





UNIVERSIDAD REY JUAN CARLOS
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

TESIS DOCTORAL

EFECTO DE AGONISTAS CANNABINOIDES
EN MODELOS EXPERIMENTALES DE
NEUROPATIA AUTONOMICA CARDIACA.

CRISTINA GONZALEZ FERNANDEZ
MADRID 2014


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Logo_URJC.svg




Universidad Facultad de Ciencias de la Salud
Rey Juan Carlos

DNA. MARIA ISABEL MARTIN FONTELLES, CATEDRATICA DE
FARMACOLOGIA DE LA UNIVERSIDAD REY JUAN CARLOS Y DNA.
VISITACION LOPEZ-MIRANDA GONZALEZ, PROFESORA TITULAR

DE LA UNIVERSIDAD REY JUAN CARLOS,

CERTIFICAN:

Que el trabajo de investigacion titulado “EFECTO DE AGONISTAS
CANNABINOIDES EN MODELOS EXPERIMENTALES DE NEUROPATIA
AUTONOMICA CARDIACA” ha sido realizado por Dfia. Cristina Gonzalez
Fernandez en el Departamento de Bioquimica, Fisiologia y Genética Molecular,
Farmacologia y Nutricion, Anatomia y Embriologia Humana e Histologia Humana
y Anatomia Patologica bajo nuestra direccion.

Y para que asi conste donde proceda firmamos el presente certificado en

Alcorcén, a 10 de Noviembre del 2014.

Fdo. M.I Martin Fdo. V. Lopez-Miranda Fdo. C. Gonzélez

Avda. de Atenas s/n  E 28922 Alcorcon Madrid Espana Tel. 34 91 4888855






A mi Familia






Un dia cualquiera del mes de mayo de hace algunos afios llegué por primera vez
a la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Rey Juan Carlos. Me fascinaron
sus espacios abiertos, sus jardines verdes y sus fuentes. llusionada por la posibilidad de
trabajar en ella, todo parecia un suefo; nada parecia indicar el camino que me
acechaba tras él. Cualquiera que haya osado embarcarse en una Tesis Doctoral sabe
que no es un camino facil, que conlleva vivencias agridulces. Al igual que atravesar una
rosaleda, llena de vida, con sus vivos colores, con la suavidad de los pétalos, pero
también con sus espinas. Parece que uno nunca lograra salir de alli, y sin embargo,
cuando se halla la salida y se mira hacia atras, no se puede evitar que se escape una
sonrisa; desde esta perspectiva los colores se vuelven a ver vivos, los pétalos vuelven a
ser suaves y permanece en el olfato el agradable olor de las rosas. Y en la piel, multitud
de heridas propinadas por las espinas; algunas desapareceran sin apenas dejar rastro y
otras, mas profundas, cicatrizaran dejando una marca que siempre te acompanara. Y
por todo, por lo bueno y por lo malo, por lo vivido y por lo aprendido, por lo que dejo y

por lo que me llevo, hoy debo dar las gracias.

En primer lugar, a mis dos codirectoras de Tesis:

A la Dra. Maria Isabel Martin Fontelles, por haberme dado la oportunidad de
trabajar en tu grupo. Aun recuerdo tus palabras cuando llegué a él “aunque vaya
corriendo como el conejito de Alicia en el Pais de las Maravillas, cualquier cosa que
necesites no dudes en pedirla”’. Y, desde luego, asi ha sido, siempre dispuesta,
aportando siempre el punto de vista que sélo puede aportar la voz de la experiencia.

Gracias.



A la Dra. Visitacién Lépez-Miranda, gracias por “seleccionarme” en aquel mes de
mayo y apostar por mi. Por haberme permitido realizar esta Tesis Doctoral en el area de
Cardiovascular. Quiero agradecerte el tiempo y el esfuerzo que has dedicado a este
trabajo aportandole valor humano. Sin tu guia y tu ayuda, esta Tesis Doctoral no habria

sido posible.

Al Dr. Carlos Goicoechea, por estar siempre dispuesto a poner una sonrisa ante
cualquier peticion de ayuda o cualquier duda. He de confesar que al principio me costo,
pero no tardé mucho en descubrir que, tras el “Carlos gruidn”, se esconde un gran

corazon. Gracias por todo.

A la Dra. Raquel Abalo, espiritu incansable, inquieto, siempre en busca de
nuevos retos. Gracias por ser un ejemplo de ello. jAh!' Y por las bombas de chocolate

compartidas.

A la Dra. Esperanza Herrad6n, con la que he trabajado codo con codo. El
comienzo fue dificil, aunque he aprendido mucho trabajando a tu lado. Gracias por todo

lo aprendido.

A la Dra. Rocio Girén, aunque no he trabajado directamente contigo, gracias por

tu amabilidad y por prestarme tu ayuda siempre que fue necesario.

A la Dra. Eva Sanchez. Aunque en el laboratorio no hemos trabajado juntas, si lo
hemos hecho en la docencia, y he de decir que ha sido un placer. Gracias por hacer

que, a pesar del rigor con que trabajas, trabajar a tu lado sea mucho mas facil.



Al Dr. David Pascual, siempre dispuesto a echar una mano, por trabajar
haciendo que el trabajo parezca mas sencillo y por tu humor, siempre esta bien afadir

alguna risa.

A la Dra. Gema Vera, por ser mucho mas que una buena compafera, por estar
siempre dispuesta a ayudar de forma desinteresada, un alma generosa. Por estar

siempre atenta a escuchar, por tus animos y tu comprensién. Gracias.

A la Dra. Ana Bagiiés. Llegamos casi a la par a este laboratorio, y casi a la par
hemos vivido situaciones parecidas, tu siempre un pasito por delante. Gracias por tus

consejos y por haber sido un ejemplo.

A los futuros doctores, Nancy, Miguel, Anita, Maria, por todos los ratos
compartidos. Ya lo sabéis y no os voy a engafar; no es facil, pero de repente llega un
dia en que empiezas a ver la luz. Tampoco entonces es facil, pero cuando te enfrentas a
las Ultimas lineas, todo se ve de forma diferente. Mucho animo, vosotros también lo

lograréis.

A Maica y a Lupe. ;Qué os puedo decir? Tengo mucho que agradeceros.
Gracias por ser unas profesionales, siempre ayudando atentamente a todos. Pero sobre
todo mil gracias por compartir risas y también momentos malos. Por escuchar, ayudar,
animar, comprender, por ser el alma del laboratorio. Por vuestra capacidad de trabajo y

valor humano.

A los que ya se fueron. A Ivan, “estas loco, majareta. Pero te contaré un secreto,
las mejores personas lo estan” (de Alicia en al Pais de las Maravillas). Gracias por todo.

A Cristina Rivas, por tu apoyo, por estar siempre atenta a todo, hasta el mas minimo



detalle. Al Dr. Pablo Cabezos, porque tu también transmites “buen rollo”, deseo que la
suerte te sonria y... jpor supuesto que cuento contigo para el agape! A Cristina Blas, en
tiempos dificiles, espero que todo vaya a mejor, que consigas volver, que tu también
consigas terminar tu Tesis Doctoral. Tienes un espiritu luchador, espero que todo te
vaya bien. A la Dra. Elisa Burgos, aunque compartimos poco tiempo en este laboratorio,

también de ti aprendi.

A todos vosotros, gracias por “los cafés”, que hacen que el ambiente en el

laboratorio sea mucho mas humano.

A la Dra. Marta Miguel, por lo muchisimo que me has ensefiado. Por transmitir
siempre tu gratitud a quien trabaja contigo. Todo ello hace que trabajar duro se vea

recompensado. Gracias.

A todas las chicas del CIAL: a la Dra. Marta Garcés, mucha suerte en el futuro. A
Silvia, Paqui y Ainhoa, por vuestro companerismo, por hacer que el trabajo sea mas
agradable anadiéndole humor. Algun dia vosotras os encontraréis escribiendo unas

lineas como estas. Suerte y mucho animo.

Al Dr. José Antonio Uranga y al Dr. Juan Carlos Leza por su colaboracion en

este trabajo.

Mi mas sincero agradecimiento a los Laboratorios Sanofi-Aventis por permitirme
hacer una estancia en su Centro de investigacion basica, y muy especialmente al
departamento de Farmacologia; al Dr. Antonio Castro, la Dra. Beatriz de Miguel,
Concepcién Isidro y Rosa Lépez, por la calidez con la que me acogisteis desde el primer

momento, por todo lo que aprendi con vosotros. Fue un auténtico placer. Gracias.



A todos los que han pasado por el laboratorio; doctorandos, alumnos de master,
alumnos de grado, colaboradores etc. porque de todos y cada uno de vosotros he
aprendido algo, ya sea de ciencia o de la vida. Gracias por aportar diversidad y un

entorno multidisciplinar.

Y por supuesto, sobre todo y ante todo, el mayor de todos los agradecimientos a
mi familia. Vuestro es también este trabajo. Por apoyarme antes, durante, y después de
este viaje, no tengo palabras suficientes para vosotros. A mis padres, Javier y
Angelines, porque desde luego sin vosotros hoy no estaria aqui. Por ser siempre un
referente en la vida, un ejemplo de dedicacion, trabajo y honestidad en todos los
aspectos de la vida. A mi hermano Javier, por aportar todo lo que aportan los hermanos
pequefos y echar siempre una mano ante los “problemas técnicos”. A Jose, por ser mi
compainiero, siempre un apoyo. Porque me sigue asombrando tu capacidad de sacar
risas de las lagrimas, por el tiempo que te he quitado para dedicarselo a este trabajo,
por aguantar mi mal humor y mis agobios. Al igual que otros muchos retos, juntos
hemos superado también este. A David, por el tiempo que te he quitado, por darme todo
ese monton de pequenos momentos, por redescubrirme el mundo con otros ojos, por
estar siempre en todo lo que hago. A mi angelito Rubén, por acompafarme siempre.

Alla donde vaya, siempre te llevo conmigo.

Al Ministerio de Educacion y Ciencia, la Universidad Rey Juan Carlos y la
Comunidad de Madrid por haberme dado la oportunidad de iniciarme en el mundo de la

investigacion y la docencia.






INDICE

ABREVIATURAS........oeeiitiieitieeiiteeietteessaeeessseeasseeessseesseessnsessnseessasesssenesns 1
RESUMEN. ......cviiitieiciteeeteeeeteeeereeeseeesseeesseeesaeeeseeesnbeeesseeeensanensenennns 7
INTRODUCCION.........uiuiiieieeieitiie e e e e ettt e eeeeseabae e eeeeesennreeesenesseesennraneeaeens 13
1 ALTERACIONES CARDIOVASCULARES ASOCIADAS A
ANTITUMORALES.......cuvieiitieeitieecteeeteeeetesteeeeeteeeeeteeesnreeesneeesnnsnsnns 15

2 ALTERACIONES CARDIOVASCULARES ASOCIADAS A LA DIABETES

MELLITUS TIPO 2. e e e e e e e e e m e r e e e mnenne 20

3 SISTEMA ENDOCANNABINOIDE EN NEUROPATIAS........cccvvvmrieiieeeenenns 30
4 CANNABINOIDES....... .o ee e e e e e e rea e e e eeen 31
4.1 Sistema cannabinoide enddgeno. ..., 33
4.1.1 Receptores cannabiNOides..........ccovviiiiiiiiiii e 33

4.1.2 Mecanismos de transduCCiON...........ccoviiiiiiiiiiiiiiiiieieeieaeaes 36

4.1.3 Ligandos enddgenos: Endocannabinoides...............ccoevviiiinenne. 41

4.1.4 Sintesis, Liberacion y Degradacion. ..............ccoooiiiiiiiinnn.. 43

4.2 Ligandos cannabinOides. .........ccoiiiiiii i e 44
4.2.1 Agonistas cannabinOides. ..........c.covuiiiiiiiiii 45

4.2.2 Antagonistas cannabinoides. .............ccooiiiiiiiii 47

4.2.3 Inhibidores de larecaptacion............c.ccoooiiiiiiiiiii i 48

4.2.4 Inhibidores de la degradacion. .............coooiiiiiiiiiiii 48

4.3 Efectos de los cannabinoides..............ooiuiiiiiiiiiii 48

L0 ] | I Y 1 59



MATERIAL Y METODOS........uuuttiiieanueeasieeasstesesseessensessssesssnsesssnesssneessaneas 63

1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y MODELOS DE NEUROPATIA......... 63
1.1 Neuropatia de origen iatrogénico por administracion crénica de

CISPIAtiNO. ..o 63

T T ANIMAIES. ... 63

1.1.2 Modelo experimental de neuropatia por administracion crénica de

CISPIAtiNO. ....v 64
1.2 Diabetes Mellitus TiPo 2......c.viiiiiiiii i e 65
1.2.1 ANIMaAlES. . e 65

1.2.2 Modelo experimental de neuropatia por Diabetes Mellitus de Tipo 2 66

1.3 Pardmetros generales. ... . ..o 68
1.3 PS80, e 68
1.3.2 GIUCEIMIA. .. e e 69
1.3.3 Dislipemia. ..o 69
1.3.4 Liberacion de insulina /in Vifro. ..............ccocoiiiiiiiiiiiiiiiie 73

2 EVALUACION DEL DESARROLLO DE NEUROPATIA AUTONOMICA

CARDIOVASCULAR. ... e 74
2.1 Medida de presion arterial......... ..o 74
2.1.1 Componentes del @qUIPO........ouiuiuieiii e 74

2.1.2 Protocolo experimental y parametros cardiovasculares
ValOradOS. . ... 75

2.2 Preparacion de corazon aislado y perfundido de rata (Preparacion de
Langendorff). ... 78

2.2.1 - Componentes del eqUIPO0. ........coviiiiiiiiii i 79



2.2.2 - Obtencion de la preparacion “Corazon aislado y perfundido de

7= 1= P 82

2.2.3 - Pardmetros valorados. .............coiiiiiiiiiiiiii 83
2.2.4 - Protocolo experimental. ............c.ocoiiiiiii 84
2.31INdiCe e MASAS. ....oovvveeeie e 85

3 CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE RECEPTORES CANNABINOIDES
(CB1Y CB2) MEDIANTE WESTERN-BLOT.......ceiiiiiieice e e e e e 87

4 EVALUACION DE CONEXINA 43 EN VENTRICULO IZQUIERDO DE LOS
ANIMALES TRATADOS CON CISPLATINO.. ..ot e e e e 89
4.1 Preparaciones HistolOgiCas. .........ocovieiiiiiii e 89
4.2 Cuantificacion de la expresion de Conexina 43 mediante Western-Blot.... 89
5 TRATAMIENTOS CON CANNABINOIDES..........cuitiiiiin e e e 91
6 DETERMINACIONES BIOQUIMICAS Y MOLECULARES..............cceeeeeeenne. 93
6.1 Cuantificacion de los niveles Plasmaticos de Malonildialdehido (MDA)..... 93

6.2 Cuantificacion de los niveles de lactato deshidrogenasa (LDH) en
muestras de eluyente de Corazon.............coooiiiiiiiiiii i, 94

6.3 Cuantificacion de la expresion de 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y

oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) mediante Western-Blot............... 96

7 SOLUCIONES Y FARMACOS UTILIZADOS.......c.ceteeiviereeeeeeeeeeeeeseesvansees 99

7.1 Preparacion de la solucion nutricia de Krebs-Henseleit........................... 99
7.2 Soluciones utilizadas para Western-Blot..............cccooiiiiiiiiiiiiins 100
7.3 FArmacos Utilizados. ... . ..o 101
7.4 Disolucidon de 10S fArmacos. ..ot 101

8 ANALISIS ESTADISTICO.........cuuuuieiiieiieeee e e e eetescvnvre e e ee e e e e e e ee s nnnenees 103



RESULTADOS. ... .ot s a e nnes 107

1 MODELO DE NEUROPATIA POR CISPLATINO. ALTERACIONES

CARDIOVASCULARES....... oo eae e e e ee e e e e e e en e e e e ens 108
1.1 Parametros generales. ..o, 108
1 PO O e 108
1.1.2 Neuropatia periférica sensorial............ccccoooiiiiiiiiiiiii e, 109
1.2 Parametros cardiovasCulares. ..............coooviuiiiiiiiiii e 111
1.2.1 Presion arterial...... ..o 111
1.2.2 Funcidn cardiaca basal............coooiiiiii 112
1.3 Funcion cardiaca tras isquemia-reperfusion.............c.coeiiiciiii e, 115
1.4 INdICE A8 MASAS. ... ...ceieeeeee e, 118
1.5 CONEXINA 43 ... e 119

1.6 Cuantificacion de la expresion cardiaca de receptores cannabinoides
[0 =TI 7 7 TP 121

2 MODELO DE NEUROPATIA POR DM2. ALTERACIONES

CARDIOVASCULARES. ... e re e e e e 123
2.1 Parametros generales. ... ...coveiiiiiii 123
2. PSSO 123
2.1.2 GIUCEIMIA. ...t e 124
2. 1.3 DisSlipemia. . ..o 125
2.1.4 Liberacion de insulina /n Vifro. ..............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeea 128

2. 1.5 EStrés oXidatiVo. ....eeeeee 130



2.1.6 Neuropatia periférica sensorial. ............cooiiiiiiiiiiiiii
2.2 Parametros cardiovasCulares. ...........c..coooeviiiiiiiiiiiiiii
2.2.1Presion arterial. ...........ooiiiii
2.2.2 Funcion cardiaca basal. ............cooiiiiiiiiii
2.2.3 Funcién cardiaca tras isquemia-reperfusion.................ccccoeeeiennn.
2.2.4IndiCe dE MASAS.........omuuuiee e
2.2.5 Cuantificacion de la expresion cardiaca de receptores cannabinoides
(CBT Y CB2) ..
3 EFECTO DE LA ADMINISTRACION AGUDA DE WIN 55,212-2 SOBRE
PARAMETROS CARDIOVASCULARES EN LAS RATAS ZDF............cce.....
3.1 Efecto de la administracion aguda de Win sobre la presién arterial:
posible implicacidon de los receptores cannabinoides............................
3.1.1 Efecto del vehiCulo...........ccoeiii
3A.2Efecto de Win. ..o
3.1.3 Efecto de los antagonistas.............ooiiiiiii
3.1.4 Efecto de los antagonistas + Win..............cocoiiiiiiiiic i,
3.2 Efecto de la administracion aguda de Win sobre la funcién cardiaca
basal: posible implicacion de los receptores cannabinoides...................
3.2.1 Efecto del vehiCulo........ ..o,
3.2.2 Efecto de WiN.....oueie e
3.2.3 Efecto de los antagonistas............oooviiiiiiiiiii,
3.2.4 Efecto de los antagonistas + Win..........c.coooiiiiiiiie
3.3 Efecto de la administracion aguda de Win sobre la recuperacion de la

funcién cardiaca tras Isquemia-Reperfusion: posible implicacion de los

131

132

133

135



receptores cannabinNOIdes. .........c.oiiiiii i 167

3.3.1 Efecto del vehiCulo............ouinii 167
3.8 2Efecto de Win.. ..o 169
3.3.3 Efectode los antagonistas..............coooiiiiiiiiiiic 171
3.3.4 Efecto de los antagonistas + Win............coooviiiiiiiiii 174

3.4 Efecto de la administracion aguda de Win sobre la expresion miocardica
de la Oxido Nitrico Sintasa tras Isquemia-Reperfusion.......................... 176

3.5 Efecto de la administracion aguda de Win sobre los niveles cardiacos de

Lactato Deshidrogenasa tras Isquemia-Reperfusion............cccccceeeevnnn. 180
DISCUSION........cuttieieeteeitiieeeeeeeeessteeesesaeeesasseesaesasseeesnnsaeeensneeeesnsenennns 185
CONCLUSIONES. ......ccitiiieiei e e e e r v e e rrrn st a e ennrn e e nnenns 221

BIBLIOGRAFIA........coiiineee ettt e ee e e aae e 225



ABREVIATURAS






ABREVIATURAS

AC: Adenilato Ciclasa

ADP: Adenosin Difosfato

2-AG: 2-araquidonilglicerol

2-AGE: 2-araquidonil-gliceril-eter
AMPc: Adenosin Monofosfato Ciclico
Anandamida: Araquidoniletanolamida
ANOVA: Andlisis de la Varianza

ATP: Adenosin Trifosfato

B: Basal

Ca2+: Calcio

CaCl2: Cloruro calcico

CaCl2:2H20: Cloruro calcico dihidratado
CB1: Cannabinoid Binding 1. Receptor cannabinoide de tipo 1
CB2: Cannabinoid Binding 2. Receptor cannabinoide de tipo 2
CBC: Cannabicromeno

CBD: Cannabidiol.

CBE: Cannabielsoina

CBG: Cannabigerol

CBGM: Monometiléter del Cannabigerol
CBL: Cannabiciclol

CBN: Cannabinol

CBND: Cannabinodiol

CBT: Cannabitriol

CHE: Colesterol Esterasa

CHOD: colesterol Oxidasa

CK: Creatina Quinasa

CO2: Dioxido de carbono

CPT: Cisplatino

D8-THC: Dé-tetrahidrocannabinol
De-THC: De®-tetrahidrocannabinol

DAG: Diacilglicerol



ABREVIATURAS

dl: Decilitro

DM: Diabetes Mellitus

DM1: Diabetes Mellitus tipo 1

DM2: Diabetes Mellitus tipo 2

ECF: EnhancedChemi-Fluorescence

EEM: Error Estandar de la Media

eNOS: Oxido Nitrico Sintasa Endotelial
FAAH: Amidohidrolasa de acidos grasos
Fc: Frecuencia Cardiaca

g: gramo

GAPDH: Gliceraldehido Fosfato Deshidrogenasa
GK: Glicerol Quinasa

GMPc: Guanosin monofosfato ciclico

GPO: Glicerolfosfato Deshidrogenasa
GPR55: Receptor Acoplado a Proteina G55
HDL: High Density Lijpoprotein

H-E: Hematoxilina-Eosina

5-HT3: Receptores para serotonina

i.p.: Intraperitoneal

i.v.: Intravenoso

IDF: /nfernational Diabetes Federation

IMC: indice de Masas de Corazén

IMVI: indice de masas del Ventriculo Izquierdo
iINOS: Oxido Nitrico Sintasa Inducible

IP3: Inositol Trifosfato

I-R: Isquemia-Reperfusion

K+: Potasio

KCI: Cloruro potasico

Kg: Kilogramo

KH2PO4: Difosfato potasico

I: litro



ABREVIATURAS

LDH: Lactato Deshidrogenasa

LEAN: Ratas Lean delgadas y no diabéticas

LPL: Lipoproteinlipasa

Ipm: Latidos Por Minuto

M: Molar

MAGL: Monoacilglicerol Lipasa

MAPK: Proteina Quinasa Activada por Mitbgenos
MDA: Malonildialdehido

mg: Miligramo

MgSO04: Sulfato magnésico

MgS04-7H20: Sulfato magnésico heptahidratado
min: Minuto

ml: Mililitro

mm Hg: Milimetros de Mercurio

mm: Milimetro

mM: Milimolar

mRNA: Acido ribonucleico mensajero

NaCl: Cloruro sddico

NAD+: nicotinamida adenina dinucleétido

NADA: N-araquidonil-dopamina

NADH/H+: nicotinamida adenina dinucleétido reducido

NaHCO3: Bicarbonato sodico
ng: Nanogramo

nM: Nanomolar

NO: Oxido nitrico

NOS: Oxido Nitrico Sintasa

02: Oxigeno

°C: Grado Centigrado

PAD: Presién Arterial Diastélica
PAS: Presion Arterial Sistdlica

PDF: Presion Diastolica final



ABREVIATURAS

PDVI: Presion Desarrollada por el Ventriculo I1zquierdo
PEA: Palmitoiletanolamida

Piruvato: Piruvato Sédico

PKA: Proteina Quinasa A

PLC: Fosfolipasa C

POD: Peroxidasa

PPAR: Receptores Activados por Proliferadores de Peroxisomas
PPC: Presion de Perfusion de las Coronarias

PVC: Policloruro de Vinilo

PVDF: Fluoruro de Polivinilideno

R: Reperfusion

rpm: Revoluciones Por Minuto

SDS: Dodecilsulfato sédico

SEOM: Sociedad Espafiola de Oncologia Médica

SM: Sindrome Metabdlico

SNC: Sistema nervioso central

TBA: Acido Tiobarbiturico

TBS: Buffer Tris-salino/Tween 20

TRPA': Transient Receptor Potential Ankyrin repeat domains
TRPV1: Transient Receptor Potential Vanilloid tipo 1

TTBS: Buffer Tris-Salino/Tween 20

U.A.: Unidades Arbitrarias

U.l.: Unidades Internacionales

VEH: Vehiculo (Tocrisolve®)

Win: Win 55,212-2

ZDF: Zucker Diabetic Fatty Rats (ratas obesas y diabéticas)
Hg: Microgramo

pl: Microlitro

HUM: Micromolar


http://es.wikipedia.org/wiki/Dodecilsulfato_s%C3%B3dico

RESUMEN






RESUMEN

En la actualidad, el aumento de la esperanza de vida se asocia con una mayor
incidencia y prevalencia de enfermedades cronicas como la Diabetes Mellitus (DM), el
sindrome metabdlico (SM), el cancer o algunas patologias inflamatorias (Fontana y cols,
2014). Tanto la propia enfermedad como la terapéutica de las mismas pueden afectar al
sistema nervioso y provocar lesiones como las neuropatias, que limitan la calidad de
vida de los pacientes que las sufren.En funcién del nervio afectado, o de si el dafio
afecta a uno o a varios nervios, las neuropatias pueden provocar alteraciones en todo
el organismo, tanto en nervios sensoriales, como motores y sistema nervioso auténomo,
pudiendo afectar también al sistema cardiovascular. La afectacion del sistema
cardiovascular puede provcar sintomas tan variables como alteraciones en el ritmo
cardiaco, alteraciones de la presion arterial con los cambios de posicidon, hipertension

arterial, cardiopatia o angina de pecho entre otras.

En ciertas situaciones patoldgicas, entre las que se encuentran las neuropatias
autondmicas causadas por antitumorales o por alteraciones metabdlicas, el sistema
endocannabinoide se sobreexpresa o se hipersensibiliza, de manera que en este tipo de
patologias los cannabinoides podrian ser una herramienta terapéutica util. Ademas, los
cannabinoides han demostrado tener efectos beneficiosos en las neuropatias periféricas
sensoriales inducidas por antineoplasicos y en ratas diabéticas, lo que despierta el
interés en los mecanismos implicados en estos efectos y su posible papel regulador en
el desarrollo de complicaciones autonémicas derivadas de estas neuropatias, entre las
que se encuentran las complicaciones cardiovasculares. Por todo ello, en esta Tesis
Doctoral se ha planteado el estudio de la modulacion del sistema endocannabinoide

como posible diana terapéutica en las alteraciones cardiovasculares producidas en dos
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modelos de neuropatia, la producida por antineoplasicos y la producida en situacion de

DM2.

Los objetivos de esta Tesis Doctoral han sido: 1) Evaluar el efecto de la
neuropatia autonémica inducida por la administracion crénica de cisplatino o situaciones
de DM2 en el sistema cardiovascular. 2) Evaluar si la expresion de receptores
cannabinoides CB1 y CB2 en ventriculo izquierdo se encuentra alterada en la
neuropatia autondémica cardiovascular inducida por cisplatino o en situaciones de DM2.
3) Evaluar, en los casos que proceda, si la modulacion de los receptores cannabinoides
puede ofrecer beneficios terapéuticos en las alteraciones cardiovasculares inducidas por

cisplatino o en situaciones de DM2.

Los resultados mas importantes obtenidos en esta Tesis Doctoral demuestran

que:

- El modelo de neuropatia periférica inducida por la administraciéon crénica de
CPT en rata a la dosis de 2 mg/Kg durante 5 semanas, a pesar de manifestar signos de
neuropatia periférica sensorial, no muestra signos de neuropatia autonémica a nivel
cardiovascular. En este modelo experimental, no se han encontrado alteraciones en la
expresion cardiaca de receptores cannabinoides CB1/CB2, pero si existen alteraciones
en la expresion cardiaca de conexinas, lo que parece indicar la presencia de dafo
cardiaco, aunque no el suficiente para provocar alteraciones funcionales.

- El modelo de neuropatia periférica en situaciones de DM2 (ratas ZDF),
manifiesta signos de neuropatia periférica sensorial, ademas de signos de neuropatia
autondémica a nivel cardiovascular. En este modelo animal existen alteraciones en la

expresion cardiaca de receptores cannabinoides CB1/CB2. La administraciéon aguda de
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Win en estos animales tiene efecto hipotensor y bradizardizante que resulta transitorio,
no modificando la funcién cardiaca basal. Ademas, la administracion aguda de un
agonista cannabinoide mixto, Win 55212-2, protegié parcialmente al corazén frente al
dafo por I-R, siendo esta proteccion mediada por la modulacion del equilibrio en las
isoenzimas INOS/eNOS a nivel cardiaco, pero no por la modulacion de receptores

cannabinoides CB1 y/o CB2.
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En la actualidad, el aumento de la esperanza de vida se asocia con una mayor
incidencia y prevalencia de enfermedades cronicas como la Diabetes Mellitus (DM), el
sindrome metabdlico (SM), el cancer o algunas patologias inflamatorias (Fontana y
cols., 2014). Tanto la propia enfermedad como la terapéutica de las mismas pueden
afectar al sistema nervioso y provocar lesiones, como las neuropatias. Estas
neuropatias causan complicaciones que limitan la calidad de vida de los pacientes que
las sufren, ya que inducen cambios sensoriales y funcionales (Aring y cols., 2005;
Markman, 2006; Stillman y cols., 2006; Windebank y cols., 2008).

En funcion del nervio afectado, o de si el dafio afecta a un solo nervio o a varios,
las neuropatias pueden provocar alteraciones en todo el organismo, tanto en nervios
sensoriales, como motores y sistema nervioso autbnomo (Katirji y cols., 2012). Afectan a
la piel, provocando alteraciones de la sensibilidad y en la sudoracion; alteraciones
musculares, provocando espasmos, calambres o debilidad muscular; al sistema
digestivo, pudiendo ocasionar diarrea o estrefiimiento, problemas para la deglucién; al
sistema respiratorio, ocasionando dificultad respiratoria; al sistema urinario, provocando
dificultad para iniciar la miccidn o incontinencia urinaria; y también al sistema
cardiovascular, provocandose alteraciones en el ritmo cardiaco, alteraciones de la
presion arterial con los cambios de posicion, hipertensién arterial, cardiopatia o angina
de pecho entre otras (Katirji y cols., 2012; Jasmin, 2012).

El tratamiento y la prevencién de las neuropatias es, hoy dia, un desafio sin
resolver, ya que siguen siendo origen y consecuencia de muchos problemas que
complican la evolucion de las enfermedades cronicas o de sus tratamientos. Todo ello
se ve complicado porque su etiologia es compleja, pudiendo tener un origen iatrogénico

(como las inducidas por antineoplasicos), o relacionado con la propia enfermedad
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cronica como en el caso de la DM o del SM (Aring y cols., 2005; Markman, 2006;
Stillman y cols., 2006; Windebank y cols., 2008)

Desde hace varios afios el grupo de investigacion del Area de Farmacologia y
Nutriciéon de la Universidad Rey Juan Carlos, apoyado por numerosos proyectos (URJC-
CM-2006-BIO-0604, S-SAL/0261/2006, SAF2006-13391-C03-01, URJC-CM-2007-BIO-
1412, SAF2009-12422-C02-01, S2010/BMD-2308, SAF2012-40075-C02-01), esta
profundizando en el estudio de las neuropatias periféricas tanto inducidas por
antitumorales, como por situaciones de DM de tipo 1 y 2 (Pascual y cols., 2005; Vera y
cols., 2007; Pascual y cols., 2010; Vera y cols., 2011; Vera y cols., 2012; Vera y cols.,
2012; Burgos y cols., 2012; Vera y cols., 2013), asi como en la identificacién de nuevas
dianas terapéuticas para su tratamiento, entre las que se encuentran los distintos
componentes del sistema cannabinoide enddgeno. Esta Tesis Doctoral amplia la
experiencia de este grupo centrandose en el estudio de la neuropatia autonémica
cardiovascular inducida por antitumorales y situaciones de DM2, sus posibles

consecuencias, y su tratamiento a través del sistema endocannabinoide.
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1. ALTERACIONES CARDIOVASCULARES ASOCIADAS A ANTITUMORALES.

Aunque el cancer es una enfermedad cuya incidencia aumenta cada afno, los
datos aportados por la SEOM (Sociedad Espafiola de Oncologia Médica) nos indican
que las cifras de mortalidad asociada al cancer van disminuyendo. De hecho, en el 2012
en Espafa la incidencia del cancer era de 215.534 casos (alrededor de 2/3 partes en
pacientes = 65 afnos), con una tasa estandarizada por edad de 215,5 casos por 100.000
habitantes al ano. La prediccion para 2015 es de 227.076 nuevos casos. Por otra parte,
la tendencia de la mortalidad por cancer en Espaina ha ido disminuyendo desde los afios
90, encontrandose en tasas similares a las de los paises mas desarrollados. El Informe
de Salud 2013 sobre Indicadores de la OECD (Organizacién para la Cooperacion
Econdmica y el Desarrollo) aporta datos sobre cambios en las tasas de mortalidad por
cancer entre 1990 y 2011, y en particular para Espafia indica que se ha producido un
descenso del 13% (SEOM, 2014). Esto es un reflejo de los avances, entre otros, en el
diagnéstico precoz y el tratamiento de esta enfermedad.

