso no se ha continuado con su estudio.

En conclusion, después del andlisis de 88 moléculas, atendiendo a los criterios de selectividad y
afinidad por el receptor CB,, tan sélo las moléculas 1.48, 1.56, 2.5, 2.9 y 2.10 fueron seleccionadas
para continuar con su estudio como ligandos cannabinoides con potencial neuroprotector. En
general, los compuestos muestran unos valores de selectividad idéneos, y salvo por el compuesto
1.48, se podria decir que excelentes (27.2, > 3125, > 6944, > 1061 y > 2232, respectivamente),
considerando los valores de cannabinoides de referencia selectivos para este receptor (Tabla 15),
como de los agonistas HU308, JWH-133 y L-759,656, asi como del antagonista AM630, o del
agonista inverso SR144528, que tienen valores de selectividad por CB, desde 25.3 a > 1785.7 (en
funcién del ensayo sobre el que se haya determinado dicho valor) (Tabla 15). Al comparar estos
datos, se puede observar que previamente no se habian registrado valores de selectividad por el
receptor CB, mayores a 2000 en los cannabinoides de referencia, por lo que, salvo por el
compuesto 1.48, nos encontramos con nuevas moléculas considerablemente mejores en cuanto a
la selectividad por el receptor CB, se refiere. Con respecto a los valores de K para las moléculas
seleccionadas (valores entre 4.5 y 39.8 nM), se encuentran dentro del rango registrado para
cannabinoides ampliamente estudiados en la literatura (Tabla 15). Haciendo referencia a los
cannabinoides comentados anteriormente, los valores de K; observados para estos compuestos se
encuentran entre 0.3 y 31.2 nM. (Tabla 15). Por lo tanto, ya que se trata de moléculas que
presentan valores de K; para el receptor CB, dentro del rango de los compuestos de referencia y
que, en general, son moléculas con mayor selectividad por dicho receptor, podemos hablar de

nuevos compuestos mejorados con respecto a lo descrito en la literatura.

Tabla 15. Valores de K y selectividad por el receptor CB, de los cannabinoides de referencia HU-308, JW-
133, L-759,656, AM630 y SR144528.

Ligando K; rCB: (nM) Ki rCB; (nM) Selectividad rCB; Referencia
HU-308 > 10000 227 > 440,5 Hanus y cols., 1999
JWH-133 677 34 199,1 Huffman y cols., 1999
1.-759,656 4888 11,8 4142 Ross y cols., 1999a
> 20000 19,4 >1030,9 Gareau y cols., 1996
AM-630 5152 31,2 165,1 Ross y cols., 1999a
SR144528 437 0,6 728,3 Rinaldi-Carmona y cols., 1998a
>10000 5,6 > 1785,7 Ross y cols., 1999a
70 0,3 250 Ruiu y cols., 2003
50,3 2 253 Iwamura y cols., 2001
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2 Prediccion de propiedades farmacocinéticas

En numerosas ocasiones, tras el disefio, la sintesis y la evaluacién farmacolégica de un nuevo
compuesto que presenta un perfil interesante para el tratamiento de ciertas patologias, se
desestima su uso en ensayos clinicos por no mostrar propiedades apropiadas de ADME
(absorcion, distribucion, metabolismo y excrecidn), por lo que la caracterizacion temprana de estas
propiedades resulta de gran interés en el analisis de posibles farmacos. Algunas compafias
farmacéuticas, de hecho, realizan esos estudios de ADME incluso antes de la caracterizacion
biolégica. Los modelos in silico permiten una prediccion de estos parametros disminuyendo los
costes y el intervalo de tiempo necesario para poder evaluarlos en ensayos biolégicos (Butina y
cols., 2002; Gombar y cols., 2003). La estimacion in silico de los parametros ADME se fundamenta
en el analisis de descriptores moleculares representativos relacionados con las propiedades fisico-
quimicas y estructurales de la molécula. Las propiedades estudiadas en este trabajo de solubilidad,
absorcién, capacidad de ser transportado en el torrente sanguineo, capacidad para atravesar la
BHE, asi como baja toxicidad, atienden a las demandas requeridas en los objetivos de este trabajo
basado en la busqueda de ligandos CB, con potencial neuroprotector, como se detalla a

continuacion:

La solubilidad es una propiedad molecular que afecta a la actividad biolégica de las moléculas,
influye en su via de administracion, distribucién y transporte y en ocasiones en la biodisponibilidad
del farmaco en su sitio de accion (Tetko y cols., 2000). En general, los cannabinoides son
moléculas altamente lipdfilas (Garrett y Hunt, 1974; Sharma y cols., 2012), lo que ha llevado al
desarrollo de numerosos estudios con el objetivo de disminuir la hidrofobicidad de compuestos ya
conocidos, o bien sintetizar nuevos ligandos solubles en medio acuoso (Murgia y cols., 2013;
Martin y cols., 2006). Una elevada hidrofobicidad podria suponer una baja absorcion si se
administra por via oral, una elevada interaccion con proteinas plasmaticas, impidiendo la correcta
llegada a su diana o incluso una posible limitacion para atravesar la BHE. Atendiendo a los valores
obtenidos en la prediccion de esta propiedad en las moléculas seleccionadas (1.48, 1.56, 2.5, 2.9y
2.10), asi como en los cannabinoides de referencia HU308, JWH-133 y SR144528, también
analizados, se puede observar que, de acuerdo con lo esperado por su estructura, en general, la
prediccion de solubilidad de estos compuestos es muy baja, por debajo del rango del 95% de los
farmacos incluidos en la libreria del programa, excepto en las moléculas 1.48 y 1.56, que si se
encuentra dentro de dicho rango; por lo tanto, se obtuvieron dos moléculas cannabinoides con una
prediccion de solubilidad aceptable, dentro del marco farmacoldgico y mejor con respecto a los
cannabinoides de referencia analizados. Sin embargo, atendiendo al logaritmo del coeficiente de
particion octanol/agua (QPLogP,), otro parametro directamente relacionado con la solubilidad, y
cuyo valor no debe ser mayor de 5.0 para encontrarse dentro del rango de un farmaco (Egan y
Lauri, 2002), tan soélo el compuesto 1.56 se encuentra dentro del rango aceptable. Esto hace

pensar en esta molécula como la mas indicada farmacocinéticamente de todas las propuestas.

Se ha observado que aquellos compuestos que presentan un elevado QPLogP,, mostrarian una

excesiva tendencia a permanecer en el entorno hidrofébico de la membrana, por lo que no
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alcanzarian la fase acuosa y la absorcion seria menor (Egan y Lauri, 2002). Por lo tanto, una
solubilidad acuosa razonable implicaria una predecible absorcién oral, requisito aconsejable que
deben presentar aquellos compuestos que se puedan llegar a emplear como farmacos. Esto es
debido a que, a nivel clinico, la administraciéon por via oral (y por lo tanto, la absorcion intestinal),
es preferible frente a otras opciones, al tratarse de una via de administracion no invasiva y que no
requiere la intervencion de personal sanitario, implicando mayor comodidad e independencia para
el paciente al que se le administra el farmaco, asi como una reduccién de costes econémicos. Para
estudiar la absorcién intestinal, tradicionalmente se ha empleado la linea celular Caco-2, como
modelo in vitro, debido a que su comportamiento en monocapa confluyente es similar al de los
enterocitos del intestino delgado (Meunier y cols., 1995). Gracias al amplio conocimiento derivado
del uso de este modelo in vitro, se han podido desarrollar modelos tedricos con el fin de predecir la
absorcion intestinal de farmacos in silico, administrados por via oral. Este parametro junto con la
prediccion de absorcion oral (%) empleados en este trabajo predicen la difusion pasiva de los
compuestos a través del epitelio intestinal, sin considerar procesos de transporte activo ni posibles
transformaciones metabdlicas. A pesar de tratarse de parametros estudiados en un modelo in
silico, todos los compuestos analizados presentaron una excelente prediccién para su absorcion.
Ademas de estos parametros, se prestd atencion a las reglas de Lipinski (Lipinski y cols., 2001),
para predecir la capacidad de absorcion. Estas reglas advierten que, para que un principio activo
presente la capacidad de ser absorbido por via oral, no debe violar mas de una de estas

consideraciones, preferiblemente ninguna. Estas reglas son:

- No debe contener mas de 5 donadores de enlaces por puentes de hidrégeno
- No debe contener mas de 10 aceptores de enlaces por puentes de hidrogeno
- Su peso molecular debe ser inferior a 500 g/mol

- El LogP, debe ser inferior a 5

Tan sélo el compuesto 1.56 no incumple ninguna de estas reglas, mientras que todos los demas
violan la cuarta regla, superando el valor de LogP,,, como se ha comentado anteriormente. No
obstante, dado que el criterio permite quebrantar como maximo una de las reglas, cabe esperar
que todos los compuestos presenten la capacidad de ser absorbidos. Sin embargo el compuesto

que presenta mejor perfil farmacocinético atendiendo a las reglas de Lipinski es el 1.56.

Una vez absorbidos, los compuestos deben viajar por el organismo hasta llegar a su diana. La
distribuciéon de los compuestos en el organismo y su vida media estan estrechamente relacionadas
con su capacidad de union a proteinas plasmaticas. La albumina es la proteina mas abundante en
sangre y su funcion principal consiste en el transporte de moléculas estableciendo interacciones
reversibles de naturaleza hidrofébica y de tipo electrostatico con moléculas lipéfilas, como los
acidos grasos (Hamilton y cols., 1991). Dichas interacciones han de ser lo suficientemente estables
para mantener la unién, pero no excesivamente elevadas, para permitir la disociacién cuando la
molécula llegue a su destino (Vallianatou y cols., 2013). Posiblemente la hidrofobicidad de la

mayoria de los compuestos analizados, hacen que las interacciones con la HSA sean demasiado
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fuertes, haciendo que tanto los cannabinoides de referencia como los compuestos de la serie 2 se
encuentren fuera del rango del 95% de los farmacos de la libreria empleada. Tan sélo los
compuestos 1.48 y 1.56 mostraron una prediccion de asociacion a la HSA apropiada para su

distribucion en el organismo.

