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Resumen: Los efectos secundarios producidos por la quimioterapia anticancerosa suponen un
problema para el que se han propuesto los cannabinoides como tratamiento (a pesar de su
principal limitacion, los efectos centrales). El antineoplésico 5-Fluorouracilo (5-FU) produce
en los pacientes nauseas, vomitos, diarrea, neuropatia periférica y, posiblemente, dolor visceral.
Se evaluo si el agonista cannabinoide WIN 55, 212-2 (WIN), a dosis no psicoactivas, puede ser
efectivo para tratar dichos efectos secundarios. Métodos: Se administr6 WIN (1 mg/kg/dia,
intraperitoneal, 4 dias) y/o 5-FU (150 mg/kg/dia, intraperitoneal, 2 dias) a 44 ratas Wistar,
distribuidas en 4 grupos: vehiculo+salino (n=10), WIN+salino (n=10), vehiculo+5-FU (n=12)
y WIN+5-FU (n=12). Se evalu6 la motilidad gastrointestinal usando métodos radiograficos no
invasivos (dia 1 y 4), y la presencia de alodinia mecénica (test de von Frey) y los efectos
psicoactivos del WIN (tétrada cannabinoide) (dia 3). Resultados: EI 5-FU produjo dismotilidad
gastrica (pero no diarrea) y neuropatia periférica. EI cannabinoide, sin efectos centrales, fue
capaz de prevenir la neuropatia pero no la dismotilidad. Conclusién: Los cannabinoides,
incluso a dosis no psicoactivas, podrian ser Utiles para el tratamiento de algunos de los efectos

secundarios de los antineoplasicos.

Palabras clave: Quimioterapia, cannabinoides, 5-Fluorouracilo, motilidad gastrointestinal,

neuropatia periférica.

Abstract: Cancer chemotherapy induce important side effects which cannabinoids might
palliate or even prevent. In patients, the antineoplastic drug 5-Fluorouracil (5-FU) produces
nausea, emesis, diarrhea, peripheral neuropathy and, probably, visceral pain. The cannabinoid
agonist WIN 55,212-2 (WIN) was used at a non-psychoactive dose to see if it avoids these side
effects in a rat model. Methods: WIN (1 mg/kg/day, intraperitoneal, 4 days) and/or 5-FU (150
mg/kg/day, intraperitoneal, 2 days) were administered to 44 Wistar rats, distributed in 4 groups:
saline+vehicle (n=10), saline+WIN (n=10), 5-FU+vehicle (n=12) and WIN+5-FU (n=12). We
evaluated gastrointestinal motility with radiographic non-invasive methods (day 1 and 4), and
the presence of mechanical allodynia (Von Frey test) and psychoactive effects of WIN
(cannabinoid tetrad) (day 3). Results: 5-FU produced gastric dysmotility (but not diarrhea) and
peripheral neuropathy. The cannabinoid, without central effects, prevented neuropathy but not
gastric dysmotility. Conclusion: Cannabinoids, even at a non-psychoactive dose, could be

useful to treat some chemotherapy-induced side effects.

Keywords: Chemotherapy, cannabinoids, 5-Fluorouracil, gastrointestinal motility, peripheral

neuropathy.



1. Introduccién

El cancer es una de las enfermedades méas importantes de nuestros dias, siendo la segunda
principal causa de muerte en nuestro pais en el afio 2014 (www.ine.es). Entre los distintos
tratamientos para el cancer cabe destacar la quimioterapia, un método no quirdrgico muy
habitual en el que se emplean agentes farmacoldgicos que acaban preferentemente con las
células cancerigenas al aprovechar sus caracteristicas Unicas, como su rapida proliferacion
(Windebank & Grisold, 2008). Es el tratamiento de primera opcion para muchos tipos de cancer

y casi siempre se usa de manera sistémica (www.cancer.org).

Existen muchos tipos de farmacos quimioterapicos (Tabla 1), todos ellos dirigidos a frenar la

proliferacion y/o crecimiento celular (Florez, 2003).

Tipos Accion Ejemplos
Antimetabolitos Interfieren en la sintesis de ADN y Anélogos de pirimidinas (5-
ARN (analogos estructurales o fluorouracilo), analogos de purinas
inhibidores de enzimas). (6-tioguanina). ..
Productos naturales Inhiben la mitosis (por unién a la Unién a la tubulina: vincristina o
tubulina) o las topoisomerasas; paclitaxel
también alteran la membrana Inhibidores de topoisomerasas:
celular, se unen al ADN irinotecan, etopésido...
(antibidticos) o rompen compuestos Antibidticos: actinomicina D
proteicos (enzimas). Enzimas: L-asparraginasa
Agentes alquilantes Adicionan radicales altamente Complejos de platino (cisplatino),
reactivos al ADN o proteinas, nitrosoureas (estreptozotozina),
cambiando su estructura. aziridinas (tiotepa)...
Otros (hormonas, anticuerpos Pueden ser muy importantes en Hormonas y antihormonas
monoclonales...) tumores hormonodependientes; (glucocorticoides, andrégenos,
presentan muy diversos estrogenos), anticuerpos
mecanismos. monoclonales (trastuzumab)...

Tabla 1. Tipos de farmacos antineopléasicos. Clasificacion de los diferentes tipos de farmacos usados en

quimioterapia, junto con su mecanismo de accion y algunos ejemplos (adaptado de: Flérez, 2003).

Sin embargo, la quimioterapia provoca importantes efectos secundarios en los pacientes de
cancer (Tabla 2), tales como leucocitopenia, estomatitis, pérdida del apetito, diarrea, fiebre...
(Tsuji et al. 2003). Las nauseas y vomitos son también algunos de los efectos adversos mas
comunes de muchos agentes quimioterapéuticos (Sharkey et al. 2014; Malik et al. 2015), junto
con la neuropatia periférica (Windebank & Grisold, 2008; Fine & Rosenfeld, 2014) y el dolor



visceral (Shaiova 2006; Malik et al. 2015). Esto es debido a que la especificidad de los farmacos
por las células tumorales es escasa, o que ocasiona una frecuente afectacion de otros drganos
y tejidos, dando lugar a esta toxicidad, que muchas veces impide la administracion de la dosis

total de farmaco que seria conveniente para el paciente (Florez, 2003).

Toxicidad Efectos adversos Farmacos
Inmediata (horas-dias) Nauseas y vomitos* 5-fluorouracilo, cisplatino...
Fiebre/escalofrios Bleomicina, interferon...
Erupcidn cutanea* Metotrexato, actinomicina D...
Temprana (dias-semanas) Leucocitopenia* 5-fluorouracilo, paclitaxel...
Diarrea* 5-fluorouracilo, docetaxel...
Alopecia* Bleomicina, vincristina. ..
Diferida (semanas-meses) Anemia* 5-fluorouracilo, ciclofosfamida. ..
Estrefiimiento Vincristina
Neuropatia periférica Cisplatino, 5-fluorouracilo...
Tardia (meses-afios) Fibrosis hepatica Metotrexato
Carcinoma de vejiga Ciclofosfamida

Tabla 2. Efectos secundarios de los antineoplasicos. Se muestran algunos de los efectos adversos, segln su
orden de aparicién (inmediato, temprano...), producidos por diferentes formacos antineoplésicos. *: Efectos

adversos comunes a muchos farmacos (adaptado de: Flérez, 2003).