La eficacia de los antineoplasicos ha contribuido, en gran medida, a la
mencionada disminucion de la mortalidad por cancer y de hecho, han convertido
muchos procesos cancerosos en enfermedades cronicas. Sin embargo, estos farmacos
conllevan efectos secundarios que pueden limitar la dosis administrada, reducir la
calidad de vida y, a veces, ser causa de la interrupcion precoz del tratamiento (Stillman
y cols., 2006; Markman, 2006; Windebank y cols., 2008). Se sabe ademas, que el
tratamiento con antitumorales puede afectar de distinta manera a los diferentes tejidos.
Es mas, los distintos componentes celulares de los mismos podrian verse afectados de
manera desigual, de ahi la dificultad de encontrar farmacos que protejan de todas las

complicaciones que los antitumorales producen simultaneamente.
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La neurotoxicidad es una de las complicaciones mas frecuentes asociada a
muchos de los antitumorales mas utilizados (paclitaxel, cisplatino o vincristina, entre
otros), y ésta produce una limitacion importante en la calidad de vida de los pacientes
(Stillman y cols., 2006; Markman, 2006; Windebank y cols., 2008).

La neurotoxicidad mas frecuente es la sensorial, que se caracteriza por
hiperalgesias, disestesias, parestesias en manos y pies, e incluso dolor neuropatico
severo (Borzan y cols., 2004).

Sin embargo, ademas de los cambios sensoriales, esta neurotoxicidad también
puede afectar al sistema motor y al vegetativo, provocando alteraciones funcionales que
pueden afectar a multiples 6rganos y sistemas, entre los que se incluye el sistema
cardiovascular (Pai y cols., 2000; Vera y cols., 2006b).

Hace algunos ainos, las complicaciones cardiovasculares de un paciente tratado
con antitumorales eran un riesgo poco evidente, ya que la supervivencia de estos
pacientes era muy reducida. Sin embargo, esta supervivencia ha aumentado de forma
importante, por lo que en la actualidad el conocimiento, tratamiento y prevencion de
estas complicaciones suponen un nuevo reto en la terapéutica del cancer (Force y cols.,
2007; Schmidinger y cols., 2008; Sereno y cols., 2008; Yeh y cols., 2009), ya que son
una importante causa de morbi-mortalidad en los supervivientes de cancer. De hecho,
recientemente se ha propuesto la necesidad de hacer prevencién cardio-oncolégica en
todos los pacientes sometidos a quimioterapia (Albini y cols., 2010). La mayoria de los
estudios demuestran que los pacientes tratados con antitumorales presentan un riesgo
de padecer enfermedad cardiovascular dos veces superior al de la poblaciéon general,
especialmente y de forma preocupante en edades inferiores a los 45 anos (Van den

Belt-Dusebout y cols., 2006). Se sabe ademas, que las complicaciones cardiovasculares
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dependen del propio antitumoral, de la dosis administrada en cada ciclo, de la dosis
acumulada total, de la terapia combinada, o de la concurrencia de una patologia
cardiovascular previa, entre otros (Pai y cols., 2000).

Entre los problemas cardiacos asociados con la quimioterapia se encuentran:
infarto de miocardio, angina de pecho, accidentes cerebrovasculares, arritmias,
miocarditis, pericarditis o disfuncion ventricular izquierda (Pai y cols., 2000; Viale y cols.,
2008).Los mecanismos por los que los antitumorales producen cardiotoxicidad no estan
claramente definidos y pueden no ser los mismos en todos los casos. Se han propuesto
dos grandes hipétesis: una es el efecto directo de los antitumorales, o sus metabolitos,
en el tejido cardiaco y/o vascular, y la otra es el efecto indirecto por la neuropatia
autonomica que producen (De Wit y cols., 1998).

Aunque es menos conocida, el tratamiento con antitumorales también se asocia
con toxicidad vascular. Esta toxicidad ha sido poco estudiada en clinica y se dispone
también de pocos datos a nivel experimental. Esta toxicidad vascular se manifiesta
como disfuncion endotelial, activacion de la coagulacion, estimulacion de fibroblastos,
hipertensién o trombosis (Lopez-Miranda y cols., 2010).

Por otra parte, cualquier grupo de antitumorales podria ocasionar problemas
cardiovasculares a corto o largo plazo, porque aunque de algunos esta posibilidad se
conozca, de otros muchos se desconoce (Albini y cols., 2010). Esta toxicidad se puede

desarrollar de manera aguda, cronica o tardia (SEOM, 2014; Dolci y cols., 2008).

- La toxicidad aguda o subaguda se observa en cualquier momento desde el

inicio de la terapia antitumoral hasta dos semanas después de su
administracion y consiste principalmente en taquicardias supraventriculares.
Estos efectos son, por lo general, transitorios y ocurren en hasta un 40% de
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los pacientes; no son dependientes de la dosis ni estan relacionados con el
desarrollo de miocardiopatia posterior. En algunos casos pueden evolucionar
desarrollando un derrame pericardico, pudiendo llegar al fallo cardiaco,
aunque desaparecen al interrumpir el tratamiento.

La toxicidad cronica puede aparecer después de la administracion de la

ultima dosis hasta 30 meses mas tarde, con un pico a los 3 meses de su
ultima administracion. Es debida al desarrollo de una miocardiopatia
degenerativa dependiente de la dosis y que puede culminar en un fallo
cardiaco. Las manifestaciones clinicas son indistinguibles de otras formas de
fallo cardiaco y consisten en taquicardia sinusal, taquipnea, disnea,
cardiomegalia, edema periférico, edema pulmonar, hepatomegalia,
congestién venosa o derrame pleural entre otras.

La toxicidad tardia consiste en descompensaciones tardias de enfermos que

se han recuperado de una cardiotoxicidad subaguda. Puede aparecer6 a 20
afos después del tratamiento. Pueden aparecer arritmias graves, incluyendo

taquicardias y fibrilaciones ventriculares y bloqueos.

La toxicidad cardiaca mas evaluada ha sido y sigue siendo la producida por las

antraciclinas, tanto en estudios /n vivo como /n vifro (Hirano y cols., 1993; Platel y cols.,

2000; Soga y cols., 2006; Shaker y cols., 2010; De Angelis y cols., 2010; Berdichevski y

cols., 2010). Sin embargo, en los ultimos afos, se estan publicando estudios que

demuestran que esta cardiotoxicidad no es exclusiva de este grupo, sino que puede

aparecer con otros grupos de antitumorales como compuestos de platino, taxanos,

ciclofosfamida, bevacizumab o casiopeinas (Platel y cols., 2000; Drimal y cols., 2006; Al-

Majed y cols., 2006; Sudharsan y cols., 2006; Hernandez-Esquivel y cols., 2006).
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En cuanto a la toxicidad vascular, solamente se han demostrado cambios
dramaticos en la estructura del endotelio de la aorta de animales tratados con
doxorrubicina y paclitaxel, que ademas aumentan si el tratamiento se hace
conjuntamente con ambos antitumorales (Wu y cols., 2002; Yamag y cols., 2006).

Existen estrategias de monitorizacion y prevencion de factores de riesgo para
reducir los problemas cardiovasculares en los pacientes con cancer tratados con
quimioterapia (Chanan-Khan y cols., 2004). Asi se recomienda la deteccién precoz de
pacientes con riesgo de toxicidad, comunicar rapidamente la existencia de cualquier
grado de disfuncion cardiaca o la toma de medicacion como diuréticos o antiarritmicos o
la realizacion de una ecocardiografia previa al tratamiento y al finalizarlo con el fin de
detectar alteraciones en la contractilidad cardiaca y en su funcién, aunque el principal
método de prevencién es limitar la dosis total acumulada de los farmacos. En el caso del
tratamiento con antraciclinas (ejemplo mas claro de antitumorales cardiotoxicos), se
administran conjuntamente agentes cardioprotectores, como Dexrazoxano, para
proteger el miocardio del dafio ocasionado por estos farmacos. Sin embargo, no se
dispone de datos que avalen un protocolo definido para el tratamiento y prevencion de la
cardiotoxicidad ocasionada por otros grupos de antitumorales (SEOM, 2014; Schlitt y

cols., 2014).

19


http://www.seom.org/

INTRODUCCION

2. ALTERACIONES CARDIOVASCULARES ASOCIADAS A LA DIABETES MELLITUS
TIPO 2.

La Diabetes Mellitus de tipo 2 (DM2), también llamada no insulinodependiente o
de inicio en la edad adulta, es debida a que el organismo no utiliza eficazmente la
insulina que sintetiza (insulinorresistencia). Es la forma mas comun de DM;
aproximadamente el 90% de los diabéticos del mundo padecen DM2, y suele ir asociada
a otros factores como obesidad abdominal, hipertensién, hiperglucemia,
hipertrigliceridemia, o disminucién del colesterol tipo HDL (High Density Lipoprotein). La
presencia de, al menos, tres de estos factores en un mismo paciente indica que la
persona, ademas, padece el llamado Sindrome Metabdlico (SM) (Fisher, 2009a; IDF,
2014).

La causa de la DM2-SM no se conoce bien; pudiendo ser consecuencia del
sobrepeso, de la falta de actividad fisica, o incluso, de una predisposicion genética
(Groop y cols., 2001; DeFerranti y cols., 2004).

La DM2 ademas, suele diagnosticarse tras varios ainos de evolucion y cuando ya
han aparecido complicaciones como enfermedad cardiovascular, nefropatia diabética,
enfermedad vascular, neuropatia diabética, retinopatia diabética, ademas de otras
posibles complicaciones que pueden causar la aparicion de problemas cronicos y
provocar una muerte prematura. En los pacientes con DM2, el riesgo de muerte es
mayor que en las personas sin DM2 (Haffner, 1998; Harjai, 2003).

La neuropatia diabética sensorial es una de las complicaciones mas frecuentes y
que mas deterioran la calidad de vida en los pacientes con DM2 (Aring y cols., 2005).

Esta neuropatia es debida a la lesion de los pequefios vasos sanguineos que irrigan los
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nervios, y en consecuencia, éstos se ven dafados. En la Figura 1 se muestra la

progresion del dafio nervioso asociado a la DM2.

A ‘Qg;

Figura 1: Imagen que ilustra la progresion del dafio nervioso en la DM2. Modificado de Espert,
2010.

A- Las enfermedades vasculares y de los nervios estan estrechamente relacionadas; los
vasos sanguineos dependen del funcionamiento normal de los nervios, y estos a su vez
dependen del adecuado flujo sanguineo.

B- La disfuncion microvascular ocurre tempranamente en la DM2, paralelamente a la
disfunciéon neuronal. Conforme la enfermedad progresa, la disfuncién neuronal se
correlaciona con el avance de las anormalidades vasculares. El primer cambio
patolégico en la microvasculatura es la vasoconstriccién, lo que contribuye a la
disminucién de la tension de oxigeno y a la hipoxia. La isquemia neuronal es una
caracteristica bien establecida de la neuropatia diabética. Ademas, en presencia de un
exceso de glucosa, el metabolismo de ésta se ve alterado por saturacion enzimatica.
Como resultado, la glucosa es metabolizada en sorbitol y existe un aumento importante
de la produccién de especies reactivas de oxigeno.

C- Las complejas interacciones metabolicas, vasculares, neurotroficas y autoinmunitarias
que se derivan de todo lo anterior, generan inflamaciéon, mal funcionamiento vy,
finalmente, dano permanente de las fibras nerviosas periféricas.

D- El dafio en las fibras nerviosas condiciona la pérdida del recubrimiento de las fibras
nerviosas: la vaina de mielina. La pérdida de esta vaina protectora supone un retardo

en la capacidad de transmision de los nervios.
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La neuropatia diabética sensorial puede llegar a aparecer en un 50% de los
pacientes. Aunque puede ocasionar problemas muy diversos, los sintomas frecuentes
consisten en: hormigueo, dolor, entumecimiento o debilidad en los pies y las manos.

La neuropatia asociada a la DM también puede afectar al sistema motor y al
vegetativo, lo que origina alteraciones en multiples 6rganos y sistemas, entre otros, el
sistema cardiovascular, provocando alteraciones tanto cardiacas como vasculares
(Fisher, 2009Db).

Entre las patologias cardiovasculares mas asociadas a situaciones de DM2
podemos destacar:

e Hipertension arterial.

En pacientes con DM2, la hipertension es muy comun, hasta 2-3 veces mas
que en la poblacién general. Los factores de riesgo que confluyen en el SM, entre
ellos la hipertension arterial, incrementan la mortalidad cardiovascular (Waine,
2005). Existen varias posibles explicaciones para la asociacion entre hipertensién y

resistencia a la insulina (Bettowski, 2006; Fisher, 2009c):

- Estimulacién de la retencion de sodio y agua en los tubulos
distales renales por parte de la insulina.

- Incremento de la contractilidad y resistencia vascular.

- Aumento en la estimulacién simpatica.

- Proliferacion del musculo liso vascular.

- Alteracion de la vasodilatacion mediada por insulina.
La hipertensién no tratada en pacientes con DM2 aumenta el riesgo de

enfermedad cardiovascular (infarto de miocardio, infarto cerebral, insuficiencia

cardiaca congestiva) y enfermedad microvascular (retinopatia, nefropatia). La
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reduccion de la presion arterial en los pacientes diabéticos reduce este riesgo. Los
tratamientos agresivos para la hipertension en pacientes con DM2 reducen las
complicaciones microvasculares, los infartos cerebrales, los infartos de miocardio y
la mortalidad total (Fisher, 2009c).

e Arteriosclerosis y enfermedad coronaria.

El riesgo de muerte por enfermedad coronaria es de dos a tres veces mayor
en pacientes con DM2 con respecto a la poblacion no diabética. El aumento en el
riesgo cardiovascular atribuible a la DM2 es sélo explicable en parte por los factores
de riesgo concomitantes (hipertension, obesidad, dislipemia). Esto sugiere que los
componentes fenotipicos de la DM2, incluyendo la hiperglucemia, resistencia a la
insulina, estrés oxidativo, dislipemia, inflamacion y alteraciones de la coagulacion
estén implicadas en el aumento en el riesgo de enfermedad coronaria y el
incremento en la mortalidad (Rajwani y cols., 2009).

Las placas de ateroma se desarrollan a través de complicados procesos que
resultan de disfuncidon endotelial, adhesién e infiltracidn de células inflamatorias,
depositos de lipidos, proliferacion del musculo liso vascular y cambios en la matriz

celular (Rajwani y cols., 2009) (Figura 2).
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Figura 2: Factores que inducen disfuncion endotelial en la DM2. La disfunciéon endotelial
modifica el balance entre la producciéon de moléculas como el 6xido nitrico (NO) y la

endotelina, favoreciendo el desarrollo de aterosclerosis. Modificado de Rajwani y cols., 2009.

La disfuncion endotelial es un factor clave en la formacion de la placa y su
progresion y esta estrechamente relacionada con la resistencia a la insulina
pudiendo preceder al desarrollo de DM2.La hiperglucemia contribuye a la
aterosclerosis por multiples mecanismos que incluyen la sobreproduccion de
especies reactivas de oxigeno. Un aumento en la expresion de moléculas de
adhesion por las células endoteliales y la produccion de sustancias proinflamatorias
favorecen la infiltracion de macréfagos y otras células inflamatorias. La DM2 esta

también asociada con la proliferacién de las células musculares lisas vasculares. La
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apoptosis de las células inflamatorias y las células de musculatura lisa contribuyen a
la formacién de un nucleo necrético (Rajwani y cols., 2009).

Asi, los individuos con DM2 tienen progresiones mas rapidas y severas de la
enfermedad coronaria, con mayor afectacion de los vasos y de la arteria coronaria
principal izquierda. Ademas, de forma frecuente, en los pacientes con DM2, la
enfermedad coronaria no se acompana de la sintomatologia tipica. La prevalencia
de isquemia silente es mucho mayor en estos pacientes que en la poblacién general.
Este hecho esta asociado con la disfuncién autondmica y con la diferente
sensibilidad al dolor que se encuentra en estas personas (Rajwani y cols., 2009).

e  Sindromes coronarios agudos

El sindrome coronario agudo puede surgir como consecuencia de un
proceso aterotrombotico, generalmente iniciado por una ruptura espontanea de una
placa de ateroma coronaria. La exposicion de los componentes de la placa a la
sangre circulante favorece la agregacién plaquetaria y la formaciéon de trombos. La
isquemia miocardica resulta, por lo tanto, de la oclusién de un vaso por parte de un
trombo (Kahn y cols., 2009). Los factores predisponentes a la ruptura de la placa se

encuentran ilustrados en la Figura 3.
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Figura 3: Factores que favorecen la aterosclerosis y la ruptura de la placa en individuos con
DM2. Modificado de Kahn y cols., 2009.

La resistencia a la insulina, el estrés oxidativo y la hiperglucemia estan
asociados con disfuncion endotelial, que es una pieza clave para el desarrollo y
progresion de la aterosclerosis (Rajwani y cols., 2009). Ademas, la presencia de
DM2 esta ligada a un incremento de la inflamacién vascular, caracterizada por una
infiltracién linfocitica mayor, un aumento en la produccion de citoquinas
proinflamatorias y una regulacién al alza de las metaloproteinasas de la matriz
(enzimas que degradan la matriz extracelular), lo que predispone a la ruptura de la
placa. A esto se suma el estado protrombdtico existente en la DM2 (Kahn y cols.,
2009).

La DM2 aumenta el riesgo de complicaciones consecuencia del sindrome
coronario agudo, como disfuncion ventricular izquierda, fallo cardiaco, isquemia

miocardica recurrente, arritmias, infarto cerebral y la muerte (Kahn y cols., 2009).
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e /nsuficiencia cardiaca cronica

El fallo cardiaco es la incapacidad del corazén para bombear suficiente
sangre oxigenada a los tejidos. El fallo cardiaco cronico puede ser causado por
diferentes tipos de disfuncién cardiaca, y lo mas comun es atribuirlo a la disfuncién
sistolica del ventriculo izquierdo, aunque puede también ocurrir con una funcién
sistélica correcta, por lo que se atribuiria a disfuncion diastdlica (Fisher, 2009d).

Existen multiples factores de riesgo para el desarrollo de fallo cardiaco en
personas con DM2 (edad, tiempo de evolucion de la DM2, uso de insulina, indice de
masa corporal elevado, hipertension, enfermedad coronaria previa, retinopatia,
proteinuria/presencia de albumina en la orina, enfermedad renal...) y los mas
importantes de todos ellos son la hipertensién y enfermedad coronaria previa. Los
pacientes diabéticos con fallo cardiaco crénico presentan una mayor tasa de muerte
y hospitalizacién que pacientes no diabéticos (Fisher, 2009d).

La cardiomiopatia diabética puede alterar el vaciado sistdlico o el llenado
diastolico del ventriculo izquierdo y puede contribuir, junto con la enfermedad
coronaria, a la alta prevalencia de fallo cardiaco en personas con DM2. Existen
multiples factores que pueden contribuir a la cardiomiopatia, incluyendo cambios
bioquimicos y patolégicos en el miocardio y los vasos (Fisher, 2009d).

e  Ofras enfermedades vasculares.

a) Infartos cerebrales y ataques isquémicos transitorios.

La DM2 aumenta la formaciéon de la placa de ateroma en arterias y
arteriolas de cualquier calibre en la circulacion cerebral. Al igual que en la
circulacion coronaria, en la circulacion cerebral también se producen cambios

(deposicion de lipidos, proliferacion endotelial etc.) que causan la oclusién de los
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vasos, aumentando el riesgo de infarto. La hiperglucemia puede afectar a la
respuesta al infarto, reduciendo las probabilidades de un buen resultado clinico y
aumentando el riesgo de hemorragia intracraneal (Fisher, 2009e).

b) Enfermedad arterial periférica.

Es una causa comun de morbilidad en pacientes con DM2 y contribuye a
los problemas del pie diabético. Los factores de riesgo para la enfermedad
arterial periférica en DM2 son la edad, el aumento de la presion arterial, niveles
bajos de HDL, tabaquismo, otras enfermedades cardiovasculares, retinopatia,
neuropatia sensorial, un pobre control de la glucemia y la edad. Los factores de
riesgo para la amputacion en la DM2 son: pobre control de la glucemia, la edad,
el tabaquismo o la etnia a la que el paciente pertenece (especialmente la negra)
(Fisher, 2009e).

c) Disfuncién eréctil.

Esta estrechamente asociada con la enfermedad cardiovascular. La
asociacion entre DM2 vy disfuncion eréctil esta bien establecida, es tres veces
mas comun en hombres con DM2, y al menos la mitad de los hombres diabéticos
padeceran disfuncion eréctil en alguin momento. La etiologia es multifactorial e
incluye disfuncién endotelial y de la musculatura lisa y neuropatia autonémica.
En hombres diabéticos, la disfuncidn eréctii puede estar asociada con
enfermedad coronaria o isquemia miocardica silente (Fisher, 2009e).

d) Enfermedad vascular renal.

La estenosis de la arteria renal es muy comun sobre todo en DM2 y
contribuye a la insuficiencia renal y la hipertensién (Fisher, 2009¢).

e) Otros.
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El ateroma afecta otros lechos vasculares, como al tracto gastrointestinal,
que también parece estar mas afectado en pacientes con DM2 y puede ser de
dificil diagndstico (Fisher, 2009e).

La afectacion de arterias perinerviosas hace que los pacientes afectados
no perciban el dolor, lo que puede derivar en una atencion médica tardia ante,

por ejemplo, un infarto (Fisher, 2009b).
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3 SISTEMA ENDOCANNABINOIDE EN NEUROPATIAS

En ciertas patologias, entre las que se encuentran las neuropatias autonémicas
causadas por antitumorales o por alteraciones metabodlicas, el sistema
endocannabinoide se sobreexpresa o se hipersensibiliza, de manera que en este tipo de
patologias los cannabinoides podrian ser una herramienta terapéutica util (Cable y cols.,
2014).

Ademas, se ha demostrado el efecto beneficioso de los cannabinoides en
neuropatias periféricas sensoriales tanto inducidas por antineoplasicos como en
animales diabéticos y su posible papel modulador en el dolor neuropatico (Rukwied y
cols., 2003). Este hecho, justifica el interés en el estudio de su posible utilidad
terapéutica en el desarrollo de complicaciones autonémicas cardiovasculares derivadas
de estas neuropatias por antitumorales y/o situaciones de hiperglucemia.

En la segunda parte de la Introduccion de esta Tesis Doctoral se desarrollara
brevemente la Farmacologia de los cannabinoides, haciendo particular hincapié en los
aspectos mas relacionados con los efectos a nivel cardiovascular de estos compuestos

que podrian tener relevancia en los objetivos de esta Tesis Doctoral.
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4 CANNABINOIDES

Cannabis sativa

Bautizada por Carl Linneo en 1735 como Cannabis safiva, la planta del cafiamo
es posiblemente una de las primeras plantas cultivadas por el hombre.

Se trata de una planta herbacea, anual y dioica — las flores masculinas y
femeninas se desarrollan en individuos diferentes - originaria de Asia, especificamente

de las cordilleras del Himalaya (Figura 4).

Figura 4: llustracién de la planta de Cannabis

saftiva realizada por Hermann Adolf Kohler, 1887

Ha sido utilizada por el ser humano desde la antigiiedad para multiples y
variados usos que van desde la utilizacion de sus fibras para fabricar telas, lienzos,
cuerdas o esteras, pasando por su uso en la gastronomia y también con fines rituales y
medicinales (Iversen, 2000).
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En la planta C. sativa se han identificado mas de 400 compuestos quimicos
diferentes, de los cuales unos 60 presentan una estructura quimica similar y pertenecen
al grupo de los cannabinoides(Dewey, 1986). Los principales cannabinoides presentes
en la planta son el D%tetrahidrocannabinol (D°-THC), el D8-tetrahidrocannabinol (Dg-
THC), el cannabidiol (CBD) y el cannabinol (CBN). Otros cannabinoides presentes en la
planta aparecen en cantidades variables segun la variedad de Cannabis. Es el caso de/
cannabicromeno (CBC), cannabiciclol (CBL), cannabigerol (CBG), monometileter del
cannabigerol (CBGM), cannabielsoina (CBE) y cannabinodiol (CBND), cannabitriol
(CBT), entre otros.

En 1964, el grupo de los investigadores Raphael Mechoulam y Yechiel Gaoni
aislo el principal compuesto psicoactivo del cannabis; el D%-THC (Gaoni y cols., 1964).

El descubrimiento del D°-THC llevé a la busqueda de posibles mecanismos de
accioén o la determinacién de las zonas del sistema nervioso en las que actuaba. Ello
supuso un gran avance en la investigacion cientifica de las propiedades biolédgicas y
meédicas del cannabis sirviendo como punto de partida para el desarrollo de derivados
con posible capacidad terapéutica, en los que se trata de separar las propiedades
farmacologicas de los efectos psicoactivos.

Esta busqueda de los mecanismos de accion de los cannabinoides, llevo a

identificar el sistema cannabinoide enddgeno (Seltzman, 1999; Devane y cols., 1992).
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4.1 SISTEMA CANNABINOIDE ENDOGENO

De este sistema forman parte receptores cannabinoides, ligandos endbgenos
(endocannabinoides), asi como toda la maquinaria necesaria para la sintesis y
degradacién de dichos endocannabinoides.

4.1.1 Receptores cannabinoides

Hasta el momento se han identificado y clonado dos tipos de receptores para
cannabinoides: los receptores CB1 (cannabinoid binding 1) — clonado en tejido nervioso,
aunque también esta presente en numerosos tejidos periféricos, entre ellos el corazén y
los vasos (Matsuda y cols., 1990; Devane y cols., 1988; Gebremedhin y cols., 1999; Liu
y cols., 2000; Bonz y cols., 2003) - y CB2 (cannabinoid binding 2) — clonado en células
de sistema inmunolégico (Munro y cols., 1993).

Estos receptores se diferencian principalmente en la secuencia de aminoacidos,
en la distribucion en los diferentes tejidos y en los mecanismos efectores acoplados a
ellos.

Ambos son receptores acoplados a proteinas G inhibidoras (Gio), que se
caracterizan por tener un dominio amino-terminal extracelular, un dominio carboxi-

terminal intracelular y siete dominios transmembrana.

. El receptor CB1 media, entre otros, los efectos psicotropicos de los
cannabinoides (Ledent y cols., 1999). Este receptor se encuentra localizado
principalmente en SNC (Herkenham y cols., 1991a; Herkenham y cols., 1991b). El
receptor CB1 se expresa abundantemente en regiones del SNC responsables del
movimiento (ganglios basales, cerebelo), del procesamiento de la memoria (hipocampo,

corteza cerebral) y de la modulacion del dolor (medula espinal y sustancia gris
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periacueductal (Pertwee, 1997; Tsou y cols., 1997; Hampson y cols., 1999; Ong y cols.,
1999).

Ademas, los receptores CB1 también se encuentran localizados en tejidos
periféricos. Se ha descrito su presencia en bazo, corazén, pulmén, endotelio vascular,
musculo liso y en determinadas zonas de los aparatos reproductor, urinario y
gastrointestinal (Galiegue y cols., 1995; Pertwee, 1999; Howlett y cols., 2002), ademas
de en terminaciones nerviosas centrales y periféricas (Pertwee, 1997; Tsou y cols.,
1997; Ong y cols., 1999). En la Figura 5 se encuentra representada la estructura
tridimensional del receptor CB1.

o El receptor CB2 media fundamentalmente los  efectos
inmunomoduladores de los cannabinoides. Se localiza fundamentalmente a nivel
periférico; encontrandose en bazo, amigdalas y en diferentes células del sistema
inmune (Galiegue y cols., 1995; Pertwee, 1997; Pertwee, 1998). Posteriormente se
identificé su presencia en otros tejidos como corazon y células endoteliales Joyeux y
cols., 2002; Bouchard y cols., 2003; Zoratti y cols., 2003).

Aunque su localizacién es principalmente periférica, existen evidencias de la
presencia de receptores CB2 a nivel central, concretamente en la microglia y en areas
centrales relacionas con el vémito (Carlisle y cols., 2002; Walter y cols., 2003; Van
Sickle y cols.,, 2005). En la Figura 5 se encuentra representada la estructura

tridimensional del receptor CB2.
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Figurab: Representacion tridimensional de la estructura de los receptores cannabinoides CB1y
CB2. Modificado de Montero y cols., 2005.

Debido a que algunos efectos producidos por los cannabinoides no responden a
la activacion de estos receptores cannabinoides clasicos (CB1 y CB2), se ha propuesto

la existencia de otros receptores cannabinoides no clonados hasta ahora.

Se han propuesto al menos dos nuevos posibles receptores cannabinoides: el
receptor “CB2-like” y el receptor‘No-CB1/No-CB2”". Estos nuevos receptores podrian
estar implicados en la modulacién de la transmision sinaptica (Di Marzo y cols., 2000;
Breivogel y cols., 2001; Hoffman y cols., 2005), en el funcionamiento del sistema
cardiovascular (Jarai y cols., 1999; Offertaler y cols., 2003; Begg y cols., 2005) y en la
regulacion del sistema inmune (Jaggar y cols., 1998).

. El receptor “CB2-like” se ha propuesto como un nuevo receptor

cannabinoide que tendria cierta homologia con el receptor clasico CB2, ya que los
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efectos antinociceptivos del cannabinoide palmitoiletanolamida (PEA), que no tiene
afinidad por los receptores clasicos CB1 y CB2, son bloqueados por un antagonista
selectivo del receptor CB2 (Calignano y cols., 1998).

o El receptor “No-CB1/No-CB2” se ha propuesto como el responsable de
ciertos efectos de los endocannabinoides en tejido neuronal, vascular e inmune. En este
caso, estos efectos sélo se inhiben parcialmente en presencia de altas concentraciones
de antagonistas selectivos para el receptor CB1 (Mackie y cols., 2006). Hasta el
momento este receptor cannabinoide no ha sido clonado y solo ha sido caracterizado
funcionalmente (Lépez-Miranda y cols., 2008).

Se sabe también que los cannabinoides son capaces de interaccionar con otros
tipos de receptores diferentes a los cannabinoides, como los receptores vanilloides de
tipo 1 (TRPV1) (Zygmunt y cols., 1999) o el receptor acoplado a proteina G55 (GPR55)

(Ryberg y cols., 2007).

El receptor vanilloide TRPV1 participa en la vasorrelajacién ocasionada por
algunos agonistas cannabinoides, como el Win 55,212-2 (Zygmunt y cols., 1999;
Dannert y cols., 2007).

El GPR55 es una clase de receptor huérfano de los receptores acoplados a
proteinas G, del que ha sido detectado mMRNA en diferentes regiones del SNC y en

tejido periférico como intestino y bazo (Baker y cols., 2006; Pertwee, 2007).

4.1.2 Mecanismos de transduccion

En general, la unién de los cannabinoides a sus receptores activa las proteinas

G inhibitorias (Gio). Esto desencadena una cascada de segundos mensajeros que
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regulan la actividad de la adenilato ciclasa, fosfolipasa C, canales y proteinas quinasas

activadas por mitogenos (MAPK) (Offertaler y cols., 2003).

Los mecanismos de transduccién acoplados a los receptores cannabinoides son

complejos y van a depender en ocasiones del sistema estudiado.

Mecanismos de transduccion acoplados a la activacion de CB1

Los mecanismos de transduccion acoplados a la estimulacién con agonistas del
receptor CB1 se encuentran representados en la Figura 6.

- La estimulacion con agonistas del receptor CB1 produce la inhibicion de
la adenilato ciclasa a través de la subunidad a de la proteina Gio, lo que hace disminuir
los niveles de adenosin monofosfato ciclico (AMPc). Esto, a su vez, reduce la actividad
de la proteina quinasa A (PKA) (Howlett y cols., 2002). El resultado final es un aumento
de la salida de potasio (K*) de la célula que ocasiona la hiperpolarizacién de ésta y la
disminucion de la liberacion de neurotransmisores de las terminaciones presinapticas
(Pertwee, 1997; Howlett y cols., 2002). Finalmente, la activacion de quinasas lleva a la
fosforilacion de diversas proteinas, incluyendo canales idnicos, proteinas de vesiculas
sinapticas, proteinas que regulan la transcripcién génica y enzimas.

- La estimulacion CB1 también pueden regular a otros sistemas efectores
como la fosfolipasa C. A través de la proteina Gio, los cannabinoides activan la
fosfolipasa C. Esta enzima hidroliza el fosfatidil inositol produciendo diacilglicerol (DAG)
e inositol trifosfato (IP3). El aumento de estos segundos mensajeros ocasiona un
incremento de la concentracidon de calcio (Ca2*) intracelular (Netzeband y cols., 1999;
Howlett y cols., 2000).

- El receptor CB1 también puede estar acoplado a canales de Ca?*

dependientes de voltaje produciéndose, como consecuencia de la unidn de los
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cannabinoides, una inhibicion de la entrada de Ca?* a la célula. Esto conlleva a una
disminucion de la liberacién de neurotransmisores en las neuronas presinapticas. Esta
misma inhibicién, en la musculatura lisa arterial, ocasiona vasodilatacion (Howlett y

cols., 2000; Mackie y cols., 1992; Twitchell y cols., 1997).

- La estimulacion del receptor CB1 puede actuar también sobre las MAPK
(proteina quinasas activadas por mitdégenos). Este mecanismo esta involucrado en la
regulacion de fendmenos de proliferacion y diferenciacién celular (Bouaboula y cols.,
1995), en procesos de supervivencia 0 muerte celular (Guzman y cols., 2001) y, en
mecanismos de expresion génica (Demuth y cols., 2006).

- La activacion del receptor cannabinoide CB1 también ocasiona la
activacion de la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS), provocando asi un aumento de la
produccion de éxido nitrico (NO). Este mecanismo es el que podria explicar el efecto

vasodilatador de los cannabinoides (Fimiani y cols., 1999; Stefano, 2000).
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Figura 6: Esquema de los principales mecanismos de transduccion acoplados a la
estimulacién del receptor cannabinoide CB1. El estimulo de los receptores CB1 por un
agonista cannabinoide activa a la proteina Gi/o y ocasiona la activacidn/inhibicién de
diferentes sistemas efectores.

- Activaciéon de: la enzima fosfolipasa C (PLC), las proteinas quinasas activadas por
nitrégenos (MAPK) y la produccién de éxido nitrico (NO) mediante la activacién de la enzima
6xido nitrico sintasa (NOS).

- Inhibicién de: adenilato ciclasa (AC) y los canales de calcio (Ca2+) dependientes de voltaje.