Teniendo en cuenta que el principal objetivo del trabajo consiste en la busqueda de moléculas
neuroprotectoras, y que existen cannabinoides que soélo actuan a nivel periférico (Cumella y cols.,
2012, Fulp y cols., 2013), también se analizé6 la capacidad para atravesar la BHE de los
compuestos. Dado el papel protector de esta estructura biolégica (Abbott y cols., 2010), el principal
mecanismo de transporte a través de la BHE es la difusién pasiva por via transcelular, por lo que
los estudios farmacocinéticos desarrollados in silico se fundamentan en este mecanismo, sin
considerar transportadores activos ni sistemas enzimaticos que pudieran afectar a la
permeabilidad. En general, la hidrofobicidad de la molécula determinada por el QPLogP,, es el
parametro mas destacado para describir esta capacidad, aunque también son relevantes otros
descriptores para la prediccion de la capacidad para atravesar la BHE como la superficie polar
accesible, el numero de donadores y aceptores de puentes de hidrégeno (Mensch y cols., 2009;
Vilar y cols., 2010). En el modelo in silico empleado en este trabajo, se determiné la capacidad de
las moléculas estudiadas para atravesar la BHE mediante el coeficiente de particion
cerebro/sangre (QPLogBB). Como estudio complementario también se estudid el parametro
QPPMDCK que representa la permeabilidad de los compuestos en la linea celular de epitelio de
riidn canino Madin-Darby (MDCK), cuyas propiedades morfologicas son similares a las de las
células endoteliales vasculares que constituyen la BHE, convirtiéndolas en el modelo in vitro mas
representativo de la BHE (Navarro y cols., 2011). Segun el parametro QPLogBB todos los
compuestos se encuentran dentro del rango del 95% de los farmacos de la libreria, resultando algo
mayor en los derivados de la serie 2 y en el SR144528, y claramente inferior en los controles HU-
308 y JWH-133, mientras que los derivados de la serie de cromenopirazoles 1.48 y 1.56, se ubican
en una posicion intermedia. Con respecto al descriptor de permeabilidad de las células MDCK,
todos los compuestos presentaron una prediccidon excelente. Por lo tanto, la prediccion de
atravesar la BHE fue positiva para todos los compuestos evaluados con los dos parametros

utilizados, por lo que se puede predecir que todos ellos deben atravesar la BHE.

Finalmente, aunque un compuesto cumpla con estos requisitos, su administracion podria resultar
téxica para el organismo, por lo que es fundamental que la prediccion también considere la
informaciéon proveniente de ensayos de toxicidad. Existen diversas razones por las que una
molécula podria resultar dafiina, al estar relacionada con procesos mutagénicos, carcindgenos,
cardiotdxicos, nefrotdxicos y hepatotoxicos, entre otros. Por ello se han desarrollado distintas
plataformas in silico que determinan su posible toxicidad (Muster y cols., 2008). Para estudiar una
posible cardiotoxicidad de los compuestos, se obtuvo el parametro QPLOgHERG, que se
corresponde con el valor de IC50 de los canales de potasio HERG. Estos canales son una diana
molecular responsable de una toxicidad cardiaca causada por un elevado niumero de farmacos

(Vandenberg y cols., 2001), ya que estan involucrados en la repolarizacion cardiaca y su bloqueo
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esta relacionado con el sindrome “Q-T largo” (Raschi y cols., 2009). Atendiendo a los valores
obtenidos de este parametro para los compuestos estudiados, tan sélo resultaron seguros para el

uso clinico los compuestos 1.56 y JWH-133.

En conclusion, por los datos obtenidos mediante el modelo in silico, el unico compuesto de los
analizados que resultdé adecuado, farmacocinéticamente hablando, fue el 1.56. Es importante
mencionar que esta prediccion de propiedades ADMET se ha obtenido sélo a nivel in silico y que
debe ser refrendada por nuevos estudios in vitro e in vivo, que permitan validar estas propiedades,
algo que sera necesario llevar adelante para progresar en el desarrollo del compuesto hacia su uso

clinico.
3 Estudios de funcionalidad del receptor CB,

Con respecto a los estudios de funcionalidad, el modelo de ensayos de unién de GTPyS, revelo
con claridad una unica molécula agonista para el receptor CB,, el compuesto 1.56. Ademas los
valores de EC50 y de Emax, mostraron una potencia y un efecto maximo superior para este
compuesto que para el agonista selectivo de referencia HU-308, también estudiado mediante esta
técnica, por lo que se obtuvo un compuesto que presentaba mejoras significativas en base a los
objetivos de este trabajo. Sin embargo, los estudios de funcionalidad in vitro basados en la medida
de liberacion de PGE-2 por células BV-2 activadas con LPS (descrito por Ragusa y cols., 2015),
mostraron cierta controversia con los obtenidos en los ensayos de union de GTPyS. En realidad,
parece que el compuesto no muestra ningun efecto, ya que ni revierte el efecto provocado por la
adicion de LPS, ni antagoniza el efecto generado por el agonista WIN55,212-2. Podria explicarse
por una dosis insuficiente de compuesto, ya que al tratarse de dos modelos distintos, en los que
tanto la actividad constitutiva (Kenakin, 2005; Howlett y cols., 2011) como la medida del efecto es
diferente, la observacion de una respuesta tras la activaciéon del receptor puede no atender a las
mismas concentraciones de compuesto. De hecho, en el ensayo de neuroproteccion in vitro, se
puede observar en los resultados de los experimentos de la curva de dosis para 1.56, que el
compuesto ejerce un efecto sobre la toxicidad de las células de microglia estimuladas con LPS,
recuperando de manera total la viabilidad neuronal, tan sélo a la dosis de 10 uM, mientras que a
0.1 (practicamente el valor empleado en el ensayo de funcionalidad) y 1 uM, no hay recuperacién
de la viabilidad celular. Teniendo en cuenta que los modelos de funcionalidad y neuroproteccién in
vitro son semejantes en cuanto al principio experimental y a las condiciones de ensayo, se puede
suponer que la falta de efecto en el modelo de funcionalidad sea debido a una dosis insuficiente.
Ademas, atendiendo a la metodologia empleada, el tiempo de incubacién con el compuesto 1.56
en el bioensayo (17-18 horas, dependiendo de si se coincuba con SR144528 o WIN55,212-2,
respectivamente) es mucho mayor que en el ensayo de unién de GTPyS (30 minutos). Una
activacion del receptor prolongada en el tiempo, puede dar lugar una desensibilizacion del receptor
(Breivogel y cols., 1999), y por lo tanto su internalizacion, es decir, que aunque se afiada mayor
concentracion del compuesto, si el receptor no esta disponible, no se observara mas efecto,
pudiendo haber sido ésta una de las razones de por qué no se ha percibido diferencias en la

liberacion de PGE-2 en el bioensayo llevado a cabo para el compuesto 1.56. Por lo tanto, asumir

143



Discusion

un comportamiento agonista del compuesto 1.56 observado en el ensayo de unién de GTPyS

parece razonable.

Con respecto al resto de compuestos, ninguno se mostr6 como agonista total en el ensayo de
union de GTPyS, tan sélo el 1.48 presenté un comportamiento de agonista parcial, ya que tanto el
perfil como los valores de EC50 y Emax resultaron propios de este tipo de compuestos; mientras
que todos los compuestos de la serie 2 presentaron un perfil de agonista inverso, con valores de
IC50 inferiores al del SR144528, aunque con un Emax mucho menor al de este cannabinoide de
referencia. Aunque para estos compuestos los resultados de ambos ensayos de funcionalidad no
se corresponden completamente, si se aproximan mas que para el compuesto 1.56. Con respecto
al compuesto 1.48, en el modelo de funcionalidad in vitro, se obtuvieron datos que indicaron un
claro papel antagonista para el receptor CB,, al no revertir el efecto causado por la adicion de LPS,
y si revertir el efecto del agonista WINS5,212-2. Al compararlo con los datos obtenidos del ensayo
de union de GTPyS, no parece algo extrafio, ya que como se ha observado en ocasiones
anteriores, ciertos cannabinoides pueden mostrar distintos efectos dependiendo de Ia
concentracion utilizada (Little y Martin, 1991, Tzavara y cols., 2003) o cémo un agonista parcial,
dependiendo del contexto, pueda actuar como antagonista en presencia de un agonista (Calvey y
Williams., 2008). Los resultados del modelo de funcionalidad in vitro de los compuestos de la serie
2 parecen reflejar un resultado similar al obtenido mediante los ensayos de unién de GTPyS.
Ninguno muestra un comportamiento de agonista inverso, posiblemente porque la eficacia sea muy
modesta (observado en los ensayos de unién de GTPyS) o por la diferencia de actividad
constitutiva que puede existir entre los dos modelos (Kenakin, 2005; Howlett y cols., 2011), pero
todos muestran un perfil antagonista. En concreto, el compuesto 2.5 revierte el efecto agonista de
WIN55,212-2, recuperando los niveles de liberacién de PGE-2 en presencia de LPS. El efecto de
los compuestos 2.9 y 2.10, sin embargo no alcanzd la significacion estadistica, aunque si
mostraron una tendencia en este efecto. Posiblemente la no obtencion de dicha significacion, sea
debida de nuevo, a una dosis insuficiente de compuestos o a una desensibilizacion de los

receptores, tal y como se ha comentado anteriormente para el compuesto 1.56.
4  Evaluacion del papel neuroprotector del compuesto 1.56

Basandonos en el objetivo principal de esta Tesis Doctoral, se escogié la molécula 1.56 para
evaluar su capacidad neuroprotectora por activacion selectiva del receptor CB,. Por tanto, esta
molécula parece presentar potencial terapéutico para el tratamiento de un grupo de patologias que
comparten procesos asociados a la activacion glial y su influencia en la funcionalidad y la
integridad neuronal. Se trata de patologias que cursan con eventos neuroinflamatorios y sobre las
cuales, la activacion del receptor CB,, involucrado en la modulacién de la respuesta inflamatoria,
podria resultar beneficiosa (Fernandez-Ruiz y cols., 2007, 2015). Por ello, se escogieron dos
modelos que reproducen las condiciones de neuroinflamacién: uno in vitro y uno in vivo, y que

mediante este proceso afectan la viabilidad neuronal.
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En primer lugar se descart6 la posible toxicidad que el compuesto podria presentar por si mismo en
ambos modelos. En el modelo in vitro fue descartada al afadir 1.56 directamente sobre las
neuronas y no observarse ninguna alteracion en la viabilidad celular, con respecto al control; y en
el modelo in vivo, al no observarse ningun indicio de muerte neuronal, edema o anomalias en el

parénquima estriatal del lado contralateral.