1.1. Principales efectos secundarios de los farmacos antineoplasicos
1.1.1. Nauseas y vomitos

La nausea es una experiencia adversa que a menudo va seguida del vémito o expulsion violenta
del contenido gastrico. Ambos se encuentran entre los mas desagradables efectos secundarios
de la quimioterapia y pueden dar lugar a serios trastornos metabdlicos, anorexia, y deterioro del
estado fisico y mental del paciente, lo que puede conducir a la interrupcion del tratamiento
(Craig y Powell, 1987; Passik et al. 2001). Cabe destacar que no todos los farmacos
antineoplasicos producen el mismo grado de nauseas y emesis; por ejemplo, el cisplatino esta
entre los farmacos antitumorales mas emetdgenos mientras que el 5-fluorouracilo (5-FU)

presenta un nivel emetdgeno bajo (Jordan et al. 2005).

Entre un 25% y un 75% de los pacientes con quimioterapia han reportado nauseas y vomitos,
gue se han intentado tratar con diferentes antieméticos, como los antagonistas del receptor de
serotonina, como el granisetrén, y antagonistas del receptor de la sustancia P, como el aprepitant
(Stern et al. 2011). Pero a pesar de los progresos realizados desde la introduccién de estos

farmacos, existe un numero significativo de pacientes que todavia presentan nauseas y vomitos
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inducidos por quimioterapia, por lo que es necesario seguir investigando para encontrar nuevos

tratamientos que consigan prevenir o paliar estos efectos.

En la investigacion preclinica uno de los animales mas utilizados es la rata, pero ésta carece de
reflejo del vémito (www.ratbehavior.org), por lo que para el estudio de estos efectos adversos
se utilizan marcadores indirectos, como son la pica, una alteracion del comportamiento
alimentario que consiste en la ingesta de sustancias no nutritivas, como caolin o serrin (Vera et
al. 2006, 2007); o el retraso del vaciamiento gastrico (Badary et al. 2006; Cabezos et al. 2008,
2010; Takeda et al. 1993).

1.1.2. Diarrea

La diarrea inducida por quimioterapia (CID) es un problema comun en el tratamiento del cancer
que puede causar malnutricion y deshidratacion (que frecuentemente requiere la
hospitalizacion), lo que a su vez puede conducir a alteraciones cardiovasculares y a la muerte.
Ademas, la diarrea puede interferir con el tratamiento contra el cancer al causar retrasos o
reducciones de la dosis que pueden tener un impacto en la supervivencia. La CID parece ser un
proceso multifactorial en el que las lesiones agudas de la mucosa intestinal (mucositis: pérdida
de epitelio intestinal, inflamacion de la pared intestinal...) provocan un desequilibrio entre la
absorcion y la secrecién en el intestino. La incidencia de CID es variable y se ha reportado entre
el 50 y el 80 % de los pacientes, especialmente con aquellos tratados con 5-FU solo o en

combinacién con otros farmacos (Stein et al. 2010).

El tratamiento de la CID comprende intervenciones no farmacoldgicas (evitar alimentos que
podrian agravar la diarrea, rehidratacion oral con fluidos que contienen agua, sal y azlcar...) y
farmacoldgicas, como la loperamida, un opioide que disminuye la motilidad intestinal y que no
presenta efectos sistémicos a dosis terapéuticas (Andreyev et al. 2014; Dupont 1997, Stein et
al. 2010). Sin embargo, su uso se ha relacionado con dolor epigastrico y abdominal, distensién
abdominal, constipacion, xerostomia, nauseas y vomitos (www.igb.es), por lo que también es

interesante investigar sobre nuevos tratamientos frente a este efecto secundario tan importante.

Cabe destacar que se han desarrollado varios modelos animales para la investigacion de la
mucositis del tracto digestivo, que, como ya se ha sefialado, suele dar lugar a la aparicion de
diarrea. Se han utilizado hamsteres, ratones, ratas... con el fin de determinar los cambios
morfologicos (hasta ahora no del todo conocidos) que se producen en la mucosa tras la
administracion de los farmacos quimioterapicos (y otros agentes citotoxicos) y también los
efectos de los tratamientos utilizados para la mucositis (Logan et al. 2007). Uno de los modelos
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mas utilizados ampliamente para investigar la mucositis inducida por quimioterapia es la rata
Dark agouti hembra (Vanhoecke et al. 2015), en el que se han investigado varios farmacos

antineoplésicos como el irinotecan, el metotrexato y el 5 —FU.
1.1.3. Neuropatia periférica

La neuropatia periférica es el dafio del sistema nervioso periférico y es uno de los principales
efectos adversos de la quimioterapia, que no solo reduce la calidad de vida de los pacientes,
sino que también puede provocar la interrupcion del tratamiento. Es uno de los efectos adversos
mas comunes y se suele observar tras el tratamiento con alcaloides de la vinca, taxanos,

compuestos derivados del platino...

La incidencia de neuropatia varia entre el 10% y el 100% y tanto su aparicién, como su gravedad
dependen de varios factores, como la dosis del farmaco o condiciones médicas concomitantes
tales como la diabetes o el alcoholismo (Cata et al. 2006; Windebank y Grisold, 2008). Se han
identificado mas de 100 tipos de neuropatia periférica, cada uno con sus propias caracteristicas,
y los sintomas dependen del tipo de nervio (motor, sensorial o autbnomo) que esté dafiado. En
el caso de los nervios sensoriales, los sintomas se describen como entumecimiento y hormigueo
en mas de un 90% de los pacientes y como una sensacién excesivamente dolorosa en un 26%;
incluso puede verse afectada la capacidad para sentir dolor o los cambios de temperatura. Por
ejemplo, los receptores de dolor en la piel pueden tornarse excesivamente sensibles, por lo que
las personas afectadas presentan alodinia, es decir, sienten dolor agudo con estimulos que son

normalmente indoloros (www.ninds.nih.gov).

En cuanto al tratamiento, se han probado muchos compuestos (acetilcisteina, glutation,
vitamina E...), pero hasta la fecha no se puede concluir que estos sean eficaces a la hora de
impedir o limitar la neurotoxicidad entre los pacientes, al menos entre aquellos tratados con
compuestos derivados del platino (Albers et al. 2011). Por lo tanto, la ausencia de tratamientos

eficaces hace que la identificacién de nuevos compuestos sea fundamental.

Se han desarrollado modelos animales de neuropatia periférica en ratas y ratones para
cisplatino, vincristina y paclitaxel (Cata et al. 2006) en los que los animales han demostrado
respuestas exageradas a la estimulacion mecanica. Sin embargo, no hay estudios de neuropatia
sobre otros farmacos como el 5-FU que, aunque en raras ocasiones, también ha demostrado

causar neuropatia periférica en algunos pacientes (Werbrouck et al. 2008).



1.1.4. Dolor visceral

El dolor visceral resulta de la activacion de los nociceptores situados en la cavidad toracica, la
pelvis, o visceras abdominales, que son sensibles a la distension, la isquemia, y la inflamacion.
Este dolor es difuso, a menudo dificil de localizar, y por lo general acompariado por dolor
referido (Malik et al. 2015). Puede ser descrito como un dolor sordo, agudo y profundo,
intermitente o continuo, y que a menudo puede ser percibido como una debilidad generalizada;
no esta bien localizado y puede ir acompafiado de otros sintomas, como nauseas, fatiga y exceso

de sudoracion (Shaiova, 2006).