AMPc: adenosin monofosfato ciclico; ATP: Adenosin trifosfato; IP3: inositol trifosfato; K+:

potasio; PKA: proteina quinasa A.

Mecanismos de transduccién acoplados a la activacion de CB2.

Los mecanismos de transduccion acoplados al receptor cannabinoide CB2 son
menos conocidos. De forma similar a CB1, el receptor cannabinoide CB2 a través de las
proteinas Gi,, puede modular la actividad de adenilato ciclasa y MAPK (Felder y cols.,
1995; Kobayashi y cols., 2001) (Figura 7).

De nuevo, la activacion de los receptores CB2, mediante la inhibicion de la

adenilato ciclasa disminuye los niveles de AMPc, lo que provoca también la regulacion
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de la cascada de las MAPK. Este mecanismo parece estar implicado en la regulacion
que ejercen los cannabinoides sobre el sistema inmune (Bouaboula y cols., 1996;
Kaminski, 1996; Faubert Kaplan y cols., 2003).

El receptor CB2 puede también modular la movilizaciéon de Ca2* intracelular de
ciertos tipos de células, como las endoteliales (Zoratti y cols., 2003) a través de la
activacion de la fosfolipasa C, pero a diferencia del receptor CB1, el receptor CB2 no

participa en la regulacion de la funcionalidad de canales iénicos (Felder y cols., 1995).

Agonista
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Figura7: Esquema de los principales mecanismos de transduccion acoplados a la estimulacion del

receptor cannabinoide CB2. El estimulo de los receptores CB2 por un agonista cannabinoide activa

a la proteina Gi/o y ocasiona la activacion/inhibicion de diferentes sistemas efectores.

- Activacion/inhibicién de las proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPK),

- Inhibicion de: adenilato ciclasa (AC) y movilizacién de calcio (Ca2+) intracelular por activacion de la
enzima fosfolipasa (PLC).

AMPc: adenosin monofosfato ciclico; ATP: Adenosin trifosfato.
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4.1.3 Ligandos enddgenos: Endocannabinoides

El descubrimiento de la existencia de receptores cannabinoides supuso el
comienzo de la busqueda de ligandos endogenos de estos receptores, a los que se

denomina endocannabinoides.

Se sabe que los ligandos enddgenos de los receptores cannabinoides son
compuestos derivados de acidos grasos poliinsaturados, que provienen de la
degradacion de fosfolipidos de membrana (Piomelli, 2003).

En 1992, Devane y sus colaboradores identificaron la etanolamida del acido
araquidonico en cerebros de cerdo como el ligando con mayor afinidad por este receptor
(Devane y cols., 1992). Este agonista, es mas conocido como anandamida (del
Sanscrito “a-nanda” que significa bienestar interior, alegria, felicidad suprema). Se han
detectado importantes niveles de anandamida en hipocampo, estriado y cerebelo, areas
del cerebro que corresponden con una mayor densidad de receptores CB1 (Felder y
cols., 1996; Bisogno y cols., 1999). También se ha detectado, aunque en menor
proporcion, en tejidos periféricos como corazon, bazo, higado y rifiidn (Sugiura y cols.,
2002). Este endocannabinoide se une a los dos receptores cannabinoides clasicos, CB1
y CB2 (Felder y cols., 1995) comportandose como un agonista. Ademas de a los
receptores clasicos, también se une al receptor vanilloide TRPV1 (Zygmunt y cols.,
1999). Posteriormente se aislé un segundo derivado natural del acido araquidonico, el 2-
araquidonilglicerol (2-AG), que también se une a los receptores cannabinoides CB1 y
CB2, aunque presenta una mayor afinidad por el receptor CB2 (Mechoulam y cols.,
1995; Sugiura y cols., 1995). El 2-AG fue detectado inicialmente en tejidos periféricos
como intestino, bazo y pancreas, areas donde predomina la expresion de receptores

CB2 (Mechoulam y cols., 1995). Mas tarde se localiz6 también en regiones del SNC
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como corteza, estriado, hipocampo, médula, etc. (Bisogno y cols., 1999). También se ha
localizado este endocannabinoide en otros tejidos periféricos como corazén, higado y
rindn (Sugiura y cols., 2002). Este endocannabinoide se comporta como agonista al
unirse a los dos receptores cannabinoides clasicos CB1 y CB2 (Gonsiorek y cols., 2000;
Pertwee y cols., 2002).

Otros ligandos enddgenos son: 2-araquidonil-gliceril-eter (noladin éter, 2-AGE)
(Hanus vy cols., 2001), O-araquidonil-etanolamina (virodamina) (Porter y cols., 2002), N-
araquidonil-dopamina (NADA) (Huang y cols., 2002) y palmitoiletanolamida (PEA)
(Sugiura y cols., 2002) entre otros. El noladin éteres un agonista de los receptores CB1
y CB2 (Shoemaker y cols., 2005). En cuanto a la virodamina, estudios /n vitro sugieren
que se comporta como un agonista parcial/antagonista de los receptores CB1, y
agonista puro de los receptores CB2 (Porter y cols., 2002). Este cannabinoide endégeno
se ha detectado tanto en SNC como en sistema periférico. La NADA es el primer
compuesto enddgeno identificado en mamiferos que muestra afinidad por el receptor
TRPV1, ademas de activar los receptores CB1. La NADA predomina principalmente en
dos regiones del cerebro: estriado e hipocampo (Huang y cols., 2001). La PEA podria
ser un nuevo endocannabinoide que actuaria a través de un nuevo receptor
cannabinoide diferente a CB1 y CB2 (Mackie y cols., 2006) y se ha relacionado con el
sistema inmune (Facci y cols., 1995), con procesos de neuroproteccion (Skaper y cols.,

1996) y con el sistema nociceptivo (Calignano y cols., 1998).
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4.1.4 Sintesis, Liberacion y Degradacion

Los endocannabinoides son sintetizados y liberados por las neuronas, se unen 'y
activan receptores de membrana y finalmente son inactivados por recaptacién y
degradacion enzimatica en el interior celular, al igual que todo neurotransmisor.

Los endocannabinoides se sintetizan a partir de la N-araquidonil-fosfatidil-
etanolamina, presente en la membrana celular (Di Marzo y cols., 1994; Sugiura y cols.,
2002). La sintesis de la anandamida y del 2-AG es modulada por las concentraciones
intracelulares de Ca?*; la entrada de Ca2* en la célula estimula la sintesis de estos
cannabinoides. En el caso de la anandamida, por accion de la enzima fosfolipasa D (Di
Marzo y cols., 1994), y para la sintesis del 2-AG, por la actuacion de una diacilglicerol
lipasa (Bisogno y cols., 2005).

A diferencia de otros neurotransmisores, los endocannabinoides no se
almacenan en vesiculas sinapticas, sino que se sintetizan a demanda, y se liberan
directamente de la membrana celular. Distintos trabajos apuntan a que la liberacion de
anandamida se produce por difusion facilitada a favor de gradiente (Hillard y cols.,
1997). Una vez liberada, los niveles presentes en los tejidos y su accion estan limitados
por la recaptacién de la anandamida al interior de la célula, y su posterior degradacion
enzimatica (Rodriguez de Fonseca y cols., 2005).

Numerosos trabajos indican que la anandamida es recaptada por medio de un
transportador de membrana (Beltramo y cols., 1997). Sin embargo, esta teoria no es
aceptada de forma unanime, debido a que este transportador no ha sido caracterizado
molecularmente, y algunos autores defienden que la anandamida, dada su alta
liposolubilidad, es capaz de difundir a través de la membrana celular a favor de

gradiente (Glaser y cols., 2003). Una vez en el interior celular, la anandamida es
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hidrolizada por la enzima amidohidrolasa de acidos grasos (FAAH) dando lugar a acido
araquidonico y etanolamina (Cravatt y cols., 1996; Di Marzo y cols., 1998). Los
productos de degradacion son reincorporados a los fosfolipidos de la membrana.

En cuanto al 2-AG también es degradado en el interior celular. No esta claro su
mecanismo de recaptacion, se propone que pueda ser recaptado por el transportador de
la anandamida (Piomelli y cols., 1999), pero otros autores sugieren que la recaptacion
se da gracias a un transportador especifico para el 2-AG (Hajos y cols., 2004). Una vez
en el interior celular, el 2-AG puede ser degradado, tanto por la FAAH como por una
monoacilglicerol lipasa (MAGL) (Ueda, 2002; Vandevoorde y cols., 2005). La
degradacién mediante la MAGL seria su principal via de degradacion, que lo convertiria

en acido araquidonico y glicerol (Goparaju y cols., 1999).

4.2 LIGANDOS CANNABINOIDES

Los ligandos cannabinoides son compuestos con estructuras quimicas muy
variadas, donde se incluyen compuestos naturales y analogos sintéticos.

Los diferentes ligandos cannabinoides se van a clasificar en: agonistas
cannabinoides, antagonistas cannabinoides, inhibidores del sistema de recaptacion e

inhibidores de la degradacion de los cannabinoides (Figura 8).
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Figura 8: Estructura quimica de los endocannabinoides, de los ligandos de plantas de los
receptores cannabinoides y de los ligandos sintéticos de los receptores cannabinoides. Tomado
de Reichenbach y cols., 2010.

4.2.1 Agonistas cannabinoides

Existe una gran cantidad de moléculas muy variadas que se comportan como
agonistas de los receptores cannabinoides. Estos se pueden funcién de su estructura
quimica en cuatro grupos; clasicos, no clasicos, aminoalquilindoles e eicosanoides.

1- Clasicos- A este grupo pertenecen, tanto compuestos cannabinoides
naturales, como sus analogos sintéticos.

» Los compuestos cannabinoides naturales mas destacados que actuan como
agonistas son el D9-THC (cannabinoide con mayor poder psicoactivo), D8-THC vy

Cannabinol.
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= Los analogos sintéticos con perfil agonista mas importantes son el HU-210,
HU-211, nabilona (unico analogo sintético del D%-THC) y el “abnormal cannabidiol”
(analogo sintético del cannabidiol).

2- No clasicos- son compuestos analogos del D-THC que carecen del anillo
pirano caracteristico de los cannabinoides clasicos. Fueron desarrollados para mantener
0 mejorar la actividad de éstos (Palmer y cols., 2002). Se subdividen segun su
estructura quimica en:

Ll Compuestos biciclicos — su principal representante es el (-)CP55,940 que
representa uno de los principales agonistas de los receptores CB1 y CB2.

] Compuestos ftriciclicos - sus principales representantes son el
levonantradol y el CP55,244.

3- Aminoalquilindoles - son compuestos sintéticos cuya estructura quimica

deriva de la pravadolina. El principal representante es el Win 55,212-2. Se trata de un
agonista mixto, aunque posee una afinidad ligeramente superior por el receptor
cannabinoide CB2 (Felder y cols., 1998).

4- Eicosanoides — son compuestos estructuralmente derivados del acido

araquidonico, cuyo principal representante es la anandamida, considerado el ligando
endogeno cannabinoide por excelencia. Ademas de la anandamida, otros compuestos
endogenos pertenecientes a este grupo son el 2-AG y la PEA. En este grupo también se
incluyen derivados sintéticos mas estables que los cannabinoides endogenos. El mas
representativo es la metanandamida, que posee mayor resistencia a ser catabolizada y

mayor afinidad por los receptores CB1 que otros cannabinoides naturales.
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4.2.2 Antagonistas cannabinoides

Se han desarrollado ligandos que actuan como antagonistas de los receptores
CB1 y CB2, aunque pueden comportarse como agonistas inversos cuando se
administran en ausencia de agonistas (Bouaboula y cols., 1999; Rhee, 2002).

Segun su estructura quimica se dividen en:

1- Diarilpirazoles

Los principales representantes son:

- SR141716A (Rimonabant). La molécula mas potente y mas ampliamente
estudiada como antagonista selectivo de los receptores cannabinoides CB1

(Rinaldi-Carmona y cols., 1994).

- SR144528. Es la molécula mas potente y mejor caracterizada como
antagonista selectivo del receptor CB2 (Rinaldi-Carmona y cols., 1998).

2- Oftras series quimicas

En este apartado se han englobado todos aquellos antagonistas cannabinoides
que no presentan una estructura diarilpirazol. A este grupo pertenecen compuestos
como el LY320135 (antagonista competitivo de los receptores CB1), AMG630
(antagonista selectivo del receptor CB2) Cannabidiol (fitocannabinoide) y el 01918
(compuesto derivado del “abnormal cannabidiol”). Tanto el Cannabidiol como el 01918

se comportan como antagonistas del receptor cannabinoide “No-CB1/No-CB2”.
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4.2.3 Inhibidores de la recaptacién

Son compuestos que actuan inhibiendo el transportador para anandamida. Entre
ellos podemos destacar el AM404 (primer inhibidor del transportador descrito), VDM11 y
UCM707.

4.2.4 Inhibidores de la degradacion

La degradacién de la anandamida se produce fundamentalmente por accién de
la FAAH. Los inhibidores de la FAAH se clasifican en funcién de la reversibilidad de su
inhibicion sobre esta enzima en inhibidores reversibles (la mayoria de ellos no son
selectivos de la FAAH, y pueden inhibir a otras enzimas e incluso al receptor
cannabinoide CB1) e inhibidores irreversibles (a este grupo pertenecen compuestos

como el PMSF, AM374 y el AM381) (Deutsch y cols., 1997; Bisogno y cols., 2005).

4.3 EFECTOS DE LOS CANNABINOIDES.

El sistema endocannabinoide se encuentra distribuido en multitud de sistemas,
organos Yy tejidos (Herkenham y cols., 19912; Herkenham y cols., 1991b; Mailleux y cols.,
1992) y tiene efectos en los tres sistemas esenciales de regulacion fisiolégica: el

sistema neurotransmisor, inmune y endocrino (Diaz-Laviada, 2009).

En el sistema nervioso central y en tejidos periféricos, los cannabinoides, tanto
enddgenos como exogenos (Pertwee, 1997), participan en la regulacion de muy
distintas funciones como es la regulacion de la transmision del dolor, control del tono
muscular y la coordinacion motora, producen modificaciones del estado de animo,
influyen en los procesos de aprendizaje y memoria desempefiando un papel importante
durante el desarrollo cerebral, tienen efecto antiemético y estan implicados en la

regulacion de la apoptosis neuronal teniendo efecto neuroprotector. Ademas, los
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cannabinoides también disminuyen la presién intraocular, median diferentes respuestas
a nivel cardiovascular e inmunoldgico y regulan la ingesta de alimentos.

Esta Tesis Doctoral, se centrara en los efectos que estos compuestos tienen
sobre el sistema cardiovascular y particularmente sobre las alteraciones
cardiovasculares ligadas a la neuropatia autondmica producida en los dos modelos
anteriormente descritos de neuropatia: la producida por antineoplasicos y la producida

en situacion de DM2.

LOS CANNABINOIDES EN EL SISTEMA CARDIOVASCULAR

Los efectos cardiovasculares de los cannabinoides se empezaron a estudiar a
principios de los anos 60, revelando en multiples trabajos la complejidad de estos

efectos en el sistema cardiovascular (Randall y cols., 2004; Pacher y cols., 2005.)

Se ha identificado la presencia de receptores CB1 en terminaciones nerviosas
simpaticas postganglionares, células endoteliales y células musculares lisas vasculares
y en el miocardio. Igualmente se ha identificado la expresion de receptores CB2 en el
miocardio y en células endoteliales y musculo liso vascular de las coronarias humanas

(Pacher y cols., 2008b).

Los efectos cardiovasculares causados por la administracién de cannabinoides
son muy variables entre estudios experimentales y en humanos, variando incluso de
unos individuos a otros y entre diferentes especies animales. También encontramos
resultados distintos segun las condiciones de experimentacion (animal anestesiado vs
consciente, la via de administracion o la dosis empleada, experimentos /in vivo vs in

vitro, del tipo de preparacion etc.) (Mendizabal, 2007).
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Ademas, sus efectos no pueden ser explicados unicamente mediante un
mecanismo simple o por un solo lugar de accion. Todo ello indica que los mecanismos
de accidn de los cannabinoides son complejos, y no bien conocidos (Hillard, 2000).

Todavia no se ha establecido una funcion fisioldgica clara y definitiva de los
cannabinoides endogenos en el sistema cardiovascular, al menos en situaciones
normales. Sin embargo, algunos estudios apuntan a que el sistema endocannabinoide
juega un papel importante en situaciones fisiologicas en las que las concentraciones
plasmaticas de catecolaminas se encuentran aumentadas, como durante una descarga
adrenérgica, o en condiciones patologicas en las que la actividad simpatica se
encuentra aumentada, como puede ser el caso de la hipertension arterial (Mendizabal y
cols., 2007). Ademas, el sistema cannabinoide se encuentra sobreexpresado en
patologias cardiovasculares e incluso participa en los mecanismos fisiopatologicos de
ellas (Randall y cols., 2002; Randall y cols., 2004).

En este sentido, el grupo de Wagner demostro, en un modelo de shock
hemorragico en rata, que la liberacidon de anandamida por parte de los macrofagos se
encuentra aumentada, y puede contribuir a la hipotensién que la acompana. Del mismo
modo, en el shock endotédxico, la sintesis de 2-AG y de anandamida en las plaquetas
estdn aumentadas. En los pacientes con shock séptico, se ha observado aumento
plasmatico de anandamida y 2-AG. Estos datos apuntan a que, en las células
sanguineas, la sintesis de endocannabinoides estd aumentada en estado de shock, y
contribuye a las secuelas cardiovasculares de este y a la respuesta hipotensora
(Wagner y cols., 1998). En el contexto de isquemia cardiaca, Lagneux y Lamontagne
hallaron que en la cardioproteccion frente a la I-R provocada por el pretratamiento con

lipopolisacarido en corazon de rata, estaban involucrados los endocannabinoides
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(Lagneux y cols., 2001). En un trabajo posterior de este mismo grupo, encontraron que
este efecto cardioprotector de los cannabinoides era causado a través de la activacion
del receptor CB2 (Lépiciery cols., 2003; Randall y cols., 2002; Randall y cols., 2004).

Por todo ello, la manipulacion farmacolégica del sistema endocannabinoide
podria suponer una novedosa aproximacion terapéutica para el tratamiento de la
hipertension (Li y cols., 2003; Batkai, 2004), complicaciones asociadas al sindrome
metabolico y para prevenir el dafo cardiaco por isquemia reperfusion (Hiley y cols.,

2003; Hiley y cols., 2004).

A) EFECTOS EN LA PRESION ARTERIAL Y FRECUENCIA CARDIACA

La mayoria de los estudios muestran que los efectos mas importantes
observados tras la administracion de cannabinoides en animales de experimentacion
son hipotension y bradicardia (Siqueira y cols., 1979; Varga y cols., 1995; Randall y
cols., 2002). Este efecto de los cannabinoides sobre la presion muestra un patron

trifasico.

- La primera fase consiste en una reduccién de la presidén arterial y bradicardia
que dura unos segundos. Este efecto es mediado a nivel vagal (Varga y cols.,
1995, Randall y cols., 2002).

- La segunda fase consiste en una respuesta presora no mediada por respuesta
simpatica ni por el receptor CB1. Se ha sugerido que esta respuesta presora
puede ser debida a vasoconstriccion directa sobre el musculo liso vascular
(Varga y cols., 1995; Jarai y cols., 1999; Randall y cols., 2002; Pacher y cols.,

2004; Mendizabal y cols., 2007).
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- La tercera fase del efecto consiste en una disminucion mas prolongada de la
presion arterial asociada con una moderada bradicardia. Esta tercera fase
parece estar mediada por el receptor CB1 por inhibicién presinaptica de la
liberacion de neurotransmisores a nivel periférico, aunque no se puede descartar
una accion directa sobre los vasos (Varga y cols., 1995; Lake y cols., 1997;

Randall y cols., 2002; Mendizabal y cols., 2007).

No existe un consenso comun en lo que se refiere a los mecanismos mediante
los cuales los cannabinoides causan esta vasodilatacion (Kunos y cols., 2000; Randall y
cols., 2002).

Los mecanismos involucrados en el efecto vasodilatador de los cannabinoides
dependen del lecho vascular y de las condiciones de experimentacion. Estos efectos
estan ocasionados por la regulacién de la neurotransmision en el sistema nervioso
simpatico (tanto central como periférico), vasodilatacion directa y modulacién de nervios
sensoriales (Kunos y cols., 2000; Mendizabal y cols., 2007), ademas de posibles
modificaciones en la contractilidad cardiaca.

La hipertension arterial es una de las alteraciones cardiovasculares que,
frecuentemente va asociada a DM2 y SM. En la hipertensién, existe una activacién del
sistema endocannabinoide que actla como mecanismo compensatorio limitando el
aumento de la presién arterial. Este mecanismo hipotensor se debe a una reduccién de
la contractilidad cardiaca y a una reduccion de la resistencia vascular por activacion de
los receptores CB1 vasculares y cardiacos (Batkai y cols., 2004; Pacher y cols., 2005;
Pacher y cols., 2008b). Sin embargo, no se ha evaluado este efecto de los

cannabinoides en la hipertension arterial sufrida en situaciones de SM-DM2.
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B) EFECTOS CARDIACOS

Se ha visto que los efectos de derivados cannabinoides de la planta C. Safiva
(como el D°-THC y el cannabinol), endocannabinoides (como la anandamida) y
cannabinoides sintéticos (Win 55,212-2, CP55,940 y HU-210) en corazones de animales
sin patologia son vasodilatacién coronaria y una disminucion de la contractilidad
cardiaca (Ford y cols., 2002; Bonz y cols., 2003; Pacher y cols., 2004; Batkai, 2004;
Mendizabal y cols., 2007) y de la frecuencia cardiaca (Smiley y cols., 1976; Nahas y
cols., 1985), lo que en conjunto disminuye el gasto cardiaco.

Estos efectos cardiodepresores de los cannabinoides se han evaluado en
corazones de rata aislados y perfundidos en sistema de Langendorff y en auriculas
humanas aisladas y estimuladas eléctricamente (Ford y cols., 2002; Bonz y cols., 2003).
Estos estudios han revelado que estos efectos cardiacos se dan a través de receptores
CB1, ya que son antagonizados por SR141716A (Mendizabal y cols., 2007). Estos
efectos podrian estar mediados por una inhibicibn simpatica; proponiéndose la
existencia de un receptor CB1 localizado en las terminaciones nerviosas simpaticas
cardiacas, cuya estimulacion inhibe la liberacion de NA (Ishac y cols., 1996; Niederhoffer
y cols., 1999; Gardiner y cols.,2002; Niederhoffer y cols.,2003), aunque éste no es el
unico mecanismo propuesto, ya que se ha visto que la bradicardia causada por la
anandamida y la metanandamida esta mediada por receptores TRPV1 (Malinowska y
cols., 2001).

Sin embargo, algunos efectos de los cannabinoides sobre el corazén no pueden
ser explicados por ninguno de los mecanismos que clasicamente median respuestas
cannabinoides, por lo que se propone la existencia de nuevos receptores cannabinoides

que median las respuestas a anandamida en corazones aislados (Ford y cols., 2002).
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Se ha descrito que el sistema endocannabinoide esta involucrado en procesos
de proteccidén cardiaca frente al dafio por isquemia-reperfusion (I-R) en condiciones
patolégicas y contribuye al precondicionamiento cardiaco por administracion de
endotoxina bacteriana, estrés por calor o pequenos periodos de isquemia (Hiley y cols.,
2003; Pacher y cols., 2008a). La administracién de endotoxina bacteriana, no solo
produce shock cardiovascular, sino que es capaz de proteger al corazén frente al dafio
por I-R en corazones aislados y perfundidos, reduce el tamafio del infarto y mejora la
recuperacion funcional en la reperfusion (Lagneux y cols., 2001).

En esta cardioproteccion esta involucrado el sistema endocannabinoide
mediante la activacion de los receptores CB2. Esto se corrobora con trabajos en los que
corazones pretratados con diferentes cannabinoides (enddgenos o sintéticos y
agonistas selectivos 0 no selectivos) y sometidos posteriormente a isquemia-reperfusion
(I-R), recuperaron en mayor medida su funcionalidad, el tamano del infarto se vio
reducido y se disminuyeron los niveles de la lactato deshidrogenasa (LDH) y creatina
quinasa (CK) (dos marcadores bioquimicos del dafo isquémico). Este efecto protector
parece estar mediado principalmente por receptores CB2 (Ford y cols., 2002; Lépicier y

cols., 2003; Underdown y cols., 2005).

Este mismo efecto protector se reproduce en otros modelos de I-R /in vivo
(Krylaov,2001; Ugdyzhenkova, 2001; Krylaov,2002; Joyeux y cols., 2002; Lépiciery
cols., 2003; Pacher y cols., 2005)en los que la administracién de HU210 (Pacher y cols.,
2005) Win 55,212-2 (Di Filippo, 2004) cannabidiol (Walsh y cols.,2010) o anandamida
reducen el tamano del infarto y la incidencia de arritmias ventriculares mediante la
activacion de receptores CB2 pero no de CB1 (Krylatov y cols., 2001; Ugdyzhenkova y

cols., 2001; Ugdyzhenkova y cols., 2002; Krylatov y cols., 2002).
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La proteccion sobre el dafio por hipoxia también se ha descrito en cultivos de
cardiomiocitos en los que el D9-THC redujo la liberacién de LDH bajo condiciones de
hipoxia a través de la activacion de receptores CB2 pero no a través de CB1 (Shmist y

cols., 2006).

Como ya se ha apuntado anteriormente en esta Tesis Doctoral, se conoce que el
sistema endocannabinoide esta involucrado tanto en procesos de proteccion cardiaca
frente al dano por I-R en condiciones patoldgicas, como en la hipertension, sindrome
metabodlico, infarto de miocardio y fallo cardiaco (Pacher y cols., 2008b). Un estudio
reciente (Slavic y cols., 2013) demuestra que el tratamiento con cannabinoides mejora la
funcionalidad y la remodelacion cardiaca tras el infarto de miocardio en animales
diabéticos. Todos estos datos apuntan a que la manipulacion farmacoldgica del sistema
endocannabinoide podria suponer una novedosa aproximacion terapéutica para el
tratamiento de las alteraciones cardiovasculares que se desarrollan paralelamente a
neuropatias y para prevenir el dafio cardiaco por isquemia reperfusion (Li y cols., 2003;
Hiley y cols., 2003; Hiley y cols., 2004; Batkai 2004), en situaciones donde este posible

dafio esta aumentado como tras tratamiento antitumoral o en situaciones de DM2.
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OBJETIVOS

El tratamiento y prevencibn de las neuropatias y las alteraciones
cardiovasculares asociadas a ellas es un desafio clinico aun no resuelto. Como ya se ha
mencionado en esta Tesis Doctoral, el sistema endocannabinoide se sobreexpresa o se
hipersensibiliza en ciertas situaciones patolégicas entre las que se encuentran las
neuropatias autondmicas causadas por antitumorales o por alteraciones metabdlicas.
Ademas, los cannabinoides han demostrado tener efecto en las neuropatias periféricas
sensoriales inducidas por antineoplasicos y en ratas diabéticas, lo que despierta el
interés en los mecanismos implicados en estos efectos y su posible papel regulador en
el desarrollo de complicaciones autonémicas derivadas de estas neuropatias, entre las
que se encuentran las complicaciones cardiovasculares. Por todo ello, resulta
interesante la evaluacion del sistema endocannabinoide como posible diana terapéutica
en las alteraciones cardiovasculares producidas en dos modelos de neuropatia, la
producida por antineoplasicos y la producida en situacion de DM2.

Por lo tanto, los objetivos generales y especificos de esta Tesis Doctoral son:

1. Evaluar el efecto de la neuropatia autondmica inducida por la administracion crénica
de cisplatino o situaciones de DM2 en el sistema cardiovascular. Para llevar a cabo
este objetivo se ha valorado:

1.1. La presion arterial y frecuencia cardiaca, asi como la funcién cardiaca basal y
tras un proceso de isquemia-reperfusiéon en animales tratados crénicamente con
cisplatino.

1.2. La presion arterial y frecuencia cardiaca, asi como funcién cardiaca basal y tras

un proceso de isquemia-reperfusion en un modelo experimental de DM2.
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2. Evaluar si la expresion de receptores cannabinoides se encuentra alterada en el
sistema cardiovascular tras la administracion cronica de cisplatino o en situaciones
de DM2. Para llevar a cabo este objetivo se ha valorado:

2.1. La expresion de los receptores cannabinoides CB1 y CB2 en ventriculo
izquierdo de animales tratados crénicamente con cisplatino.

2.2. La expresidbn de los receptores cannabinoides CB1 y CB2 en ventriculo
izquierdo de animales obesos y diabéticos.

3. Evaluar si la modulacion de los receptores cannabinoides puede ofrecer beneficios
terapéuticos en las alteraciones cardiovasculares inducidas por cisplatino o en
situaciones de DM2. Para llevar a cabo este objetivo se ha valorado:

3.1. El efecto de la administracion de un agonista cannabinoide CB1/CB2 en las
alteraciones cardiovasculares en la que la expresion de receptores

cannabinoides estuviese alterada y la posible implicacién de dichos receptores.
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En este apartado explicaremos la metodologia seguida en esta Tesis Doctoral. En
primer lugar, comentaremos los animales de experimentacidon y los modelos de
neuropatias utilizados. En segundo lugar, explicaremos los diferentes tratamientos con
cannabinoides y las técnicas y preparaciones empleadas. Por ultimo, se detallara el
analisis estadistico utilizado.

Todos los experimentos llevados a cabo en este estudio se disefaron con el
objeto de minimizar el nimero de animales utilizados y su sufrimiento, de acuerdo con el
Real Decreto RD 53/2013 sobre animales para experimentacion y otros fines cientificos,

y fueron aprobados por el Comité Etico de la Universidad Rey Juan Carlos.

1 - ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y MODELOS DE NEUROPATIA
En la realizacion de esta Tesis Doctoral se han utilizado ratas de dos cepas

diferentes en funcién del tipo de neuropatia a estudiar.

1.1 - NEUROPATIA DE ORIGEN IATROGENICO POR ADMINISTRACION
CRONICA DE CISPLATINO.

1.1.1 - Animales.

Se utilizaron ratas Wistar macho adultas con un peso comprendido entre 270 y 300
g procedentes del animalario de la Universidad Rey Juan Carlos/ Harlan-lberica
(Barcelona, Espana). Los animales fueron estabulados en el animalario de la
Universidad Rey Juan Carlos. Se colocaron en grupos de 5 animales en jaulas
transparentes (40 cm x 28cm x 25cm) con un lecho de viruta que fue reemplazada cada
2-3 dias y mantenidos en condiciones controladas de temperatura (20° C), humedad

ambiental (60 %) y con ciclos de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad. Los animales
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se alimentaron ad /ibifum con una dieta estandar de laboratorio (Harlan-Iberica,
Barcelona, Espafia) y agua corriente filtrada.
1.1.2 - Modelo experimental de neuropatia por administracién crénica de cisplatino.
Para llevar a cabo el desarrollo de la neuropatia por administracion de cisplatino
utilizamos un modelo establecido de neuropatia periférica sensorial causada por
administracion cronica de este antitumoral(Authier y cols., 2003).
Los animales se dividieron en los siguientes grupos de tratamiento:
a) Control (Salino): recibieron una inyeccion intraperitoneal de solucién
salina (NaCl 0.9%), una vez a la semana durante 5 semanas.
b) Cisplatino (CPT): recibieron una inyeccion intraperitoneal de cisplatino a
la dosis de 2 mg/Kg una vez a la semana durante 5 semanas.
Previamente a la administracion del cisplatino, se administraron por via subcutanea
2 ml de solucion salina (NaCl 0.9%) con el fin de prevenir la nefrotoxicidad inducida por
la administracion crénica de cisplatino. Este protocolo experimental se realizé de igual
manera en el caso de los animales que recibieron salino para equiparar ambos grupos.
Estudiaremos en este modelo de neuropatia la existencia de alteraciones
autonémicas cardiovasculares, la posible modificacion del sistema cannabinoide
endogeno a este nivel y, si procede, el efecto de la administracion de cannabinoides en

las alteraciones observadas.
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1.2 - DIABETES MELLITUS TIPO 2 (DM2)

1.2.1 - Animales.

Como modelo animal de DM2 se han utilizado ratas diabéticas y obesas - Zucker
Diabetic Fatty (ZDF) - macho de 20 semanas de vida, y su correspondiente control
genetico, ratas Lean (LEAN), delgadas y no diabéticas, de la misma edad. Los animales
fueron obtenidos de Charles River Laboratories (Research Models, Barcelona, Espafia)
a las 6 semanas de vida (Oltman y cols., 2006). Esta cepa de ratas esta catalogada en
la literatura como un modelo de SM y DM (1.2.2 Modelo experimental de neuropatia por
DM2).

Los animales fueron estabulados en el animalario de la Universidad Rey Juan
Carlos. Se colocaron en grupos de (3-4) animales en jaulas transparentes (40
cmx28cmx25 cm) con un lecho de viruta que fue reemplazada cada 2-3 dias y
mantenidos en condiciones controladas de temperatura (20° C), humedad ambiental (60
%), con ciclos de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad hasta alcanzar las 18-20
semanas de vida, momento en el que se llevaron a cabo los experimentos. Los animales
se alimentaron ad /ibitum con una dieta especial energética Purina 5008 (Charles River,
Barcelona, Espana), tal y como recomienda el proveedor, y agua corriente filtrada que

fue renovada peridédicamente.
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Tabla 1: Composicion comparativa de las dietas estandar y Purina 5008 con las que fueron

alimentados los animales.

DIETA

Dieta estandar

Purina 5008

Ingredientes

Harina de trigo
Trigo molido
Maiz molido

Harina de gluten de maiz

Harina de trigo
Trigo molido

Maiz molido
Melaza

Harina de soja
Harina de pescado
Grasa animal
Harina de carne

Harina de alfalfa

Proteinas

14%

23 %

Grasa

4 %

6.5 %

Tipo de grasas afnadidas

Aceite de soja

Grasa animal porcina

Energia metabolizable.