Los resultados obtenidos en ambos modelos respaldaron firmemente el potencial neuroprotector
del compuesto 1.56 ejercido a través de la activacion de los receptores CB,. En el modelo in vitro
se observé como el compuesto 1.56, actuando a través de los receptores CB, localizados en las
células de microglia (esto no ocurria al afiadirlo directamente a las neuronas), revertia el efecto
producido al afiadir a las neuronas el medio condicionado de las células BV-2 estimuladas con
LPS, recuperando la viabilidad neuronal, tratandose de un efecto dependiente de dosis. En el
modelo in vivo, también se observd una recuperacién de la integridad del tejido, y una reduccion
del volumen de edema, como ocurrié en estudios previos con el tratamiento con otros agonistas
CB, (Sagredo y cols., 2009; Valdeolivas y cols., 2012). Este efecto, al igual que en el modelo in
vitro, es dependiente de dosis. Con la dosis seleccionada se estudio si el efecto del compuesto
modificaba el nimero de células en apoptosis en el estriado ipsilateral a la lesion mediante TUNEL,
no observandose diferencias significativas, probablemente por la severidad del modelo, aunque si
cierta tendencia. Sin embargo, los analisis histolégicos revelaron un efecto importante del
compuesto 1.56 sobre la morfologia de la poblacién microglial y, por lo tanto, sobre su activacion.
La lesién induce un cambio de morfologia ramificada a ameboide, caracteristica de la microglia
proinflamatoria. La administracion del compuesto, reduce el nimero de células con morfologia
ameboide indicando que las células de la microglia son la principal diana del 1.56, activando el
receptor CB, microglial, modulando la liberacion de citoquinas proinflamatorias y permitiendo la

recuperacion de la morfologia quiescente.

En ambos modelos, parece clave el papel de la microglia tanto para explicar la toxicidad
inflamatoria, como por su potencial como sustrato celular de la diana terapéutica para revertir este
evento patolégico. Esto no excluye una contribucién por parte de la activacion de los receptores
CB, astrogliales en el modelo in vivo, ya que se ha observado expresion de estos receptores en
astrocitos activados en el cuerpo del estriado en estudios previos utilizando el mismo modelo de
lesiones con malonato (Sagredo y cols., 2009), pero en este estudio hemos fijado nuestra atencion
en la respuesta microglial, en concordancia con los estudios llevados a cabo en el modelo in vitro.
Se puede deducir por los datos del modelo in vitro, que la viabilidad neuronal sélo se ve disminuida
en presencia de la microglia activada. Cuando esta activacion no tiene lugar, la viabilidad de las
neuronas permanece intacta. Qued6é demostrado por el modelo de funcionalidad in vitro que
cuando las células BV-2 son tratadas con LPS aumentan los niveles de PGE-2, también observado
en el estudio de Ragusa y cols. (2015). Asi mismo, en otros estudios previos se observd que en
estas circunstancias tiene lugar la induccion de enzimas proinflamatorias como iINOS, COX-2 y una
sobreproduccion de prostaglandinas, citoquinas y otros mediadores proinflamatorios (Oh y cols.,

2010). Bajo estas premisas, parece evidente que el dafio neuronal esté claramente relacionado
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con la activacion microglial y que la activacion de los receptores CB, de las células de microglia
desencadena cascadas de sefalizacion para disminuir la liberacion de esas sustancias
proinflamatorias (Oh y cols., 2010), dando lugar a un efecto neuroprotector. Ademas, en estudios
anteriores del modelo in vivo de malonato se observé activacion de células microgliales,
relacionandose con un aumento en la liberacién de citoquinas proinflamatorias, como TNF-q,
mecanismo modulado por la activacién de los receptores CB, en células de microglia activadas.
(Sagredo y cols., 2009). Es esperable que esté ocurriendo lo mismo en nuestro estudio dado el
elevado aumento del ndmero de células de microglia que hemos encontrado, efecto que es
revertido por el tratamiento con el compuesto 1.56. Ademas todo ello esta en consonancia con los
resultados obtenidos en el modelo in vitro, quedando patente la importante implicacion de la
activacion de los receptores CB, microgliales en los efectos beneficiosos sobre la viabilidad

neuronal.

La neuroproteccion mediada por la activacion del receptor CB, por el compuesto 1.56 fue
corroborada en ambos modelos mediante el uso de antagonistas selectivos para este receptor,
observandose una reversion de los efectos del compuesto 1.56. Esto también se observé en el
estudio previo de Sagredo y cols. (2009), utilizando el antagonista CB, y también al emplearse

ratones deficientes para este receptor.
5 Estudio del efecto del compuesto 1.56 sobre los receptores GPR55 y PPARy

Demostrado el efecto neuroprotector del compuesto 1.56 por la activacion de los receptores CB, de
las células microgliales, y su incapacidad para activar el receptor CB4, como demostraron los
ensayos de unién a receptor, se nos planted la posibilidad de estudiar si 1.56 podria ademas estar
actuando a través de otros receptores como GPR55 y PPARy, ampliamente descritos por su
capacidad de interaccionar con moléculas con actividad cannabinoide y relacionados de forma
reciente con la regulacion de los procesos inflamatorios (Kallendrusch y cols., 2013; Madeira y
cols., 2015; Song y cols., 2016). Se observé que el compuesto 1.56 no presentaba ninguna
capacidad de activar a estos receptores, por lo que se confirmé que el mecanismo fundamental por
el que tiene lugar efecto neuroprotector de este compuesto viene dado por la activacion de los
receptores CB, de las células de microglia, y la consecuente disminucion de la respuesta

inflamatoria que aparece en patologias neurodegenerativas/neuroinflamatorias.
6 Resumen de la discusion

En resumen, de un total de 88 moléculas evaluadas, se seleccioné el compuesto 1.56, de la serie
de los cromenopirazoles y derivados. Esta molécula presenta una afinidad por el receptor CB,
comparable a otros cannabinoides descritos en la literatura y con una selectividad por este receptor
claramente superior a la de ningun otro cannabinoide de referencia previamente descrito.
Funcionalmente se comporta como agonista CB,, mostrando mayor potencia y eficacia respecto al
HU-308. Este compuesto ademas presenta una excelente prediccion de propiedades
farmacocinéticas claves en su papel neuroprotector, y mejores con respecto a dos cannabinoides

de referencia. También muestra un efecto neuroprotector analizado tanto in vitro como in vivo,
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basado en la activacion de los receptores CB, microgliales con la consecuente disminucion de la
respuesta inflamatoria. Todo ello, confiere al compuesto 1.56 unas caracteristicas que lo convierten
en una prometedora opcion terapéutica a nivel clinico para diferentes enfermedades neurolégicas
en las que tenga lugar una exacerbada respuesta neuroinflamatoria, que contribuya a la muerte

neuronal.
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De forma general, los resultados obtenidos en los estudios realizados en esta Tesis Doctoral
presentan a la molécula 1.56 como un nuevo ligando cannabinoide, selectivo para el receptor CB,,
con capacidad neuroprotectora en patologias que cursan con procesos neuroinflamatorios.

Atendiendo a los objetivos fijados, de forma mas concreta se puede concluir que:

- De un total de 88 moléculas, tan sélo 5 presentaron valores de afinidad y selectividad por
el receptor CB, apropiados para ser consideradas ligandos selectivos de este receptor. En
general los valores de selectividad fueron muy superiores a los definidos para ligandos
ampliamente descritos en la literatura.

- De las 5 moléculas seleccionadas, tan sélo el compuesto 1.56 presenté propiedades
farmacocinéticas adecuadas de solubilidad, absorcién intestinal, interacciéon con proteinas
plasmaticas, capacidad para atravesar la BHE y de inactivaciéon de los canales de potasio
HERG, caracteristicas relevantes en el contexto de busqueda de un farmaco con
propiedades neuroprotectoras.

- De las 5 moléculas seleccionadas, tan sélo la 1.56 presentd la capacidad de activar al
receptor CB,, mostrando una mejor potencia y eficacia con respecto al agonista HU-308.

- El compuesto 1.56 demostré ejercer un efecto neuroprotector en un modelo in vitro, al
disminuir la respuesta inflamatoria tras la activacion de los receptores CB, de las células
de microglia y aumentar la viabilidad neuronal.

- El efecto neuroprotector del compuesto 1.56 fue confirmado en un modelo in vivo de dafo
mitocondrial e inflamacién, observandose una restauracién de la integridad tisular del tejido
estriatal mediada por la accién del compuesto. Se verificé que el mecanismo por el cual el
compuesto 1.56 ejerce este efecto neuroprotector, es mediante la reduccién de la
respuesta inflamatoria por activacion de los receptores CB,, disminuyendo el numero de
células microgliales activadas.

- El compuesto 1.56 no activé los receptores GPR55 y PPARYy, demostrando que su efecto
neuroprotector antiinflamatorio tiene lugar exclusivamente por la activacién del receptor
CB..
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The unwanted psychoactive effects of cannabinoid receptor
agonists have limited their development as medicines. These
CB,-mediated side effects are due to the fact that CB, recep-
tors are largely expressed in the central nervous system (CNS).
As it is known that CB, receptors are also located peripherally,
there is growing interest in targeting cannabinoid receptors lo-
cated outside the brain. A library of chromenopyrazoles de-
signed analogously to the classical cannabinoid cannabinol
were synthesized, characterized, and tested for cannabinoid ac-
tivity. Radioligand binding assays were used to determine their
affinities at CB, and CB, receptors. Structural features required
for CB,/CB, affinity and selectivity were explored by molecular
modeling. Some compounds in the chromenopyrazole series
were observed to be selective CB, ligands. These modeling
studies suggest that full CB, selectivity over CB, can be ex-

Introduction

The three major components of marijuana are A°-tetrahydro-
cannabinol (A’-THC), cannabidiol (CBD), and cannabinol
(CBN)." Unlike A°-THC,” CBD and CBN are non-psychotropic
phytocannabinoids.®? A°>-THC interacts with two well-character-
ized G-protein-coupled receptors: CB, and CB,.** The CB, re-
ceptors are localized with high density in the brain and are
also found in peripheral tissues. In contrast, the CB, receptors
are expressed mainly in immune cells, although they can also
be found in the CNS, particularly under pathological circum-
stances. The activity of the cannabinoid receptors is elicited
not only by phytocannabinoids, but also by synthetic ligands
and endocannabinoids.”® The only cannabinoid receptor li-
gands prescribed so far are CB,/CB, receptor agonists. Cesamet
(nabilone) and Marinol (A®-THC) are used for the treatment of
nausea and vomiting associated with cancer chemotherapy or
as anti-emetic agents. Sativex (A>-THC and CBD) is prescribed
to relieve spasticity and pain in patients of multiple sclerosis.
However, preclinical data indicate that CB, and/or CB, receptor
agonists are useful for diverse therapeutic applications, includ-
ing pain relief, treatment of intestinal disorders, glaucoma,
cancer proliferation, and neurodegenerative diseases.!'%'?
A°-THC and CBN are classical cannabinoids characterized by
tricyclic terpenoids bearing a benzopyran moiety (Figure 1).1'¥
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plained by the presence of a pyrazole ring in the structure.
The functional activities of selected chromenopyrazoles were
evaluated in isolated tissues. In vivo behavioral tests were then
carried out on the most effective CB; cannabinoid agonist,
13a. Chromenopyrazole 13a did not induce modifications in
any of the tested parameters on the mouse cannabinoid
tetrad, thus discounting CNS-mediated effects. This lack of ag-
onistic activity in the CNS suggests that this compound does
not readily cross the blood-brain barrier. Moreover, 13a can
induce antinociception in a rat peripheral model of orofacial
pain. Taking into account the negative results obtained with
the hot-plate test, the antinociception induced by 13a in the
orofacial test could be mediated through peripheral mecha-
nisms.