El dolor visceral puede afectar hasta al 25% de la poblacion, entre ellos pacientes oncolégicos,
debido a la presion del tumor, a la metéstasis o al propio tratamiento del cancer. El tratamiento
suele consistir en la administracion de analgésicos opiaceos, entre otros compuestos (Shaiova
2006); estos farmacos suelen producir estrefiimiento, lo cual podria agravar el dolor del
paciente, por lo que seria muy util investigar y desarrollar tratamientos alternativos para aliviar

este efecto secundario de los farmacos antineoplasicos.
1.2. Efectos adversos del farmaco 5-fluorouracilo

Para este trabajo se ha escogido como farmaco antineoplasico el 5-FU, un analogo del uracilo,
utilizado para el tratamiento de diversos tipos de tumores sélidos (cancer de estbmago, colon,
y cancer de mama) solo o0 en combinacion con otros farmacos (www.aemps.gob.es). Sus efectos
secundarios mas tipicos son la leucocitopenia, trastornos gastrointestinales tales como
mucositis, anorexia... Cabe destacar que suele producir diarrea acuosa, asi como nauseas y
vomitos, aunque estos ultimos efectos con menos frecuencia e intensidad que otros
antineoplasicos como el cisplatino, (www.aemps.gob.es). También se han dado casos de
neuropatia periférica (Werbrouck et al. 2008) en tratamientos con este farmaco. Por otra parte,
a pesar de no haberse reportado estudios experimentales que hayan valorado la presencia de
dolor visceral asociado al uso de 5-FU, al producir este farmaco mucositis intestinal, cabe

esperar que también pueda provocar hipersensibilidad visceral.

Por lo tanto, el 5-FU potencialmente puede producir todos los efectos secundarios de interés
para este trabajo. Algunos de estos efectos secundarios (nduseas y vomitos, evaluados
indirectamente como dismotilidad gastrica o pica en rata, diarrea, neuropatia) se han estudiado
utilizando diferentes antineoplasicos y por separado (Pascual et al. 2005; Tsuji et al. 2003; Vera
et al. 2006, 2013). En este trabajo se evaluaran todos ellos en el mismo modelo animal, lo que

permite una aproximacion mucho mas traslacional a la clinica.



1.3. Cannabinoides

La planta Cannabis sativa se ha utilizado durante cientos de afios tanto con fines medicinales
como recreativos. Esta planta contiene al menos 70 cannabinoides diferentes, una familia de
compuestos quimicos que ejercen la mayor parte de sus acciones mediante la unién y activacion
de receptores acoplados a proteinas G, conocidos como receptores cannabinoides CB1 y CB2,
que se diferencian en su patron de expresion. Los receptores CB1 se expresan principalmente
en el sistema nervioso central y periférico, incluyendo el sistema nervioso entérico, mientras
que los receptores CB2 aparecen en las células inmunes (Malik et al. 2015; Chakravarti et al.
2014). Estos receptores unen diferentes tipos de ligandos: endocannabinoides, que se producen
naturalmente en nuestro cuerpo y el de otros animales y forman parte del sistema
endocannabinoide junto con los receptores y las enzimas que sintetizan y degradan los ligandos;
fitocannabinoides, que se encuentran en la Cannabis sativa y algunas otras plantas; y los
cannabinoides sintéticos, que se fabrican quimicamente, como por ejemplo el WIN 55, 212-2

(WIN), un agonista cannabinoide no selectivo (Chakravarti et al. 2014).

Los cannabinoides se han utilizado desde hace mucho tiempo para tratar muchos problemas de
salud, incluyendo vémitos, dolor abdominal y diarrea (ya que controlan la actividad motora
gastrointestinal, disminuyen la contractilidad, y reducen el contenido acuoso luminal). También
se han propuesto para el tratamiento de diversas enfermedades, incluyendo enfermedades
neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson...), dolor neuropético y dolor inflamatorio... En
cuanto a su papel en el cancer, los efectos paliativos de los cannabinoides incluyen inhibicion
de nauseas y voémitos que estan asociados con la quimioterapia, estimulacion del apetito, alivio
del dolor, elevacion del humor y alivio del insomnio (Chakravarti et al. 2014, Duncan et al.
2005). A pesar de que se conocen desde hace mucho algunos de estos efectos beneficiosos, no
ha sido hasta hace poco cuando se ha conseguido evidencia cientifica de la utilidad de los
cannabinoides (Davis et al. 2007). Se han estudiado diferentes efectos de los cannabinoides en
la motilidad gastrointestinal, en relacion con nauseas y vémitos y también en relacién con
distintos tipos de dolor, como el dolor neuropético (sobre todo el producido por cisplatino,
vincristina y paclitaxel) o el dolor visceral asociado a procesos inflamatorios (Abalo et al. 2012;
Fine et al. 2014; Malik et al. 2015).

Sin embargo, los cannabinoides también presentan desventajas, fundamentalmente debido a la
activacion de receptores CB1 centrales, que puede ocasionar efectos psicoactivos que limitan

su uso terapéutico. En roedores, la depresion central inducida por los cannabinoides se



caracteriza por cuatro signos: hipotermia, analgesia, catalepsia y déficit en el rendimiento
motor, lo que se conoce como tétrada cannabinoide (Pertwee, 1972).

A pesar de todas las evidencias sobre la posible utilidad de los cannabinoides como tratamiento
para los efectos secundarios de la quimioterapia, existen pocos datos, sobre todo aquellos
obtenidos a partir de un mismo modelo animal, méas traslacional. Por ello, en este trabajo
proponemos un unico modelo animal en el que estudiaremos los efectos de un cannabinoide
(WIN 55,212-2) sobre diferentes efectos adversos del 5-FU, un antineoplasico poco utilizado

en estudios anteriores pero de gran interés clinico.
1.4. Hipotesis y objetivos

Hipotesis: Los cannabinoides podrian ser Gtiles para tratar los efectos adversos de los farmacos

empleados en la quimioterapia.

Objetivo general: Evaluar si los cannabinoides podrian ser Utiles para el tratamiento o
prevencion de los efectos secundarios de la quimioterapia.

Obijetivo especifico: Evaluar si el agonista cannabinoide WIN 55,212-2, a dosis no psicoactivas,
es Util para el tratamiento o prevencién de los efectos secundarios producidos por el farmaco

antineoplésico 5-fluorouracilo en rata.
2. Materiales y métodos

Los experimentos llevados a cabo en el presente trabajo fueron disefiados para minimizar el
namero de animales utilizados asi como su sufrimiento y fueron realizados en estricto acuerdo
con la legislacion europea y espafiola sobre el cuidado y uso de animales de experimentacion
(Directiva de la UE 2010/63/UE para los experimentos con animales; R.D 53/2013), y
aprobados por el Comité de Etica de la Universidad Rey Juan Carlos (URJC). Conforme al
reglamento, la manipulacion de los animales y el disefio de los experimentos fueron llevados a
cabo, respectivamente, por personal cualificado con categoria B y C de investigacion con

animales.
2.1. Animales

Para el presente trabajo se utilizaron ratas Wistar macho adultas (250 g al inicio del
experimento, n = 44) procedentes de la Unidad Veterinaria de la URJC. Estas fueron alojadas
en jaulas transparentes estandar (60 x 40 x 20 cm; 4 animales/jaula) provistas de virutas de

madera que se cambiaban cada 3-4 dias. Las jaulas permanecieron en el animalario colocadas



proximas unas a otras en condiciones ambientales controladas (temperatura = 20°C, humedad
= 60%), con un ciclo de 12 h/luz 12 h/oscuridad. Los animales tuvieron libre acceso tanto a

pienso estandar de rata de laboratorio (Teklad 20/14, Envigo) como a agua estéril.
2.2. Protocolo experimental

Para este estudio se establecieron 4 grupos experimentales: vehiculo+suero salino (n=10);
vehiculo+5-FU (n=12); WIN+suero salino (n=10); y WIN+5-FU (n=12). Las dosis diarias de
WIN fueron de 1 mg/kg (0,5 mL por animal) y las de 5-FU fueron de 150 mg/kg (2 mL por
animal). Como se muestra en la Figura 1 esquematicamente, el experimento durd 4 dias y
comenz6 con la administracion, por via intraperitoneal, en el dia 1, de WIN (1 mg/kg) o su
vehiculo (0,5 mL) y, 20 minutos después, de 5-FU (150 mg/kg) o suero salino (0.5 mL). Esta
pauta se repitid al dia siguiente (dia 2), alcanzando asi una dosis acumulativa de 5-FU de 300
mg/kg. Los dias 3 y 4 los animales continuaron recibiendo WIN o su vehiculo, pero no se realiz6

ninguna administracion del antitumoral o el suero salino.