2.9 Kcallg

3.3 Kcall/g

Unicamente sefialar que para garantizar el mantenimiento del bienestar animal, a

medida que los animales fueron desarrollando la DM2 fue necesario separarlas en

grupos mas pequenos y aumentar la frecuencia de reemplazo de la viruta. Este hecho

se debid a que el desarrollo de poliuria en los animales hace el lecho se manche mas y

se pueda favorecer la aparicién de infecciones.

1.2.2 - Modelo experimental de neuropatia por DM2.

Las ratas ZDF (Figura 9) son un modelo de SM y DM no dependiente de insulina que

empieza a desarrollar hiperglucemia y resistencia a la insulina aproximadamente a las 7

semanas de vida, alcanzando los niveles de glucosa en sangre unos valores maximos y
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mantenidos de 500 mg/dl alrededor de las 15-16 semanas de vida de los animales
(Peterson y cols., 1990).

Los experimentos desarrollados en esta Tesis Doctoral, se llevaron a cabo cuando
las ratas alcanzaron las 18-20 semanas de vida. En este punto temporal, esta descrito
que los animales presentan neuropatia periférica sensorial (Vera y cols., 2012) ademas
de otras complicaciones asociadas a esta patologia como: obesidad, niveles elevados
de glucosa en sangre, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina, hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia, nefropatia y alteraciones de la cicatrizacion (Charles River, 2011).

Como control de estos animales se utilizaron ratas LEAN de la misma edad.

En este modelo de neuropatia, estudiaremos la existencia de alteraciones
autonomicas cardiovasculares, la posible modificacion del sistema cannabinoide
endoégeno a este nivel y, si procede, el efecto de la administraciéon de cannabinoides en

las alteraciones observadas.
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LEAN 20semanas ZDF 20semanas

Figura 9: Modelo animal de DM2; ratas ZDF y su correspondiente control genético LEAN.

Ambos machos de 20 semanas de vida.

1.3 - PARAMETROS GENERALES

1.3.1 Peso

Durante el tiempo que los animales, tanto los tratados con CPT como los animales
con DM2, estuvieron estabulados se llevé a cabo una valoracion periodica del peso de
los mismos en varios puntos temporales.

- En el caso de los animales tratados con CPT, se tomd una medida de peso
inicial, previo al comienzo del tratamiento y una vez a la semana siempre antes de la
administracion del antitumoral hasta el final del tratamiento.

- En el caso de los animales ZDF y sus controles LEAN, el peso se tomé en
un punto inicial que corresponde con la 6 semana de vida y una vez a la semana

hasta alcanzar la semana 192 de vida.
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Ademas, en los animales diabéticos, se evaluaron los niveles de glucemia y

lipidos como parametros de control del estado general de los mismos.

1.3.2 Glucemia

Los niveles de glucosa en sangre se midieron en las ratas en las semanas 7,
12 y 17 de vida. Se eligieron estos puntos temporales que corresponden con el
inicio (7 semanas) un punto intermedio (12 semanas) y el punto final, antes del
sacrificio (17 semanas) con el fin de mantener un seguimiento del desarrollo de la
diabetes. Esta determinacion se realizé en ayunas; 12 horas antes de la medicion
de la glucemia se retir6 la comida de los animales. Las muestras de sangre para la
determinacion de glucosa se obtuvieron mediante puncién de la vena de la cola y se
determinaron los niveles usando un glucometro y tiras reactivas (Glucocard TM

sensor, Arkray, Inc. Kyoto, Japan).

1.3.3 Dislipemia

Los niveles de lipidos se midieron en plasma unicamente en la semana 19
(ver apartado2.1.2 - Protocolo experimental y parametros cardiovasculares
valorados).En este caso no se pudo llevar a cabo el seguimiento en distintos puntos
temporales debido a un problema metodologico; se comenzoé la medicién de los
lipidos utilizando un analizador portatil CardioChek®; sin embargo, al usar las
muestras de sangre obtenidas de estos animales, los niveles de lipidos superaban
el limite de deteccion del aparato. Por ello, se optd por utilizar otros métodos y
unicamente se determinaron estos parametros el finalizar el protocolo experimental.
Se cuantificaron los niveles de colesterol total y triglicéridos mediante sendos kits

comerciales:
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Colesterol. La determinacion del colesterol es una de las herramientas mas

importantes para el diagnédstico y clasificacion de las lipemias. El aumento del
nivel de colesterol es uno de los principales factores de riesgo cardiovascular.
Los niveles de colesterol se midieron usando un kit comercial basado en
un método enzimatico-colorimétrico (Spinreac, S.A., Barcelona Espaia). El
colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado segun la

reaccion reflejada en la figura 10:

Esteres colesterol + H20 CHE , Colesterol + Acidos grasos
CHOD
Colesterol + 02 » d-colestenoma + H202
POD
2 H202+ fenol + 4-aminofenazona , Quinonimina +4 H20

CHE Colesterol esterasa.
CHOD colesterol oxidasa.
POD peroxidasa.

Figura 10: Esquema de las reacciones catalizadas por las enzimas colesterol esterasa
(CHE), colesterol oxidasa (CHOD) y peroxidasa (POD) que partiendo de ésteres de
colesterol y mediante una cadena de reacciones forman un compuesto coloreado

proporcional a la concentracion de colesterol presente en la muestra.

La determinacion de los niveles de colesterol se llevé a cabo de la siguiente

manera: se pipetearon 10 uyl de la muestra o el patron (con una concentracién de 200

mg/dl de colesterol) junto con 1 ml del reactivo del kit, el cual se comercializa listo para

su uso. Se mezcld y se incubd 10 minutos entre 15 y 25°C. La intensidad del color
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formado se midi6 espectrofotométricamente a 540 nm. Esta intensidad es proporcional a
la concentracion de colesterol presente en la muestra ensayada, desde el limite de
deteccidn (0.46 mg/dl) hasta el limite de linealidad (600 mg/dl).

La cantidad de colesterol se calculdé mediante la férmula:

Absorbancia Muestra / Absorbancia Patron X 200 mg/dl (Concentracion patron) =

mg/dl de colesterol de la muestra.

- Triglicéridos. Una dieta alta en grasas saturadas o carbohidratos puede
elevar los niveles de triglicéridos. Diversas patologias, como ciertas disfunciones
hepaticas o DM pueden estar asociadas con su elevacion.

Los niveles de triglicéridos se midieron usando un kit comercial (Spinreac,
S.A., Barcelona Espana), mediante en un método enzimatico basado en la hidrdlisis de
los triglicéridos a glicerol y acidos grasos libres por la accién de la lipoproteinlipasa
(LPL). EI dlicerol se fosforila por la  presencia de la enzima glicerolfosfato
deshidrogenasa (GPO) dando lugar en presencia de glicerol quinasa (GK) y ATP a
glicerol-3-fosfato (G3P) y adenosina-5-difosfato (ADP). EI G3P reacciona con el oxigeno
dando lugar a dihidroxiacetona fosfato (DAP) y peroxido de hidrégeno (H202) por accién
de la enzima glicerol fosfato oxidasa (GPO). El H2O; reacciona con la 4-aminofenazona
(4-AF) y el p-clorofenol, reaccion catalizada por la peroxidasa (POD), produciendo un
compuesto de coloracion rosacea (Figura 11): la intensidad del color formado es

proporcional a la concentracion de triglicéridos presentes en la muestra de plasma.
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LPL : -
Triglicéridos + HHO ———————> Glicerol + Acidos grasos

GK
Glicerol + ATP *» Glicelol-3-fosfato + ADP
GPO
G3P + 02 - . DAP+ Hz202

POD
Hz02 + 4- Aminofenazona + p-clorofenol ————» Quinona + H20

LPL lipoproteinasa

GK glicerol kinasa

GPO glicerolfosfato deshidrogenasa
POD peroxidasa.

Figura 11: Esquema simplificado de las reacciones enzimaticas que producen un compuesto
coloreado (Quinona), proporcional a la concentracion de triglicéridos presentes en la muestra

de plasma.

La determinacion de los niveles de Triglicéridos se llevo a cabo de la siguiente
manera, siguiendo el procedimiento indicado por el fabricante; se pipetearon 10 pl de la
muestra o el patron (con una concentracion de 200 mg/dl de triglicéridos) junto con 1 ml
del reactivo del kit, el cual se comercializa listo para su uso. Se mezclé y se incubo6 10
minutos entre 15 y 25° C. La intensidad del color formado se midi6
espectrofotométricamente a 540 nm. Esta intensidad es proporcional a la concentracion
de triglicéridos presentes en la muestra ensayada, desde el limite de deteccién (0.530
mg/dl) hasta el limite de linealidad (1000 mg/dI).

La cantidad de triglicéridos se calculé mediante la formula:

Absorbancia Muestra / Absorbancia Patron X 200 mg/dl (Concentracion Patron) =

mg/dI de triglicéridos de la muestra.

72



MATERIAL Y METODOS

1.3.4 Liberacién de insulina /n vitro.

Con el fin de evaluar la funcionalidad de los islotes pancreaticos de los animales
obesos y diabéticos, en la semana 19-20 de vida de estos animales se realizd un
ensayo de aislamiento y cultivo /n vifro de islotes pancreaticos para evaluar la liberaciéon
de insulina por parte de los mismos en un medio con diferentes concentraciones de
glucosa.

Para ello se extrajo el pancreas de los animales, se limpié de grasa y se digirid
con colagenasa P (Laboratorios Roche. Mannheim, Alemania) en un bafo a 37°C con
agitacion. Una vez digerido el tejido, éste se lavo con solucion de Hanks y los islotes se
aislaron bajo la lupa. Una vez aislados se trasladaron en grupos de 4 a tubos de ensayo
y se incubaron durante 1 hora a 372C en atmdsfera con 95% 02 5%C0O2 en 1 ml de
medio de cultivo (Ringer) conteniendo diferentes concentraciones de glucosa (2, 6, 8,
10, 15 0 20 mM). Con cada uno de los pancreas se realizé una curva de respuesta a
glucosa, coincidiendo por lo tanto el numero de ensayos con el numero de animales. Al
final de la incubacion, se recogié una alicuota del medio de cada uno de los tubos y se
mantuvo congelada a -80°C para la posterior cuantificacion de la cantidad de insulina
presente en el medio. La cuantificacién de insulina se realizé mediante la técnica ELISA,

utilizando un kit comercial (Mercodia). Uppsala, Suecia).
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2 - EVALUACION DEL DESARROLLO DE NEUROPATIA AUTONOMICA
CARDIOVASCULAR.

Esta Tesis Doctoral se ha centrado, dentro de la evaluacion del desarrollo de
neuropatia autondmica cardiovascular, en el estudio de la presion arterial y de la funcion
cardiaca.

2.1 - MEDIDA DE PRESION ARTERIAL

En primer lugar explicaremos los componentes del equipo de medida de la presion
arterial directa, seguido del protocolo experimental y los parametros valorados.

2.1.1 - Componentes del equipo.
Los diferentes componentes del equipo de medida de presién arterial directa, se
encuentran identificados en la figura 12.

1. Una cama con un sistema de ganchos laterales para mantener sujeto al animal.

2. Canula de PVC que se introduce en la arteria caroétida.

3. Transductores de presion (Cibertec, S.A., Madrid, Espana) para el registro de la
presion arterial.

4. Llave de tres vias que conecta el sistema con una jeringa.

5. Sistema PowerLab/400 (PanLab S.A., Barcelona, Espafia) formado por una
unidad de amplificacion y filtrado de sefial conectado a un ordenador para
registrar la presion arterial durante todo el experimento.

6. Ordenador para el registro y tratamiento de datos con el programa informatico

Chart 4.1 para Windows.
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Figura 12: Equipo de medida de la presion arterial directa. (1)Cama, (2) canula, (3) transductor de

presion (4) llave de tres vias, (5) sistema PowerLab/400, (6) ordenador.

2.1.2 - Protocolo experimental y parametros cardiovasculares valorados.

Los animales fueron anestesiados con equitesin; una mezcla de hidrato de cloral 2.1
g, pentobarbital sédico 0.46 g, MgSO4 1.06 g, propilén glicol 21.4 ml, etanol (90%) 5.7
ml, H.O 23 ml) (Pascual y cols., 2005; Gonzalez y cols., 2011).

Cuando los animales estuvieron anestesiados se colocaron en posicion decubito
supino en la cama para medida de presion arterial /in vivo (ver apartado 2.1.1
Componentes del equipo). Se realizd una incisién en la zona ventromedial del cuello y
se procedio a separar y cortar la piel, dejando un campo quirurgico en forma de ojal lo
suficientemente amplio para las manipulaciones posteriores (Ver figura 13). A través del
ojal, se separaron los paquetes musculares hasta lograr acceder al paquete vasculo-

nervioso formado por la arteria carétida y el nervio vago. Se separé dicho nervio y, una
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vez aislada la arteria, se pasaron por debajo de ésta dos hilos, ligando el
correspondiente en la parte distal, y dejando iniciado el nudo correspondiente en la parte
proximal para la posterior ligadura de la canula. Una vez estuvo preparada de esta
forma la carétida, se colocd una pinza de arteria por encima del nudo proximal iniciado.
Esta pinza tiene como mision interrumpir la circulacidon para permitir realizar una
pequefia incisidon a través de la cual se introdujo una canula de PVC que se sujeto a la
arteria mediante un doble nudo con un hilo de costura. Una vez bien sujeta la canula, se
soltd la pinza para restablecer de nuevo la circulacion. Esta canula se encontraba
acoplada a una jeringuilla que contenia heparina sédica (150 U.l./rata) (Hospira
Productos Farmacéuticos y Hospitalarios S.L. Madrid, Espafa); la cual se inyectd
lentamente en un volumen de suero fisiolégico de 0.2 ml con el fin de evitar la posterior

coagulacion sanguinea durante el ensayo (Abaloy cols., 2009).

< .

Figura 13: Imagen del campo quirtirgico en forma de ojal

realizado para la medicion de la presion arterial

Una vez realizada la canulacion, se registraron de manera continuada durante 50
minutos los siguientes parametros cardiovasculares (Figura 14):

- Presion Arterial Media (PAM)

- Presion Arterial Sistolica (PAS)

- Presion Arterial Diastélica (PAD)

- Frecuencia cardiaca (Fc).
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Canulacion 50 min. Sacrificio
Carotida
1 seg. Fe
120 -
. [ )
R e B S e T\
2 1m-
£
AR A A A A A - > PAM
80 -
---------------------------------------- > PAD

Figura 14: Esquema del protocolo experimental llevado a cabo en la medida de
presion arterial. PAM Presién Arterial Media, PAS Presién Arterial sistélica, PAD

Presion Arterial Diastélica y Fc Frecuencia Cardiaca.

Una vez finalizado el protocolo de registro de la presion arterial, los animales
fueron sacrificados por desangrado. La sangre de los animales ZDF y sus
correspondientes controles (LEAN) se recogid6 en tubos eppendorf con
anticoagulante, para posterior separacion del plasma. Este se mantuvo congelado a
-80° C hasta su uso en determinaciones bioquimicas (Ver apartados: 1.3.3
Dislipemia y 5.1 Cuantificacién de los niveles Plasmaticos de Malonildialdehido

(MDA)).
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2.2 - PREPARACION DE CORAZON AISLADO Y PERFUNDIDO DE RATA
(Preparacion de Langendorff)

En 1895, Oscar Langendorff (1853-1909) describié un sistema de perfusiéon para
corazén aislado de mamiferos (Zimmer, 1998). Este sistema permite trabajar con
corazones aislados y estudiar diferentes parametros que determinan su funcionalidad.
La técnica se basa en el mantenimiento de la actividad del miocardio gracias a la
perfusién retrograda de una solucion nutricia oxigenada y mantenida a 37°C a través de
la aorta ascendente a todo el territorio coronario, de modo que queda asegurada la

nutricion y oxigenacion del musculo cardiaco (Figura 15).

Figura 15: Esquema de la perfusion retrograda a través de la aorta

ascendente a todo el territorio coronario.

Este sistema de perfusion, se encuentra acoplado a un sistema de registro que

permite la monitorizacion de la actividad cardiaca durante el experimento.
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A continuacion, explicaremos los componentes del equipo de Langendorff, el

método de obtencién de la preparacion “corazén aislado de rata”, los parametros

valorados en esta preparacion y, por ultimo, el protocolo experimental seguido.

2.2.1 - Componentes del equipo

En las Figuras16y 17 se muestra un esquema de los componentes del sistema de

Langendorff.

El equipo consta de un sistema de perfusion y otro de registro:

A) Sistema de perfusion esta formado por:

1.

Bafo de o6rganos que consta de una copa de bafo de drganos y un
refrigerante de serpentin para el montaje de la preparacién de corazén
aislado.

Sistema de desaguie para recoger la solucién nutricia ya perfundida.

Bafo de termostatizado acoplado al serpentin. El agua de este bafo circula a
través de una doble camisa de la que consta el serpentin, de forma que
calienta la solucion nutricia y la mantiene a 37°C durante todo el experimento
(Lépicier y cols., 2003).

Vaso de precipitados que se utilizd como reservorio de la solucién nutricia,
que se mantuvo constantemente en agitacion y burbujeada con gas
carbogeno (95% O2/5% CO2).

Bomba peristaltica (Gilson Inc, Estados Unidos) que permite regular el flujo
de perfusién.

Tubos flexibles para la conducciéon de la solucion nutricia desde el vaso de
precipitados hasta el sistema de bano de 6rganos.

Canula de acero inoxidable para fijar y perfundir la aorta.
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8. Transductor de presién acoplado a la canula lateral del sistema de
Langendorff para el registro de Presién de Perfusion Coronaria.

9. Sistema para registro de parametros de funcién del ventriculo izquierdo. Este
sistema consta de un balén de latex que se introduce en el ventriculo
izquierdo, y que esta conectado, a través de una canula y la correspondiente
llave de tres vias, a una jeringa de precision y a un transductor de presion
formando un circuito independiente relleno de agua destilada. El circuito
acoplado a la jeringa se utilizé para ajustar una presion inicial dentro del
balén de 5-10 mmHg, siendo ésta la presion diastdlica final inicial.

B) Sistema de registro formado por:

a. Transductores de presion (Cibertec, S.A. Madrid, Espaia) para el registro de
la actividad cardiaca, uno acoplado a la canula y balon inserto en el
ventriculo izquierdo y otro conectado lateralmente a la canula en la que se
fijo la aorta.

b. Sistema PowerLab/400 (PanLab SA, Barcelona, Espafia) formado por una
unidad de adquisicion de datos y un amplificador de sefal conectado a un
ordenador para registrar la funcion cardiaca durante todo el experimento.

c. Ordenador para el registro y tratamiento de datos con el programa

informatico Chart 4.1 para Windows.
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Figura 17: Imagen detalle del corazén sujeto a la canula. Se

corresponde con el numero 7 de la figura 16.

2.2.2 - Obtencién de la preparacion “Corazén aislado y perfundido de rata”

Para la obtencién de la preparaciéon “Corazén aislado y perfundido de rata”, en los
animales previamente desangrados, se realizé una incision en la linea media desde el
abdomen hasta el cuello, retirando el esternén por completo y exponiendo la cavidad
toracica. Los corazones se extrajeron rapidamente y se sumergieron en solucion de
Krebs-Henseleit a 4°C.El frio permite detener momentaneamente el metabolismo del
corazén para preservarlo hasta el momento de su colocacion en el sistema de perfusion.
Esta es la principal desventaja de este método de montaje, ya que el corazén es
sometido a una isquemia desde el momento de la extraccién hasta que éste es colocado
en el sistema de Langendorff. Esta isquemia podria suponer un precondicionamiento
cardiaco. Sin embargo, esta descrito que el periodo Optimo para establecer este
precondicionamiento en corazones de rata es de 3 minutos, y es especialmente
marcado cuando estos pequeios periodos de isquemia se repiten. La isquemia que los
corazones sometidos a esta extraccion tendran que soportar dura Unicamente unos
segundos, siendo tiempo insuficiente como para suponer un precondicionamiento

cardiaco (Vegh y cols., 1992).

82



MATERIAL Y METODOS

Para colocar el corazon en el sistema de Langendorff, se localizd la aorta, se
limpié de grasa y tejido conectivo y a través de ella se insertd la canula de acero
inoxidable a la que se fijé la aorta con un hilo. De esta manera, el corazén se perfundié
retrogradamente con solucién nutricia. ElI volumen de perfusién se ajustdé a un flujo
constante de 20 ml/min para los valores basales.

Cuando el corazdén se encontré sujeto a la canula y, por lo tanto, perfundido, se
localizé el orificio de la vena pulmonar; a través de él y atravesando la valvula mitral, se
introdujo el balon de latex en el ventriculo izquierdo (Gonzalez y cols., 2011).

2.2.3 - Parametros valorados

Los parametros de funcion cardiaca valorados fueron (Figura 18):

- Presion de Perfusion de las Coronarias (PPC) Cuando se mantiene un flujo de

perfusién constante, como es nuestro caso (20 ml/min), este valor es una funcion directa
del diametro de los vasos coronarios.

- Presién Desarrollada por el Ventriculo |zquierdo (PDVI) calculada como la

diferencia entre los valores de presion sistdlica y diastolica ventricular. Este parametro
es un indicador de la contractilidad miocardica.

- Presién Diastolica Final (PDF) calculada como el valor minimo de presion

ejercida por el ventriculo izquierdo en la diastole ventricular. Esta presion fue fijada al
principio del experimento entre 5 y 10 mmHg ajustando el volumen del balon de latex.

- Frecuencia Cardiaca (Fc) calculada a partir de la senal obtenida de la presion

ventricular izquierda.
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Figura 18:Esquema de los parametros de funcion cardiaca valorados. PPC Presién de
Perfusion de las Coronarias, PDVI Presion Desarrollada por el Ventriculo Izquierdo, PDF

Presion Diastolica Final, Fc Frecuencia Cardiaca.

2.2.4 - Protocolo experimental.

Una vez aislados los corazones, éstos se mantuvieron durante un periodo de
estabilizacion de 20 minutos con un flujo constante de 20 ml/min para recoger los
parametros de funcion cardiaca basal. A continuacién los corazones fueron sometidos a
un periodo de isquemia global (0 ml/min) de 45 minutos seguido de 60 minutos de
reperfusion. La recuperacion funcional cardiaca se optimizé durante la reperfusion
reduciendo el volumen del flujo en la reperfusion al 75% del flujo pre-isquémico inicial;
esto es, 15 ml/min (Randall y cols., 1997). Durante los 60 minutos de la reperfusion, la
funcién cardiaca fue monitorizada de forma continua (Figura 19).

Los parametros cardiacos se tomaron tras los 20 minutos de estabilizacién (Basal) y a lo
largo del periodo de reperfusion en el minuto 1 (R1), minuto 2 (R2), minuto 5 (R5),

minuto 10 (R10), minuto 15 (R15), minuto 30 (R30), minuto 45 (R45) y minuto 60 (R60).
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Basal cEeD g g § 3 §
| I | |
Estabilizacion Isquemia Reperfusion
20 min 45 min 60 min
20 ml/min 0 ml/min 15 ml/min

Figura 19: Esquema del protocolo experimental llevado a cabo en la valoraciéon de la funcion
cardiaca basal y tras el periodo de isquemia/reperfusion en los corazones de los diferentes
grupos experimentales. R — Reperfusion. Minutos: 1 (R1), 2 (R2), 5 (R5), 10 (R10), 15 (R15), 30
(R30), 45 (R45) y 60 (R60).

Ademas, en todos estos puntos temporales, se recogieron muestras de eluyente
que se mantuvieron congeladas a -80°C para posteriores determinaciones bioquimicas

(ver apartado 5.2 de Material y Métodos).

2.3. INDICE DE MASAS

Una vez finalizado el experimento de funcién cardiaca, el corazén fue pesado con
el fin de determinar los indices de masas del corazén. Se elimind todo el tejido que
pudiera estar adherido al corazon, y se pesé éste en su totalidad, obteniéndose asi el
peso del corazén. Posteriormente, las auriculas se cortaron y se elimind la pared del
ventriculo derecho, dejando aislado el ventriculo izquierdo (que incluye el septo y la
pared del ventriculo izquierdo), y una vez aislado también fue pesado, obteniéndose asi
el peso del ventriculo izquierdo (Bregagnollo y cols., 2007).

A partir de estos valores se calcularon:

- indice de masa cardiaca (IMC) calculado como peso del corazén (mg)/peso

corporal (g)

85



MATERIAL Y METODOS

- indice de masa del ventriculo izquierdo (IMVI) calculado como peso del
ventriculo izquierdo (mg)/ peso corporal (g).

Posteriormente, el ventriculo izquierdo se mantuvo congelado a -80°C para
posteriores determinaciones de expresidn de proteinas mediante Western-Blot (ver

apartado 5.3 de Material y Métodos).
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3 - CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE RECEPTORES CANNABINOIDES (CB1
Y CB2) MEDIANTE WESTERN-BLOT.

Como ya se anticip6 en el apartado 1.1 de la metodologia, en esta Tesis
Doctoral, se quiso conocer si en el desarrollo de la neuropatia autondémica
cardiovascular se producian modificaciones en el sistema endocannabinoide a nivel
cardiovascular. Para ello, se cuantificaron los niveles de expresion de los receptores
cannabinoides (CB1 y CB2) en musculo cardiaco utilizando muestras de ventriculo
izquierdo recogidas, en el caso de los animales tratados con CPT, tras las 5 semanas
de tratamiento, y en el caso de los animales ZDF, cuando estos alcanzaron las 20
semanas de vida.

Tras la homogeneizacion del tejido, se realizé la determinacion y ajuste de los
niveles de proteinas en las muestras de homogeneizado de corazon. Las proteinas se
separan por electroforesis mediante el sistema Mini-Protean (Biorad) utilizando los
correspondientes geles comerciales (Biorad), y con un tampén de electroforesis (Tris-
glicina/SDS) durante 30 minutos. A continuacién, las proteinas se transfieren a una
membrana de PVDF (Biorad) con un tampoén de transferencia (Tris-glicina/metanol)
durante 40 minutos. Después, las membranas son bloqueadas durante otra hora, a
temperatura ambiente mediante un buffer de bloqueo (Biorad).

Las membranas ya bloqueadas se incuban toda la noche a 4°C con un
anticuerpo primario especifico que fueron los siguientes:

- Anticuerpos policlonales de conejo para CB1 (Affinity Bioreagent) en una dilucién

1:500 en buffer TTBS (Tris-salino/Tween 20).

- Anticuerpos policlonales de conejo para CB; (Cayman Chemical Company) en

una dilucién 1:500 en buffer TTBS (Tris-salino/Tween 20).
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- Gliceraldehido-3-Fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como control usando
anticuerpos monoclonales de raton (Abcam) en una dilucion 1:5000 en buffer

TTBS (Tris-salino/Tween 20).

Al dia siguiente, las membranas fueron lavadas y posteriormente incubadas durante
una hora a temperatura ambiente con anticuerpo secundario anti-rabbit/anti-mouse 1gG
que tiene ligada una fosfatasa alcalina (Thermo scientific, U.S.A.) diluido 1:10000 en
buffer TTBS. Por ultimo las membranas se lavan de nuevo y se tratan con reactivo ECF
(EnhancedChemi-Fluorescence) (Amersham Biosciences, U.S.A.) y se revelan mediante
quimiofluorescencia. La fosfatasa alcalina cataliza la conversion del sustrato ECF en un
producto fluorescente a 540-560nm. Para el escaneado y cuantificacion de proteinas se
utiliza el escaner de fluorescencia modelo Tiphoon 9210 (General Electric Healthcare).

La intensidad de las bandas fue cuantificada por densitometria con el programa

/Image J, que es de libre disposicion en la red.
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4 - EVALUACION DE CONEXINA 43 EN VENTRICULO IZQUIERDO DE LOS
ANIMALES TRATADOS CON CISPLATINO.

Se evalud si existian alteraciones en la expresion de Conexina 43 en los
corazones de los animales tratados con CPT 2 mg/Kg i.p. durante 5 semanas. Para ello
se valoro la existencia de dicha proteina en cortes histolégicos y se cuantifico su
expresion mediante Western-Blot.

4.1 PREPARACIONES HISTOLOGICAS

Los corazones procedentes de los animales tratados crénicamente con CPT o
salino (considerados como grupo control) se fijaron en solucion de formaldehido al 10 %
en PBS, para su posterior inclusion en parafina. Una vez embebidos en parafina se
cortaron con micrétomo en secciones de 5 mm. A continuacion, las preparaciones se
tineron con hematoxilina-eosina (H-E) y posteriormente se marcaron con anticuerpo
para Conexina 43. La observacion se realizé con un microscopio bajo el objetivo de 20
aumentos.

4.2 CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE CONEXINA 43 MEDIANTE

WESTERN-BLOT.

Con el fin de conocer si los niveles de expresion de la Conexina 43 se
encontraban alterados en los animales tratados crénicamente con CPT, se procedio a
cuantificar mediante Western-Blot los niveles de esta proteina en homogeneizados de
ventriculo izquierdo de corazones procedentes de estos animales. Se siguid una
metodologia muy similar a la detallada anteriormente (ver apartado 3 de Material y
Métodos) para el caso de receptores cannabinoides CB1 y CB2 para homogeneizar y
determinar la cantidad de proteina del tejido. Unicamente, mencionar que en este caso,

las membranas se incubaron toda la noche a 4°C con un anticuerpo primario especifico
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para Conexina 43: anticuerpos de raton para Conexina 43 (Santa Cruz Biotechnology)
en una dilucion 1:10000 en buffer TTBS (Tris-salino/Tween 20). Como control se utilizd
Gliceraldehido-3-Fosfato deshidrogenasa (GAPDH) usando anticuerpos de raton

(Abcam) en una dilucion 1:5000 en buffer TTBS (Tris-salino/Tween 20).
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5 - TRATAMIENTOS CON CANNABINOIDES

Una vez establecidos los modelos de neuropatia y evaluados, tanto el desarrollo

de neuropatia autondmica cardiovascular como la modificacion de la expresion de los

receptores cannabinoides (CB1 y CB2) a nivel cardiaco, se determind, cuando procedio,

si el tratamiento con cannabinoides podria afectar a los parametros cardiovasculares

estudiados.

Para ello, los animales se dividieron en grupos de 5-7 para los diferentes

tratamientos con cannabinoides:

Vehiculo (grupo control) (VEH). Los animales recibieron una inyeccion i.p. de
una mezcla de Tocrisolve® : solucion salina (v/v, 1:9) (Ver apartado 6.4 de
Material y Métodos)

Win 55,212-2 (Win). Los animales recibieron una inyeccion i.p. del agonista
mixto Win a la dosis de 1mg/Kg.

AM251 (AM251). Los animales recibieron una inyeccion i.p. del antagonista
selectivo CB1, AM251 a la dosis de 1mg/Kg.

AMG630 (AM630). Los animales recibieron una inyeccion i.p. del antagonista
selectivo CB2, AM630 a la dosis de 1mg/Kg.

AM251 + Win (AM251+Win) Los animales recibieron una inyeccién i.p. de
AM251 (1mg/Kg) seguida, 20 minutos después, de una inyeccion i.p. de Win
(1 mg/Kg).

AM630 + Win (AM630+Win). Los animales recibieron una inyeccion i.p. de
AMG630 (1mg/Kg) seguida, 20 minutos después, de una inyeccioén i.p. de Win

(1 mg/Kg).
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El volumen maximo administrado en los animales por via i.p. fue de 0.5 ml. La
administracion de la dosis de Win (1 mg/Kg) se eligioé teniendo en cuenta que es efectiva
para complicaciones como la neuropatia periférica sensorial en modelos experimentales
de diabetes (Vera y cols., 2012) y de neuropatia iatrogénica por la administracién de
cisplatino (Vera y cols., 2007).

Los diferentes tratamientos se administraron tras anestesiar al animal y canular
la arteria carétida (ver apartado 2.1 de Material y Métodos). El protocolo experimental
seguido queda reflejado en la Figura 20.

Se tomaron valores de los parametros de presién arterial analizados (ver
apartado 2.1.2 de Material y Métodos) a los 10 minutos tras la canulacion de la carétida
(Basal), 30 minutos tras la canulacion de la carétida, (tiempo que se correspondié con el
efecto maximo del tratamiento) y 50 minutos tras la canulacion de la carétida (tiempo en

que el efecto habia desaparecido).

10 min. 30 min. 50 min.

Caroétida

| Adminisfraci()n Win I | Efecto maximo Win |

Figura 20: Esquema del protocolo experimental llevado a cabo en la medida de

presion arterial en los animales tratados con cannabinoides.

Tras el registro de presién arterial, se llevé a cabo la evaluacién de la funcién

cardiaca (ver apartado 2.2 de Material y Métodos) de los animales.
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6 DETERMINACIONES BIOQUIMICAS Y MOLECULARES.

En aquellos grupos experimentales en los que la administracion de los
cannabinoides causé modificacion en los parametros cardiovasculares estudiados, se
llevaron a cabo determinaciones bioquimicas y moleculares con el fin de dilucidar el
posible mecanismo implicado en dicho efecto.

Las determinaciones bioquimicas y moleculares que se llevaron a cabo fueron las
siguientes:

6.1 CUANTIFICACION DE LOS NIVELES PLASMATICAS DE LOS NIVELES DE
MALONILDIALDEHIDO (MDA).

Una vez medida la presién arterial y en el momento del sacrificio del animal, la
sangre se recogid en tubos eppendorf que contenian citrato al 3.15% como
anticoagulante. Se centrifugaron a 3600rpm durante 30 minutos a 4°C. Una vez
finalizada la centrifugaciéon se separo el plasma y se mantuvo congelado a -80°C.