Structure-activity relationship (SAR) studies of A’-THC and A®-
THC analogues for CB,/CB, receptors have been widely report-

[a] Dr. J. Cumella, Dr. L. Herndndez-Folgado, P. Morales, Prof. Dr. P. Goya,
Dr. N. Jagerovic
Instituto de Quimica Médica, CSIC
Juan de la Cierva 3, 28006 Madrid (Spain)
E-mail: nadine@igm.csic.es

Dr. R. Girdn, Dr. E. Sdnchez, Prof. Dr. M. I. Martin
Departamento de Farmacologia y Nutricion

Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Rey Juan Carlos
Avda. Atenas S/N, 28922 Alcorcén, Madrid (Spain)

[c] Dr. D. P. Hurst, Prof. Dr. P. H. Reggio
Department of Chemistry and Biochemistry
University of North Carolina Greensboro
Greensboro, NC 27402 (USA)

M. Gémez-Carias, Dr. M. Gémez-Ruiz, Prof. Dr. J. Ferndndez-Ruiz
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Medicina
Centro de Investigacion Biomédica en Red sobre Enfermedades
Neurodegenerativas (CIBERNED)
Instituto Ramdn y Cajal de Investigacion Sanitaria (IRYCIS)
Universidad Complutense de Madrid, 28040 Madrid (Spain)
[e] Dr. D. C. G. A. Pinto, Prof. Dr. A. M. S. Silva

Department of Chemistry & QOPNA

University of Aveiro, 38210-193 Aveiro (Portugal)
Supporting information for this article is available on the WWW under
http://dx.doi.org/10.1002/cmdc.201100568.

=

[d

ChemMedChem 2012, 7, 452 -463


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22302767

J Neuroimmune Pharmacol (2012) 7:1002-1016
DOI 10.1007/s11481-012-9399-3

ORIGINAL ARTICLE

A Cannabigerol Quinone Alleviates Neuroinflammation
in a Chronic Model of Multiple Sclerosis

Aitor G. Granja - Francisco Carrillo-Salinas - Alberto Pagani - Maria Gomez-Caiias -
Roberto Negri - Carmen Navarrete - Miriam Mecha - Leyre Mestre - Bend L. Fiebich -
Irene Cantarero - Marco A. Calzado - Maria L. Bellido - Javier Fernandez-Ruiz -

Giovanni Appendino - Carmen Guaza - Eduardo Muifioz

Received: 24 July 2012 / Accepted: 2 September 2012 /Published online: 14 September 2012

© Springer Science+Business Media, LLC 2012

Abstract Phytocannabinoids like A’-tetrahydrocannabinol
(THC) and cannabidiol (CBD) show a beneficial effect on
neuroinflammatory and neurodegenerative processes
through cell membrane cannabinoid receptor (CBr)-
dependent and -independent mechanisms. Natural and syn-
thetic cannabinoids also target the nuclear receptor peroxi-
some proliferator-activated receptor-gamma (PPARYy), an
attractive molecular target for the treatment of neuroinflam-
mation. As part of a study on the SAR of phytocannabi-
noids, we have investigated the effect of the oxidation
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modification in the resorcinol moiety of cannabigerol
(CBG) on CB;, CB, and PPARY binding affinities, identi-
fying cannabigerol quinone (VCE-003) as a potent anti-
inflammatory agent. VCE-003 protected neuronal cells from
excitotoxicity, activated PPARYy transcriptional activity and
inhibited the release of pro-inflammatory mediators in LPS-
stimulated microglial cells. Theiler’s murine encephalomy-
elitis virus (TMEV) model of multiple sclerosis (MS) was
used to investigate the anti-inflammatory activity of this
compound in vivo. Motor function performance was
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The cannabinoid quinol VCE-004.8
alleviates bleomycin-induced
scleroderma and exerts potent
antifibrotic effects through
peroxisome proliferator-activated
receptor-~y and CB2 pathways
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Gomez-Canas®*5, M. Ruth Pazos®*°, Javier Fernandez-Ruiz**>, Federica Pollastro®,
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Scleroderma is a group of rare diseases associated with early and transient inflammation and vascular
injury, followed by fibrosis affecting the skin and multiple internal organs. Fibroblast activation is the
hallmark of scleroderma, and disrupting the intracellular TGF3 signaling may provide a novel approach
to controlling fibrosis. Because of its potential role in modulating inflammatory and fibrotic responses,
both PPAR~ and CB, receptors represent attractive targets for the development of cannabinoid-based
therapies. We have developed a non-thiophilic and chemically stable derivative of the CBD quinol (VCE-
004.8) that behaves as a dual agonist of PPAR~ and CB, receptors, VCE-004.8 inhibited TGF3-induced
Col1A2 gene transcription and collagen synthesis. Moreover, VCE-004.8 inhibited TGF3-mediated
myofibroblast differentiation and impaired wound-healing activity. The anti-fibrotic efficacy in vivo
was investigated in a murine model of dermal fibrosis induced by bleomycin. VCE-004.8 reduced
dermal thickness, blood vessels collagen accumulation and prevented mast cell degranulation and
macrophage infiltration in the skin. These effects were impaired by the PPAR~ antagonist T0070907
and the CB, antagonist AM630. In addition, VCE-004.8 downregulated the expression of several key
genes associated with fibrosis, qualifying this semi-synthetic cannabinoid as a novel compound for the
management of scleroderma and, potentially, other fibrotic diseases.

Systemic sclerosis (SSc; scleroderma) is a rare and heterogeneous disease that involves three main hallmarks:
fibroblast dysfunction leading to increased deposition of extracellular matrix proteins, small vessel vasculopathy
resulting in tissue hypoxia and an immune response with autoantibody production’. SSc is characterized by pro-
gressive thickening and fibrosis of skin secondary to excessive collagen accumulation, that can be limited to the
skin (limited cutaneous SSc) or extended to internal organs (diffuse cutaneous SSc)?.

SSc is initiated by microvascular injury and inflammation followed by fibroblast activation, a key event in
fibrosis development. Activated fibroblasts are more resistant to apoptosis and differentiate to myofibroblasts,

IMaimonides Biomedical Research Institute of Cérdoba, Reina Sofia University Hospital, Dept of Cell Biology,
Physiology and Immunology, University of Cérdoba, Avda Menéndez Pidal s/n, 14004. Cérdoba, Spain. 2VivaCell
Biotechnology Espafia, Parque Cientifico Tecnoldgico Rabanales 21, 14014, Cérdoba, Spain. 3Instituto Universitario
de Investigacion en Neuroquimica, Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular Ill, Facultad de Medicina,
Universidad Complutense, Madrid, Spain. “Centro de Investigacion Biomédica en Red sobre Enfermedades
Neurodegenerativas (CIBERNED), Madrid, Spain. °Instituto Ramdn y Cajal de Investigacion Sanitaria (IRYCIS),
Madrid, Spain. éDipartimento di Scienze Chimiche, Alimentari, Farmaceutiche e Farmacologiche, Via Bovio 6, 28100,
Novara, ltaly. Correspondence and requests for materials should be addressed to I.C. (email: b12cacai@uco.es) or
E.M. (email: e.munoz@uco.es)

|6:21703 | DOI: 10.1038/srep21703


mailto:b12cacai@uco.es
mailto:e.munoz@uco.es
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26887982

www.nature.com/scientificreports/

which are responsible for the excessive collagen synthesis and Transforming Growth Factor beta (TGFf3) pro-
duction®. Following TGF3 binding to its receptors, SMAD2 and SMAD?3 are phosphorylated and associated with
SMADA4. The resulting heteromultimer translocates to the nucleus, where it regulates the expression of TGF3
target genes like collagen type I*. Excessive TGFf signaling is the hallmark of SSc and different strategies aimed
to disrupt the TGF3/SMAD signaling pathway have been proposed for the treatment of SSc and related fibrotic
diseases®. Different studies prove that peroxisome proliferator-activated receptor-~ (PPAR~) as well as cannab-
inoid receptor type-2 (CB,) are potential therapeutic targets for the disease because of their involvement in the
inhibition of inflammation and fibrosis progression.

PPAR~ is a nuclear receptor originally implicated in the regulation of cell growth, lipid metabolism and glu-
cose homeostasis and it is a target for some antidiabetic drugs®. However, PPAR~ is broadly expressed and has
been recognized to play a key role in inflammatory processes and connective tissue homeostasis’. In this sense,
loss of PPAR~ function in fibroblasts resulted in increased susceptibility to skin fibrosis in mice. Conversely,
PPAR~ agonists such as rosiglitazone (RGZ) have shown to prevent inflammation, dermal fibrosis and lipoat-
rophy in a mouse model of cutaneous sclerosis®. Moreover, it is known that PPAR~ expression and function are
impaired in scleroderma by different factors (TGF3, CTGEF, IFN~, Wnt proteins, IL-13, hypoxia) while fibrosis
development is associated to a mutual inhibitory interaction between TGF(3 and PPAR~ that contributes to dis-
ease progression”!?. It has also been shown that PPAR~ agonists inhibit the profibrotic response through inhibi-
tion of the TGF3/SMADs signaling pathway at the nuclear level'®'.

In addition to antidiabetic drugs, PPAR~ is also activated by some endocannabinoids and related signal-
ing lipids, as well as by certain natural and synthetic cannabinoids'?>-'*. Cannabinoids are a complex group of
molecules that comprise phytocannabinoids, endocannabinoids and synthetic cannabinoids. Cannabinoids were
initially identified by their ability to bind and activate the classical cannabinoid receptors CB, and CB,, but these
compounds are pleiotropic in nature and also activate other type of receptors including PPAR~'2. Thus, the mul-
titarget activity of cannabinoids may account for their ability to modulate several key processes including neuro-
protection, inflammation, immunomodulation and vascular responses!>!¢.