Tanto el dia 1 como el dia 4 se realizo, a los 20 minutos de la administracion del tratamiento,
un estudio radiografico de la motilidad gastrointestinal. Esto nos permitié caracterizar el efecto
del 5-FU en la motilidad general del tracto digestivo a una dosis de 150 mg/kg (efecto
inmediato) y a una dosis acumulativa de 300 mg/kg (efecto diferido), respectivamente. Durante
el dia 3 se evalud el comportamiento de los animales (20 minutos después de la administracion
del WIN) mediante la prueba de la tétrada cannabinoide (para determinar posibles efectos
centrales) y el test de von Frey (para detectar la posible presencia de neuropatia periférica
inducida por 5-FU). El experimento se repitio en lotes de 3-4 animales/lote, hasta completar el

namero de animales indicado para cada grupo experimental.

S-Fluorouracilo (300 mg/kg)
() 2 s (4]
5%-FU o Salino Y
(2 x 150 = 300 mg/ kg I I
Lzr Adminstracidn del compuesto

— Dwracion del experimento

Leyenda ——= ”
_.-" \ Tétrada canabinnoide y test de won Frey

O Estudio radioldgico
—
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Figura 1. Esquema del protocolo experimental. La flecha negra indica la duracion del experimento en dias. Los
circulos rojos indican la realizacion de las radiografias y el triangulo amarillo el estudio de comportamiento. Las
flechas verticales indican el dia de administracion y el tipo de tratamiento, ya sea WIN/vehiculo (verde) o 5-

FU/suero salino (rojo).

En el protocolo se establecio como grupo control al grupo vehiculo + suero salino ya que en
trabajos anteriores (Abalo et al. 2009, 2011; Vera et al. 2013) la administracion del vehiculo
del cannabinoide a los animales no indujo ninguna alteracién significativa en la motilidad

gastrointestinal, en la pruebas de la tétrada cannabinoide ni en el umbral de alodinia mecanica.
2.3. Estudio radiogréafico de la motilidad gastrointestinal

La motilidad gastrointestinal general de los animales se evalué de modo no invasivo mediante
el uso de un contraste radiologico, sulfato de bario (Barigraf® A.D., 2 g/mL, T°= 22°C),
administrado a los animales (2,5 mL/animal) mediante el uso de una canula orogéstrica a los

20 minutos de la administracion de los farmacos.

Las radiografias se realizaron utilizando un aparato de rayos X (CS2100, Carestream Dental,
60 kV, 7 mA), con una distancia focal fijada manualmente a 50+1 cm y un tiempo de exposicion
de 20 ms, en una sala emplomada. Durante el uso del aparato el investigador permanecia fuera

de la sala para evitar la exposicion a los rayos X.

Estas radiografias fueron realizadas inmediatamente después de la administracion del sulfato
de bario (T0) y pasadas 1, 2, 4, 6 y 8 horas tras la administracion del contraste (T1-T8). Para
ello, se emplearon chasis equipados con una pantalla intensificadora y una placa radiolégica
(Carestream Dental, 15 x 30 cm). Cada chasis era dividido en cuatro partes o posiciones con
dimensiones similares que serian ocupadas por cuatro animales distintos. Para evitar la
exposicion del resto de posiciones de la placa mientras que sélo una de ellas estaba ocupada
por el animal para la radiografia, se utilizaron placas de plomo que ademas permitian delimitar
el espacio donde se debia colocar el animal. Las ratas, no anestesiadas, eran inmovilizadas en
posicion de decubito prono mediante un cepo de plastico transparente y ajustable al tamario del

animal.

Las radiografias fueron reveladas en un procesador automatico Kodak X-OMAT 2000 (Kodak
AG, Stuttgart, alemania), y se analizaron siguiendo un método semicuantitativo (Cabezos et al.,
2008), mediante la asignaciéon de un valor para cuatro regiones gastrointestinales distintas:
estdmago, intestino delgado, ciego y colorrecto (presencia de bolos fecales). En cada una de

ellas se evaluaban 4 pardmetros: proporcion del érgano marcado, intensidad del marcaje, perfil
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del 6rgano y homogeneidad del marcaje en el érgano. Los dos primeros parametros se
evaluaban asignando un ndmero del 1 al 4 y los dos Gltimos del 1 al 2, teniendo cada 6rgano
una puntuacién minima de 0, si no se observa marcaje alguno, y una puntuacion maxima de 12

al sumar la puntuacion de los 4 parametros evaluados. La valoracion de cada una de las regiones

se llevd a cabo segln se observa en la Tabla 3.

Puntuacion Proporcién del Intensidad del Perfil del 6rgano Homogeneidad del
6rgano marcado marcaje marcaje en el
6rgano

0 No hay marcaje

0-1 <25% Débil (sombra) No bien definido Heterogéneo
2 25-50% Ligero Bien definido Homogéneo
3 50-75% Moderado
4 75-100% Fuerte

Tabla 3. Parametros para la evaluacién de la motilidad gastrointestinal. Para la evaluacién nos centramos en
el area marcada mas intensamente de cada una de las regiones (estomago, intestino delgado, ciego y colorrecto).
Como excepcidn, el estbmago y el ciego se consideraron como un todo cuando se evaluaron los dos ultimos

parametros (perfil y homogeneidad).
2.4. Evaluacién de neuropatia periférica

Con el test de von Frey se valoré la presencia de alodinia mecénica (como signo de neuropatia
periférica). Para ello, las ratas se colocaron individualmente sobre una malla de hierro elevada
y cubiertas por una jaula de plastico transparente (26,5 x 20,5 x 14,5 cm) y se les permitid
adaptarse al entorno de la prueba durante al menos 10 min. Se coloc6 un espejo debajo de la
malla, para poder observar mejor la planta de las patas de la rata. Se aplicaron en la planta de
cada pata trasera filamentos calibrados de von Frey (4, 8, 10, 15, 26 y 60 g, siendo este Ultimo
el punto de corte) a través de la malla, empezando por el filamento mas pequefio. Cada estimulo
se aplicd durante aproximadamente 1 s con un intervalo entre estimulos de unos 3 s. Sélo se
consider6 como respuesta la retirada brusca de la pata. Por otro lado, se consider6 como
resultado positivo la obtencion de 3 0 més respuestas de retirada de 5 intentos consecutivos con
cada filamento. Cuando se obtenian menos de 3 retiradas, se repetia el proceso con el siguiente

filamento.
2.5. Tétrada cannabinoide

En la prueba de la tétrada cannabinoide se evalud la temperatura, hiperalgesia, catalepsia y
motilidad (hipoquinesia) de cada uno de los animales tras la administracion del cannabinoide

WIN o su vehiculo.
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La temperatura se midi6 utilizando un termémetro de P6 y una sonda rectal lubricada (Cibertec,
Espafia) que se insert6 en el recto del animal hasta unos 5 cm de profundidad.

La hiperalgesia al calor de las patas traseras de la rata se midi6 usando métodos descritos
anteriormente (Bennett & Hargreaves, 1990); para ello se midio el tiempo que tardaba la rata
en retirar las extremidades posteriores de un haz de calor radiante aplicado a la superficie
plantar de cada pata trasera usando un aparato de plantar test (Ugo Basile, Italia). La rata se
colocé dentro de un compartimento de plastico sobre una superficie de vidrio bajo la cual se
puso el aparato: cuando el reflejo de retirada del animal interrumpia el haz de luz, ésta se
apagaba autométicamente junto con un temporizador que se habia encendido a la vez que el
estimulo calorifico. El tiempo de retirada se midi6 durante 3 ensayos a intervalos de 2 min y se

realizd la media para el analisis de datos.