Los niveles plasmaticos de MDA se midieron mediante una reaccién con acido
tiobarbiturico (TBA) (Alvarez y cols., 2007).Las muestras de plasma se mezclaron en
una proporcion 1:1 v/v con acido tricloracético (Sigma Aldrich, Madrid, Espafa) 0.6M en
HCI (Panreac, Barcelona, Espafa). Esta mezcla se mantuvo en hielo durante 20
minutos con el fin de precipitar las proteinas presentes en el plasma y eliminar cualquier
interferencia. Transcurridos estos 20 minutos, las muestras se centrifugaron a 15009
durante 15 minutos y se aislé el sobrenadante libre de proteinas. A este sobrenadante
se le anadié en una proporcion 1:5 v/v TBA (Sigma aldrich, Madrid, Espafa) 120mM
disuelto en tampdn Tris (Sigma Aldrich, Madrid, Espafia) 260mM a pH7. Esta mezcla se
mantuvo a 97°C durante 30 minutos para favorecer la reaccion entre el MDA y el TBA,

formandose un compuesto MDA-TBA (1:2). Este compuesto, de coloracién rojiza, tiene
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un coeficiente de absorcion molar de 1.56x105%Mxcm en el espectro visible (535nm).
Para la medida de la absorbancia, se pusieron 190ul de la mezcla resultante en placas
de 96 pocillos y se midid la absorbancia de la solucion en un espectrofotometro (Biotek
HT Synergy, Estados Unidos). La concentracion de MDA se calcula a partir de la

absorbancia segun la ley de Lambert-Beer.

A=CxaxB

Donde: A = absorbancia.
C = concentracion de MDA
a = coeficiente de absorcién molar.

b = longitud de la muestra (para 190yl corresponde con 0.6 cm)

6.2 — CUANTIFICACION DE LOS NIVELES DE LACTATO DESHIDROGENASA

(LDH) EN MUESTRAS DE ELUYENTE DE CORAZON.

La LDH es una enzima intracelular que se encuentra en muchos tejidos del cuerpo.
Ante una destruccion de tejido, como es el caso de un infarto de miocardio, la LDH pasa
a la sangre, por lo que se utiliza como prueba indicativa de la existencia de muerte
celular.

Como indicador de necrosis miocardica, se midieron los niveles de LDH presentes
en el eluyente de la perfusion de corazén. Se recogieron muestras de este eluyente en
todos los puntos temporales (ver apartado 2.2.4 de Material y Métodos) y se
mantuvieron congelados a -80°C.

Los niveles de LDH se midieron usando un kit comercial (Roche-Boehringer,
Manheim, Alemania), que consiste en un método colorimétrico que permite la medicion

de la actividad del LDH utilizando una mezcla de reactivos que contiene lactato,
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NAD+(nicotinamida adenina dinucled6tido), diaforasa y sal de tetrazolio. En un primer
paso, el NAD+ es reducido a NADH/H+ por la enzima LDH al catalizar la transformacion
de lactato a piruvato. En un segundo paso, se mide la formacion de NADH/H+ en la
reaccion anterior mediante una reaccion acoplada en la que la diaforasa (un catalizador
incluido en la mezcla de reaccion) transfiere el H+ del NADH/H+ a la sal de tetrazolio (de
color amarillo); este por lo tanto se reduce, dando como producto formazan, lo que
confiere a la solucion color rojo. Los dos pasos de reaccion se encuentran ilustrados en
la figura 21. La cantidad e intensidad de color debido al formazan solubilizado puede

medirse espectrofotométricamente a 490 nm.

2 ) LDH )
Acido Lactico / \ Acido Piruvico

NAD+ NADH/H+

Formazan \ / Tetrazolio

(Rojo) Diaforasa (Amarillo)

Figura 21: Esquema de los dos pasos de reaccion enzimatica que permite la medicion de la
actividad de la LDH. LDH Lactato Deshidrogenasa, NAD+ nicotinamida adenina dinucleétido,

NADH/H+nicotinamida adenina dinucleétido reducido.

El porcentaje de LDH se calculé mediante la férmula: [LDH]test/[LDH]control x 100
(Lee y cols., 2010).
Donde: [LDH] test = niveles de LDH en el eluyente.

[LDH] control = Niveles de LDH en el medio control.
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6.3 - CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE OXIDO NiTRICO SINTASA
INDUCIBLE (iNOS) Y OXIDO NITRICO SINTASA ENDOTELIAL (eNOS)
MEDIANTE WESTERN-BLOT.

El 6xido nitrico (NO) derivado del endotelio es generado fisioldgicamente dentro
de los cardiomiocitos por la éxido nitrico sintasa endotelial (eNOS), y contribuye a la
modulacion de la relajacidon miocardica, el tono diastélico y el consumo de oxigeno. Sin
embargo, en ciertos estados patolégicos, como la DM, se expresa en los cardiomiocitos
la forma inducible de la éxido nitrico sintasa (iINOS). Este hecho parece contribuir a la
disfunciéon miocardica asociada a estas patologias.

Con el fin de comprobar si en balance en la expresion de INOS/eNOS estaba
implicado en este caso, se cuantificaron los niveles de expresion ambas enzimas en
musculo cardiaco utilizando las muestras de ventriculo izquierdo recogidas tras los
correspondientes experimentos y que se habian mantenido congeladas a — 80°C
(Gonzalezy cols., 2011).

Tras la homogeneizacion del tejido, se realizd la determinacion y ajuste de los
niveles de proteinas en las muestras de homogeneizado de corazon. A continuacion, las
muestras fueron mezcladas con tampén de muestra Laemmli (BioRad, Estados Unidos)
(SDS 10%, H20 destilada, glicerol 50%, Tris HClI 1M pH 6,8, dithiotreitol y azul de
bromofenol) con beta mercaptoetanol (50 uL por mL de Laemmli). Posteriormente 20 uL
(2 pg/uL) de esta mezcla se colocaron en un gel de electroforesis. Una vez separadas
las proteinas por peso molecular en el gel, se transfirio a una membrana de
nitrocelulosa (Amersham, Reino Unido) por un sistema de transferencia semihumeda
(BioRad, Estados Unidos) incubandose con los anticuerpos especificos

correspondientes que fueron los siguientes:
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a) Anticuerpos policlonales de conejo para la iINOS (Santa Cruz Biotechnology,
California, Estados Unidos) en una dilucion 1:1000 en TBS-Tween.

b) Anticuerpos policlonales de conejo para la eNOS (Santa Cruz Biotechnology,
California, Estados Unidos) en una dilucién 1:1000 en TBS-Tween.

¢) Gliceraldehido-3-Fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como control interno usando
anticuerpos monoclonales de raton (Ambion, Austin, Tejas, Estados Unidos) que
reconoce la totalidad de moléculas de GAPDH.

Las proteinas marcadas con los anticuerpos fueron visualizadas mediante una
pelicula de rayos X por quimioluminiscencia siguiendo las recomendaciones del
proveedor (Amersham ibérica, Madrid, Espafia). La autorradiografia fue cuantificada por
densitometria con el programa /mage J.

En la Figura 22 se encuentra representado un esquema del protocolo experimental

llevado a cabo en esta Tesis Doctoral.
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Establecimiento de la neuropatia (CPT/DM?2)
I

Evaluacion del desarrollo de neuropatia autonémica cardiovascular

|
| | |

Presion Arterial Funcion cardiaca Cuantificacion expresion
receptores cannabinoides

Si alteraciones

Tratamiento con agonistas cannabinoides
|

Reevaluacion de la funcion cardiovascular

[ | |
Presion Arterial Funcion cardiaca basal Funcion cardiaca tras
isquemia/reperfusion

Si modificacion de las alteraciones

Evaluacion de los mecanismos de accion.

Tratamiento con Niveles de Expresion de iNOS
antagonistas LDH y eNOS en musculo
cannabinoides en eluyente cardiaco

|
Reevaluacion de
la funcion
cardiovascular

Figura 22: Esquema general del protocolo experimental llevado a cabo en esta Tesis Doctoral. CPT-
cisplatino, DM2 Diabetes Mellitus tipo 2, LDH Lactato Deshidrogenasa, iNOS-Oxido Nitrico Sintasa
Inducible, eNOS- Oxido Nitrico Sintasa Endotelial.
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7 SOLUCIONES Y FARMACOS UTILIZADOS
7.1 PREPARACION DE LA SOLUCION NUTRICIA DE KREBS-HENSELEIT.
Como solucién nutricia para la realizacion de los experimentos se ha utilizado la
solucion fisiologica de Krebs-Henseleit modificada para corazon, que fue desarrollada

por Hans Krebs y Kurt Henseleit en 1932 (Krebs y cols., 1932).

Consiste en una solucién de agua bidestilada que contiene una concentracion de
iones, sales y nutrientes equivalente a la que encontrariamos en los fluidos corporales.

La composicion de esta solucidn esta detallada en la tabla 2.

Tabla 2: Composiciéon de la solucion nutricia de Krebs-Henseleit

modificada para corazon.

SOLUCION KREBS-HENSELEIT CONCENTRACION
NaCl 118 mM

KCI 4.7 mM

MgSOs 7H.O 1.2mM

KH2PO4 1.2mM

NaHCOs 25 mM

D(+)- Glucosa anhidra 10 mM

CaCl 2.5mM

Piruvato 2mM

En el caso de los animales con DM2, no se anadié piruvato a la solucién de Krebs-
Henseleit, ya que en la bibliografia consultada no afiadian este elemento en la solucién

nutricia para la perfusion de corazones de animales ZDF.
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Las diferentes sales y la glucosa necesarias para la preparacién de la solucion de
Krebs-Henseleit modificada fueron suministradas por Panreac Quimica S.A., (Barcelona,
Espafa).

7.2 - SOLUCIONES UTILIZADAS PARA WESTERN-BLOT.

Las diferentes soluciones utilizadas para la determinacién de la expresion de
proteinas mediante Western-Blot se prepararon de la siguiente manera:

o Tampén de electroforesis (Tris-glicina/SDS). El tampédn utilizado para la
electroforesis se elabord diluyendo el tampoén Tris-glicina/SDS comercial (Biorad)
(10X) en agua bidestilada en una proporcién 1:10, afiadiendo metanol (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia) en una proporcion 2:10 y SDS 10% (sodio dodecil
sulfato) en una concentracién final del 0.1%.

o Tampén de transferencia (Tris-glicina/metanol). El tampon utilizado para
la transferencia se elabor6 diluyendo el tampoén Tris-glicina/metanol comercial
(10X) (Biorad) en agua bidestilada en una proporcion 1:10.

o Buffer TTBS (Tris-salino/Tween 20). Se elaboré diluyendo el tampon TBS
Tris-salino comercial (10X) (Biorad) en agua bidestilada en proporcién 1:10 y
anadiendo Tween 20 (Biorad) en una proporcion final de 0.05%.

o Buffer de bloqueo. Se elaboro diluyendo en tampdn TTBS un 3% de leche

en polvo desnatada (Biorad).
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7.3 - FARMACOS UTILIZADOS
o AM251 (N-(Piperidin-1-yl)-5-(4-iodophenyl)-1-(2,  4-dichlorophenyl)-4-
methyl-1H-pyrazole-3-carboxamide). Suministrado por Tocris Cookson Ltd.,

(Bristol, Reino Unido).

e AM630 (6-lodo-2-methyl-1-[2-(4-morpholinyl)  ethyl]-1H-indol-3-yl]  (4-
methoxyphenyl) methanone). Suministrado por Tocris Cookson Ltd.,
(Bristol, Reino Unido).

e Cisplatino. (cis-Diammineplatinum (Il) dichloride). Suministrado por Sigma-
Aldrich (Espaia).

e Tocrisolve® Suministrado por Tocris Cookson Ltd., (Bristol, Reino Unido).

o Win 55,212-2 (R-(+)-[2,3-Dihydro-5-methyl-3-(4-morpholinylmethyl) pyrrolo
[1,2,3-de]-1,4-benzoxazin-6-yl]-1-naphthalenylmethanone mesylate).

Suministrado por Tocris Cookson Ltd., (Bristol, Reino Unido).

7.4— DISOLUCION DE LOS FARMACOS

e CPT. Se disolvi6 en solucion salina (NaCl 0.9%) y fue sonicado hasta su
completa disolucion.
Dado que los cannabinoides son compuestos muy liposolubles y la disolucién de
estos compuestos supone un problema adicional, utilizamos diferentes vehiculos
para la disolucion de los diferentes compuestos cannabinoides empleados en esta

Tesis Doctoral.
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AM251 y AMG630 se disolvieron de la siguiente manera: la cantidad de
antagonista correspondiente al peso del animal, se disolvié en etanol absoluto
(Panreac Quimica S.A., Barcelona, Espafa) en una proporcién 1:1 (p/v) y
posteriormente se afadioé (1:1, v/v) una mezcla de etanol (Panreac Quimica S.A.,
Barcelona, Espafia): Tween 80 (Merck, Schuchardt, Alemania) (1:2, p/p).
Posteriormente, el etanol se elimind por evaporacion en una bomba de vacio, y
una vez eliminado, se fue anadiendo suero salino (en volumenes crecientes)
hasta un total de 0.5 ml de homogeneizado (Pertwee y cols., 1992).

Vehiculo de Win. Una mezcla de Tocrisolve® y solucion salina (NaCl 0.9%) en
una proporcién 1:9 v/v; de forma similar al procedimiento seguido para la
disolucion del Win pero sin afadir el cannabinoide.

Win. Se disolvio primero en Tocrisolve® en una proporciéon de 50 ul por cada 0.4

mg de Win, y posteriormente se anadioé solucidn salina en una proporcion 1:9 v/v.
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8 - ANALISIS ESTADISTICO

Las unidades de medida de cada uno de los parametros valorados en esta Tesis

Doctoral se encuentran detalladas en la tabla 3:

Tabla 3: Unidades de medida de los diferentes parametros evaluados.

PARAMETRO UNIDADES
Peso g

Glucemia mg/dl
Lipidos (Colesterol, HDL, Triglicéridos) | mg/dI
Presion arterial (PAM / PAS / PAD) mm Hg

Fc Latidos por minuto (Ipm)
PPC mm Hg

PDVI mm Hg

PDF mm Hg

indices de masas (IMC / IMVI) mg/g

MDA uM

LDH % (respecto al control)

Expresion Proteica

Unidades Arbitrarias (U.A.)

Insulina

Mg / |/ islote

Los valores de los parametros estudiados en esta Tesis Doctoral se expresan

como la media aritmética + el error estandar de la media (E.E.M.) de los datos obtenidos

de los grupos de animales (7). Esta puede variar entre 6-9 en el caso de la neuropatia

por administracion de CPT. En el caso de los animales LEAN y ZDF la n puede variar

entre 15-20 para parametros generales y entre 4-7 para los parametros evaluados en
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los animales tratados, ya que en este ultimo caso los animales se subdividieron en
grupos de tratamiento.

Para el analisis estadistico se ha utilizado el programa informatico Prisma 4
(GraphPad Software Inc).

La comparacion estadistica de los parametros estudiados entre los distintos
grupos experimentales se ha evaluado mediante la realizacién de un analisis de la
varianza (test ANOVA) de una/dos vias seguido de un test post-hoc Bonferroni.

Se han considerado diferencias estadisticamente significativas valores de

P<0.05.

104



RESULTADOS






RESULTADOS

En este apartado se detallaran los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral.
En primer lugar se expondra la caracterizacion de las alteraciones cardiovasculares en
un modelo de neuropatia cardiovascular inducida por Cisplatino (CPT) y en segundo
lugar la caracterizacion de las alteraciones cardiovasculares en un modelo de
neuropatia cardiovascular inducida por Diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Una vez
caracterizadas estas alteraciones se evaluara la modificacion de la expresion a nivel
cardiaco de los receptores cannabinoides (CB1 y CB2) y en los casos que procedan, el
efecto del tratamiento con cannabinoides sobre los parametros cardiovasculares

estudiados.
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1 MODELO DE NEUROPATIA POR CISPLATINO: ALTERACIONES

CARDIOVASCULARES

1.1 PARAMETROS GENERALES

1.1.1 Peso

Los animales del grupo CPT 2 mg/Kg y los animales del grupo Control (Salino)
mostraron un peso similar al inicio del protocolo experimental (CPT: 291.30 + 8.12 g

(n=10) P>0.05 vs Salino: 320.60 + 10.37 g (n=15), P>0.05).

Los animales del grupo Control mostraron a lo largo de todo el seguimiento un
aumento en la ganancia de peso corporal; sin embargo, los animales del grupo CPT 2
mg/kg mantuvieron el peso a lo largo de las 5 semanas de tratamiento con dicho
antitumoral, no produciéndose un aumento en la ganancia de peso de los animales. Hay
que sefalar ademas, que el peso de los animales del grupo CPT 2 mg/Kg fue
significativamente menor que el correspondiente al mismo punto temporal en animales
Control a partir de la 32 semana de tratamiento. Asi, en la 32 semana de tratamiento y en
la 5% (ultima semana de tratamiento) los valores de peso fueron: CPT: 308 + 545 g
(n=10) vs Salino: 353.20 + 10.72 g (n=15) P<0.01, y CPT: 303.40 + 3.85 g (n=10) vs

Salino: 377.47 + 10.56 g (n=15) P<0.01) (Figura 22), respectivamente.
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Figura 22. Evolucion del peso corporal de los animales tras el tratamiento
semanal durante 5 semanas con Cisplatino (CPT) 2 mg/kg i.p. (CPT) o el
tratamiento con Salino (Salino) considerado grupo Control. Los datos
representan la media + E.E.M. de 6-9 animales. Se utilizé un analisis de
varianza (ANOVA) de dos vias seguido de un test posf-hoc Bonferroni

para analizar los resultados (** P<0.01; *** P<0.001 vs Salino).

Por tanto, el tratamiento con CPT 2 mg/Kg i.p. durante 5 semanas provocd una

reduccién en la ganancia de peso de los animales.

1.1.2 Neuropatia periférica sensorial

Con el fin de evaluar el desarrollo de neuropatia periférica en estos animales, se
evaluod la alodinia, medida como umbral de respuesta a la presién, mediante la técnica
de los filamentos de Von Frey al final del tratamiento con el antitumoral. En la Figura 23
se representa el umbral de respuesta a la presién antes de comenzar el tratamiento

(Inicial) y tras 5 semanas de tratamiento con Salino (Control) o CPT 2 mg/kg. Al final del
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tratamiento, los animales tratados con Salino no mostraron alteraciones en su umbral de
respuesta a la presion, sin embargo, los animales tratados con CPT 2 mg/Kg vieron

disminuido significativamente dicho umbral de respuesta.
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Figura 23. Umbral de respuesta a la presion antes de comenzar el
tratamiento (Inicial) y tras un tratamiento semanal durante 5
semanas con Cisplatino 2 mg/kg (CPT) i.p. o Salino i.p. (Salino),
considerado grupo Control. Los datos representan la media + E.E.M.
de 6-9 animales. Se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de una
via seguido de un test post-hoc Bonferroni para analizar los

resultados (*** P<0.001 vs Salino).

Por lo tanto, se puede afirmar que el tratamiento con CPT 2 mg/Kg i.p. durante 5

semanas provoco neuropatia periférica sensorial en estos animales.
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1.2 PARAMETROS CARDIOVASCULARES

Para investigar el desarrollo de neuropatia autonémica a nivel cardiovascular tras
el tratamiento con CPT2mg/kg durante 5 semanas, se seleccionaron como parametros a

evaluar: la medida de presion arterial directa /n vivoy la funcion cardiaca in vitro.

1.2.1 Presion arterial

Como se ha detallado en el apartado de metodologia de esta Tesis Doctoral, se
valord, de manera directa por canulacion, la presion arterial y frecuencia cardiaca de los
animales de los diferentes grupos experimentales al finalizar los distintos tratamientos

(Salino o CPT 2 mg/kg i.p. semanalmente durante 5 semanas).

En la Figura 24 se muestran los valores de Presion Arterial Media (PAM),
Sistolica (PAS), Diastélica (PAD) y Frecuencia Cardiaca (Fc) obtenidos al final de los
diferentes tratamientos (5 semanas). El grupo de animales tratado con CPT2 mg/kg
mostrd valores de PAM, PAS, PAD y Fc similares a los obtenidos en los animales del
grupo Control (Salino). Asi, PAM: CPT: 85,36 + 6,14 mmHg (n=9)vs Salino: 102,82 +
8,71 mmHg (n=6), P>0.05; PAS: CPT: 112,48 + 7,06 mmHg (n=9) vs Salino: 125,08 +
11,13 mmHg (n=6), P >0.05; PAD: CPT: 68,69 + 5,75 mmHg (n=9) vs Salino: 85,60 *
7,30 mm Hg (n=6), P>0.05; Fc: CPT:374,62 + 16,63 latidos/minuto (n=9) vs Salino:

346,08 £30,92 latidos/minuto(n=6), P>0.05.
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Figura 24. Presion Arterial Media (PAM), Sistdlica (PAS), Diastolica (PAD) y Frecuencia
Cardiaca (Fc) de animales tratados durante 5 semanas con Cisplatino 2 mg/kg i.p.
(CPT) o tratados con Salino (Control). Los datos representan la media + E.E.M. de 6-9
animales. Se utilizé6 un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test

post-hoc Bonferroni para analizar los resultados. Lpm Latidos por minuto.

Por tanto, el tratamiento con CPT 2 mg/Kg durante 5 semanas no modificé ni la

presion arterial ni la frecuencia cardiaca en los animales.

1.2.2. Funcidn cardiaca basal

Para determinar si el tratamiento con CPT 2 mg/kg afectaba la funcion cardiaca
basal de los animales, se evalu6 la misma en la preparacion de corazén aislado y
perfundido tras los diferentes tratamientos llevados a cabo (Salino o CPT 2 mg/kg i.p.

semanalmente durante 5 semanas).
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En la figura 25 se muestran los diferentes parametros de funcion cardiaca
valorados en los dos grupos experimentales (Salino y CPT 2 mg/Kg). El tratamiento de
los animales con CPT 2 mg/Kg no produjo ninguna alteracion en los parametros de
funcién ventricular izquierda evaluados (Presion Desarrollada por el Ventriculo Izquierdo
(PDVI), Presion Diastolica Final (PDF)), en el flujo coronario (Presion de Perfusién de
las Coronarias (PPC)) y en la Frecuencia Cardiaca (Fc), obteniéndose en este grupo
experimental valores similares al grupo de animales tratados con Salino (grupo Control).
Asi, PDVI:.CPT: 62,00 £ 9,56 mmHg (n=5) vs Salino: 85,54 + 13,36 mmHg (n=9),
P>0.05; PDF: CPT:20,69 + 0,64 mmHg (n=5) vs Salino: 11,85 + 3,12 mmHg (n=9),
P>0.05; PPC: CPT: 72,20 + 3,99 mmHg (n=5) vs Salino: 85,44 £ 5,02 mmHg (n=9),

P>0.05; Fc: CPT: 247,44 £ 23,80 Ipm (n=5) vs Salino: 258,37 £ 6,62 Ipm (n=9), P>0.05.
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Figura 25. Parametros de funcién cardiaca basal (Presion Desarrollada por
el Ventriculo lzquierdo (PDVI), Presién Diastélica Final (PDF), Presion de
Perfusion de las Coronarias (PPC) y Frecuencia Cardiaca (Fc)) de
corazones de animales tratados durante 5 semanas con Cisplatino 2 mg/kg
i.p. (CPT) o tratados con Salino (Control). Los datos representan la media +
E.E.M. de 6-9 animales. Se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de una
via seguido de un test posf-hoc Bonferroni para analizar los resultados.

Lpm latidos por minuto.

Estos resultados muestran, por tanto, que el tratamiento con CPT 2 mg/Kg
durante 5 semanas no provoco alteraciones significativas en la funcion cardiaca basal

de los animales.
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1.3 FUNCION CARDIACA TRAS ISQUEMIA-REPERFUSION

A pesar de que no se observaron alteraciones en los parametros de
funcionalidad cardiaca basal en los corazones tras el tratamiento con CPT 2 mg/Kg
durante 5 semanas, se sabe que el tratamiento con antitumorales aumenta el riesgo de
padecer isquemia cardiaca (Yeh y cols., 2004). Ademas, el dafio cardiaco causado por
el proceso de isquemia reperfusion (I-R) podria ser mayor en corazones tras el
tratamiento con antitumorales que en corazones no sometidos a estos tratamientos. Por
ello, se quiso evaluar si el dafio por I-R era mayor en los animales tratados con CPT 2
mg/Kg i.p. semanalmente durante 5 semanas que en animales Control, tratados con
Salino con ese mismo protocolo de administracion.

Tras un proceso de |-R tanto la funcion cardiaca de animales tratados con Salino
como la de los animales tratados con CPT 2 mg/Kg se dafa claramente, disminuyendo
de forma significativa la capacidad contractil (PDVI) y dilatadora (PDF) ventricular
izquierda y la frecuencia cardiaca (Fc), asi como incrementandose también de forma
significativa la presion de perfusion de las coronarias (PPC). En la figura 26 se muestran
las representaciones de PDVI, PDF, PPC y Fc en situacién basal y tras 60 minutos de

reperfusion en los animales de los grupos experimentales mencionados.

No se observaron diferencias significativas en el dafno de la funcién cardiaca
post- isquemia entre los animales del grupo CPT 2 mg/Kg y Salino. En la tabla4 se
muestran los valores de PDVI, PDF, PPC y Fc tras un proceso de I-R en los animales de
los grupos experimentales mencionados, a diferentes tiempos durante el proceso de

reperfusion tras la isquemia.
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Tabla 4: Valores de funcién cardiaca (Presion Desarrollada por el Ventriculo Izquierdo (PDVI),

Presion Diastolica Final (PDF), Presion de Perfusion de las Coronarias (PPC) y Frecuencia

Cardiaca (Fc)) durante diferentes tiempos (minutos) del periodo de reperfusion tras isquemia en

preparaciones de corazén aislado y perfundido de animales tratados durante 5 semanas con

Cisplatino 2 mg/kg i.p. (CPT) o tratados con Salino (Control). Los datos representan la media +

E.E.M. de 6-9 animales. Se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguido de un

test post-hoc Bonferroni para analizar los resultados. Lpm latidos por minuto.

PDVI, mmHg PDF, mmHg
Tiempo
Salino CPT Salino CPT
reperfusion
1 20,56,5 13,2+3,8 65,216,3 66,6+7,0
2 14,9+3,3 8,4+0,5 61,8+9,4 77,542
5’ 16,1+3,9 8,0+0,3 69,0+5,9 83,315,2
10’ 18,1147 9,1£1,0 67,815,6 79,0+7,9
15’ 19,2+4,8 8,8+0,6 67,914,9 77,548,7
30’ 21,045,3 14,0+3,9 68,75,2 73,2+12,5
45’ 22,645,5 13,0+4,0 69,0+4,1 75,1+12,2
60’ 22,5452 8,5+0,3 71,015,5 77,5+12,0
Tabla 4: continuacion
PPC, mmHg Fc, Ipm
Tiempo
Salino CPT Salino CPT
reperfusion
1 153,419,9 131,2114,2 51,6+34,4 0,0+0,0
2 145,6£11,1 125,7+£13,0 59,6+29,9 0,0£0,0
5’ 148,1£12,1 124,4+13,4 70,1+£28,3 0,0£0,0
10’ 158,1+£12,8 127,5+14,9 89,9+35,8 0,0£0,0
15’ 164,1£12,8 130,5 +15,4 110,1+37,0 0,0£0,0
30’ 173,7+13,3 138,8+15,7 136,7+43,9 76,2+47,9
45’ 177,5 £15,6 143,8+17,2 134,9+43,0 46,1+46,1
60’ 186,3 £19,8 148,2+19,3 133,7142,4 0,0+0,0
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El tratamiento con CPT 2 mg/Kg i.p. durante 5 semanas no provocd un

agravamiento en el dafo cardiaco por I-R .

1.4 INDICE DE MASAS

La figura 27 muestra los valores de indice de Masa de Corazén (IMC) y de indice
de Masa del Ventriculo Izquierdo (IMVI) en los animales tras los diferentes tratamientos.
En los animales tratados con CPT 2 mg/Kg i.p. semanalmente durante 5 semanas se
obtuvo un IMC significativamente superior que en los animales que habian sido tratados
con Salino con el mismo protocolo de administracion. IMC: CPT: 5,03 £ 0,16 mg/g (n=4)
vs Salino: 4,23 = 0,15 mg/g (n=5), P<0.01). Sin embargo, el IMVI resulté similar en

ambos grupos de animales: CPT: 2,90 + 0,14 mg/g (n=4) vs Salino: 2,59 + 0,06 g (n=5),

P >0.05.
Indices masas CPT
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Figura 27. indice de Masas del Corazén (IMC) y del indice de Masas del
Ventriculo Izquierdo (IMVI) de corazones de animales tratados durante 5
semanas con Cisplatino 2 mg/kg i.p. (CPT) o tratados con Salino (Control). Los
datos representan la media + E.E.M. de 6-9 animales. Se utilizd un analisis de
varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc Bonferroni para

analizar los resultados. (** P<0.01 vs Salino).
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El tratamiento con CPT 2 mg/Kg i.p. durante 5 semanas provocd un aumento en
el indice de masa cardiaco que no parece ser debido a un aumento en la masa

ventricular izquierda.

1.5 CONEXINA 43

Una vez finalizado el experimento de funcion cardiaca, puesto que no se
encontraron alteraciones en los parametros funcionales estudiados, pero si alteraciones
en el IMC, se quiso conocer si existian alteraciones a nivel histolégico en los corazones
de los animales tratados con CPT 2 mg/Kg i.p. durante 5 semanas. Los cortes de los
corazones fijados y tefidos se observaron con un microscopio bajo el objetivo de 20

aumentos (Figura 28).

Figura 28. Imagenes de microscopia optica (20x) de preparaciones de tejido cardiaco
contrastadas con hematoxilina y marcadas con anticuerpo anti-Conexina 43 (color
marrén) de animales tratados durante 5 semanas con Cisplatino 2 mg/kg i.p. (CPT) o el

tratamiento con Salino (Control).
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En la imagen se puede apreciar que la Conexina 43 esta presente en ambos
tipos de preparaciones, y que no ha modificado su localizacién; los discos intercalares
de los cardiomiocitos. Sin embargo, para conocer si el tratamiento antitumoral modifica
la expresion de Conexina 43 es necesaria la cuantificacién de los niveles de dicha

proteina mediante Western-Blot.

1.5.1 Cuantificacién de la expresién de Conexina 43 mediante Western-Blot.

Entre los estudios que se llevaron a cabo, se quiso cuantificar, mediante Western
Blot, los niveles de Conexina 43 expresada en los corazones de estos animales. La
Conexina 43 es una proteina estructural que se une para formar uniones gap en los
vertebrados. Estas uniones ggp permiten el paso de pequefos iones y moléculas,
conectando directamente el citoplasma de células adyacentes. Las uniones gap son
esenciales para muchos procesos fisioldgicos, entre ellos, la despolarizacién coordinada
del musculo cardiaco. En la Figura 29 se representan los niveles de Conexina 43 en los
corazones de los animales tratados con CPT 2 mg/Kg o Salino i.p. durante 5 semanas:
CPT: 129 + 5.73 (n=8) vs Salino: 100.00 + 1.22 U.A. (n=8), P< 0.001. En los animales
tratados con CPT 2 mg/Kg durante 5 semanas se observd un aumento significativo de la

cantidad de Conexina 43 en tejido cardiaco.

120


http://es.wikipedia.org/wiki/Vertebrado
http://es.wikipedia.org/wiki/M%C3%BAsculo_card%C3%ADaco

RESULTADOS

Expresion de Conexina 43
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Figura 29. Expresion de niveles de Conexina 43 en homogeneizados de
ventriculo izquierdo de corazones procedentes de animales tratados durante 5
semanas con Cisplatino 2 mg/kg i.p. (CPT) o tratadas con Salino (Control). Los
datos representan la media + E.E.M. de 6-9 animales. Se utilizé un analisis de
varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc Bonferroni para

analizar los resultados. (*** P<0.001 vs Salino). U.A. Unidades Arbitrarias.

El tratamiento con CPT 2 mg/Kg i.p. durante 5 semanas provocé un aumento en

la expresion de Conexina 43 en el miocardio.

1.6 CUANTIFICACION DE LA EXPRESION CARDIACA DE RECEPTORES

CANNABINOIDES (CB1Y CB2)

A pesar de que no se encontré afectacion de la funcionalidad cardiovascular en
los animales sometidos los diferentes tratamientos llevados a cabo (Salino o CPT 2
mg/kg i.p. semanalmente durante 5 semanas), y dado que si se encontraron
alteraciones a nivel histologico en el corazén, se quiso conocer si paralelamente a ellas
se producian modificaciones en el sistema endocannabinoide a nivel cardiaco. Para ello,

se cuantificaron los niveles de expresion de los receptores cannabinoides (CB1 y CB2)
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en musculo cardiaco mediante Western Blot, utilizando muestras de ventriculo izquierdo

recogidas tras las 5 semanas de tratamiento.

Cuando se analiz6 la expresion de receptores cannabinoides CB1 y CB2 en
tejido cardiaco procedente de los diferentes grupos experimentales se pudo observar
que la expresion miocardica de los mismos en animales tratados con CPT 2 mg/kg i.p.
semanalmente durante 5 semanas fue similar a la encontrada en los animales tratados
con Salino (Control) siguiendo esta misma pauta de administracion; CB1: CPT: 101.12 £
1.49 U.A. (n=8) vs Salino: 100 + 1.19 U.A. (n=8), P>0.05; CB2: CPT: 100 + 1.33 U.A

(n=8) vs Salino: 100 + 2.02 U.A. (n=8), P>0.05 (Figura 30).

Expresion CB1 Expresion CB2
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Figura 30. Niveles de expresion de receptores cannabinoides CB1 y CB2 en
homogeneizados de ventriculo izquierdo de corazones procedentes de animales
tratados durante 5 semanas con Cisplatino 2 mg/kg i.p. (CPT) o tratados con
Salino (Control). Los datos representan la media + E.E.M. de 6-9 animales. Se
utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc

Bonferroni para analizar los resultados. U.A.: Unidades Arbitrarias.