Recent evidence indicates that genetic and pharmacological manipulation of the endocannabinoid system
modulates the fibrotic response. Thus, CB, and CB, receptors have shown different patterns in experimental mod-
els of dermal fibrosis. CB, inactivation prevents fibroblast activation and exerts potent antifibrotic effect!”. The role
of CB, as a pro-fibrotic receptor has also been confirmed in fatty acid amide hydrolase knock-out mice, in which
elevated levels of endocannabinoids may induce fibrosis in a CB,-dependent manner'®. In contrast, CB, activation
protected mice from experimental dermal fibrosis and tissue leukocyte infiltration'®. Accordingly, replace by WIN-
55,212-2 in all the manuscript (highlighted), a synthetic dual CB,/CB, agonist, prevented bleomycin-induced der-
mal fibrosis?, and ajulemic acid, a dual PPAR~/CB, agonist, was also antifibrotic in the same mouse model of SSc**.
Finally, JWH-133, a selective CB, agonist, was found to alleviate diffuse SSc induced by hypochlorite injections and
CB, receptors deficient mice were more susceptible to fibrosis development in this model?!.

Considering that dual PPAR~/CB, agonists have a strong potential as disease-modifying agents in SSc, we
have investigated the novel non-psychotropic cannabidiol (CBD) quinol derivative VCE-004.8 for its activity at
both targets and its capacity to prevent fibrosis in experimental models of SSc. VCE-004.8 is a chemically stable
and non-thiophilic analogue of HU-331, the major product of atmospheric oxidation of CBD in basic medium.

Material and Methods

Celllines and reagents. NIH-3T3, HEK-293T-CB,, normal human dermal fibroblasts (NHDFs) and mouse
embryonic fibroblasts (MEFs) cells were cultured in DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS),
2mM L-glutamine and 1% (v/v) penicillin/streptomycin and maintained at 37 °C in a humidified atmosphere
containing 5% CO,. Rosiglitazone, AM630, T0070907 and WIN-55,212-2 were obtained from Cayman Chem
(MI, USA), TGF31 was purchased from Immunotools GmbH (Friesoythe, Germany), CBD was purchased to THC
Pharm (Frankfurt, Germany) and HU-331 was from Santa Cruz (CA, USA). All other reagents were from Sigma
Co (St Louis, MO, USA). The synthesis and structure of VCE-004.8 is described in supplementary information.

PPAR~, CB; and CB, binding assays. To determine PPAR~ binding activity the PolarScreen™ PPARY
Competitor Assay kit (Life Technologies, CA, USA) was used following manufacturer’s instructions. The ICs,
value was determined as the 50% inhibition of percentage of polarization. CB, and CB, receptor binding affinities
were determined by competition studies using [*H]CP55940 as radioligand and commercial membrane prepa-
rations of HEK293 EBNA cells stably expressing the respective receptor type (Perkin-Elmer Life and Analytical
Sciences, Boston, MA), following a procedure previously described?. Initially, compounds were screened at
40pM and, in those cases in which the inhibition of radioligand binding was at least about 70%, competition
curves using a broad range of compound concentrations were performed to calculate Ki values. Competition
binding data were analyzed by using GraphPad Prism® version 5.01 (GraphPad Software Inc., CA, USA).

Transient transfections and luciferase reporter assays. The cells were seeded in 24-well plates
and after 24 hours they were transiently transfected with the indicated constructs using Roti®-Fect (Carl Roth,
Karlsruhe, Germany) following manufacturer s specifications. After stimulation, the luciferase activities were
quantified using Dual-Luciferase Assay (Promega, Madison, WI, USA). To correct for transfection efficacy, 100 ng
Renilla luciferase (pRL-CMV) was cotransfected.

Cytotoxicity assays. Briefly, NIH-3T3 cells were seeded at a density of 1 x 10°cells/well in 96-well plates
and treated with increasing concentrations of VCE-004.8 or HU-331 for 24 hours. After that, 50 pl of 3-MTT
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (5 mg/ml) from a mixture solution of MTT:
DMEM (1:2) per well was added and cells were incubated for 4 hours at 37 °C in darkness. Then, supernatant was
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removed and 100 pl DMSO was added to each well for 10 min, in gentle shaking. Absorbance was measured at
550 nm using a TriStar LB 941 (Berthold Technologies, GmbH & Co. KG). The mean concentration in each set of
three wells was measured. The absorbance of untreated controls was considered as 100% survival.

Determination of collagen in NHDFs. To determine collagen deposition, NHDFs cells were seeded in
24-well plates (5 x 10*/well), preincubated with VCE-004.8 for 1 hour and stimulated with TGF31 (5ng/ml) dur-
ing 48 hours. Cell pellets were extracted with 0.5 M acetic acid and dyed for 30 min (0,1% Sirius Red and 0,1% Fast
Green dissolved in saturated picric acid). Collagen deposition was measured at 540 nm and 605 nm in Genesis
10UV spectrofluorometer (Thermo Fisher Scientific). To study the secretion of collagen, NHDFs cells were
seeded in 24-well plates (5 x 10*/well) and cultivated in serum-free medium for 24 h. After that, the cells were
preincubated with VCE-004.8 for 1 hour and stimulated with TGF31 (10 ng/ml) for 48h in serum-free medium
and the supernatants collected and tested using the Procollagen Type I C-Peptide (PIP) EIA Kit (Takara, Japan)
following manufacturer’s recommendations.

Miofibroblast differentiation. To induce myofibroblast differentiation MEFs were plated on glass covers-
lips with the appropriate medium. After serum starvation for 24 h, the cells were preincubated with RGZ or VCE-
004.8 for 1h and stimulated with TGF31 (10 ng/ml) for another 24 h. Coverslips were collected, washed with PBS
and fixed with 4% paraformaldehyde. After antigen retrieval non-specific binding was reduced by blocking with
THC select blocking reagent (Merck Millipore, MA, USA) at room temperature for 30 min. Coverslips were placed
in a humidified chamber and incubated overnight at 4 °C with a primary antibody a-SMA (1:50, sc-32251, Santa
Cruz). Then, coverslips were washed three times with 0.1% PBS-Tween 20 and incubated with the secondary
antibody goat anti-rat Alexa 488 (Merck Millipore). Finally, coverslips were mounted in VectaShield Mounting
Medium with DAPI and analyzed using a Leica DM2500 microscope and a Leica DFC420c camera.

Western blots. Cells were washed with PBS and proteins extracted in 50 jul of lysis buffer (50 mM Tris-
HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 10% glycerol and 1% NP-40) supplemented with 10 mM NaE, 1 mM Na;VO,, 10 pg/
ml leupeptine, 1 pg/ml pepstatin and aprotinin, and 1 pl/ml PMSF saturated. Protein concentration was deter-
mined by the Bradford assay (Bio-Rad, CA, USA) and 30 g of proteins were boiled at 95°C in Laemmli buffer
and electrophoresed in 10% SDS/PAGE gels. Separated proteins were transferred to PVDF membranes (20V
for 30 min) and blocked in TBS solution containing 0.1% Tween 20 and 5% non-fat dry milk for 1 hour at room
temperature. Immunodetection of specific proteins was carried out by incubation with primary antibody against
a-SMA (1:500; sc-32251, Santa Cruz), pSMAD2 (1:500; AB3849, Merck Millipore) or SMAD?2 (1:1000; 5339, Cell
Signaling, MA, USA) overnight at 4 °C. After washing membranes, horseradish peroxidase-conjugated secondary
antibody was added and detected by chemiluminescence system (GE Healthcare Europe GmbH). The blots were
reproved with an antibody against a-tubulin or 3-actin (1:10.000; DM-1A and AC-74, Sigma). Densitometric
analysis of immunoblots was performed using Image ] software (NIH; Bethesda, MD, USA).

In vitro cell migration assays. The modulation of cell migration was analyzed by wound-healing assays.
Briefly, NHDFs were seeded in a 96-well Essen ImageLock plate (Essen BioScience) and were grown to conflu-
ence. After 24 h, the scratches were made using the 96-pin WoundMaker (Essen BioScience), followed by incu-
bation of the cultures in media with 10 ng/ml of mitomycin C to block cell proliferation. VCE-004.8 and TGF31
or rhIL-4 (10 ng/ml) were added and wound images were taken every 60 min for 36 h, and the data analyzed by
the integrated metric Relative Wound Density part of the live content cell imaging system IncuCyte HD (Essen
BioScience).

Animals and Experimental protocols.  Six- to eight-week-old female BALB/c mice were purchased from
Harlan laboratories (Barcelona, Spain) and housed in our animal facilities (University of Cérdoba, Cérdoba,
Spain) under controlled conditions (12 h light/dark cycle; temperature 20 °C (£2 °C) and 40-50% relative humid-
ity) with free access to standard food and water. All experiments were performed in accordance with European
Union guideline and approved by the Animal Research Ethic Committee of the Cérdoba University (2014P1/016).
Dermal fibrosis was induced by daily subcutaneous injections of filter-sterilized bleomycin (20 pg/mouse diluted
in PBS) (Mylan, Spain) into the shaved backs well-defined areas (1 cm?) of mice for 6 weeks. During the last 3
weeks of bleomycin injections, mice were treated in parallel by daily intraperitoneal injection of RGZ (5 mg/
kg) or VCE004.8 (10 and 20 mg/kg). In some experiments, mice received a combination of VCE-004.8 (20 mg/
kg) and the CB2 antagonist AM630 (2.5 mg/kg), or the PPAR~ antagonist T0070907 (5 mg/kg), injected 15 min-
utes before VCE-004.8. Control group and VCE-004.8 group received subcutaneous injections of 100 ] PBS and
intraperitoneal injections of vehicle or VCE-004.8 (20 mg/kg), respectively. At the end of the experiment, mice
were sacrificed and dissected for tissue processing. Affected skin was frozen in RNA-later cooled in dry ice and
stored at —80°C for biochemical analyses (PCR array system) or fixed in fresh 4% paraformaldehyde (PBS) for
histochemical analysis. Eight to ten animals were analyzed per experimental group.

Histochemical analysis. Five-micrometer-thick sections of formalin-fixed paraffin-embedded skin biopsy
samples were stained for hematoxylin and eosin, Masson’s trichrome or toluidine blue. Only nuclear cells were
counted. For immunohistochemical analysis, antigen retrieval was performed in 37 °C trypsin (pH 7.8) for 1h.
Sections were incubated with F4/80 antibody (1:50; MCA497, Bio-Rad) for 2 hours at room temperature or with
p-SMAD?2 antibody (1:500) overnight at 4 °C. Then, sections were washed in 0.1 M PBS and incubated for 1 hour
at room temperature with the appropriate biotin-conjugated secondary antibody (Merck Millipore). Reaction
was revealed with 3,3-diaminobenzidine (DAB) (Merck Millipore). A Leica DM2500 microscope and a Leica
DFC420c camera were used for slide observation and photography.