La catalepsia se midio usando una modificacion de la "prueba del anillo™ (Pertwee, 1972). Se
utilizé un cilindro de plastico en cuya parte superior se colocaron las patas delanteras del
animal, estando la rata estirada y en una posicion incomoda. Se midié entonces el tiempo que
tardaba el animal en cambiar de postura durante un tiempo maximo de 30 s. Estas medidas se
repitieron 5 veces por rata y se realizé una media de los datos.

La actividad locomotora espontanea se evalu6 utilizando cdmaras individuales de actividad
equipadas con células fotoeléctricas (Cibertec, Espafia). Las ratas se colocaron en las camaras
(55 x 40 cm, con un espacio entre haces de luz de 3 cm) en las que se registrd durante 30
minutos el nimero de interrupciones de los haces de las células fotoeléctricas provocadas por

el movimiento del animal.
2.6. Sensibilidad visceral

Ademas del protocolo presentado, en un grupo pequefio de animales se inicio la puesta en
marcha de un método para evaluar las posibles alteraciones en la sensibilidad visceral inducidas
por el 5-FU vy los efectos que podria tener el WIN sobre ellas. Para ello se utilizaron 4 de las
ratas empleadas anteriormente pertenecientes al grupo vehiculo + suero salino a los 12-16 dias

de finalizar el protocolo anterior.

Para evaluar este parametro, se us6 un baldn de latex de 5 cm de largo insertado por via rectal.
Para ello se sed6 a los animales con clorhidrato de medetomidina (Sedator®, Dechra, 1 mg/ml;
0,35 mL/300g) y previamente al sondaje del animal, se dibujé una linea longitudinal de 10 cm

sobre el abdomen de la rata desde el pene hacia la cabeza, siguiendo la linea alba y sobre ésta
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unas lineas transversales de 4 cm a intervalos de 2 cm (con esto podriamos observar mas
facilmente las contracciones abdominales que se produjeran durante el experimento). Tras esto,
insertamos la sonda, previamente lubricada con vaselina, hasta una longitud de 7 cm marcada
previamente y la fijamos a la cola de la rata utilizando Parafilm®. Después revertimos el estado
de sedacion con hidrocloruro de atipamezol (Revertor®, Virbac, 5 mg/ml; 0,25 mL/300g).
Seguidamente, se situd al animal en una jaula transparente (26,5 x 20,5 x 14,5 cm) elevada y se
colocé una camara de video debajo de la jaula. Se realizd un registro del comportamiento basal
de la rata durante 5 min y su respuesta a presiones crecientes del baldn de latex alojado en el
colon; con un esfigmomandémetro aumentamos la presion pasando de 0 mmHg a 75 mmHg a
intervalos de 5 minutos en pasos de 15 mmHg. El experimento finalizé con un Gltimo periodo
de 5 minutos a 0 mmHg, con lo que la duracion total del mismo fue de 40 min. Al terminar se
sacrifico al animal mediante sobredosis de pentobarbital sédico (Dolethal®, Vetoquinol, 200
mg/mL; 0,6 mL/300g).

Para la valoracidn de la sensibilidad visceral analizamos la presencia y la duracion de las
contracciones abdominales, tanto durante el experimento como posteriormente, utilizando los
videos realizados a lo largo del mismo, que fueron descompuestos en fotogramas (1
fotograma/s). De estos andlisis se obtuvieron finalmente 3 parametros en cada intervalo de

presion: numero y duracion de las contracciones, y porcentaje de tiempo en contraccion.
2.7. FArmacos y compuestos.

El antitumoral 5-fluorouracilo (Sigma-Aldrich, Espafia), se dispersé en suero salino al 0.9%

mediante sonicacion.

El cannabinoide WIN 55, 212-2 (Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido) se diluyé en su
vehiculo (Tocrisolve®, Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido), y en suero salino al 0.9% en

una proporcion suero salino/vehiculo de 32:1.

El sulfato de bario (Barigraf® A.D., Juste, S.A.Q.F., Coslada, Madrid, Espafia) fue suspendido
en agua destilada en una proporcion contraste/agua de 2:1 y continuamente agitado a mano para

evitar la precipitacion del compuesto hasta la administracion.
2.8. Andlisis estadistico

Los datos se presentan como el valor de la media £ SEM (error estandar de la media). Las
diferencias entre grupos fueron analizadas utilizando una ANOVA de una o dos vias seguida

de una prueba post-hoc de Bonferroni para comparaciones multiples. También se utilizo la
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prueba t de Student, con correccion de Welch cuando fue necesario. Los valores de p<0.05
fueron considerados significativamente diferentes. Los graficos fueron realizados con
Microsoft Excel 2013 (Microsoft Corporation, Santa Rosa, California) y su analisis se realizo
con GraphPad Prism 5 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, EEUU).

3. Resultados
3.1. Motilidad gastrointestinal

Este parametro se valor6 mediante métodos radiograficos no invasivos el dia 1 del protocolo
experimental (Figura 2) y el dia 4 (Figura 3), pasados 20 minutos de la administracion de los
farmacos e inmediatamente después de la administracion de sulfato de bario (2,5 mL, 2 g/mL)

con una sonda orogastrica.
3.1.1. Motilidad gastrointestinal: efecto inmediato

El dia 1 del protocolo y tras la administracién de una concentracion de 150 mg/kg de 5-FU y 1

mg/kg de WIN se obtuvieron los resultados que se observan en la Figura 2.

La administracion aguda de WIN en ausencia de antitumoral y en comparacion con el grupo
vehiculo+suero salino no produjo ningan efecto significativo en el estbmago (aunque presentd
una ligera tendencia a frenar el vaciamiento); sin embargo, si produjo un retraso ligero pero
significativo en un punto temporal (T4) del vaciado del intestino delgado (y también mostrd
cierta tendencia a retrasar su vaciamiento). En cuanto al ciego y al colon, el WIN produjo un

retraso significativo de su llenado en comparacion con el grupo control.

Por otro lado, la administracion aguda de 5-FU produjo un claro y significativo retraso del
vaciamiento del estdmago, en comparacién con el grupo control. Sin embargo no presentd

diferencias significativas al compararlo con el grupo control en las demas regiones.

Por ultimo, la administracion conjunta de WIN y 5-FU el dia 1 del experimento dio lugar a un
retraso acusado Y significativo del vaciamiento gastrico en comparacion con el grupo control e
incluso con el grupo tratado solamente con el antitumoral. Se observaron también diferencias
con estos dos grupos en el resto de tramos del tracto digestivo, retrasando por un lado el
vaciamiento del intestino delgado y por otro el llenado tanto del ciego como del colorrecto,
aunque en estas regiones, no hubo diferencias clinica y estadisticamente relevantes con el grupo

que recibio sélo el cannabinoide.
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Figura 2. Anélisis radiogréafico de los efectos inmediatos del 5-FU y del WIN en la motilidad gastrointestinal
general. Se evalud el efecto de los farmacos durante el dia experimental 1 en cada uno de los grupos
experimentales: vehiculo+salino (n=10, linea discontinua), WIN+salino (n=10, dosis de WIN de 1 mg/mg, linea
verde), vehiculo+5-FU (dosis de 5-FU de 150 mg/kg, n=12, linea roja), y WIN+5-FU (dosis de WIN de 1 mg/kg,
dosis de 5-FU de 150 mg/kg, n=12, linea negra). Las lineas muestran los resultados como el valor de la media +
S.E.M. Analisis estadistico: ANOVA de dos vias seguido de un test post-hoc de Bonferroni; * p<0,05; ** p<0,01;
*** n<0,001 vs vehiculo + suero salino, # p<0,05; ## p<0,01; ### p<0,001 vs vehiculo + 5-FU.