El tratamiento con CPT 2 mg/Kg i.p. durante 5 semanas no provoco alteraciones

en la expresion miocardica de los receptores cannabinoides CB1 y CB2.
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2. MODELO DE NEUROPATIA POR DM2. ALTERACIONES CARDIOVASCULARES.

2.1 PARAMETROS GENERALES

2.1.1 Peso

La obesidad es uno de los principales factores asociados a la DM2. El grupo de
animales ZDF muestran desde el inicio de protocolo experimental, a las 6 semanas de
vida, un peso corporal significativamente superior al del grupo de animales LEAN de la

misma edad (ZDF: 215,63 + 3,88 g (n=7) vs LEAN: 161,13 + 3,19 g (n=7), P<0.001).

Hay que sefialar, sin embargo, que esta diferencia fue reduciéndose a lo largo de
las semanas de seguimiento de los animales, resultando el peso corporal de los
animales ZDF y LEAN similar a las 13 semanas de vida (ZDF: 374,29 + 8,93 g (n=15) vs
LEAN: 355,57 + 4,17 g (n=15), P>0.05) y a las 18 semanas de vida (ZDF: 389,71 +
10,03 g (n=15) vs LEAN 404,14 + 5,04 g (n=15), P>0.05). Mas aun, los animales del
grupo ZDF presentaron un peso corporal significativamente menor al de los animales del
grupo LEAN al final del tratamiento (semana 19-20 de vida de los animales): ZDF:

357,14 + 8,65 g (n=15) vs LEAN: 395,00 + 4,16 g (n=15), P<0.01 (Figura 31).
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Figura 31. Evolucién del peso corporal de animales obesos y diabéticos (ZDF) y de
animales no obesos y no diabéticos (LEAN), considerado como grupo Control. Los
datos representan la media + E.E.M. de 15-20 animales. Se utilizé6 un analisis de
varianza (ANOVA) de dos vias seguido de un test post-hoc Bonferroni para
analizar los resultados. (** P<0.01; *** P<0.001 vs LEAN).

Los animales ZDF desde edades tempranas tienen pesos superiores a los de los
animales no obesos. El aumento en el peso de los animales diabéticos va disminuyendo

con la edad e incluso llega a ser menor que en los animales control.

2.1.2 Glucemia

A las 7 semanas de vida, las glucemias de los animales ZDF y LEAN fueron
similares (ZDF: 54,41 + 2,58 mg/dl (n=20) vs LEAN: 51,45 + 4,18 mg/dl (n=20), P>0.05).
A partir de ese momento, la glucemia de los animales LEAN se mantuvo en esos
mismos niveles a lo largo de toda la vida del animal; sin embargo, los niveles de glucosa
en sangre de los animales ZDF fueron aumentando a lo largo de las semanas

resultando significativamente superiores a las glucemias de los animales LEAN a partir
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de la semana 12 (ZDF: 284,45 + 20,71 mg/dl (n=20) vs LEAN: 55,65 *+ 4,18 mg/dl

(n=20), P<0.001) (Figura 32).

Glucemia

00 o LEAN
~1ZDF

*k%k

semana/ semanal?2 semanal?

Figura 32. Evolucién de la glucemia de animales obesos y diabéticos (ZDF) y de
animales no obesos y no diabéticos (LEAN), considerado como grupo Control. Los
datos representan la media + E.E.M. de 15-20 animales. Se utilizé un analisis de
varianza (ANOVA) de dos vias seguido de un test post-hoc Bonferroni para
analizar los resultados. (*** P<0.001 vs LEAN). Las lineas discontinuas

horizontales representan el rango de normalidad en cuanto a la glucemia.

Si se considera que la normalidad, en cuanto a la glucemia en ayunas, esta entre
50 y los 109 mg/dl (Lesniewskiy cols., 2008), se puede afirmar que el grupo de

animales ZDF desarrollada DM a partir de las 12 semanas de vida.

2.1.3 Dislipemia

La dislipemia se valor6 mediante la determinacion de los niveles plasmaticos de
colesterol total y triglicéridos en la semana 19-20 de vida, al finalizar el seguimiento de
los animales.
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Colesterol total

A las 19-20 semanas de vida, los niveles plasmaticos de colesterol total de los
animales ZDF fueron significativamente superiores a los de los animales Control (LEAN)
(ZDF: 343.08 = 17.49 mg/dl (n=15) vs LEAN: 116.01 + 2.02 mg/dl (n=15), P<0.001). Si
se considera que la normalidad, en cuanto a los niveles de colesterol total, esta en
valores menores de 200 mg/dl (Vora y cols., 1996), se puede afirmar que el grupo de

animales ZDF tiene hipercolesterolemia (Figura 33).

Colesterol
400- -
S
300-
5
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Figura33. Niveles de colesterol en plasma en la semana 19-20 de vida de
animales obesos y diabéticos (ZDF) y de animales no obesos y no diabéticos
(LEAN), considerado como grupo Control. Los datos representan la media +
E.E.M. de 15-20 animales. Se utilizé6 un andlisis de varianza (ANOVA) de una
via seguido de un test posf-hoc Bonferroni para analizar los resultados. (***
P<0.001 vs LEAN). La linea discontinua horizontal representa el limite maximo

considerado de normalidad en cuanto a los niveles plasmaticos de colesterol.
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Triglicéridos

Por otra parte, a las 19-20 semanas de vida, los niveles plasmaticos de
triglicéridos de los animales ZDF fueron significativamente superiores a los de los
animales Control (LEAN) (ZDF: 409.88 + 51.66 mg/dl (n=15) vs LEAN: 178.58 * 6.03

mg/dl (n=15), P<0.001).

Si se considera que la normalidad, en cuanto a los niveles plasmaticos de
triglicéridos, se encuentra entre 40 y 160 mg/dl (Vora y cols., 1996), se puede afirmar

que el grupo de animales ZDF tiene hipertrigliceridemia (Figura 34).

TG
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Figura 34. Niveles de triglicéridos en plasma en la semana 19-20 de vida de
animales obesos y diabéticos (ZDF) y de animales no obesos y no diabéticos
(LEAN), considerado como grupo Control. Los datos representan la media *
E.E.M. de 15-20 animales. Se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via
seguido de un test post-hoc Bonferroni para analizar los resultados. (*** P<0.001
vs LEAN). La linea discontinua horizontal representa el limite maximo

considerado de normalidad en cuanto a los niveles plasmaticos de triglicéridos.

Asi, se podria decir que el grupo de animales ZDF ha desarrollado

hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia.
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2.1.4 Liberacion de insulina /in vitro

Al finalizar el protocolo experimental, a la semana 19-20 de los animales, se
realizé un ensayo de aislamiento y cultivo /n vifro de islotes pancreaticos para evaluar la
liberacion de insulina por parte de los mismos en un medio con diferentes

concentraciones de glucosa (Jones y cols., 2010).

Los islotes procedentes de los animales Control (LEAN) a las 19-20 semanas de
vida, respondieron al aumento de la concentracion de glucosa del medio liberando
mayor cantidad de insulina. Este efecto alcanzé su efecto maximo a una concentracion
de 10 mM de glucosa. Los islotes procedentes de los animales diabéticos (ZDF) a las 20
semanas de vida no fueron capaces de responder al aumento de la concentracion de

glucosa en el medio.

En la tabla 5 se muestran los valores de concentracidon de insulina en el medio
tras una hora de incubacién, tanto de los islotes procedentes de los animales LEAN
como de los animales ZDF. En la figura 35 se muestra la representacion grafica de la
respuesta a diferentes concentraciones de glucosa de los islotes pancreaticos de estos

animales.
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Tabla 5. Valores concentracion de insulina (ug de insulinal/litro/islote)
de los islotes pancreaticos procedentes de animales obesos y
diabéticos (ZDF) y de animales no obesos y no diabéticos (LEAN),
considerado como grupo Control tras una hora de incubacién en un
medio con diferentes concentraciones de glucosa.
representan la media + E.E.M. de 5-7 ensayos. Se utilizé un analisis
de varianza (ANOVA) de dos vias seguido de un test post-hoc

Bonferroni para analizar los resultados. (*P<0.05; *** P<0.001 vs

Los datos

LEAN).
[glucosa] (mM) LEAN ZDF
2 0.74 £ 0.13 1.30 £0.22
6 3.59+0.75 1.28+0.21*
8 5.52 £ 1.01 1.60 £ 0.19 ***
10 7.56 + 0.89 1.69 £ 0.38 ***
15 7.69 £ 0.91 1.60 £ 0.29 ***
20 7.33£1.00 1.70 £ 0.43 ***
LIBERACION INSULINA
10 ~
o - LEAN
Q
2 8 -O- ZDF
4
-
B 2 -
=
n -

[Glucosa] mM

Figura 35. Concentracion de insulina (ug de insulina/litro/islote) de los islotes pancreaticos

procedentes de animales obesos y diabéticos (ZDF) y de animales no obesos y no diabéticos

(LEAN), considerado como grupo Control tras una hora de incubacion en un medio con

diferentes concentraciones de glucosa. Los datos representan la media + E.E.M. de 5-7

animales.Se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc

Bonferroni para analizar los resultados. (*P<0.05; *** P<0.001 vs LEAN).
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2.1.5 Estrés oxidativo

Existe la evidencia, tanto en estudios clinicos como experimentales, de
que existe una estrecha relacion entre la hiperglucemia, el estrés oxidativo y las
complicaciones diabéticas. Los niveles altos de glucosa en sangre determinan
una sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno. Estos, a su vez, llevan a
cambios quimicos en practicamente todos los componentes celulares,
determinando modificaciones en las proteinas y en el ADN y llevando a la
peroxidacion lipidica. La medicion del malonildialdehido (MDA) (un producto de
esta peroxidacion lipidica) es una herramienta util para evaluar el estrés oxidativo
del organismo (Piconi y cols., 2003).

Dada esta relacion entre el estrés oxidativo y las complicaciones
diabéticas, se evaluaron los niveles de MDA en el plasma de estos animales.

A las 19-20 semanas de vida, los niveles plasmaticos de MDA de los
animales ZDF fueron significativamente superiores a los de los animales Control
(LEAN): ZDF: 0,28 + 0,28 pyM (n=5) vs LEAN: 0,17 + 0,014 uM (n=5) P<0.05

(Figura 36).
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Figura 36. Niveles plasmaticos de Malonildialdehido (MDA) en la semana 19-20 de
vida de los animales obesos y diabéticos (ZDF) y de animales no obesos y no
diabéticos (LEAN), considerado como grupo Control. Los datos representan la
media + E.E.M. de 4-5 animales. Se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de
una via seguido de un test posf-hoc Bonferroni para analizar los resultados
(*P<0.05vs LEAN).

Por lo tanto, se puede afirmar que los animales ZDF tienen un mayor estrés

oxidativo que los animales LEAN a las 19-20 semanas de vida.

2.1.6 Neuropatia periférica sensorial

Con el fin de evaluar el desarrollo de neuropatia periférica en estos animales, se
evaluod la alodinia, medida como umbral de respuesta a la presién, mediante la técnica
de los filamentos de Von Frey. Desde el principio del protocolo experimental (semana 6-
7 de vida de los animales) los animales diabéticos presentan un umbral de respuesta a
la presion significativamente menor que el de los animales LEAN. Esta disminucion en el

umbral de respuesta se fue agravando a lo largo del protocolo experimental (Figura 37).
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Figura 37. Representacion de los valores del umbral de respuesta a
la presion de los animales obesos y diabéticos (ZDF) y de animales
no obesos y no diabéticos (LEAN), considerado como grupo control.
Los datos representan la media £+ E.E.M. de 15-20 animales. Se
utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un
test post-hoc Bonferroni para analizar los resultados. (*P<0.05; ***
P<0.001 vs LEAN).

Los animales diabéticos presentan alodinia, signo claro de que han desarrollado

neuropatia periférica sensorial.

2.2 PARAMETROS CARDIOVASCULARES

Con el fin de evaluar el desarrollo de neuropatia autonémica a nivel
cardiovascular en estos animales, se seleccionaron como parametros a evaluar: la
medida de presion arterial directa y frecuencia cardiaca /in vivo y la funciéon cardiaca

basal in vitro.
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2.2.1 Presion arterial

Como se ha detallado en el apartado de metodologia de esta Tesis Doctoral, se
valord, de manera directa por canulacion, la presion arterial y frecuencia cardiaca de los

animales ZDF y LEAN al final del seguimiento, (19-20 semanas de vida).

Los valores de PAM, PAS, PAD y Fc, 10 minutos después de la canulacion,
fueron significativamente menores en el grupo de animales ZDF respecto a los
obtenidos en el grupo de animales LEAN. Asi, PAM: ZDF: 81,27 + 3,11 mmHg (n=15) vs
LEAN: 102,85 + 3,92 mmHg (n=15), P<0.001; PAS: ZDF: 108,61 + 2,35 mmHg (n=15)
vs LEAN: 125,83 + 4,03 mmHg (n=15), P<0.001; PAD: ZDF: 61,33 + 3,08 mmHg (n=15)
vs LEAN: 85,73 + 3,88 mmHg (n=15), P<0.001; Fc: ZDF: 246,97 * 7,84 Ipm(n=15) vs

LEAN: 305,15 + 10,02 Ipm (n=15), P<0.001 (Figura 38).
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Figura 38. Presién arterial media (PAM), sistdlica (PAS), diastdlica (PAD) vy
Frecuencia Cardiaca (FC) basales (10 minutos después de la canulacion de la
carotida) de los animales obesos y diabéticos (ZDF) y de animales no obesos y no
diabéticos (LEAN), considerado como grupo control. Los datos representan la
media + E.E.M. de 15-20 animales. Se utiliz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de
una via seguido de un test post-hoc Bonferroni para analizar los resultados (***
P<0.001 vs LEAN).

Por lo tanto, se puede afirmar que los animales diabéticos (ZDF), a las 19-20

semanas de vida, tenian hipotension y bradicardia, lo que podrian ser signos

compatibles con una disfuncién autondmica cardiovascular.
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2.2.2 Funcion cardiaca basal

Debido a que la diabetes es un factor de riesgo para la aparicion de alteraciones
cardiacas tales como disfuncion ventricular izquierda o alteraciones del ritmo cardiaco, y
a la vista de los resultados obtenidos hasta ahora, se quiso evaluar si en los animales
obesos y diabéticos (ZDF), respecto a los delgados y no diabéticos (LEAN), existia
alguna alteracién en la funcién cardiaca basal. Esta se evalud en la preparacion de
corazoén aislado y perfundido a las 19-20 semanas de vida donde el sobrepeso,
hiperglucemia y dislipemia estaban claramente establecidos, como se ha mostrado en

los apartados anteriores de Resultados de esta Tesis Doctoral.

En la figura 39 se muestra un registro representativo de la funcién ventricular
izquierda en los dos grupos experimentales (ZDF y LEAN). En este registro se puede
apreciar una menor frecuencia cardiaca y una mayor fuerza de contraccion en el animal

ZDF respecto al LEAN.
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Figura 39. Imagen del registro del transductor acoplado al balén inserto en el ventriculo
izquierdo del grupo de animales no obesos y no diabéticos (LEAN), considerado como
grupo control (A) y de animales obesos y diabéticos (ZDF) (B). Fc: Frecuencia Cardiaca;
PDVI: Presiéon Desarrollada por el Ventriculo Izquierdo; PDF Presién Diastolica Final.

Se puede apreciar una menor Fc y una mayor fuerza de contraccion (PDVI) en el animal
ZDF respecto al LEAN.
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Este resultado visual se ve reflejado en los resultados numéricos (Figura 40). El
grupo de animales ZDF present6 unos valores de PDVI (contractilidad ventricular
izquierda) estadisticamente superiores a los de los animales del grupo LEAN (ZDF:

145,35 + 5,65 mmHg (n=4) vs LEAN: 80,84 £ 7,09 mmHg (n=5), P<0.001).

Los valores de frecuencia cardiaca fueron significativamente inferiores en los
animales ZDF respecto a los animales LEAN (ZDF: 114,06 + 19,81 Ipm (n=4) vs LEAN:

184,40 + 31,04 Ipm (n=5), P<0.01).

No se encontraron, sin embargo, diferencias significativas en los valores de PDF
y PPC al comparar los resultados del grupo ZDF con los del grupo LEAN. Asi, PDF:
ZDF: 4,06 = 1,14 mmHg (n=4) vs LEAN: 3,41 + 0,67 mmHg (n=5), P>0.05; PPC: ZDF:

64,05 + 2,11 mmHg (n=4) vs LEAN: 75,76 + 14,05 mmHg (n=5), P>0.05.
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Figura 40. Parametros de funcion cardiaca (Presion Desarrollada por el Ventriculo
Izquierdo (PDVI), Presién Diastolica Final (PDF), Presion de Perfusidon de las Coronarias
(PPC) y Frecuencia Cardiaca (Fc)) basal (tras 20 minutos de estabilizacién) de los
animales obesos y diabéticos (ZDF) y de animales no obesos y no diabéticos (LEAN),
considerado como grupo control. Los datos representan la media + E.E.M. de 4-5
animales.Se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-
hoc Bonferroni para analizar los resultados. (** P<0.01; *** P<0.001 vs LEAN). Lpm

latidos por minuto.

Se podria, por lo tanto, afirmar que en los animales ZDF la funcionalidad
cardiaca esta alterada, confirmandose la bradicardia observada en los ensayos /n vivo,
acompanada de un aumento en la contractilidad ventricular izquierda, algo que podria

ser compatible con un estado de pre-insuficiencia cardiaca.
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2.2.3 Funcién cardiaca tras isquemia-reperfusion

Dados los resultados obtenidos en la evaluacién de la funcidon cardiaca basal, se
evaluo si el dafio por I-R era mayor en los animales ZDF que en los LEAN.Tal y como se
ha comentado en la Introduccion, la DM conduce a un aumento de la incidencia de
isquemia cardiaca, asi como aumento de la mortalidad tras la isquemia (Haffner, 1998;
Harjai y cols., 2003). Existen evidencias cientificas de que la cardiomiopatia diabética

puede contribuir a este aumento en el dano tras la isquemia (Lehto y cols., 1996).

La figura 41 muestra los cambios observados tras el proceso de I-R en los
diferentes parametros de funcion cardiaca respecto a la funcién cardiaca basal (previa a
la isquemia) tanto en los corazones de los animales ZDF como en los de los animales
Control (LEAN). Tras la isquemia y en el minuto 60 de reperfusion, todos los parametros
de funcion cardiaca se ven alterados en ambos grupos experimentales. Asi, existe una
disminucion significativa tanto de la capacidad contractil (PDVI) y dilatadora (PDF)
ventricular izquierda, como de la frecuencia cardiaca (Fc), acompafiado de un aumento

de la presion de perfusion de las coronarias (PPC).

En la tabla 6 y en la figura 42 se muestran los parametros de funcion cardiaca
PDVI, PDF, PPC y Fc tras el proceso de I-R tanto en los animales ZDF como en los
animales LEAN. El dafio en la funcién cardiaca tras el proceso de I-R resulté similar en

ambos grupos de animales.
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Tabla 6: Valores de funcion cardiaca, (Presion Desarrollada por el Ventriculo Izquierdo
(PDVI), Presién Diastolica Final (PDF), Presion de Perfusion de las Coronarias (PPC) y

Frecuencia Cardiaca (Fc)) durante diferentes tiempos (minutos) del periodo de reperfusion

tras isquemia en preparaciones de corazén aislado y perfundido de animales obesos y

diabéticos (ZDF) y de animales no obesos y no diabéticos (LEAN), considerado como

grupo control. Los datos representan la media + E.E.M. de 4-5 animales. Se utilizé6 un

analisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguido de un test post-hoc Bonferroni para

analizar los resultados. Los resultados muestran que no existen diferencias significativas

entre grupos (P>0.05 vs LEAN). Lpm latidos por minuto.

PDVI, mmHg PDF, mmHg
Tiempo
LEAN ZDF LEAN ZDF
reperfusion
1 8,75+ 0,30 8,71+ 0,76 58,01+14,16 55,51+ 3,41
2 8,16 = 5,00 8,52+ 0,79 68,95 + 9,10 61,64 + 5,44
5 8,48 £ 0,17 8,52 + 0,90 68,56 + 7,17 61,21 + 4,31
10’ 11,21+ 2,45 9,10 + 1,08 67,97 + 6,07 59,73 + 3,71
15’ 9,34 + 1,36 9,81 +0,88 69,63 + 5,43 64,26 + 2,55
30’ 8,79 + 0,81 20,78 £ 8,55 69,34 + 5,46 55,08 + 4,17
45’ 9,49 £+ 0,99 18,67+10,29 66,48 + 5,25 54,84 + 5,19
60’ 7,97 £ 5,80 17,31 £ 8,83 64,84 + 4,82 53,71 + 4,04
Tabla 6: continuacion.
PPC, mmHg Fc, Ipm
Tiempo
LEAN ZDF LEAN ZDF
reperfusion

1 105,88 + 7,42 | 85,15+ 13,73 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
2 100,95 + 5,48 | 83,04 £ 13,04 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
5 93,70 + 4,71 79,66 + 11,73 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
10’ 94,84 + 5,55 82,60 + 12,02 0,00 = 0,00 0,00 £+ 0,00
15’ 97,92 £ 6,13 104,28 + 9,87 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
30’ 118,54 + 8,45 | 126,56 + 13,81 0,00 + 0,00 37.20 + 37.20
45’ 142,42 + 12,51 | 141,11 + 18,23 0,00 + 0,00 39,18 £ 39,18
60’ 153,59 + 15,44 | 157,24 + 18,82 0,00 + 0,00 38,38 + 38,38
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Figura 42. Parametros de funcién cardiaca (Presién Desarrollada por el Ventriculo Izquierdo
(PDVI), Presion Diastélica Final (PDF), Presion de Perfusion de las Coronarias (PPC) y
Frecuencia Cardiaca (Fc)) durante diferentes tiempos (minutos) del periodo de reperfusion tras
isquemia en preparaciones de corazon aislado y perfundido de animales obesos y diabéticos
(ZDF) y de animales no obesos y no diabéticos (LEAN), considerado como grupo control. Los
datos representan la media + E.E.M. de 4-5 animales. Se utilizd un analisis de varianza
(ANOVA) de dos vias seguido de un test posf-hoc Bonferroni para analizar los resultados. B:

basal; R: reperfusion.

En los corazones de los animales diabéticos, no se encontré un agravamiento en

el dafo cardiaco por I-R, respecto a animales no diabéticos.
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2.2.4 indice de masas

La figura 43 muestra que los valores de indice de Masa de Corazén (IMC) y de
indice de Masa del Ventriculo Izquierdo (IMVI) en los animales diabéticos (ZDF) y en los
animales Control (LEAN) fueron similares. Asi, IMC: (ZDF: 4,48 + 0,19 mg/g (n=4) vs
LEAN: 4,77 + 0,14 mg/g (n=5), P>0.05); IMVI: (ZDF: 2,77 + 0,13 mg/g (n=4) vs LEAN:
2,85 + 0,11 mg/g (n=5), P>0.05).

W EAN
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Figura 43: indice de Masas del Corazén (IMC) y el indice de Masas del
Ventriculo Izquierdo (IMVI) de animales obesos y diabéticos (ZDF) y de
animales no obesos y no diabéticos (LEAN), considerado como grupo
control. Los datos representan la media + E.E.M. de 4-5 animales.Se utilizé
un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc

Bonferroni para analizar los resultados.

Los animales diabéticos, no mostraron alteraciones en el IMC ni en el IMVI,

respecto a animales Control, no diabéticos.
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2.2.5 Cuantificacién de la expresion cardiaca de receptores cannabinoides (CB1

Y CB2)

En ciertas patologias, entre las que se encuentran las neuropatias autonémicas
causadas por alteraciones metabdlicas, el sistema endocannabinoide se sobreexpresa o
se hipersensibiliza (Cable y cols., 2014). Por ello, tras la evaluacion de la afectacion de
la funcionalidad cardiovascular en los animales ZDF, se quiso conocer si en los
corazones de estos animales se producian modificaciones en el sistema
endocannabinoide. Para ello, se cuantificaron los niveles de expresion de los receptores
cannabinoides (CB1 y CB2) en musculo cardiaco utilizando muestras de ventriculo

izquierdo de animales ZDF y LEAN a las 19-20 semanas de vida.

Cuando se comparé la expresion cardiaca de los receptores cannabinoides CB1
y CB2 mediante Western-Blot, se encontré una disminucion significativa en la expresion
de dichos receptores en los animales ZDF respecto a los animales del grupo LEAN;
CB1: ZDF: 91.11 + 3.21 U.A. (n=9) vs LEAN:100 + 2.44 U.A. (n=9), P<0.05; CB2: ZDF:

88.63 + 3.59 U.A (n=9) vs LEAN:100 + 1.84 U.A (n=9), P<0.01 (Figura 44).
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Figura 44. Niveles de expresion de receptores cannabinoides CB1 y CB2 en
homogeneizados de ventriculo izquierdo de corazones procedentes de animales
obesos y diabéticos (ZDF) y de animales no obesos y no diabéticos (LEAN),
considerado como grupo control, a las 19-20 semanas de vida. Los datos
representan la media + E.E.M. de 7-9 corazones.Se utilizé6 un analisis de varianza
(ANOVA) de una via seguido de un test posf-hoc Bonferroni para analizar los
resultados. (*P<0.05; ** P<0.01vs LEAN). U.A.: Unidades Arbitrarias.

A la vista de estos resultados se podria decir que la expresion ventricular

izquierda de receptores CB1 y CB2 esta disminuida en situaciones de SM.

Por ello, y dado que Unicamente se observaron alteraciones cardiovasculares y
una modificacién en la expresion de los receptores cannabinoides CB1 y CB2 a nivel
cardiaco en el modelo de neuropatia diabética, se quiso estudiar el efecto de la
administracion de un agonista cannabinoide no selectivo sobre las alteraciones

cardiovasculares observadas en las ratas ZDF.
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3 EFECTO DE LA ADMINISTRACION AGUDA DE WIN 55,212-2 SOBRE

PARAMETROS CARDIOVASCULARES EN LAS RATAS ZDF

Tras los resultados obtenidos, y una vez confirmado que los animales ZDF
habian desarrollado a las 20 semanas de vida, tanto la sintomatologia tipica del SM
(hiperglucemia, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia), como signos claros de haber
desarrollado neuropatia autonoémica cardiovascular (hipotension y bradicardia y
alteracion de la funcionalidad cardiaca), asi como una reduccién en la expresion de los
receptores cannabinoides CB1 y CB2, se procedio a valorar si el tratamiento agudo con
un cannabinoide no selectivo, Win 55,212-2, podria modificar los parametros
cardiovasculares que se vieron alterados en esta situacién y si los receptores

cannabinoides CB1 y CB2 estaban implicados en su efecto.

3.1 EFECTO DE LA ADMINISTRACION AGUDA DE WIN SOBRE LA PRESION

ARTERIAL: POSIBLE IMPLICACION DE LOS RECEPTORES CANNABINOIDES.

Tal y como se ha descrito en el apartado “Material y Métodos” de esta Tesis
Doctoral, se registraron de manera directa durante 50 minutos los parametros de PAM,
PAS, PAD y Fc en los distintos grupos experimentales. En las figuras de este apartado
se muestran los cambios en dichos parametros en animales ZDF a lo largo de este

periodo de registro.
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3.1.1 Efecto del vehiculo

Los cannabinoides son compuestos altamente liposolubles. Esto supone un
problema adicional que obliga a disolver estos compuestos en solventes de diferente
naturaleza quimica. Por ello, resulta necesario evaluar el efecto del vehiculo utilizado

para disolver estos compuestos sobre las funciones a valorar.

A los 30 minutos, la administracion i.p. de Tocrisolve®, el vehiculo utilizado para
la disolucién de los cannabinoides en esta Tesis Doctoral, produjo un ligero aumento en
los valores de PAM, PAS y PAD en el grupo de animales ZDF tratados (ZDF VEH)
cuando se comparan con los animales del grupo de animales ZDF sin tratar, que resultod
significativo en el caso de la PAD. Asi, PAM: ZDF VEH: 107.33 £ 5.47 mmHg (n=5) vs
ZDF: 85.97 £ 4.29 mmHg (n=4), P>0.05; PAS: ZDF VEH: 129.23 + 5.60 mmHg (n=5) vs
ZDF: 111.38 £ 3.79 mmHg (n=4), P>0.05; PAD: ZDF VEH: 87.59 * 5.66 mmHg (n=5) vs
ZDF: 64.54 + 5.02 mmHg (n=4), P<0.05; Fc: ZDF VEH: 307.06 £ 9.06 Ipm (n=5) vs ZDF:

289.88 + 10.5 Ipm (n=4), P>0.05 (Figura 46).
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Figura 46. Presion arterial media (PAM), sistolica (PAS), diastdlica (PAD) y Frecuencia
Cardiaca (Fc) 10, 30 y 50 minutos después de la canulacion de la arteria carétida de animales
obesos y diabéticos tratados con vehiculo cannabinoide (Tocrisolve®) (ZDF VEH) y animales
obesos y diabéticos no tratados, considerados como grupo control (ZDF). Los datos
representan la media + E.E.M. de 4-6 animales.Se utilizd un analisis de varianza (ANOVA) de
dos vias seguido de un test post-hoc Bonferroni para analizar los resultados (* P<0.05 vs
ZDF). En la parte superior se representa el protocolo experimental llevado a cabo en la

medida de presion arterial y administracion de vehiculo. Lpm: latidos por minuto.
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Este ligero aumento en los valores de PAM, PAS y PAD provocado por la
administracion del vehiculo habia desaparecido por completo en el minuto 50, siendo
dichos valores similares a los encontrados en el grupo de animales sin tratar. Asi, PAM:
ZDF VEH: 105,73 = 6,79 mmHg (n=5) vs ZDF: 102,84 £ 5,99 mmHg (n=4), P>0.05;
PAS: ZDF VEH: 125,32 = 7,67 mmHg (n=5) vs ZDF: 123,68 + 4,46 mmHg (n=4),
P>0.05; PAD: ZDF VEH: 86,38 = 6,78 mmHg (n=5) vs ZDF: 83,49 + 7,68 mmHg (n=4),
P>0.05; Fc: ZDF VEH: 308,98 + 11,96 Ipm (n=5) vs ZDF: 301,80 + 10,61 Ipm (n=4),

P>0.05 (Figura 46).

El tratamiento con el vehiculo no produjo modificaciones importantes en los

valores de presion arterial y frecuencia cardiaca en los animales ZDF.

3.1.2 Efecto de Win

Una vez valorado el efecto del vehiculo sobre la presion arterial en las ratas ZDF
y dado que éste no ocasionaba ninguna maodificacion relevante en ella, se procedid a
evaluar si la administracion aguda de Win podria corregir los signos de neuropatia
autondmica cardiovascular (hipotension y bradicardia) observados en los animales

ZDF.

En general, la administracion de cannabinoides en animales anestesiados
ocasiona bradicardia y tiene efecto hipotensor. En los animales ZDF anestesiados, la
administracion aguda de Win 1mg/Kg provocé una caida en PAM, PAS, PAD y Fc que
fue maxima a los 30 minutos del protocolo experimental, cuando se comparan dichos

valores con los de ratas ZDF tratadas con vehiculo en el mismo punto temporal del
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protocolo experimental. PAM: ZDF Win: 78,51+ 3,66 mmHg (n=6) vs ZDF VEH: 107,33 +
5,47 mmHg (n=5), P<0.01; PAS: ZDF Win: 104,30 * 4,52 mmHg (n=6) vs ZDF VEH:
129,23 + 5,60 mmHg (n=5), P<0.05; PAD: ZDF Win: 58,94 + 3,20 mmHg (n=6) vs ZDF
VEH: 87,59 £ 5,66 mmHg (n=5), P<0.01; Fc: ZDF Win: 261,43 £ 12,97 Ipm (n=6) vs ZDF

VEH: 307,06 + 9,06 Ipm (n=5), P<0.05 (Figura 47).

Sin embargo, este efecto hipotensor y bradicardizante de Win habia
desaparecido en el minuto 50 del protocolo. PAM: ZDF Win: 94,15 + 6,81 mmHg (n=6)
vs ZDF VEH: 105,73 £ 6,79 mmHg (n=5), P>0.05; PAS: ZDF Win: 116,05 £ 6,79 mmHg
(n=6) vs ZDF VEH: 125,32 + 7,67 mmHg (n=5), P>0.05; PAD: ZDF Win: 74,68 + 6,13
mmHg (n=6) vs ZDF VEH: 86,38 + 6,78 mmHg (n=5), P>0.05; Fc: ZDF Win: 299,70 +

11,53 Ipm (n=6) vs ZDF VEH: 308,98 + 11,96 lpm (n=5), P>0.05 (Figura 47).
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Figura 47. Presion Arterial Media (PAM), Presién Arterial Sistélica (PAS), Presion
Arterial Diastélica (PAD) y Frecuencia Cardiaca (Fc) 10, 30 y 50 minutos después
de la canulacion de la arteria carétida de animales obesos y diabéticos tratados con
Win (ZDF Win) y animales obesos y diabéticos tratados con vehiculo del
cannabinoide (Tocrisolve®), considerados como grupo control (ZDF VEH). Los
datos representan la media £+ E.E.M. de 5-6 animales. Se utilizé un analisis de
varianza (ANOVA) de dos vias seguido de un test post-hoc Bonferroni para analizar
los resultados (*P<0.05; **P<0.01vs ZDF VEH). En la parte superior se representa el
protocolo experimental llevado a cabo en la medida de presién arterial y
administracion de vehiculo o Win y momento en que se observo el efecto maximo

del cannabinoide. Lpm: latidos por minuto.
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La administracion de Win 1 mg/Kg i.p. produce en ratas ZDF un efecto hipotensor
y bradicardizante transitorio que desaparece a los 50 minutos del protocolo, no
corrigiendo la hipotension y bradicardia observadas en estos animales (ver

apartado2.2.1 de Resultados).

3.1.3 Efecto de los antagonistas

Los resultados obtenidos hasta ahora parecian mostrar que la administracion
aguda de Win 1mg/kg era capaz de provocar modificaciones transitorias en la presion

arterial de ratas ZDF ejerciendo un efeto hipotensor y bradicardizante.