SCIENTIFICREPORTS | 6:21703 | DOI: 10.1038/srep21703 3



www.nature.com/scientificreports/

PCR array. RNeasy Fibrous Tissue Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) was used to isolate total mRNA from
the skin. One microgram of RNA was transcribed to single chain cDNA using iScript™ ¢DNA Synthesis Kit
(Bio-Rad) and analyzed using the RT? Profiler™ PCR Array Mouse Fibrosis (Qiagen). This array contains 84 key
genes involved in fibrosis development. Data were analyzed using the 2724 method and normalized with five
housekeeping genes.

Statistical analysis. In vitro data are expressed as mean + S.D. and in vivo results are represented as
mean + SEM. Data were subjected to Kolmogorov-Smirnov normality test and then, differences were analyzed
by one-way ANOVA followed by Tukey post hoc test. When data were not normally distributed, significant
differences were studied using the Kruskall-Wallis followed by Dunns post-hoc test. P < 0.05 was considered
significant. Statistical analysis was performed using GraphPad Prism® version 5.01. Images were analyzed and
quantified using the Image J.

Results

VCE-004.8 is a stable and non-thiophilic cannabinoid quinol. We have previously reported that the
oxidation of CBG (Cannabigerol) and CBD to their corresponding quinols (VCE-003 and HU-331, respectively)
increases the PPAR~ binding activity of these natural cannabinoids'®. HU-331 is a reactive quinone that shows
potent antitumor activity by targeting DNA topoisomerase II?* and shows thiol trapping activity that induces
oxidative stress and apoptosis in splenocytes®*. Furthermore, HU-331 is rather unstable toward dimerization,
that complete abolishes activity (unpublished data). In order to dissect the thiol-trapping activity of HU-311 from
the PPAR~ activity and stabilize the product toward oxidative dimerization, we capitalized on the electrophilicity
of HU-331 to introduce a nitrogen function via a formal C-H functionalization. The resulting and fully substi-
tuted quinol (VCE-004.8, Fig. 1a) could not dimerize any more, and did not show any thiol trapping properties,
as evidenced by a comparative cysteamine-recovery assay with HU-331. This cysteamine recovery assay was
inspired by the cysteamine trapping assay®*, a NMR method based on the treatment of a thiophylic compound
with cysteamine in DMSO. This assay cannot be carry out on quinones due to the reversible formation of imi-
noquinones with the free amino group of the thiol probe that complicated the analysis of the spectra. A recovery
assay was therefore developed, evaluating the recovery of the quinol from a solution of cysteamine in DMSO.
While VCE-004.8 could be recovered unscathed in an essential quantitative way by extraction with hexane. In
contrast HU-331 was undetectable in the hexane extract, suggesting that it had irreversibly reacted with cysteam-
ine to form polar and not extractable adducts (see supplementary information for details).

Next, we first wanted to investigate whether VCE-004.8 was able to bind to PPAR~, and compare its binding
capacity to RGZ. Using a PPAR~ competitor-binding assay, we found that VCE-004.8 bounds to the nuclear
receptor with an ICs, of 1.7 pM (Fig. 1b), significantly lower than the affinity comparatively evaluated for HU-331
(5pM)"3. To further study the ability of HU-331 and VCE-004.8 to activate PPAR~ transcriptional activity,
NIH-3T3 cells were transfected with a GAL4-PPAR~ expression plasmid plus a GAL4-luc reporter plasmid.
Our results showed that HU-331 induced PPAR~ transactivation in a biphasic manner and this activity was
lost with the higher concentrations tested. On the contrary, VCE-004.8 induced PPAR~ transactivation in a
concentration-dependent manner (Fig. 1c). The results obtained with HU-331 may reflect its cytotoxic activity
and, therefore, NIH-3T3 cells were treated with increasing concentrations of both HU-331 and VCE-004.8 for
24h. As depicted in Fig. 1d, HU-331 but not VCE-004.8 showed a clear cytotoxic activity with concentrations
as low as 5p.M. In addition, we found that HU-311 induced reactive oxygen species (ROS), disrupted the mito-
chondrial transmembrane potential and activated the Nrf2 pathway, whereas none of these bioactivities were
induced by VCE-004.8 (see Supplemenary Fig. S1). Altogether our results indicate that the specific modification
introduced in the structure of VCE-004.8 did not affect its PPAR~ binding activity but abolished its thiophilic
and cytotoxic activity.

It is known that CBD does not bind directly to either CB, or CB, receptors but it can modulate CB, activ-
ity?. Therefore, we were interested in investigating whether VCE-004.8 could interfere with these cannabinoid
receptors. We studied the binding affinity of VCE-004.8 to CB, and CB, receptors and we found that VCE-004.8
could displace [*’H]CP55,940 from specific binding sites in HEK-293T-hCB, cell membranes with a Ki value of
1704 50 nM (Fig. 1e), with a negligible binding to CB,-containing membranes (Ki > 40 .M). Furthermore, we
observed that VCE-004.8 repressed FSK-induced CRE-Luc activity in HEK-293T-CB, cells, indicating that it is a
functional CB, agonist functional activity (Fig. 1f).

VCE-004.8 inhibits collagen gen transcription and synthesis in fibroblasts. Since PPAR~ ago-
nists repress TGFB-induced collagen gene transcription'!, we evaluated if VCE-004.8 was also able to interfere
with this pathway. We found that TGF3-induced collagen deposition (46.4% induction vs control) and collagen
synthesis (43.5% induction vs control) were significantly inhibited by pretreatment with VCE-004.8 (Fig. 2a,b,
respectively). Type I collagen is a predominant ECM component of the fibrotic lesion, and is a product of two
coordinately regulated genes, a1(I) (COL1A1) and o 2(I) (COL1A2). COL1A2 promoter has been extensively
used as an experimental model system to delineate the transcriptional regulation of the collagen gene expression.
Thus, to further demonstrate that VCE-004.8 inhibits collagen synthesis at the transcriptional level, NIH-3T3
cells were transiently transfected with the Col1A2-luc plasmid, containing the sequence from —376 to +58 of
the human COL1A2 gene, and stimulated with TGF31 in the absence or presence of VCE-004.8 or RGZ. Fig. 2¢
shows that VCE-004.8 inhibited TGF(3-induced Col1A2 gene transcription in a concentration- dependent man-
ner. As expected, RGZ also inhibited TGF3-induced collagen gene transcription.

It has been shown that SMAD2/SMAD3 overexpression stimulates COL1A2 promoter activity?’, and we
therefore tested the capacity of VCE-004.8 to interfere with upstream or downstream TGEF@ signaling pathways.
We found that both compounds were able to inhibit the transcriptional activity driven by SMAD proteins in
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Figure 1. VCE-004.8 characterization. (a) Schematic representation of VCE-004.8 synthesis. (b) VCE-004.8 and
RGZ PPAR~ binding affinities. The indicated concentrations were tested and results were plotted to obtain the
polynomial trend on a logarithmic range. IC50 values are indicated within the graph (n= 3). (c) Effect of VCE-
004.8 and HU-331 on PPAR~ transcriptional activity. NIH-3T3 cells were co-transfected with GAL4-PPAR~ and
GALA4-luc. After 24 h, cells were incubated with the compounds at the indicated concentrations for 6 hours and
lysed for luciferase activity. Results are expressed on a logarithmic scale as the fold induction £S.D. relative to
untreated control (n=4). (d) Study of cytotoxic activity of VCE-004.8 and HU-331. NIH-3T3 cells were treated
with the compounds at the indicated doses for 24 hours and cell viability was analyzed by the MTT method.
Results are shown as mean 4 S.D. and expressed as percentage of cell viability against untreated cells. (n=3).

(e) Binding affinity of VCE-004.8 to CB, receptor. Ki values obtained from competition studies using [*H]
CP55,940 as radioligand for hCB2 receptors and expressed as the mean & SEM (n= 3). (f) VCE-004.8 is a CB,
receptor agonist. HEK-293T-CB, cells were transfected with the plasmid pCRE-Luc containing three cAMP
response elements and treated with WIN55212 or VCE-004.8 for 30 min and stimulated with FSK for 6 hours.
Then, cells were lysed for luciferase activity. Data are shown as mean activation percentage +S.D. considering FSK
as 100% activation. (n=6). *p < 0.05 **p < 0.01 **p < 0.001 versus control ; “p < 0.05 **p < 0.01 versus FSK.
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Figure 2. VCE-004.8 inhibits collagen deposition and gene transcriptional activation induced by TGF3.
NHDFs were preincubated with VCE-004.8 for 1 hour at the indicated concentrations and stimulated with
TGFB1 during 48 hours. (a) Cells were collected and tested for collagen content using Sirius Red-Fast Green
method. (n=5). (b) Supernatants were collected for procollagen type I measurement. Results are expressed as
mean percentage of inhibition £S.D. considering TGF31 as 100% (n = 3). (c) Effect of VCE-004.8 on Colla2
transcriptional activity. NIH-3T3 cells were transfected with Colla2-luc. Cells were preincubated with the
compound at the indicated concentrations for 1 hour and stimulated with TGF31 (10 ng/ml) for 24 hours. Cells
were lysed for luciferase activity. Results are expressed as mean percentage of inhibition £S.D. considering
TGFB1 as 100% (n=4). (d) Effect of VCE-004.8 on SMAD-dependent transcriptional activity. NTH-3T3 cells
were transfected with the CAGA-Luc plasmid, preincubated with the indicated concentrations of VCE-004.8 for
1 hour and stimulated with TGF31 (10 ng/ml) for 6 hours. Then, cells were lysed for luciferase activity. Results
are expressed as mean percentage of inhibition £S.D. taking TGF(31 as 100% (n = 4). (e) VCE-004.8 effect on
SMAD?2 phosphorylation. NIH-3T3 cells were incubated in low serum conditions (1% FBS) for 24 hours. Then,
cells were pretreated with VCE-004.8 or RGZ for 1 hour and stimulated with TGF31 (10 ng/ml) for 2hours.
Protein expression was determined by Western Blot. Values under the gel indicate protein signal intensities after
normalization to 3-actin signal intensities. *p < 0.05 **p < 0.01 ***p < 0.001 versus TGF31 treated cells.
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Figure 3. VCE-004.8 prevents differentiation into myofibroblast and impairs wound healing induced by
TGEF. (a) Representative images of MEFs differentiation into myofibroblasts. Cells were incubated in low
serum conditions (1% FBS) for 24 hours. Then, cells were pretreated with VCE-004.8 for 1 hour and stimulated
with TGF31 (10 ng/ml) for 24 hours. MEFs were stained for a-SMA (green) and DAPI (blue). Treatment with
VCE-004.8 prevented TGF(31 induction of a-SMA expression (n= 3). (b) VCE-004.8 reduces o.-SMA protein
expression induced by TGF(3. NIH-3T3 cells were incubated in low serum conditions (1% FBS) for 24 hours.
Then, cells were pretreated with VCE-004.8 for 1 hour, stimulated with TGF31 (10 ng/ml) for 48 hours and the
expression of a-SMA protein was determined by Western Blot. Values under the gel indicate a-SMA protein
signal intensities after normalization to tubulin signal intensities and the results are representative of three
independent experiments. (c) Scratch assay on NHDFs cells treated with either TGF( in the absence or the
presence of increasing concentrations of VCE-004.8. Results were plotted using the Incucytef'® software in
terms of percentage of relative wound density S.D. as a function of time (n=3). *p < 0.05 **p < 0.01 versus
control; #p < 0.01 versus TGF31 treated cells.
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Figure 4. VCE-004.8 prevents dermal thickening induced by BLM administration. Images show Masson s
trichrome staining (upper panel) and their respective quantification (bottom panel) of skin from BLM-
treated mice. Values are expressed as mean & SEM (n = 8 animals per group). "'p < 0.001 versus control group;
#p < 0.01 **p < 0.001 versus BLM group; and 'p < 0.05 versus BLM + VCE-004.8 (20 mg/kg).