3.1.2. Motilidad gastrointestinal: efecto diferido

El dia 4 del protocolo, con una dosis acumulativa de 300 mg/kg de 5-FU y la administracion de
otra dosis de 1 mg/kg de WIN, se obtuvieron los resultados que se observan en la Figura 3.

La administracion cronica de WIN durante 4 dias en ausencia de 5-FU no dio lugar a ninguna
alteracion significativa de la motilidad gastrica ni intestinal en comparacion con el grupo
control. En cuanto al ciego y al colon, si que disminuy6 significativamente su llenado en un

principio, pero esta tendencia se normalizé a medida que avanzé el tiempo.

En cuanto al 5-FU, no se produjeron diferencias significativas en la motilidad gastrica con
respecto al grupo control y no aparecié el retraso del vaciamiento del estbmago observado en
el dia 1 del experimento. Si que se observaron diferencias significativas en el intestino delgado
con respecto a los animales tratados con vehiculo y suero salino, produciéndose un retraso en

el llenado del 6rgano. Sin embargo esta tendencia de disminucién de la motilidad intestinal se
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normalizé con el tiempo. Por otro lado, produjo un retraso significativo en el llenado del ciego
y también el del colon, aunque menos acusado.

Por dltimo, la administracion conjunta de WIN y 5-FU dio lugar a un retraso significativo del
vaciamiento gastrico en comparacion con el grupo control y con el grupo vehiculo+5-FU,
aungue de forma mas leve que en el dia 1. También se observd un retraso significativo en el

Ilenado del intestino delgado, pero este parametro se normalizé con el tiempo.

Finalmente, la combinacion del cannabinoide y el antitumoral retrasé significativamente el
Ilenado tanto del ciego como de la region colorrectal en comparacion con el grupo control (y

también comparando con el grupo vehiculo+5-FU en el caso del colorrecto).

No se observo diarrea en ninguna de las ratas tratadas con el antineoplésico.
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Figura 3. Andlisis radiogréafico de los efectos diferidos del 5-FU y del WIN en la motilidad gastrointestinal
general. Se evalud el efecto de los farmacos durante el dia experimental 4 en cada uno de los grupos
experimentales: vehiculo+suero salino (n=10, linea discontinua), WIN+suero salino (n=10, dosis de WIN de 1
mg/mg, linea verde), vehiculo+5-FU (dosis acumulativa de 5-FU de 300 mg/kg, n=12, linea roja), y WIN+5-FU
(dosis de WIN de 1 mg/kg, dosis acumulativa de 5-FU de 300 mg/kg, n=12, linea negra). Las lineas muestran los
resultados como el valor de la media + S.E.M. Analisis estadistico: ANOVA de dos vias seguido de un test post-
hoc de Bonferroni; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs vehiculo + suero salino, # p<0,05; ## p<0,01 vs vehiculo
+ 5-FU.
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3.2. Neuropatia periférica

Durante el dia 3 del protocolo se realizé el test de von Frey para la evaluacion de la alodinia
mecanica a cada uno de los grupos experimentales. La administracion diaria de solamente el
cannabinoide no produjo ninguna alteracion significativa en el umbral para la alonidina
mecéanica en comparacion con el grupo control. Sin embargo, la administracion de dos dosis de
150 mg/kg (dosis acumulativa de 300 mg/kg) de 5-FU si que produjo una reduccion
significativa de este parametro. En cambio, el grupo tratado con WIN+5-FU presentd un
aumento significativo en el umbral de este parametro comparado con el grupo anterior, que no

fue significativamente diferente del control (Figura 4).

as Alodinia mecanica (von Frey)
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Figura 4. Aparicion de alodinia mecanica (test de Von Frey). Se analizaron los efectos de los diferentes
tratamientos de cada uno de los 4 grupos experimentales: vehiculo+salino (n=10, color blanco), WIN+salino,
(n=10, dosis de WIN de 1 mg/kg, color verde) vehiculo+5-FU (n=12, dosis acumulativa de 5-FU de 300 mg/kg,
color rojo) y WIN+5-FU (n=12, dosis de WIN de 1 mg/kg, dosis acumulativa de 5-FU de 300 mg/kg, color negro);
los datos fueron tomados durante el tercer dia del protocolo experimental. Las barras muestran los resultados como
el valor de la media + S.E.M. Analisis estadistico: ANOVA de una via seguida de un test post hoc de Bonferroni
para todos los grupos y t de Student entre los grupos vehiculo + 5-FU y WIN + 5-FU; ** p<0.01 vs vehiculo +

salino; # p<0,05 vs vehiculo + 5-FU.
3.3. Tétrada cannabinoide

Durante el tercer dia del protocolo experimental también se evaluo si la dosis de WIN empleada,
1 mg/kg, producia efectos centrales, por medio de la tétrada cannabinoide: medicion de la
temperatura rectal, plantar test, test del anillo y prueba del actimetro. La dosis de WIN utilizada
no produjo ninguna modificacion significativa del comportamiento en ninguno de los cuatro

test realizados (Figura 5).
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Figura 5. Evaluacion de los efectos psicoactivos de WIN 55.212-2 (tétrada cannabinoide). Se analizaron los
efectos de los diferentes tratamientos de cada uno de los 4 grupos experimentales para cada una de las cuatro
pruebas de la tétrada cannabinoide: vehiculo+salino (n=10, color blanco), WIN+salino, (n=10, dosis de WIN de 1
mg/kg, color verde), vehiculo+5-FU (n=12, dosis acumulativa de 5-FU de 300 mg/kg, color rojo) y WIN+5-FU
(n=12, dosis de WIN de 1 mg/kg, dosis acumulativa de 5-FU de 300 mg/kg, color negro); los datos fueron tomados
durante el tercer dia del protocolo experimental. Pruebas de la tétrada cannabinoide: prueba del anillo (A), plantar
test (B), temperatura rectal (C), actividad locomotora espontanea (D). Las lineas discontinuas azul y naranja
representan los resultados medios de un control positivo para efectos psicoactivos: WIN 5 mg/kg (Abalo et al.
2011; Vera et al. 2013) Por encima de los valores azules y por debajo de los naranjas se considera que el
cannabinoide ha tenido efectos centrales. Las barras muestran los resultados como el valor de la media + S.E.M.
Analisis estadistico: ANOVA de una via seguida de un test post hoc de Bonferroni. No se produjo ninguna
diferencia significativa.

3.4. Sensibilidad visceral

A los 12-16 dias de finalizar el protocolo principal, se inicio la puesta en marcha de un nuevo
protocolo con el fin de evaluar, en futuros experimentos, las posibles alteraciones en la

sensibilidad visceral de las ratas, cuyos resultados se muestran en la Figura 6.

Las ratas utilizadas (vehiculo+suero salino, n=4) presentaron un aumento progresivo tanto del
namero de contracciones como del porcentaje de tiempo en contraccion (es decir, de las
respuestas de dolor visceral) conforme aumentaba la presion del balon intracoldnico (estimulo
mecanico). Como se puede observar en la Figura 6, en estos dos parametros se obtuvieron

diferencias significativas al comparar las presiones mas bajas (15 y 30 mmHg) con las mas altas
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(45, 60 y 75 mmHg), aunque comparando las mas altas entre si no se observaron diferencias
significativas.