Para conocer si estos efectos causados por el Win estaban mediados por
receptores cannabinoides, se procedié a evaluar si los receptores CB1 y CB2 estaban
involucrados en el efecto de la administracion aguda de Win sobre los parametros

modificados.

En trabajos anteriores, nuestro grupo de investigacion habia comprobado que la
administracion, tanto crénica como aguda del vehiculo utilizado para la disolucién de los
antagonistas cannabinoides AM251 y AM630 (Tween 80) en ratas Wistar, no tenia
efectos cardiovasculares (Abalo y cols., 2009). Por ello, y dado el alto coste de estos
animales y que unicamente se hacia una administracion aguda del mismo, no se realiz6
la evaluacion del efecto de dicho vehiculo sobre los parametros cardiovasculares en

ratas ZDF.
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Previamente a evaluar la implicacion que los receptores cannabinoides CB1 y
CB2 podian tener en el efecto de Win, se evaluo6 si los antagonistas tenian algun efecto

“per s€’ sobre la presion arterial en los animales ZDF.

La administracién de AM251 1mg/kg a las ratas ZDF ocasion6 un ligero, aunque
significativo aumento de la presion arterial (PAM, PAS y PAD) en rata ZDF anestesiada
en el minuto 30 del protocolo experimental, si bien no modificéd la Fc (Tabla 7, Figura
48). Es importante senalar que este aumento en la presion arterial habia desaparecido

en el minuto 50 del protocolo.

La administracion de AM630 1mg/kg a las ratas ZDF no ocasioné ninguna
modificacion en los parametros de presion arterial analizados (PAM, PAS, PAD y Fc) en
rata ZDF anestesiada durante el tiempo de registro del protocolo experimental (Tabla 7,

Figura 48).
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Figura 48. Presion Arterial Media (PAM), Presion Arterial Sistolica (PAS), Presion
Arterial Diastélica (PAD) y Frecuencia Cardiaca (Fc) 10, 30 y 50 minutos después
de la canulacién de la arteria carétida de animales obesos y diabéticos tratados con
AM251 1mg/kg (ZDF AM251), AM630 1mg/kg (ZDF AM630), y animales obesos y
diabéticos no tratados, considerados como grupo control (ZDF). Los datos
representan la media + E.E.M. de 5-6 animales. Se utilizé un analisis de varianza
(ANOVA) de dos vias seguido de un test post-hoc Bonferroni para analizar los
resultados. (*P<0.05 vs ZDF).
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Tabla 7: Presion Arterial Media (PAM), Presion Arterial Sistélica (PAS), Presion Arterial

Diastolica (PAD) y Frecuencia Cardiaca (Fc)

a los 30 minutos en animales obesos y

diabéticostratados con AM251 1mg/kg (ZDF AM251), AM630 1mg/kg (ZDF AM630), y animales

obesos y diabéticos no tratados, considerados como grupo control (ZDF). Los datos representan

la media £+ E.E.M. de 5-6 animales. Se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via

seguido de un test post-hoc Bonferroni para analizar los resultados (*P < 0.05 vs ZDF).

PAM, mmHg PAS, mmHg
ZDF ZDFAM251 | ZDFAM630 ZDF ZDFAM251 | ZDFAMG630
85.97+4.29 |112,1916,28* | 103,45+8,68 | 111.38+3.79 [134,75+7,24* | 126,22+8,42
Tabla 7: continuacion.
PAD, mmHg Fc, Ipm
ZDF ZDFAM251 | ZDFAM630 ZDF ZDFAM251 | ZDFAMG630
64.54+5.02 | 89,61+6,76* | 82,66+8,44 | 289.88+10.5 [267,27+24,52 |274,57+15,85
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3.1.4 Efecto de los antagonistas + Win.

La administracion de los antagonistas de los receptores cannabinoides CB1 y
CB2 produjo un bloqueo del efecto hipotensor y bradicardizante que Win habia
provocado en las ratas ZDF, si bien ese bloqueo unicamente fue significativo en el caso
del AM251 y solo en la PAD. Asi, PAM: ZDF AM251+Win: 100,52 + 5,34mmHg (n=5) vs
ZDF Win:78,51 + 3,66 mmHg (n=6) P>0.05; ZDF AM630+Win: 95,62 + 8,14mmHg (n=5)
vs ZDF Win:78,51 + 3,66mmHg (n=6) P>0.05; PAS: ZDF AM251+Win: 122,08 + 5,99
mmHg (n=5) vs ZDF Win:104,3 + 4,5 mmHg (n=6), P>0.05, ZDF AM630+Win: 112,55 +
8,73mmHg (n=5) vs ZDF Win: 104,3 + 4,5 mmHg (n=6) P>0.05; PAD: ZDF AM251+Win:
79,37 £ 4,74 mmHg (n=5) vs ZDF Win: 58,94 + 3,2 mmHg (n=6) P<0.05, ZDF
AM630+Win: 77,24 + 7,67 mmHg (n=5) vs ZDF Win: 58,94 + 3,2mmHg (n=6) P>0.05;
Fc: ZDF AM251+Win: 289,23 + 13,87 Ipm (n=5) vs ZDF Win: 261,43 + 12,97 Ipm (n=6)
P>0.05; ZDF AM630+Win: 290,50 + 17,14 Ipm (n=5) vs ZDF Win: 261,43 + 12,97Ipm

(n=6) P>0.05 (Figura 49).
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Figura 49. Efecto del bloqueo de los receptores cannabinoides CB1 o CB2 previo a la
administracion de Win en la Presion Arterial Media (PAM), Presion Arterial Sistélica (PAS),
Presion Arterial Diastolica (PAD) y Frecuencia Cardiaca (Fc) en el minuto 30 en animales obesos
y diabéticos tratados con AM251 1mg/kg y Win 1mg/Kg (ZDF AM251 Win), AM630 1mg/kg y Win
1mg/Kg (ZDF AM630 Win), y animales obesos y diabéticos tratados con Win 1mg/Kg,

considerados como grupo control (ZDF Win). Los datos representan la media + E.E.M. de 5-6

animales. Se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc
Bonferroni para analizar los resultados (*P<0.05; **P<0.01vs ZDF VEH; #P<0.05 vs ZDF Win).
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3.2 EFECTO DE LA ADMINISTRACION AGUDA DE WIN SOBRE LA FUNCION
CARDIACA BASAL: POSIBLE IMPLICACION DE LOS RECEPTORES

CANNABINOIDES

3.2.1 Efecto del vehiculo.

De la misma manera que sobre la presion arterial, también se evalué el efecto
del Tocrisolve® sobre la funcionalidad cardiaca basal. Asi, cuando se compararon los
parametros de funcidn cardiaca del grupo de animales ZDF tratado con vehiculo (ZDF
VEH) con los del grupo de animales ZDF sin tratamiento, no se encontraron diferencias
significativas en ninguno de los parametros evaluados. PDVI: ZDF VEH: 123,56 + 11,51
mmHg (n=5) vs ZDF: 145,35 + 5,65 mmHg (n=4), P>0.05; PDF: ZDF VEH: 12,56 + 3,46
mmHg (n=5) vs ZDF: 4,06 + 1,14 mmHg (n=4), P>0.05; PPC: ZDF VEH: 91,73 * 7,92
mmHg (n=5) vs ZDF: 64,05 * 2,11 mmHg (n=4), P>0.05; Fc: ZDF VEH: 75.77 + 16.37

Ipm (n=5) vs ZDF: 114,06 £ 19,81 Ipm (n=4), P>0.05 (Figura 50).
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Figura 50. Presién Desarrollada por el Ventriculo lzquierdo (PDVI), Presién Diastdlica
Final (PDF), Presion de Perfusion de las Coronarias (PPC) y Frecuencia Cardiaca (Fc)
basal (tras 20 minutos de estabilizacion) de animales obesos y diabéticos tratados con
vehiculo cannabinoide (Tocrisolve®) (ZDF VEH) y animales obesos y diabéticos no
tratados, considerados como grupo control (ZDF). Los datos representan la media *
E.E.M. de 4-5 animales.Se utiliz6 un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguido

de un test post-hoc Bonferroni para analizar los resultados.

La administracion i.p. del vehiculo utilizado para la disolucion de los

cannabinoides, no produjo ninguna modificacion en los valores de funcionalidad

cardiaca basal en los animales ZDF.
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3.2.2 Efecto de Win.

Cuando se estudia el efecto de la administracion aguda de Win en los animales
ZDF (ZDF Win) sobre la funcion cardiaca basal tampoco se observaron modificaciones
en relacién a los animales tratados con el vehiculo (ZDF VEH) en ninguno de los
parametros evaluados (PDVI, PDF, PPC o Fc). PDVI: ZDF Win: 107,27 + 14,07 mmHg
(n=7) vs ZDF VEH: 123,56 + 11,51 mmHg (n=5), P>0.05; PDF: ZDF Win:7,16 + 2,14
mmHg (n=7) vs ZDF VEH: 12,56 + 3,46 mmHg (n=5), P>0.05; PPC:ZDF Win: 77,93
7,1 mmHg (n=7) vs ZDF VEH: 91,73 + 7,92 mmHg (n=5), P>0.05; Fc: ZDF Win: 123,50

t 11,78 Ipm (n=7) vs ZDF VEH: 75.77 £ 15,79 Ipm (n=5), P>0.05 (Figura 51).

160



RESULTADOS

PDVI PDF
200 200 -
150 - 150
(@] o
I T
£100 - £100 -
£ =
50 - 50 A
] I e —
0 - 0
T T T T
ZDF VEH ZDF Win ZDF VEH ZDF Win
PPC
200 A FC
200 -
150 -
e 150
o
T o
E 100 100 1
50 | i 50 7 i
O - 0 i
T T
ZDF VEH ZDF Win ZDF VEH ZDF Win

Figura 51. Presion Desarrollada por el Ventriculo Izquierdo (PDVI), Presién Diastolica
Final (PDF), Presién de Perfusiéon de las Coronarias (PPC) y Frecuencia Cardiaca (Fc)
basal (tras 20 minutos de estabilizacién) de animales obesos y diabéticos tratados con
Win (ZDF Win) y animales obesos y diabéticos tratados con vehiculo del cannabinoide
(Tocrisolve®), considerados como grupo control (ZDF VEH). Los datos representan la
media + E.E.M. de 5-7 animales.Se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias

seguido de un test post-hoc Bonferroni para analizar los resultados.

El tratamiento agudo con Win 1mg/kg no fue capaz de corregir las alteraciones
observadas en la funcion cardiaca basal de animales ZDF (ver apartado 2.2.2

Resultados).
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3.2.3 Efecto de los antagonistas

Los resultados obtenidos hasta ahora parecian mostrar que la administracion
aguda de Win 1mg/kg no provoca modificaciones sobre la funcion cardiaca basal de
ratas ZDF. Aun asi comprobamos el efecto que la administracion de los antagonistas

tenia sobre esta funcion.

Para conocer si estos efectos causados por el Win estaban mediados por
receptores cannabinoides, se procedié a evaluar si los receptores CB1 y CB2 estaban
involucrados en el efecto de la administracion aguda de Win sobre los parametros

modificados.

La administracion de AM251 1mg/kg o la administracion de AM630 1mg/kg no
modificaron los parametros de funcion cardiaca analizados (PDVI, PDF, PPC y Fc) en

las ratas ZDF (Tabla 8 y Figura 52).
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Figura 52. Presion Desarrollada por el Ventriculo Izquierdo (PDVI), Presion Diastélica

Final (PDF), Presién de Perfusion de las Coronarias (PPC) y Frecuencia Cardiaca (Fc)

basal (tras 20 minutos de estabilizacion) de animales obesos y diabéticos tratados con
AM251 1mg/kg (ZDF AM251), AM630 1mg/kg (ZDF AM630), y animales obesos y

diabéticos no tratados, considerados como grupo control (ZDF). Los datos representan

la media + E.E.M. de 5-6 animales. Se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de dos

vias seguido de un test post-hoc Bonferroni para analizar los resultados.
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Tabla 8: Presion Desarrollada por el Ventriculo Izquierdo (PDVI), Presion Diastélica Final (PDF),
Presion de Perfusion de las Coronarias (PPC) y Frecuencia Cardiaca (Fc) basal (tras 20 minutos
de estabilizacion) en animales obesos y diabéticos tratados con AM251 1mg/kg (ZDF AM251),
AM630 1mg/kg (ZDF AM630), y animales obesos y diabéticos no tratados, considerados como
grupo control (ZDF). Los datos representan la media £ E.E.M. de 5-6 animales. Se utilizé un
analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc Bonferroni para analizar
los resultados.Los resultados muestran que no existen diferencias significativas entre grupos
(P>0.05 vs ZDF).

PDVI, mmHg PDF, mmHg
ZDF ZDFAM251 ZDFAMG630 ZDF ZDFAM251 ZDFAM630
145,35+5,65 | 106,88+10,47 | 138,70+14,06 | 4,06x1,14 8,17+6,29 5,17+2,65
Tabla 8: continuacion.
PPC, mmHg Fc, Ipm
ZDF ZDFAM251 ZDFAMG630 ZDF ZDFAM251 ZDFAM630
64,05+2,11 79,71+6,08 74,4945,03 |114,06£19,81 | 133,85+6,73 | 123,37+14,73

3.2.4 Efecto de los antagonistas + Win

Aunque el agonista cannabinoide Win no habia producido ninguna modificacion
sobre funcion cardiaca basal, pero dado que se habia observado una disminucion a
nivel cardiaco, concretamente del ventriculo izquierdo, de la expresion de receptores
CB1 y CB2, se quiso conocer si la administracion de antagonistas previa al Win

ocasionaba algun cambio en la funcion cardiaca basal de ratas ZDF.

Cuando administramos los antagonistas de los receptores cannabinoides CB1
(AM251) y CB2 (AM630) previamente a Win, observamos que uUnicamente la

administracion de AMG630 produjo una disminucion significativa de la PDVI (ZDF
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AM251+Win: 126,39 * 19,24 mmHg (n=5) vs ZDF Win: 107,27 + 14,07 mmHg (n=7)
P>0.05), (ZDF AM630+Win: 74,11 + 3,34mmHg (n=5) vs ZDF Win 107,27 + 14,07mmHg

(n=7) P<0.05) (Figura 53).

Sin embargo, no se obtuvieron diferencias en ninguno de los demas parametros
de funcidn cardiaca analizados tras la administracion de ambos antagonistas
previamente a Win. Asi, PDF: ZDF AM251+Win: 14,69+ 3,80 mmHg (n=5) vs ZDF Win:
7,16% 2,14 mmHg (n=7) P>0.05, ZDF AM630+Win: 18,44+ 9,80mmHg (n=5) vs ZDF Win
7,16 2,14 mmHg (n=7) P>0.05; PPC: ZDF AM251+Win 88,95 * 9,47mmHg (n=5) vs
ZDF Win 77,93t 7,11mmHg (n=7) P>0.05, ZDF AM630+Win 86,57+ 9,03 mmHg (n=5)
vs ZDF Win 77,93+ 7,11mmHg (n=7) P>0.05; Fc: ZDF AM251+Win 88,95+ 9,47 Ipm
(n=3) vs ZDF Win 77,93 7,11 Ipm (n=7) P>0.05, ZDF AM630+Win 86,57+ 9,03 Ipm

(n=5) vs ZDF Win 77,93+ 7,11 Ipm (n=7) P>0.05 (Figura 53).
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Figura 53. Efecto del bloqueo de los receptores cannabinoides CB1 o CB2 previo a la
administracién de Win. Presion Desarrollada por el Ventriculo Izquierdo (PDVI),
Presién Diastélica Final (PDF), Presion de Perfusion de las Coronarias (PPC) y
Frecuencia Cardiaca (Fc) basal (tras 20 minutos de estabilizacion) de animales
obesos y diabéticos tratados con Win 1 mg/Kg + AM251 1mg/kg (ZDF AM251+Win),
Win 1 mg/Kg +AM630 1mg/kg (ZDF AM630+Win), y animales obesos y diabéticos
tratados con Win (ZDF Win), considerados como grupo control. Los datos representan
la media + E.E.M. de 5-7 animales. Se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de dos
vias seguido de un test posf-hoc Bonferroni para analizar los resultados (#P<0.05 vs
ZDF Win).
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3.3 EFECTO DE LA ADMINISTRACION AGUDA DE WIN SOBRE LA RECUPERACION
DE LA FUNCION CARDIACA TRAS I-R: POSIBLE IMPLICACION DE LOS

RECEPTORES CANNABINOIDES.

3.3.1 Efecto del vehiculo

Dado que el vehiculo utilizado contiene aceite de soja en su composicion, y ya
que existen estudios que relacionan la soja con un un efecto protector frente a
enfermedades cardiovasculares y una reducciéon en el dafio tras algunos tipos de
isquemia (Schreihofer y cols., 2009), también se evalué el efecto de Tocrisolve® sobre
la recuperacion de la funcion cardiaca tras un proceso de I-R. En la tabla 9 se muestran
los valores de funcidén cardiaca evaluados después de la isquemia y durante la

reperfusion en animales ZDF tratados con vehiculo (ZDF VEH) y no tratados (ZDF).

En los corazones procedentes de animales ZDF que habian sido tratados con
vehiculo (ZDF VEH), los parametros de funcionalidad cardiaca evaluados (PDVI, PDF,
PPC o Fc) durante el periodo de reperfusion, fueron similares a los de los corazones

procedentes de animales que no habia sido tratados con vehiculo (Tabla 9).
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Tabla 9: Valores de funcién cardiaca, (Presion Desarrollada por el Ventriculo Izquierdo (PDVI),

Presion Diastodlica Final (PDF), Presion de Perfusion de las Coronarias (PPC) y Frecuencia

Cardiaca (Fc)), durante diferentes tiempos (minutos) del periodo de reperfusion tras isquemia en

preparaciones de corazén aislado y perfundido de animales obesos y diabéticos tratados con

vehiculo (Tocrisolve®)

(ZDF VEH) y animales obesos y diabéticos no tratados (ZDF),

considerados como grupo control. Los datos representan la media £ E.E.M. de 4-6 animales. Se

utilizé un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguido de un test post-hoc Bonferroni para

analizar los resultados.Los resultados muestran que no existen diferencias significativas entre

grupos (P>0.05 vs ZDF). Lpm: latidos por minuto.

PDVI, mm Hg PDF, mm Hg
Tiempo
ZDF ZDF VEH ZDF ZDF VEH
reperfusion

1’ 8,71+£0,76 9,06£1,10 55,51+3,41 56,68+11,58

2 8,52+0,79 9,81+0,76 61,64+5,44 74,92+4,45

5’ 8,52+0,90 9,30+1,02 61,21+4,31 76,25+4,85

10’ 9,10+1,08 8,87+0,94 59,73+3,71 76,10+6,64

15’ 9,81+0,88 9,03+0,50 64,26+2,55 66,06+6,73

30’ 20,78+8,55 9,92+0,50 55,08+4,17 71,09+9,41

45’ 18,67+10,29 9,41+0,37 54,84+5,19 70,39+7,54

60’ 17,31+8,83 8,98+0,19 53,7114,04 71,9948,53

Tabla 9:continuacién.
PPC, mm Hg Fc, Ipm
Tiempo
ZDF ZDF VEH ZDF ZDF VEH
reperfusion

1 85,15+13,73 92,09+26,78 0,00+0,00 0,00+0,00

2 83,04+£13,04 140,50+£32,54 0,00+0,00 0,00+0,00

5 79,66+£11,73 141,30+£33,06 0,00+0,00 0,00+0,00

10’ 82,60+12,02 148,54+32,23 0,00+0,00 0,00+0,00

15’ 104,28+9,87 160,22+28,74 0,00+0,00 0,00+0,00

30’ 126,56+13,81 182,28+32,69 37.20+£37.20 0,00+0,00

45’ 141,11+18,23 193,20+31,61 39,18+39,18 0,00+0,00

60’ 157,24+18,82 197,55+34,82 38,38+38,38 0,00+0,00
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El tratamiento con el vehiculo utilizado para la disolucién de Win no produjo
modificaciones en la recuperacion de la funcionalidad cardiaca tras un proceso de I-R,

por lo que no interferiria en el efecto que el cannabinoide, Win, pudiese ejercer.

3.3.2 Efecto de Win

Los resultados obtenidos hasta ahora muestran que la administracion aguda de
Win 1mg/kg no era capaz de corregir las alteraciones cardiovasculares observadas en
animales ZDF. Sin embargo, se evaludsi tras un periodo de isquemia, el cannabinoide
podria ser capaz de proteger frente al dafio por I-R. Diferentes estudios muestran que
los cannabinoides son capaces de proteger frente al dafio por |-R cardiaca, cerebral o
hepatica(Lépiciery cols., 2006; Pacher y cols., 2008a; Pacher y cols., 2008b). Sin
embargo, no hay datos sobre si esta proteccion se ejerce en situaciones donde el riesgo

cardiovascular es alto como es el SM o la DM2.

Cuando los corazones procedentes de animales ZDF tratados con Win1mg/kg
i.p. se sometian a un proceso de I-R se observd que la PPC y la Fc se recuperaban
significamentemente mejor que dichos parametros en los corazones de las ratas ZDF
tratadas con vehiculo (ZDF VEH). El agonista cannabinoide Win claramente previno el
incremento significativo de la PPC tras la isquemia (ZDF Win: 130,16 + 12,60 mmHg
(n=7) vs ZDF VEH: 197,55 £ 34,82 mmHg (n=4), P<0.01) y la significativa reduccion de
la Fc tras la misma (ZDF Win: 84,45 + 26,02 mmHg (n=7) vs ZDF VEH: 0,00 + 0,00
mmHg (n=4), P<0.001). Es importante senalar que los valores de PPC y Fc en el minuto
60 del proceso de reperfusion fueron ademas similares a los que se encontraron en la

funcion basal.
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Sin embargo, no hubo diferencias en la recuperacion de la capacidad contractil y
dilatadora del ventriculo izquierdo (PDVI y PDF) de los animales ZDF tratados con Win.
PDVI: ZDF Win: 22,63 = 5,76 mmHg (n=7) vs ZDF VEH: 8,98 £ 0,19 mmHg (n=4),
P>0.05; PDF: ZDF Win: 46,16 + 6,02 mmHg (n=7) vs ZDF VEH: 71,99 £ 8,53 mmHg

(n=4), P>0.05 (Figura 54).
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Figura 54. Presion Desarrollada por el Ventriculo Izquierdo (PDVI), Presion Diastdlica
Final (PDF), Presion de Perfusion de las Coronarias (PPC) y Frecuencia Cardiaca (Fc)
durante diferentes tiempos (minutos) del periodo de reperfusion tras isquemia en de
animales obesos y diabéticos tratados con Win 1 mg/Kg (ZDF Win), y animales obesos y
diabéticos tratados con el vehiculo del cannabinoide (Tocrisolve®), considerados como
grupo control (ZDF VEH). Los datos representan la media + E.E.M. de 4-7 animales. Se
utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguido de un test post-hoc
Bonferroni para analizar los resultados (*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 vs ZDF VEH).

Lpm: latidos por minuto.
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Por tanto, el agonista cannabinoide Win, aunque no fue capaz de prevenir las
alteraciones observadas en la presion arterial /n vivo (ver apartado 3.1.2 de Resultados),
ni en la funcién cardiaca basal de los animales ZDF (ver apartado 3.2.2 de Resultados),
si previno parcialmente el dafno cardiaco causado por I-R en los corazones de los

animales ZDF.

3.3.3 Efecto de los antagonistas

De igual manera que en apartados anteriores se quisieron conocer los efectos
causados por el Win estaban mediados por receptores cannabinoides, y comenzamos

evaluando el efecto de los antagonistas “per se” sobre la funcioén cardiaca tras I-R.

De la misma manera, tras el proceso de I-R, la recuperaciéon de la funcion
cardiaca en las ratas ZDF (Control) y las tratadas con el antagonista de los receptores
cannabinoides CB1 (AM251) fue similar. Sin embargo, en los corazones de los animales
tratados con el antagonista de los receptores CB2 (AM630), se observaron valores de
PPC significativamente menores que los obtenidos tras la I-R de animales Control, si
bien no existieron diferencias significativas en el resto de los parametros cardiacos

evaluados (Tabla 10).
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Tabla 10: Valores de funcion cardiaca, (Presion desarrollada por el Ventriculo Izquierdo (PDVI),

Presion Diastdlica Final (PDF), Presion de Perfusion de las Coronarias (PPC) y Frecuencia

Cardiaca (Fc))durante diferentes tiempos (minutos) del periodo de reperfusion tras la isquemia en

preparaciones de corazén aislado de animales obesos y diabéticos tratados AM251 1 mg/Kg (ZDF
AM251), AM630 1 mg/Kg (ZDF AM630) y animales obesos y diabéticos no tratados (ZDF),

considerados como grupo control. Los datos representan la media £ E.E.M. de 4-6 animales.Se

utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguido de un test post-hoc Bonferroni para

analizar los resultados Los resultados muestran que no existe diferencia significativa entre los

grupos (P>0.05vs ZDF). Lpm: latidos por minuto.

PDVI, mmHg PDF, mmHg
Tiempo
ZDF ZDFAM251 | ZDFAM630 ZDF ZDFAM251 | ZDFAM630
reperfusion

1 8,71+0,76 | 10,58+1,93 | 9,84+0,75 |55,51+ 3,41| 56,81+3,77 | 54,85+10,10

2 8,562+0,79 | 7,77+0,40 | 8,56+0,22 61,64 + 5,44 75,48+4,97 | 64,61+8,80

5 8,52+0,90 | 8,57+0,08 | 8,99+0,45 61,21 + 4,31 77,65+7,61 | 66,17+7,04
10’ 9,10+1,08 | 12,74+£3,93 | 8,60+0,14 59,73 + 3,71| 75,00+£10,10 | 68,40+7,01
15’ 9,81+0,88 | 9,30+0,96 | 9,10+0,45 64,26 + 2,55| 74,60+10,18 | 71,17+8,84
30’ 20,7848,55| 8,33+0,16 | 14,22+3,68 55,08 + 4,17| 74,12+12,26 | 68,2419,14
45’ 18,67+10,29| 8,17+0,00 |12,97+3,32 54,84 + 5,19| 75,00+12,34 | 72,31+9,22
60’ 17,31+8,839| 8,41+0,40 |12,07+3,49 (53,71 + 4,04| 75,24+12,26 | 74,1816,19
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Tabla 10 continuacién:

PPC, mmHg Fc, lpm
Tiempo
ZDF ZDFAM251 ZDFAM630 ZDF ZDFAM251 | ZDFAM630
reperfusion

1 85,15+13,73 | 123,73+5,40 | 107,71+9,46 | 0,00+0,00 | 0,00 £+0,00 | 0,00+0,00
2 83,04+13,04 |121,30%+1,70 | 106,71+9,10 | 0,00+0,00 | 0,00 £0,00 | 0,00+0,00
5 79,66£11,73 | 119,43+1,71 | 103,20+9,51 | 0,00+0,00 | 0,00 +0,00 | 0,00+0,00
10’ 82,60£12,02 |122,51+2,93 | 104,17+9,13 | 0,00£0,00 | 0,00 £0,00 | 0,00+0,00
15’ 104,28+9,87 | 129,08+3,14 | 108,92+9,90 | 0,00+0,00 | 0,00 +0,00 | 0,00+0,00
30’ 126,56+13,81 | 139,95+3,42 | 114,13+9,93 [37.20+37,20 | 0,00 £0,00 | 0,00+0,00
45’ 141,11+£18,23 | 144,3412,94 | 119,92+10,94 [39,18+39,18 | 0,00 £0,00 | 0,00+0,00
60’ 157,24+18,82 | 149,83+3,97 | 122,26+12,99* [38,38+38,38 | 0,00 +0,00 | 0,00+0,00

Asi, la administracion de los antagonistas de los receptores cannabinoides CB1 y

CB2 no ocasion6 modificaciones ni de presion arterial y frecuencia cardiaca, ni en

ninguno de los parametros de funcién cardiaca basal en estos animales, aunque en el

caso del antagonista de los receptores CB2 (AM630), mejord ligeramente la

recuperacion de la PPC tras el proceso de I-R.
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3.3.4 Efecto de los antagonistas + Win

Como ya se ha mencionado en apartados anteriores, la administraciéon de Win no
modificd la funcion cardiaca basal en los animales ZDF pero si ocasiondé una
recuperacion parcial del dafio por I-R. A continuacion se muestran los resultados sobre

la posible implicacion de los receptores cannabinoides CB1 y CB2 en dicho efecto.

La administracién aguda de AM251 (1 mg/Kg) bloqueé significativamente el
efecto protector de Win en la PPC: ZDF: AM251+Win: 182.77+ 19.47 mmHg (n=5) vs
ZDF Win: 130.16 £12.60 mmHg (n=5), P<0.05, no encontrandose diferencias en los
demas parametros cardiacos evaluados (PDVI, PDF y Fc). Asi, PDVI: ZDF AM251+Win
R60: 17,68 + 3,41 mmHg (n=5) vs ZDF Win R60: 22,63 + 5,76 mmHg (n=5), P>0.05;
PDF: ZDF AM251+Win R60: 72,60 + 7,63 mmHg (n=5) vs ZDF Win R60: 46,16 +
6,02mmHg (n=5), P>0.05; Fc: ZDF AM251+Win R60’: 95,25 * 54,91 Ipm (n=5) vs ZDF

Win R60’: 84,45 + 26,02 Ipm (n=5), P>0.05 (Figura 55).

De igual manera, la administracion aguda de AM630 (1 mg/Kg) bloqued
significativamente el efecto protector de Win en la PPC y en la Fc. Asi, PPC: ZDF
AM630+Win 169.12 + 6.34 mmHg (n=5) vs ZDF Win: 130.16 + 12.60 mmHg (n=5),
P<0.05; Fc: AM630+Win R60’: 0,00 + 0,00 Ipm (n=5) vs ZDF Win R60’: 84,45 + 26,02
Ipm (n=5), P<0.05, no encontrandose diferencias en los demas parametros cardiacos
evaluados. Asi, PDVI: AM630+Win R60’: 8,96+0,27 mmHg (n=5) vs ZDF Win R60"
22,63 £ 5,76 mmHg (n=5), P>0.05; PDF: AM630+Win R60’: 60,26 + 27,19 mmHg (n=5)

vs ZDF Win R60’: 46,16 + 6,02 mmHg (n=5), P>0.05 (Figura 55).
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Figura 55: Presion Desarrollada por el Ventriculo Izquierdo (PDVI), Presion Diastolica
Final (PDF), Presion de Perfusion de las Coronarias (PPC) y Frecuencia Cardiaca
(Fc)durante diferentes tiempos (minutos) del periodo de reperfusion tras isquemia en
de animales obesos y diabéticos tratados con AM251 1 mg/Kg y Win 1 mg/Kg (ZDF
AM251 Win), animales obesos y diabéticos tratados con AM630 1 mg/Kg y Win 1
mg/Kg (ZDF AM630 Win) y animales obesos y diabéticos tratados con Win 1 mg/Kg
(ZDF Win), considerados como grupo control. Los datos representan la media *
E.E.M. de 4-6 animales. Se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias
seguido de un test post-hoc Bonferroni para analizar los resultados (*P<0.05,
**P<0.005, ***P<0.001 vs ZDF Win).

La administraciéon aguda de AM251 1mg/Kg bloqued el efecto de Win con
respecto a la mejora de la PPC tras el proceso de I-R (ver apartado 3.3.2 de

Resultados).

La administracion aguda de AM630 1mg/Kg bloqued el efecto de Win con
respecto a la mejora de PPC y la Fc tras el proceso de I-R (ver apartado 3.3.2 de

Resultados).
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3.4 EFECTO DE LA ADMINISTRACION AGUDA DE WIN SOBRE LA EXPRESION
MIOCARDICA DE LA OXIDO NIiTRICO SINTASA (NOS) TRAS EL PERIODO DE

ISQUEMIA-REPERFUSION

El Oxido Nitrico (NO) es generado fisiologicamente dentro de los cardiomiocitos
por la Oxido Nitrico Sintasa endotelial (eNOS), y puede modular la relajacién cardiaca,
el tono diastélico y el consumo de oxigeno. Sin embargo, en ciertas patologias como la
DM, la forma inducible de la Oxido Nitrico Sintasa (iNOS) aumenta su expresioén en los
cardiomiocitos y se sugiere que contribuye a la disfuncidn cardiaca asociada a estas
patologias. Ademas, en el proceso de I-R, la reaccién de grandes cantidades de NO con
radicales superoxido forman peroxinitrito, que puede inducir un aumento en los efectos

deletéreos.

Tras someter a los corazones a un proceso de I-R, en homogeneizados de
ventriculo izquierdo de los animales tratados con vehiculo, la expresidon miocardica de
iINOS aumenta de forma significativa, mientras que la expresion ventricular izquierda de

eNOS disminuye significativamente (Figura 56).

La administracion de Win 1 mg/kg en las ratas ZDF previene el aumento en la
expresion miocardica de iINOS y la disminucion en la expresiéon miocardica de eNOS
tras el proceso de I-R. Es mas, en los corazones de los animales tratados con Win, la
expresion de ambas enzimas fue similar a la observada en corazones no sometidos a

isquemia (Figura 57).
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Figura 56. Expresion de iNOS (A) y eNOS (B) en homogeneizados de
ventriculo izquierdo de corazones procedentes de animales obesos y
diabéticos tratados con Win 1 mg/Kg sometidos a un proceso de I-R (ZDF
Win), animales obesos y diabéticos tratados con el vehiculo del
cannabinoide (Tocrisolve®) sometidos a un proceso de I-R (ZDF VEH) y de
animales obesos y diabéticos tratados con el vehiculo del cannabinoide
(Tocrisolve®) previamente al proceso de I|-R (ZDF VEHi). Los datos
representan la media + E.E.M. de 5-7 animales. Se utilizé6 un analisis de
varianza (ANOVA) de una via seguido de un test posf-hoc Bonferroni para
analizar los resultados (*P<0.05 vs ZDF VEHi; #P<0.05 vs ZDF VEH). U.A.:

Unidades Arbitrarias.