CAGA-Luc transfected NTH-3T3 cells (Fig. 2d). However, neither VCE-004.8 nor RGZ inhibited TGF3-induced
SMAD?2 phosphorylation (Fig. 2e). These results are consistent with the view that PPAR~ agonists inhibit the
expression of several TGF3-activated genes by acting at the transcriptional level.

VCE-004.8 inhibits myofibroblasts differentiation and fibroblast migration. As previously
described in the literature, SSc fibroblasts differentiate to myofibroblasts with prominent stress fibers and
contractile properties that can be triggered by autocrine TGFf activation (reviewed in?*). Therefore, to study
myofibroblastic differentiation in vitro, cells were labeled with antibody against a-SMA as specific marker for
myofibroblasts. As shown in Fig. 3a, TGF31 induces o.-SMA protein expression in cultured MEFs, which is
associated with morphological changes of cellular hypertrophy, cell shape variations from stellate to bipolar and
well-formed actin stress fibers, the hallmark of myofibroblast differentiation. Pretreatment with both RGZ and
VCE-004.8 prevented cell morphology changes and decreased o-SMA expression as well as TGF(31-induced cell
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Figure 5. VCE-004.8 prevents BLM- induced collagen accumulation around blood vessels. Representative
images of Masson’s trichrome stained skin sections showing collagen associated to blood vessels (indicated with
frames). (n = 8 animals per group).

proliferation detected by DAPI staining. We also found that RGZ and VCE-004.8 inhibited the steady state levels
of @-SMA induced by TGF31 in NIH-3T3 cells (Fig. 3b).

Migration of skin fibroblast plays a crucial role not only in normal wound healing but also in SSc¢?. To further
analyze this point, we tested if the anti-fibrotic effect of VCE-004.8 could be associated with reduced fibroblast
migration. To investigate this possibility, monolayers of NHDFs cells were scratched and the effect of VCE-004.8
on TGF@1-induced and rhIL-4-induced wound healing was analyzed during 36 h in the presence of mitomy-
cin C. As is shown, VCE-004.8 significantly attenuated wound closure induced by either TGF31 or rhIL-4 in a
concentration-dependent manner (Fig. 3c and supplementary Fig. 2 respectively).

Effects of VCE-004.8 on fibrotic skin.  To study the anti-fibrotic effect of VCE-004.8 in vivo, we evaluated
its effectiveness in a murine model of SSc. The induction was done by a 6 weeks regime of subcutaneous injections
of bleomycin, followed by treatment with the different therapeutic regimen during the last 3 weeks. No signs of
toxicity were observed during the experimental procedure. After 6 weeks, mice treated with bleomycin showed a
significant increment in dermal thickness and collagen content that paralleled with a reduction of subcutaneous
adipose layer, which was replaced by connective tissue. VCE-004.8 (10 and 20 mg/kg) alleviated skin fibrosis and
reduced skin thickness to levels similar to those of RGZ. In addition, VCE-004.8 at the highest dose was also
capable of recovering lipoatrophy. Pretreatment with either the CB, antagonist AM630 or the PPAR~ antagonist
T007907 partially abrogated the effect of VCE-004.8, indicating that the anti-fibrotic response was dependent on
dual PPAR~ and CB, activation (Fig. 4). Repeated local injections of bleomycin have been described to also lead
to a significant thickness of vascular wall that mimicked some of histologic features found in human SSc*. As
depicted in Fig. 5, bleomycin induced a significant collagen deposition around blood vessels that was prevented
by both RGZ and VCE-004.8. Moreover, the effects of VCE-004.8 were abolished by pretreatment with the PPAR~
and CB, antagonists.

As previously demonstrated?, bleomycin-induced fibrosis is associated with changes in the number and func-
tion of mast cells and macrophage infiltration. Degranulating mast cells release profibrotic cytokines that induce
collagen production®. Thus, skin mast cells were assessed for intact phenotype versus degranulating phenotype
that was identified by the presence of extracellular granules. By staining with toluidine blue we found that ble-
omycin induced a significant increase of degranulated dermal mast cells that was significantly lessened in mice
treated with RGZ or VCE-004.8 (10 and 20 mg/kg) (Fig. 6). Again, the effect of VCE-004.8 was partially blocked
by pretreatment with PPAR~ or CB, antagonists. Next, we evaluated the effect of VCE-004.8 treatment on the
recruitment of inflammatory cells by measuring the infiltration of F4/80(+) macrophages in the skin. When
compared with control mice, bleomycin-treated skin samples showed a significant increase in the number of
F4/80(+). Interestingly, VCE-004.8 (20 mg/kg), as well as RGZ, prevented macrophage infiltration in the skin.
Although not statistically significant, mice pretreated with PPAR~ or CB, antagonist showed a higher number of
F4/80 positive cells compared to VCE-004.8 (20 mg/kg) group (Fig. 7).
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Figure 6. VCE-004.8 reduces BLM- induced mast cell degranulation in mice skin. (Upper panel) Toluidine
blue staining of skin sections showing degranulated mast cells infiltration (indicated with circles). (Bottom
panel) Quantification of toluidine labeled granulated/degranulated mast cells. Values are expressed as

mean + SEM (n = 8 animals per group). ""p < 0.001 versus control group; *p < 0.01 **p < 0.001 versus BLM
group; and "'p < 0.001 versus BLM + VCE-004.8 (20 mg/kg).

VCE-004.8 and the expression of fibrotic-related genes in the skin of bleomycin-treated
mice. In order to understand the molecular mechanisms underlying the beneficial effects of VCE-004.8 in
bleomycin-induced skin fibrosis, mRNA was isolated from the skin of sick animals untreated and treated with
VCE-004.8 (20 mg/kg), and the expression of 84 genes involved in fibrotic physiopathology was analyzed by
gRT-PCR. The most striking results were obtained for the expression of Col3A1, Col1A2, IL-13 and IL-13 genes,
which were induced by bleomicyin and clearly inhibited by VCE-004.8 treatment (Fig. 8). In contrast, VCE-004.8
was not able to counteract the expression of TGF(31 and the induction of SMAD2 phosphorylation that were
upregulated in the fibrotic tissue (supplemental Fig. 3). These results suggest that the activity of VCE-004.8 is
related to the interaction with TGF31 signaling pathways downstream SMAD2 phosphorylation (i.e. ColIA2
and Col1A3 transcriptional inhibition) and by anti-inflammatory mechanisms (i.e. IL-13 and IL-13 inhibition).
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Figure 7. Treatment with VCE-004.8 reduces macrophage infiltration in the skin. (Upper panel) Images
show immunostaining of skin sections for the macrophage specific marker F4/80 (indicated with arrows).
(Bottom panel) Quantification of F4/80(+) cells in skin. Values are expressed as mean = SEM (n = 8 animals
per group). “p < 0.01 versus control group; *p < 0.01 versus BLM group.

Discussion

We have shown for the first time that VCE-004.8 is a dual PPAR~/CB, agonist, devoid of affinity for the CB,

receptor and lacking thiophilicity, capable to inhibit collagen synthesis in fibroblasts and miofibroblast differenti-

ation. In addition, this cannabinoid could efficiently prevent bleomycin-induced dermal fibrosis in mice.
Quinone based drugs exerting antibiotic and antineoplastic effects are commonly used in clinical practice, but

their use for chronic treatments is not feasible because of its reactivity and toxicity. Thus, the development of can-

nabinoid quinonoid compounds displaying antiinflammatory activity that are more specific in their actions and
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Figure 8. VCE-004.8 modulates gene expression in the skin of bleomycin-induced fibrosis in mice. Animals
were treated as indicated and total RNA was isolated. 1 g of RNA was retrotranscribed and the resulting

cDNA was analyzed in a mouse fibrosis PCR array. (Left panel) Heat maps represents genes with significant
upregulation (green) or downregulation (red) in the skin of BLM + vehicle or BLM 4 VCE004.8 (20 mg/

kg) treated mice compared with control group. (Right panel) Those genes showing a relevant change in the
expression pattern are shown and gene expression levels are expressed as fold up- or down-regulation during
sickness (BLM + vehicle) and treatment (BLM + VCE-004.8 (20 mg/kg)). Five housekeeping genes contained
on the experimental system were used to standardize the mRNA expression levels in every sample (n = 3).

'p < 0.05 versus BLM group.

are less toxic, is a major therapeutic goal. HU-311 shows increased PPAR~ binding activity compared to its parent
compound CBD'®. However, HU-331 is also a thiol-trapping agent that induces ROS, disrupts the mitochondria
transmembrane potential and induces cytotoxicity in primary and transformed cells in vitro. Here we report that
VCE-004.8 is not a Michael-reactive compound as the electron-donating substituent eliminates thiophilicity by a
combination of electronic (+M properties of nitrogen) and steric effects.

Thioglitazones such as RGZ and pioglitazone are potent PPAR~ full agonists (PPAR~-fa) that have been
largely used so far in the clinical practice. They provide similar effects on glycemic control, as well as a range of
similar adverse effects, such as fluid retention, weight gain and increased risk of heart failure*’. Indeed, RGZ was
recently withdrawn in Europe and its use has been restricted in the USA as a consequence of increased risk of
cardiovascular events in T2D patients. Beside the side effects of thioglitazones, PPAR~ is still a major and relevant
target to develop novel agonists that reduce or eliminate adverse effects for the management of difference diseases
including SSc. Therefore, an intense research activity has developed for the discovery of selective PPAR~Y modu-
lators (PPAR~-m) as safer alternatives to PPAR~-fa. In fact, RGZ is at least 20 fold more potent than VCE-004.8
to activate PPAR~. PPAR~-m only activate a subset of the functions induced by the cognate ligand or that actin a
cell-type-selective manner. In this sense VCE-004.8 can be considered a PPARY-m based on the phytocannab-
inoid structural motif.