En el caso del parametro duracién de la contracciéon, se produjo un aumento del mismo cuando
la presion fue distinta de 0 mmHg pero entre las distintas presiones comprendidas entre 15
mmHg y 75 mmHg el pardmetro no mostrd diferencias significativas, con una duracion media
de 4,03+0,51 s.

Finalmente, al volver la presidn a 0 durante el paso final del experimento, no se presentaron

mas contracciones, por lo que los tres pardmetros considerados presentaron una media de 0.
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Figura 6. Evaluacion de la sensibilidad visceral en respuesta a un estimulo mecanico (balon intracoldnico).
Se evaluaron los resultados de cada uno de los pardmetros a las distintas presiones aplicadas del grupo
vehiculo+salino (n=4) tomados 12-16 dias después de realizar el protocolo experimental principal. Los parametros
analizados fueron: nimero de contracciones (A), porcentaje de tiempo en contraccion (B) y tiempo medio en
contraccion (C). Las lineas muestran los resultados como el valor de la media + S.E.M. Andlisis estadistico:
ANOVA de una via seguida de un test post hoc de Bonferroni. + p<0,05; ++p>0,01; +++p>0,001 vs presion 15
mmHg. X p<0,05; XX p<0,01 vs presion de 30 mmHg.

4. Discusion

La quimioterapia es el tratamiento de primera eleccion para muchos tipos de cancer
(www.cancer.org); sin embargo, provoca importantes efectos secundarios en los pacientes
(Florez, 2003; Malik et al. 2015) que aun no tienen un tratamiento eficaz, por lo que se han

propuesto los cannabinoides como alternativa terapéutica de los mismos.
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En el presente estudio se utilizd el antitumoral 5-FU a una dosis acumulativa de 300 mg/kg
repartida en dos dosis de 150 mg/kg. Aunque una sola dosis de 150 mg/kg (IP) puede provocar
mucositis intestinal y problemas de motilidad gastrica en rata (Soares et al. 2008; VVanhoecke
et al. 2015), la experiencia del departamento de Farmacologia y Nutricion de la URJC nos llevo
a elegir la dosis de 300 mg/kg, que ha demostrado producir diarrea grave (via oral o 1V) en
otros estudios (Shiota et al. 2010; Tsuji et al. 2003). Por otro lado, el cannabinoide WIN fue
utilizado a una dosis de 1 mg/kg, que no produce efectos centrales y es capaz de reducir el
transito intestinal y aliviar la neuropatia periférica inducida por antitumorales como el
cisplatino (Abalo et al., 2010; Abalo et al., 2013; Vera et al. 2013).

4.1. Motilidad gastrointestinal

Mediante este andlisis se evaluaron tanto la diarrea como la dismotilidad géstrica. Esta ultima
es un marcador indirecto de nauseas y vomitos en la rata (Cabezos et al. 2008, 2010), que carece

del reflejo del vémito (www.ratbehavior.org).

El primer dia de administracion de 5-FU (efecto agudo) observamos alteraciones en la motilidad
gastrica en forma de retraso en el vaciamiento gastrico (marcador indirecto de nausea en las
ratas), lo que era de esperar habiéndose descrito ya las nauseas y vomitos como efecto
secundario de este farmaco (www.aemps.gob.es). Por otro lado, es sabido que los efectos de
los cannabinoides en el tracto gastrointestinal incluyen la disminucién de la motilidad y la
secrecion y la ralentizacion del vaciado gastrico (Malik et al. 2015). Nuestros resultados en el
grupo WIN + suero salino concuerdan con estos efectos, pues se produjo cierto retraso en la
motilidad intestinal, tanto del intestino delgado como del ciego y el colorrecto pero no un retraso
significativo en el vaciamiento gastrico, lo cual sugiere que el intestino podria ser mas sensible
que el estdbmago al efecto depresor de los cannabinoides. Estos resultados concuerdan con otros
anteriores (Abalo et al. 2009, 2011, 2013). Por ultimo, la administracion del WIN junto con el
antitumoral empeord ain mas el vaciamiento gastrico, lo cual puede deberse al efecto
combinado de ambos farmacos en el estbmago, algo ya observado anteriormente con otro
antitumoral como el cisplatino (Abalo et al. 2013). Sin embargo tuvo practicamente el mismo
efecto que el WIN solo sobre la motilidad del intestino delgado, ciego y colorrecto, lo cual

sugiere que los efectos sobre la motilidad en estas zonas se deben al propio cannabinoide.

El aumento del retraso del vaciamiento gastrico sugiere que el cannabinoide WIN 55,212-2 no
es eficaz para la prevencion de nduseas y vomitos producidas por los antineoplasicos, a pesar

de que otros cannabinoides si han demostrado ser Utiles (Malik et al. 2015) Sin embargo,
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debemos tener en cuenta las limitaciones que supone utilizar una especie que no puede vomitar
como la rata, en que la medida de estos efectos secundarios es mas dificil, y requiere el uso de
marcadores indirectos como la dismotilidad gastrica. Habria que estudiar también otros
parametros como la pica, usados mas frecuentemente para valorar efectos emetogenos y
antieméticos (Cabezos et al. 2008, 2010; Vera et al. 2006). Por ultimo, no se puede descartar

que otros cannabinoides y dosis puedan presentar un mejor efecto en nuestro modelo.

En cuanto al dia 4 (efecto diferido del antitumoral), en el grupo tratado solamente con el
cannabinoide no se produjo ninguna alteracion intestinal, al contrario que durante el dia 1. Esta
falta de efecto tras la administracion crdnica del WIN (4 dias de tratamiento), al igual que en
otros estudios previos (Abalo et al. 2009), probablemente se deba a la aparicién de tolerancia
al efecto de este farmaco. Con respecto al 5-FU, no produjo efectos en la region gastrica, aungque
si produjo cierto retraso en el llenado del ciego y el colon. La falta de efectos en el estémago
puede deberse a que la administracion de la ultima dosis de 5-FU se realizé 2 dias antes de la
evaluacion radiogréfica y el efecto del antineoplasico haya disminuido, aunque en otros
estudios (Soares et al. 2008), el 5-FU a una dosis menor mantuvo el efecto sobre el vaciado del
estbmago hasta 15 dias después; sin embargo, existen diferencias metodoldgicas con este
trabajo, como el uso de procedimientos invasivos frente a los no invasivos usados por nosotros,

que podrian explicar las discrepancias.

Por otro lado, el grupo tratado con WIN y 5-FU mostrd efectos similares a los del dia 1, aunque
menos acusados, tal vez por la falta de efecto del 5-FU y la disminucion del efecto del WIN.
Aun asi, el efecto conjunto de ambos farmacos provocé una disminucion de la motilidad
gastrointestinal en mayor medida que solamente la administracion del antineoplasico, parecido

a lo encontrado con otros antitumorales (Abalo et al. 2013).

En este caso, el uso de WIN para el tratamiento de la posible diarrea producida por el
antitumoral podria ser Gtil, ya que la disminucién de la motilidad intestinal la disminuiria o
impediria. También podria contribuir la disminucion que ejercen los cannabinoides sobre las
secreciones intestinales (Malik et al. 2015), pues la diarrea, ademas de tener un componente
motor en algunos casos, es un desequilibrio entre la absorcion y la secrecién intestinal (al
disminuir la secrecién, los cannabinoides podrian impedir o reducir la diarrea). Tras haber
alcanzado ya la dosis acumulativa de 5-FU de 300 mg/kg, no se observo diarrea en ninguna de
las ratas tratadas con este farmaco, al contrario de lo observado en otros trabajos (Shiota et al.

2010; Tsuji et al. 2003). Aunque pueden contribuir factores como la via de administracion
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(intraperitoneal frente a oral o intravenosa), la dosis (quizés algo menor de la equivalente en
pacientes; André et al. 1999; Pinkel, 1958) o la cepa de rata (Wistar frente a Dark Agouti) que
no se hayan producido los mismos efectos observados habitualmente en clinica con el 5-FU
podria deberse a que en las ratas el ciego actlia como reservorio del exceso de agua presente en
el intestino, y de hecho, las ratas con el ciego extirpado son un mejor modelo de diarrea (Islam
et al. 2004, Islam & Sakaguchi, 2006). Por otra parte, para evaluar la existencia de diarrea en
rata algunos autores miden, invasivamente, la cantidad de liquido presente en el intestino
delgado (enteropooling, Robert et al. 1976). Por lo tanto, aunque es muy probable que los
cannabinoides tengan un efecto beneficioso en cuanto al tratamiento de la diarrea, en este
estudio no se pudo probar. En futuros estudios, nos planteamos valorar los efectos del 5-FU y

cannabinoides usando la técnica del enteropooling o la cecectomia.
4.2. Neuropatia periférica y efectos centrales

La neuropatia periférica es bastante frecuente entre antitumorales como el cisplatino, la
vincristina o el paclitaxel (Cata et al. 2006; Rahn y Hohmann, 2009). En cuanto al
antineoplasico 5-FU, su aparicién es rara, pero se han dado casos en algunos pacientes
(Werbrouck et al. 2008). Debido a que los mecanismos celulares que dan lugar a la neuropatia
aun no se conocen del todo, el tratamiento farmacol6gico para este efecto es ain muy limitado.

Por ello en este trabajo se proponen los cannabinoides como posible tratamiento.

En el presente estudio confirmamos la presencia de neuropatia periférica, en forma de alodinia
mecanica (disminucion del umbral de sensibilidad mecéanica), en las ratas tratadas con una dosis
acumulativa de 5-FU. Ademas, se observd un aumento del umbral de sensibilidad mecénica
(comparado con el grupo control) de aquellas ratas tratadas con 5-FU y con el agonista
cannabinoide sintético WIN. Por lo tanto, los resultados sugieren que los cannabinoides pueden
ser efectivos para la prevencién y/o tratamiento de la neuropatia periférica producida por este
ultimo. Ademas, a pesar del tratamiento de 4 dias con el cannabinoide, el alivio de la neuropatia
podria indicar que no se genera tolerancia a este efecto. Este efecto analgésico del WIN a dosis
bajas (como la de 1 mg/kg) y administracion por via intraperitoneal, ya ha demostrado ser
efectivo en el tratamiento de la neuropatia inducida por otros antitumorales (Pascual et al. 2005;
Vera et al. 2007, 2013), por una lesion nerviosa (Hama y Sagen, 2009) o por la diabetes (Vera
et al. 2012). EI WIN podria producir antinocicepcion mediante la activacion no sélo de
receptores CB1, que deprimen la actividad neuronal, sino CB2, cuya activacion reduce también

la nocicepcidn en varios modelos preclinicos (Ibrahim et al. 2005; Malik et al. 2015).
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Por otro lado, los cannabinoides pueden provocar efectos psicoactivos, lo cual es un obstaculo
para su uso clinico. En nuestro trabajo, la dosis de WIN utilizada no produjo efectos centrales,
como se observa en la falta de significacion obtenida en las cuatro pruebas de la tétrada
cannabinoide (y en la falta de efecto en el test de von Frey). En diferentes estudios se han
obtenido resultados similares con la administracion aguda de esta dosis del cannabinoide
(Pascual et al. 2005; Vera et al. 2007, 2012, 2013); sin embargo, dosis superiores de WIN (2 y
5 mg/kg) han demostrado producir efectos centrales después de su administracion (Abalo et al.
2010, Vera et al. 2007).

Por lo tanto, la dosis de WIN no produjo efectos psicoactivos y previno la aparicion de la

neuropatia periférica producida por la dosis acumulativa de 300 mg/kg de 5-FU en las ratas.
4.3. Sensibilidad visceral

El dolor visceral es difuso, dificil de localizar y puede manifestarse como alodinia/hiperalgesia
mecénica y térmica. Este tipo de dolor suele afectar a pacientes de cancer, muchas veces debido
a la quimioterapia (Malik et al. 2015; Shaiova, 2006). Ante la necesidad de buscar tratamientos
y desarrollar modelos Utiles para estudiar este efecto, iniciamos la puesta en marcha de un
método de evaluacion de los posibles efectos en la sensibilidad visceral inducidos por el 5-FU
y el WIN.

La mayoria de los modelos emplean estimulos quimicos, mecanicos o estresantes. En nuestro
caso utilizamos un estimulo mecanico (baldn intracolénico) que se aplicd en intervalos de
presiones crecientes para observar la respuesta al dolor de nuestros animales. Se tuvieron en
cuenta 3 parametros: numero de contracciones, porcentaje de tiempo en contraccién y tiempo
medio en contraccién (duracion de las contracciones). Mediante este modelo, obtuvimos un
resultado similar al de otros estudios en los que también se usaba un balén intracolénico como
estimulo mecéanico (Kim et al. 2014; Sanson et al.2006). En cuanto al grupo control, en esos
modelos se observo que las respuestas al dolor visceral iban aumentando a medida que
aumentaba la presion aplicada. Ademas se observé una hipersensibilidad a la estimulacion
mecanica intracolonica en aquellos grupos que habian recibido el tratamiento de interés
(presentaban valores mas altos en el parametro utilizado para medir el dolor que en los grupos

utilizados como control).

En nuestro caso, las ratas (vehiculo+suero salino, n=4) presentaron un aumento dependiente de
la intensidad del estimulo mecanico tanto del nimero de contracciones como del porcentaje de

tiempo en contraccion, lo cual concuerda con lo obtenido en los estudios comentados
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anteriormente. Por otro lado, la duracion de las contracciones fue practicamente la misma en
todos los intervalos, por lo que podemos concluir que ese pardmetro fue independiente del

aumento de la presion.

Por supuesto, este experimento tiene sus limitaciones, pues el nimero de ratas empleado es bajo
y se necesita completarlo, esto es solo el paso inicial. El siguiente paso en nuestro modelo sera
probarlo en los grupos experimentales vehiculo+5-FU y WIN+5-FU (y WIN+suero salino).
Dado que el 5-FU produce mucositis intestinal (www.aemps.gob.es), es probable que ocasione
una hipersensibilidad a la estimulacion mecénica, aumentando el nimero de contracciones y el
porcentaje de tiempo en contraccion (pardmetros claramente dependientes del aumento de
presion). En cuanto a las ratas tratadas con WIN y 5-FU, se espera que el cannabinoide
normalice el umbral de dolor, dado su efecto analgésico (de hecho el WIN alivio la neuropatia

en este modelo).
5. Conclusion

Los efectos secundarios de la quimioterapia (nauseas, vomitos, diarrea, neuropatia periférica y
dolor visceral, entre otros), son un grave problema para el cual no existe un tratamiento
totalmente eficaz. Nosotros hemos planteado la posible utilidad de los cannabinoides para el
tratamiento integral de los mismos en un solo modelo animal. Nuestros resultados sugieren que
estos farmacos podrian ser Utiles para el tratamiento de algunos de los efectos secundarios
(dolor neuropético), mientras que podrian empeorar otros como son las nauseas y vomitos (que
nosotros hemos medido indirectamente como dismotilidad gastrica). Lamentablemente, los
datos sobre su efecto antidiarreico no son concluyentes porque no fuimos capaces de observar
diarrea en las ratas tratadas con el antitumoral elegido. Aunque se necesita seguir investigando
para determinar con mayor precision sus mecanismos y efectos, los cannabinoides son una

opcidn terapéutica interesante que hay que tener en cuenta.
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