Blocking TGFf signaling represents a therapeutic approach in fibrosis. PPAR~ interferes with the SMADs
transcriptional signaling without blocking its phosphorylation or nuclear accumulation®. Since PPAR~ competes
for the interaction of p300 to SMAD proteins inhibiting SMAD/p300 complex formation, which are required
for TGF3-induced collagen gene transcription'’, it is conceivable that VCE-004.8 exerted most of their antifi-
brotic effects through PPAR~. However, CB, activation may also be involved in the antiinflammatory activity
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of VCE-004.8 probably acting on macrophages inhibiting the expression of proinflammatory cytokines such
as IL-1B3. CB, activation is thought to be beneficial in fibrotic diseases. For instance JWH-133, a CB, selective
agonist, has been shown to decrease the inflammatory infiltrate and fibrosis in cirrhotic rats®®. It has also been
described that CB, activation inhibits dermal fibrosis by preventing leukocyte infiltration and the release of profi-
brotic mediators'. Thus, further research is warranted to investigate which antiinflammatory activities of VCE-
004.8 are mediated by CB, activation.

Experimental fibrosis induced by bleomycin administration is a widely used model to study SSc. Subcutaneous
injections of bleomycin induce early inflammatory reaction followed by fibroblast activation and progressive
fibrosis that resembling human disease®. We have used a modified model of bleomycin-induced fibrosis in which
the treatment is initiated three weeks after the beginning of bleomycin injections in order to study the effect of
VCE-004.8 on established fibrosis. This experimental model is less dependent of inflammation'**. Consistent
with previous studies, histological examination of the skin after bleomycin administration resulted in a significant
dermal thickness and loss of subcutaneous adipose layer®. Treatment with VCE-004.8 during the last three weeks
of bleomycin injections demonstrated a high inhibitory effect on the progression of dermal thickness and perivas-
cular collagen deposition. In addition, VCE-004.8 was also effective when studied in a more inflammatory model
of SSc that is induced by bleomycin administration during 3 weeks and treated in parallel with VCE-004.8 (data
not shown). The infiltration of macrophages and degranulating mast cells, which represents an important source
of TGF3 during fibrosis development*$, was also reduced in mice receiving VCE-004.8. Although the levels of
mRNA for TGF3 were not inhibited by VCE-004.8 in the tissues, it is possible that the inhibition of IL-1(3 and
IL-13 mRNA expression observed in VCE-004.8-treated animals is reflecting a reduced macrophage infiltration
and mast cell degranulation. Although mast cells are not necessary for inducing dermal fibrosis, they can produce
IL-13, which together with other inflammatory cytokines such as IL-13, may accelerate fibrosis development®*.
Overall, our results are in agreement with previous studies showing that PPAR~ or CB, agonists attenuated the
infiltration of inflammatory cells in bleomycin-induced skin fibrosis®*.

In conclusion, VCE-004.8 can be considered a PPAR~Y-m with CB, agonistic activity that may qualify itas a
candidate for the treatment of SSc and perhaps other fibrotic diseases whose management is currently elusive. The
combination of dual agonists of PPAR~ and CB, receptors may represent an important advance in the develop-
ment of novel therapies. In particular, it could be used for disorders with marked inflammatory profile, since both
end-points are critical and complementary for the control of inflammatory pathways.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Previous studies have investigated the relevance and structure-activity relationships (SARs) of pyrazole
Received 12 October 2015 derivatives in relation with cannabinoid receptors, and the series of tricyclic 1,4-dihydroindeno[1,2-c]
ge]fetl)ve‘i ‘"2‘8’:&‘1 form pyrazoles emerged as potent CB; receptor ligands. In the present study, novel 1,4-dihydroindeno[1,2-c]
ebruary pyrazole and 1H-benzo[glindazole carboxamides containing a cyclopropyl or a cyclohexyl substituent
Accepted 3 February 2016 desi d and hesized I he infl f th | dificati ds CB
Available online 6 February 2016 were designed and synthesized to evaluate the influence of these structural modifications towards CB,
and CB; receptor affinities. Among these derivatives, compound 15 (6-cyclopropyl-1-(2,4-
dichlorophenyl)-N-(adamantan-1-yl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazole-3-carboxamide) showed the

K ds: . . ..
Tfi{ ‘;‘//c()lqcspyrazoles highest CB; receptor affinity (Ki = 4 nM) and remarkable selectivity (KiCB1/KiCB; = 2232), whereas a
Synthesis similar affinity, within the nM range, was seen for the fenchyl derivative (compound 10: K; = 6 nM), for

Cannabinoid receptors
CB, antagonism
Molecular modelling

the bornyl analogue (compound 14: K; = 38 nM) and, to a lesser extent, for the aminopiperidine de-
rivative (compound 6: Kj = 69 nM). Compounds 10 and 14 were also highly selective for the CB; receptor
(KiCB1/KiCB; > 1000), whereas compound 6 was relatively selective (K;CB1/KiCB, = 27). The four com-

pounds were also subjected to GTPyS binding analysis showing antagonist/inverse agonist properties
(ICs0 for compound 14 = 27 nM, for 15 = 51 nM, for 10 = 80 nM and for 6 = 294 nM), and this activity
was confirmed for the three more active compounds in a CB; receptor-specific in vitro bioassay con-
sisting in the quantification of prostaglandin E2 release by LPS-stimulated BV2 cells, in the presence and
absence of WIN55,212-2 and/or the investigated compounds. Modelling studies were also conducted
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Articlg history: Cannabinoids have emerged as promising neuroprotective agents due to their capability to activate
Received 19 January 2016 specific targets, which are involved in the control of neuronal homeostasis and survival. Specifically,
Received in revised form 16 March 2016 those ligands that selectively target and activate the CB, receptor may be useful for their anti-

Accepted 17 March 2016

Available online 22 March 2016 inflammatory and neuroprotective properties in various neurological disorders, with the advantage of

being devoid of psychotropic effects associated with the activation of CB; receptors. The aim of this
work has been to investigate the neuroprotective properties of 7-(1,1-dimethylheptyl)-4,4-dimethyl-9-

gﬁ;v:l;?;;ids methoxychromeno|3,4-dJisoxazole (PM226), a compound derived from a series of chromeno-isoxazoles
PM226 and —pyrazoles, which seems to have a promising profile related to the CB, receptor. The compound
Chromenoisoxazole binds selectively to this receptor with an affinity in the nanomolar range (K; = 12.8 + 2.4 nM). It has negli-
Neuronal death gible affinity for the CB; receptor (K; >40000 nM) and no activity at the GPR55. PM226 was also evaluated
Neuroprotection in GTPyS binding assays specific to the CB, receptor showing agonist activity (ECsp =38.67 +£6.70 nM).
Anti-inflammatory effects In silico analysis of PM226 indicated that it has a good pharmacokinetic profile and a predicted abil-
Glial-mediated effects ity to cross the blood-brain barrier. Next, PM226 was investigated in an in vitro model to explore its

anti-inflammatory/neuroprotective properties. Conditioned media were collected from LPS-stimulated
cultures of BV2 microglial cell line in the absence or presence of different doses of PM226, and then media
were added to cultured M213-20 neuronal cells to record their influence on cell viability evaluated using
MTT assays. As expected, cell viability was significantly reduced by the exposure to these conditioned
media, while the addition of PM226 attenuated this reduction in a dose-dependent manner. This effect
was reversed by co-incubating with the CB; antagonist SR144528, thus confirming the involvement of
CB; receptors, whereas the addition of PM226 to neuronal cultures instead cultured BV2 cells was not
effective. PM226 has also been studied in an in vivo model of mitochondrial damage generated by intras-
triatal application of malonate in rats. MRI analysis showed that PM226 administration decreased the
volume of the striatal lesion caused by malonate, effect that was confirmed after the histopathologi-
cal evaluation (Nissl staining, Iba-1 immunostaining and TUNEL assay) of striatal sections derived from
malonate-lesioned rats in the absence or presence of PM226. Again, the beneficial effects of PM226 were
dependent on the activation of CB; receptors as they were reversed by blocking these receptors with
AMG630. Overall, PM226 has shown to have a promising neuroprotective profile derived from its abil-
ity to selectively activate CB, receptor, so that it could be a useful disease-modifying agent in those
neurodegenerative pathologies in which the activation of these receptors may have therapeutic value.
© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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ABSTRACT: A combination of molecular modeling and structure—activity relationship studies has been used to fine-tune CB,
selectivity in the chromenopyrazole ring, a versatile CB,/CB, cannabinoid scaffold. Thus, a series of 36 new derivatives covering a
wide range of structural diversity has been synthesized, and docking studies have been performed for some of them. Biological
evaluation of the new compounds includes, among others, cannabinoid binding assays, functional studies, and surface plasmon
resonance measurements. The most promising compound [43 (PM226)], a selective and potent CB, agonist isoxazole derivative,
was tested in the acute phase of Theiler’s murine encephalomyelitis virus-induced demyelinating disease (TMEV-IDD), a well-
established animal model of primary progressive multiple sclerosis. Compound 43 dampened neuroinflammation by reducing
microglial activation in the TMEV.

B INTRODUCTION pounds. A mixture of synthetic tetrahydrocannabinol (A®-
THC) [Figure 1] and nabilone, a A’-THC synthetic analogue,

The endocannabinoid system (ECS) composed of at least two
can be prescribed in several countries as antiemetic drugs for

cannabinoid G-protein coupled receptors (CB, and CB,

receptors),"” endogenous ligands such as anandamide and 2- chemo‘tlllgrapy—induc‘ed nausea Aand vomiting™” Aanfl for
arachidonoylglycerol, and the enzymes for their biosynthesis an90rex1a treatment in patients with AIDS. A combination of
and degradation, is involved in numerous physiological and A’-THC and cannabidiol is used for the symptomatic relief of
pathological conditions.”~® Therefore, for several years the ECS spasticity in adults suffering multiple sclerosis and as an
has been considered a potential therapeutic target for the adjunctive analgesic treatment in adult patients with neuro-
clinical management of various disorders including inflamma- pathic pain or cancer.'' Rimonabant, a CB, receptor
tory and neuropathic pain, neurological pathologies, and cancer

among others.” A few diseases can be treated nowadays with Received: March 16, 2016

cannabinoid-based medicines, mainly, plant derived com-
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