La administracién aguda de Win previno la modificacion en la expresion de iNOS

y eNOS provocada por un proceso de I-R.

Cuando se comparé la expresion miocardica de iINOS y eNOS tras un proceso de

I-R en corazones de animales tratados con los antagonistas de los receptores
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cannabinoides CB1 (AM251) y CB2 (AM630), con la de los animales tratados con
vehiculo, se observdé que la administracion de ambos antagonistas produjo una
disminucion significativa en la expresion de iNOS, pero no modificéd significativamente la

expresion miocardica de eNOS (Figura 57).
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Figura 57. Expresion de iNOS (A) y eNOS (B) en homogeneizados de ventriculo
izquierdo de corazones procedentes de animales obesos y diabéticos tratados
con AM250 1 mg/Kg sometidos a un proceso de I-R (ZDF AM251), animales
obesos y diabéticos tratados con AM630 1 mg/Kg sometidos a un proceso de I-R
(ZDF AMG630) y animales obesos y diabéticos tratados con el vehiculo del
cannabinoide (Tocrisolve®) sometidos a un proceso de I-R (ZDF VEH) y de
animales obesos y diabéticos tratados con el vehiculo del cannabinoide
(Tocrisolve®) previamente al proceso de I-R (ZDF VEHi), considerados como
grupo control. Los datos representan la media + E.E.M. de 5-7 animales.Se
utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc
Bonferroni para analizar los resultados (*P<0.05 vs ZDF VEHi; #P<0.05 vs ZDF
VEH). U.A.: Unidades Arbitrarias.
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Cuando se administraron los antagonistas de los receptores cannabinoides CB1
(AM251) y CB2 (AM630) con el fin de estudiar su implicacion en el efecto de Win sobre
la expresion miocardica de iINOS y eNOS, se observdé que el AM251 no alterd las

modificaciones en la expresion de la iINOS y/o eNOS ocasionadas por Win.

Sin embargo, AM630 no sélo no bloqued el efecto del Win sobre la expresion de
la INOS, sino que lo potencié reduciendo aun mas los niveles de ésta. De igual manera,
el antagonista de los receptores CB2 aumentd el efecto de Win sobre la expresiéon de
eNOS, si bien este aumento no resulto significativo (Figura 58).
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Figura 58. Expresion de iINOS (A) y eNOS (B) en homogeneizados de ventriculo
izquierdo de corazones procedentes de animales obesos y diabéticos tratados con
AM250 1 mg/Kg y Win 1 mg/Kg sometidos a un proceso de I-R (ZDF AM251+Win),
animales obesos y diabéticos tratados con AM630 1 mg/Kg y Win 1 mg/Kg
sometidos a un proceso de I-R (ZDF AM630+Win) y animales obesos y diabéticos
tratados con Win 1 mg/Kg sometidos a un proceso de I-R (ZDF Win), considerados
como grupo control. Los datos representan la media + E.E.M. de 5-7 animales. Se
utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc
Bonferroni para analizar los resultados (*P<0.05 vs ZDF Win). U.A.: Unidades

Arbitrarias.
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Asi, la modulacion del receptor CB2 esta implicado en la regulacion del balance
iINOS y eNOS provocado por Win en corazones en situaciones patologicas de SM

sometidos a un proceso de |-R.

3.5 EFECTO DE LA ADMINISTRACION AGUDA DE WIN SOBRE LOS NIVELES
CARDIACOS DE LACTATO DESHIDROGENASA (LDH) TRAS ISQUEMIA-

REPERFUSION

La LDH es una enzima intracelular cuyos niveles son un indicativo de muerte
celular. Como indicador de necrosis miocardica, se midieron los niveles de LDH

presentes en el eluyente de la perfusion de corazon.

Cuando se evaluaron los niveles de LDH en el eluyente de corazones de los
animales ZDF antes y después de la isquemia, en los minutos 5 y 60 de la reperfusion,
se encontré un ligero aumento, aunque no significativo, de la cantidad de LDH tras el

proceso de I-R (Figura 59).
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Figura 59. Niveles de LDH en eluyente de corazén aislado y perfundido durante
diferentes tiempos (minutos 5 y 60) del periodo de reperfusion tras isquemia (5R
y 60R) y en el punto basal (tras 20 minutos de estabilizacién), considerado como
punto control, de animales obesos y diabéticos no tratados (ZDF). Los datos
representan la media + E.E.M. del % de LDH de 4-5 animales. Se utilizéd un
analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un test post-hoc Bonferroni

para analizar los resultados.

La administraciéon de Tocrisolve® en los animales no produjo cambios en los
niveles de LDH detectados tras la I-R respecto a dichos niveles en ratas ZDF que no se
habian tratado. Asi, dichos niveles fueron similares en el minuto 60 de reperfusion en los
corazones procedentes de ambos grupos de animales. Asi, LDH: ZDF VEH: 225,86 *

97,09 % (n=4) vs ZDF: 188,40 £ 58,30 % (n=4), P>0.05 (Figura 61).

La administracion de Win1mg/kg tampoco provocoé modificaciones en los niveles
de LDH de los corazones de los animales ZDF (ZDF Win) cuando se compararon con
los niveles obtenidos de eluyente procedentes de corazones de animales ZDF tratados
con vehiculo tras la isquemia. Asi, LDH: ZDF Win: 276,69 + 98,16 % (n=6) vs ZDF VEH:

225,86 + 97,09 % (n=4), P>0.05 (Figura 60).
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Figura 60. Niveles de LDH en eluyente de corazén aislado y perfundido en el
minuto 60 del periodo de reperfusion tras la isquemia de animales obesos y
diabéticos tratados con Win 1 mg/Kg (ZDF Win) y animales obesos vy
diabéticos tratados con el vehiculo del cannabinoide (Tocrisolve®),
considerado como grupo control (ZDF VEH). Los datos representan la media
+ E.E.M. del % de LDH de 4 animales. Se utiliz6 un analisis de varianza
(ANOVA) de dos vias seguido de un test post-hoc Bonferroni para analizar los
resultados. Los animales obesos y diabéticos no tratados (ZDF) aparecen

representados a modo de referencia.
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DISCUSION

En esta Tesis Doctoral se han evaluado signos de neuropatia autonomica
cardiovascular inducida por la administracion crénica de CPT y en situaciones de DM2.
Ademas, se ha evaluado si en las alteraciones cardiovasculares observadas el sistema
endocannabinoide se veia alterado, y si era asi, el posible efecto de agonistas
cannabinoides.

El modelo de neuropatia inducida por la administracién de CPT 2 mg/Kg durante
5 semanas, no refleja alteraciones cardiovasculares significativas, ni tampoco
modificaciones en la expresidn cardiaca de receptores cannabinoides. Sin embargo, en
el modelo de DM2 en rata, se han encontrado alteraciones cardiovasculares
compatibles con una neuropatia autonémica cardiovascular y alteraciones en la
expresion cardiaca de receptores cannabinoides. Mas aun, la administracion aguda del
agonista cannabinoide Win fue capaz de prevenir parcialmente el dafo por I-R cardiaco
en esas situaciones. Esta proteccion frente al dafio por isquemia-reperfusion no parece
estar mediada por receptores cannabinoides CB1 o CB2, y en ella estaria involucrada

una regulacién del equilibrio INOS-eNOS a nivel cardiaco.
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NEUROPATIA POR ADMINISTRACION DE CISPLATINO

El CPT es un farmaco ampliamente utilizado en la lucha contra el cancer, sin
embargo, desafortunadamente, el tratamiento con CPT conlleva multiples efectos
colaterales, entre ellos nauseas, vomitos, mielosupresion, reacciones de sensibilidad,
nefrotoxicidad, ototoxicidad, neurotoxicidad, toxicidad gastrointestinal, depresion de la
médula ésea y cardiotoxicidad (EI-Awady y cols., 2011).

La administracion crénica de CPT en rata es un modelo ampliamente utilizado
como modelo experimental de neuropatia periférica (sensorial, entérica o
cardiovascular). Son muchos los autores en la bibliografia que describen Ila
sintomatologia que acompafa a la neuropatia periférica que se desarrolla en este
modelo; neuropatia sensorial (alodinia, hiperalgesia), neuropatia entérica, que va
acompanada de sintomatologia gastrointestinal (anorexia, nausea, diarrea), o
neuropatia cardiovascular, manifestada como disminucion de la presion arterial y
bradicardia (Authier y cols., 2003; Cabezos y cols., 2010; Vera y cols., 2011; El-Awady y
cols., 2011; Vera y cols., 2013).

En esta Tesis Doctoral, la administraciéon de CPT en rata a la dosis de 2 mg/Kg
durante 5 semanas provocd en los animales una reduccion en la ganancia de peso,
teniendo, al final del tratamiento un peso menor al de los animales no tratados, y el
desarrollo de anorexia. Este resultado estd en concordancia con los resultados
obtenidos por otros autores, que describen igualmente una reduccion en la ganancia de
peso en los animales tratados con CPT (Authier y cols., 2003; Vera y cols., 2006a). Tal y
como describe el grupo de Vera, esta reduccion en la ganancia de peso va asociada a

cambios en el comportamiento alimentario de los animales, ya que muchos
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antineoplasicos, entre ellos el CPT, provocan anorexia, hauseas y vomitos (Vera y cols.,
2006a).

De igual manera, la disminucion del umbral de respuesta a la presion, indicativo
del desarrollo de alodinia mecanica en estos animales, es compatible con los hallazgos
descritos por diferentes autores en modelos de neuropatia por la administraciéon de CPT
en rata, tanto en nuestro laboratorio (Vera y cols., 2007; Vera y cols., 2011; Vera y cols.,
2013) como por otros autores (Authier y cols., 2003; Hori y cols., 2010; Viana-Cardoso y
cols., 2011).

La toxicidad cardiovascular es un efecto adverso conocido de la quimioterapia.
Esta toxicidad puede manifestarse de diferentes maneras; desde elevacion de la tension
arterial, alteraciones del ritmo cardiaco, hipotensién, disfunciéon ventricular, hasta una
insuficiencia cardiaca irreversible (Nuver y cols., 2005; EI-Awady y cols., 2011).

La toxicidad cardiaca mas evaluada es la producida por las antraciclinas, tanto
en estudios /n vivo como in vitro (Hirano y cols., 1993; Platel y cols., 2000; Soga y cols.,
2006; Shaker y cols., 2010; De Angelis y cols., 2010; Berdichevski y cols., 2010). Sin
embargo, se ha demostrado que la cardiotoxicidad no es exclusiva de este grupo, sino
que puede aparecer con otros grupos de antitumorales como compuestos de platino,
taxanos, ciclofosfamida, bevacizumab o casiopeinas (Platel y cols., 2000; Drimal y cols.,
2006; Al-Majed y cols., 2006; Sudharsan y cols., 2006; Hernandez-Esquivel y cols.,
2006). Estudios que analizan el efecto de la administracion de CPT en animales ponen
de manifiesto que la administracion de este antitumoral se asocia con cardiotoxicidad
(Pai y cols., 2000). Las alteraciones cardiacas descritas incluyen disminucion de la
presion arterial, asi como una disminucion en la frecuencia cardiaca, debido a la

cardiotoxicidad que el CPT produce en el nodo sino-auricular, lo que conduce a la
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bradicardia (El-Sawalhi y cols., 2014). En cuanto a la funcionalidad cardiaca /n vitro, esta
descrito que el tratamiento con CPT en rata provoca disfuncion ventricular izquierda y
depresion de la contractilidad de los cardiomiocitos. Estas alteraciones pueden estar
relacionadas con alteraciones mitocondriales, estrés oxidativo y un aumento en la
apoptosis de las células cardiacas (El-Sawalhi y cols., 2014; Ma y cols., 2010).

Sin embargo, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, tras la
administraciéon cronica de CPT (2 mg/Kg), no muestran alteraciones significativas ni en
la presion arterial y frecuencia cardiaca /n vivo de los animales, ni en la funcionalidad
cardiaca en corazén aislado y perfundido. Esta diferencia en los resultados puede
deberse a las diferentes pautas de administracion del antitumoral (numero de
administraciones, dosis por administracion, dosis acumulativa etc.).

Los autores que evaluan la cardiotoxicidad del CPT en roedores administran
este antitumoral a dosis acumulativas menores o iguales (5-10 mg) a la utilizadas en
nuestro estudio (10 mg dosis acumulada) pero en administracién unica (El-Awady y
cols., 2011; Ciftci y cols., 2011; Hussein y cols., 2012, EI-Sawalhi y cols., 2014); Tal y
como se apuntd en la Introduccidn de esta Tesis Doctoral, se sabe que las
complicaciones cardiovasculares dependen, entre otros factores, del antitumoral, de la
dosis administrada en cada ciclo y de la dosis acumulada total (Pai y cols.,2000). Por lo
tanto, esta diferencia en los resultados, se podria deber a estas diferencias en la

dosificacion del antitumoral.

Dado que el grado en que aparecen estos signos es dosis dependiente, seria
necesario ensayar dosis mayores de este antitumoral con el fin de comprobar si,
aumentando la dosis pero siguiendo esta misma pauta de administracion semanal

aparecen signos de neuropatia autonémica cardiovascular.
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Por otra parte, en el modelo de neuropatia periférica inducida por la
administracion cronica de CPT se ha descrito que, con esta misma pauta de
administracion, los animales muestran signos de neuropatia periférica a otros niveles
como, por ejemplo, en el tracto gastrointestinal (Authier y cols., 2003; Cabezos y cols.,
2010; Vera y cols.,, 2011). Este hecho puede deberse a una diferencia en la
susceptibilidad a la aparicion de neuropatia en los diferentes sistemas; de hecho la
Sociedad Espanola de Oncologia Médica (SEOM) describe que en pacientes tratados
con compuestos derivados del platino aparecen alteraciones sensitivas hasta en un 85-
95% de los pacientes, mientras que en el caso de otras alteraciones, como por ejemplo
las alteraciones gastrointestinales aparecen en un 50% de los pacientes.

La mayoria de los estudios demuestran que en los pacientes con cancer
tratados, existe una morbilidad y mortalidad cardiovascular mayor que en la poblacién
general, especial y preocupantemente en pacientes con edades inferiores a los 45 afos
(Van den Belt-Dusebout y cols., 2006). Entre los problemas cardiacos asociados con la
quimioterapia se han descrito infarto de miocardio y angina de pecho. Por ello se quiso
evaluar si el tratamiento con CPT modificaba el curso en la recuperacion de la
funcionalidad cardiaca después de un periodo de I-R, haciendo al tejido cardiaco mas
sensible a este tipo de dafo. En nuestro caso, los animales tratados con CPT 2 mg/Kg
durante 5 semanas mostraron una recuperacion de la funcionalidad cardiaca similar a la
observada en los animales tratados con salino con la misma pauta de administracion.
Tal y como se ha apuntado anteriormente, la toxicidad cardiaca mas evaluada es la
producida por las antraciclinas. Diferentes estudios han demostrado que el tratamiento
con estos antitumorales agrava el dafio cardiaco en modelos de I-R (Bozcali y cols.,

2012; Mokni y cols., 2012; Gharanei y cols., 2013). Sin embargo, la posibilidad de que el
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CPT aumente el dano cardiaco causado por un proceso de |-R es una hipoétesis poco
explorada, por lo que seria necesario ampliar los estudios en este aspecto, ensayando
otras dosis y/o pautas de administracion del antitumoral.

Por otra parte, los animales tratados con CPT2 mg/Kg i.p. durante 5 semanas
presentaban un IMC significativamente menor que el que presentaron los animales
control. El IMVI, sin embargo, fue similar en ambos grupos de animales. Este efecto de
disminucion del ratio peso del corazén/peso corporal ya ha sido descrito por otros
autores. El grupo de Ma describio, en ratones tratados con CPT a la dosis de 10 mg/kg
al dia por via iv. durante 1 semana (70 mg de dosis acumulativa), valores
significativamente menores tanto del peso absoluto del corazén, como del cociente entre
el peso del corazén/peso corporal. En este mismo trabajo evaluaron los indices de
masas de otros érganos, como higado y rifidn, encontrando diferencias Unicamente en
los valores de peso del corazén. Ademas, estos autores describen que la diferencia en
la masa cardiaca se encontraba también ligada a disfuncién en la contractilidad
cardiaca. Estos hallazgos son posiblemente debidos a que el CPT provoca cambios
celulares deletéreos como disfuncién mitocondrial, estrés del reticulo endoplasmico y
aumento de la apoptosis de los cardiomiocitos, lo que conlleva como resultado tanto una
disminucion tanto de la contractilidad, como de la masa cardiaca (Ma y cols., 2010; Xuy
cols., 2014).

Las conexinas, son proteinas estructurales que se unen para formar enlaces gap
en los vertebrados, y la Conexina 43 es un miembro de esta familia. Como ya se ha
apuntado anteriormente en esta Tesis Doctoral, las uniones gap permiten el paso de
pequeios iones y moléculas, conectando directamente el citoplasma de células

adyacentes, y son de especial importancia en el corazén, ya que hacen posible la
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despolarizacion coordinada del musculo cardiaco. Los resultados muestran que existe
un aumento en la expresién de Conexina 43 en corazones de animales tratados con
CPT.

La expresion de conexinas, y mas particularmente de Conexina 43, ha sido
estudiada fundamentalmente en diferentes tipos de lineas celulares. En cultivos
celulares expuestos a diferentes tipos de dafo (sobrecarga de calcio, estrés oxidativo o
irradiacion ultravioleta entre otros), se ha visto un aumento en la expresion de Conexina
43 en las células. Ademas, el aumento en la expresion de Conexina 43 parece estar
ligado a un aumento de la resistencia celular frente a estos dafios (Jane y cols., 2003;
Azzamy cols., 2003). La expresion de esta proteina en tejido cardiaco de animales
tratados con CPT no ha sido muy estudiada. El hecho de que en los corazones de los
animales tratados con CPT aparezca un aumento de la expresién de Conexina 43
podria estar indicando la existencia de dafo cardiaco en estos animales, y la
sobreexpresion de dicha proteina se habria producido como mecanismo para
contrarrestar ese dafo. Seria necesario llevar a cabo mas estudios en este sentido para
poder alcanzar una conclusién al respecto. Es necesario ademas senalar que en
nuestro estudio, a pesar de haber encontrado un aumento en la expresion de conexinas
no se ha observado una modificacion en la funcién cardiaca basal. Estos datos, junto
con los descritos por Ma y cols. sugieren que ese dafo tisular es previo a la
sintomatologia cardiaca y que se puede dar a dosis mas bajas que las que ademas
producen alteraciones funcionales. Este hecho es simportante porque si fuese detectado

previamente permitiria prevenir alteraciones funcionales posteriores.
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En cuanto al interés del uso de cannabinoides para el tratamiento o prevencion
de neuropatia autondmica cardiovascular causada por el tratamiento CPT, se ha
descrito la importancia de la modulacion del sistema endocannabinoide en
enfermedades cardiovasculares, mostrando este sistema como una posible diana
terapéutica en este tipo de alteraciones (Cunha y cols.,2011). Existen datos que
muestran que la modulacion del sistema endocannabinoide resulta util sobre la toxicidad
vascular causada por CPT (Herradén y cols., 2008), por lo que podrian también ser
farmacos de interés para el tratamiento de la cardiotoxicidad asociada a este
antitumoral. Ademas, los cannabinoides ya han demostrado su posible papel modulador
en el dolor neuropatico en pacientes (Rukwied y cols., 2003). Si a esto sumamos que los
cannabinoides han mostrado jugar un interesante papel en la terapéutica del cancer,
debido a su eficacia antiproliferativa, todo parece indicar que los cannabinoides podrian
ser unos buenos candidatos para ser utilizados en el tratamiento de neuropatia
cardiovascular asociada al tratamiento con CPT (Grimaldi y cols., 2011).

En ciertas patologias, entre las que se encuentran las neuropatias causadas por
antitumorales, el sistema endocannabinoide se sobreexpresa o se hipersensibiliza. Se
ha visto que el tratamiento con CPT puede modificar el tono cannabinoide en sistema
nervioso central, causando un aumento de la expresion de la FAAH (hidrolasa de acidos
grasos amida, enzima que degrada los cannabinoides enddgenos), aunque esta
sobreexpresion no se da en todas las localizaciones del sistema nervioso central. En
este mismo trabajo, en el que se analiz6 la expresion de los receptores cannabinoides
CB1 y CB2 en Sistema Nervioso Central, no se encontraron alteraciones en la expresion

de los mismos (Guindon y cols., 2013).
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En esta Tesis Doctoral, hemos evaluado la expresion cardiaca de los receptores
cannabinoides CB1 y CB2 en tejido cardiaco de animales tratados con CPT. En nuestro
caso, el tratamiento con CPT no modifico la expresion de los receptores cannabinoides.
Aunque, como se ha sefalado anteriormente, se ha descrito una sobreexpresion del
sistema endocannabinoide tras el tratamiento con CPT, la expresiéon miocardica de los
receptores cannabinoides CB1 y CB2 tras el tratamiento crénico con este farmaco no se
ha descrito hasta este momento, al igual que se ha descrito en SNC (Guindon y cols.,
2013). Mas investigaciones serian necesarias para determinar si con dosis superiores o
diferentes pautas de administracién de CPT, podriamos encontrar alteraciones en este

sentido.

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral demuestran que el modelo de
neuropatia periférica inducida por la administracion crénica de CPT en rata a la dosis de
2 mg/Kg durante 5 semanas, a pesar de manifestar signos de neuropatia periférica
sensorial, no muestra signos de neuropatia autonémica a nivel cardiovascular. Esto
puede ser debido refractariedad en la aparicidén de dano cardiaco en comparacién con
neuropatia a otros niveles.

En este modelo animal existen alteraciones en la expresion cardiaca de
conexinas, lo que parece indicar la presencia de dafio cardiaco, aunque no el suficiente
para provocar alteraciones funcionales.

Por otra parte, no se han encontrado alteraciones en la expresiéon cardiaca de

receptores cannabinoides CB1/CB2.
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Para conocer definitivamente si el sistema endocannabinoide es una diana
terapéutica en las alteraciones cardiovasculares producidas por CPT seria necesario

profundizar en estos aspectos.
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NEUROPATIA POR DM2,

Las ratas ZDF (Zucker Diabetic Fatty) son un modelo de SM y DM no
dependiente de insulina que empieza a desarrollar hiperglucemia y resistencia a la
insulina aproximadamente a las 7 semanas de vida, alcanzando los niveles de glucosa
en sangre unos valores maximos y mantenidos de 500 mg/dl alrededor de las 15-16
semanas de vida de los animales (Peterson y cols., 1990). En esta Tesis Doctoral, el
seguimiento de los parametros generales de los animales (peso, glucemia) se realizé
desde la semana 7 de vida de los animales hasta las 18-20 semanas de vida de los
animales. Sin embargo, los estudios funcionales se llevaron a cabo cuando las ratas
alcanzaron las 18-20 semanas de vida, punto temporal en el que esta descrito que los
animales presentan neuropatia periférica sensorial (Vera y cols., 2012) ademas de otras
complicaciones asociadas a esta patologia como: obesidad, niveles elevados de
glucosa en sangre, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina, hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia, nefropatia y alteraciones de la cicatrizacion (Charles River, 2011).

En nuestro trabajo se pudo comprobar que el grupo de animales ZDF mostro, al
principio del protocolo, un peso corporal superior al del grupo de animales LEAN. Sin
embargo, esta diferencia de peso entre los grupos fue reduciéndose a lo largo de las
semanas llegando, a las 13 semanas de vida, a tener pesos similares. Al llegar a la
semana 19-20 de vida, los animales ZDF presentaron incluso un peso corporal menor
al de los animales LEAN. Los resultados, en cuanto al peso corporal, concuerdan
completamente con los datos de la casa comercial que suministra el modelo. Describen
que los pesos de los animales ZDF son superiores a los de los animales LEAN ya desde
la semana 6, alcanzando estos animales pesos por encima de los 380 g e, igualmente,

hacia la semana 20 comienzan la pérdida de peso llegando a mostrar valores inferiores
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a los de las ratas LEAN (control) (Charles River, 2011). Otros autores han descrito una
reduccion en la ganancia de peso de estos animales entre las semanas 12 y 24 de vida,
lo que refleja el severo estado de la diabetes en esta edad, lo que corresponderia con
un estado de DM2 no controlada (Wang y cols., 2004; Fredersdorf y cols., 2004). El
grupo de Fredersdorf demostré que los animales ZDF tratados con insulina no muestran
este comportamiento en el peso; por el contrario, los animales que reciben insulina,
contintan su aumento de peso frente los animales no tratados que estabilizan su peso o
incluso comienzan la pérdida del mismo (Fredersdorf y cols., 2004). En este sentido, los
parametros bioquimicos analizado, asi como la capacidad de secrecién de insulina
observada en las ratas ZDF analizadas en esta Tesis Doctoral asi lo muestran también
(ver mas adelante).

En cuanto a los parametros bioquimicos, las ratas ZDF a las 19-20 semanas de
edad, presentan niveles de glucosa en sangre 4-5 veces superiores a los encontrados
en las ratas LEAN, y unos valores de colesterol total, HDL y triglicéridos en sangre
superiores a los de los animales control. En estudios realizados por otros autores, se
obtuvieron resultados similares en cuanto a peso corporal y parametros bioquimicos en
ratas ZDF y sus respectivos controles de edad (Peterson y cols., 1990; Wang y cols.,
2004; Lesniewski y cols., 2008; Song y cols., 2008).

El grupo de Vora describe en este modelo de rata en la semana 12 de vida,
valores de colesterol en plasma de 182 mg/dl y de 410 mg/dl de triglicéridos. Sin
embargo, en la semana 36 los valores se dispararon a 423 mg/dl de colesterol y 969
mg/dl de ftriglicéridos. Los valores muestran, a la semana 19-20 de vida, valores de
colesterol de 343 mg/dl y de 409 mg/dl de triglicéridos, resultados que se encuentran

dentro del rango descrito por estos autores (Voray cols., 1996).
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En cuanto a la glucemia, la casa que comercializa estos animales describe, que
hacia la semana 20 de vida, estos animales alcanzan concentraciones de glucosa en
sangre tras 4 horas de ayuno de aproximadamente 30 mM (lo que corresponderia con
550 mg/dl). La diferencia con los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, que se
encuentran en torno a 300 mg/dl, puede deberse al periodo de ayuno al que los
animales han sido sometidos.

Es importante incidir en el hecho de que la glucemia de estos animales alcanza
niveles muy superiores al considerado “‘rango de normalidad”. Este dato puede
justificarse con el hecho de que los islotes pancreaticos de estos animales muestran una
funcionalidad /n vifro mucho menor a la mostrada por los islotes de los animales LEAN.
De hecho, los islotes de los animales diabéticos no son capaces de responder al
incremento en la concentracion de glucosa en el medio.

La funcién de las células R pancreaticas es la de liberar insulina y juegan un
papel muy importante en la homeostasis de nutrientes. Estas células son capaces de
medir las concentraciones extracelulares de glucosa, provocando el proceso de
secrecion. Ademas, los acidos grasos también son capaces de inducir la liberacion de
insulina, aunque la presencia de glucosa es necesaria para desencadenar este efecto.
La elevacion postprandial de la glucosa genera una respuesta secretora aguda en la
célula 3; sin embargo, en condiciones patologicas tales como la diabetes, la glucosa y
los acidos grasos se mantienen en niveles elevados de forma cronica. En estas
circunstancias, se convierten en sustancias toxicas que pueden provocar la muerte de
las células 3, un concepto llamado "glucolipotoxicidad"; las células 3 no pueden activar

una respuesta adaptativa y pierden su capacidad de detoxificacion. Esta situacion
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conduce al desarrollo de DM2 (Poitout y cols., 2008). Este proceso se divide en tres
fases; adaptativa, detoxificativa y glucolipotoxicidad.

En la fase de adaptacion, hay cambios funcionales que mantienen la secrecion
de insulina y, por lo tanto, los niveles de glucosa en sangre a pesar del exceso de
nutrientes. En la fase detoxificativa, se activan procesos detoxificantes que activan la
respuesta secretora de las células B siendo ésta cada vez mayor. Cuando se establece
la glucolipotoxicidad, la respuesta compensatoria de las células 8 falla y la respuesta
secretora es nula.

Los resultados se corresponden con la ultima fase de este proceso, en un estado
avanzado de DM2, en la que los mecanismos de compensacion han fallado y los islotes
de estos animales no responden a las concentraciones de glucosa del medio, lo que
lleva a una elevacion exagerada de la glucemia plasmatica.

Tal y como se ha apuntado anteriormente en esta Tesis Doctoral, existe la
evidencia de que existe una estrecha relacion entre los niveles altos de glucosa en
sangre, el estrés oxidativo y las complicaciones diabéticas. La hiperglucemia provoca
una produccion elevada de especies reactivas de oxigeno. Estos, a su vez, llevan a
cambios quimicos en practicamente todos los componentes celulares provocando
modificaciones en las proteinas y en el ADN vy llevando a la peroxidacion lipidica. La
medicion del malonildialdehido (MDA), un producto de esta peroxidacion lipidica, es una
herramienta util para evaluar el estrés oxidativo del organismo (Piconi y cols., 2003). Los
valores elevados de MDA en plasma de los animales ZDF en la semana 19-20 de vida
indican la existencia de un estrés oxidativo elevado en estos animales, hecho que es
perfectamente explicable dados los niveles de glucemia y la dislipemia encontrados en

estos animales.
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La neuropatia diabética es una de las complicaciones mas frecuentes asociadas
a la DM y tiene un tremendo impacto en la calidad de vida del paciente. Los pacientes
con neuropatia diabética sensorial experimentan una gran variedad de sensaciones
incluyendo dolor espontaneo, hiperalgesia y alodinia. Con el fin de evaluar el desarrollo
de neuropatia periférica sensorial en estos animales, se evaluaron los umbrales de
respuesta a la presién mediante la técnica de los filamentos de Von Frey. Los animales
diabéticos desarrollan alodinia, signo claro de que han desarrollado neuropatia periférica
sensorial.

La disfuncion autondmica es una de las manifestaciones caracteristicas de la
neuropatia diabética, y es la causante de las manifestaciones mas molestas y
discapacitantes de la neuropatia periférica diabética, tal vez con la excepcion del dolor,
y la responsable de una proporcion significativa de la mortalidad y morbilidad asociadas
a la enfermedad. Se producen sintomas muy diversos que afectan a las funciones
urogenital, digestiva, pupilomotora, sudomotora y cardiovascular. En esta Tesis Doctoral
se ha centrado en las alteraciones autondmicas cardiovasculares que se desarrollan
debido a la DM2 en los animales ZDF. Las manifestaciones clinicas de la neuropatia
autondmica cardiovascular suelen empezar con taquicardia en reposo o hipotensién
postural, que puede ser un sintoma muy discapacitante de neuropatia autonémica (Said,
2007).

En esta Tesis Doctoral se evaluaron los valores de presion arterial directa y
frecuencia cardiaca en animales ZDF anestesiados. Pudimos observar que los valores
de presion arterial, tanto media, como sistdlica y diastdlica fueron menores en los
animales diabéticos comparados con los animales control, ademas de presentar

bradicardia. En estudios realizados por otros autores se obtuvieron resultados similares
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en cuanto a frecuencia cardiaca; en concreto, el grupo de Fredersdorf describe la
existencia de bradicardia en animales ZDF anestesiados comparados con sus controles
(LEAN), si bien sus experimentos describen esta bradicardia mediante su medida
indirecta, utilizando la técnica de tail-cuff (Fredersdorf y cols., 2004). Sin embargo,
existen trabajos que obtienen resultados dispares. El grupo de Lesniewski obtuvo
valores de presion arterial en animales ZDF superiores a los de los animales LEAN, si
bien estos autores evaluaron la presion arterial en animales conscientes (Lesniewski y
cols., 2008). En el grupo de Song, sin embargo, no observaron diferencias en la presion
arterial en los animales diabéticos de 20 semanas de vida; en este caso, la presion
arterial se tomo6 de forma directa en animales anestesiados canulando la arteria iliaca
(Song y cols., 2008). Las diferencias entre los resultados de nuestro estudio y los
obtenidos por diferentes autores podria deberse a la diferencia en las técnicas utilizadas
para la medida de la presion arterial y la frecuencia cardiaca en estos animales. Como
se apuntd en la introduccion de esta Tesis Doctoral, la DM2 suele ir asociada, en
muchos casos, a hipertension llegando a ser la prevalencia de hasta 2-3 veces mas que
en la poblacion general (Waine, 2005). Sin embargo, en pacientes diabéticos con
neuropatia autonémica cardiovascular, podemos encontrar otro tipo de sintomatologia
como es la taquicardia en reposo, fallo en la respuesta cardiovascular al ejercicio,
hipotension ortostatica y complicaciones durante la anestesia (Dimitropoulos y cols.,
2014).

La DM2 esta asociada con cardiomiopatia caracterizada por disfuncion tanto en
la contractilidad, como en la relajacion cardiaca y disfuncién autonémica. La disfuncion
en la contractilidad es muy comun en pacientes con DM1 y DM2. Se ha visto que la

incidencia de insuficiencia cardiaca congestiva es de 2,5 a 5 veces superior en
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pacientes diabéticos y es independiente de la edad, de la existencia de hipertensién o
enfermedad coronaria (Song y cols., 2008).

En la presente Tesis Doctoral, en corazones aislados y perfundidos de ratas ZDF
a las 20 semanas de edad (fase crénica de DM2), encontramos un aumento en la fuerza
de contraccién (PDVI) ventricular izquierda, mientras que la frecuencia cardiaca basal es
menor que en los animales LEAN. Por otra parte, los valores de PDF y PPC fueron
similares en ambos grupos de animales.

En modelos animales de DM1, se ha descrito la presencia de disfuncién en la
contractilidad cardiaca (EI-Omar y cols., 2003). Sin embargo, la informacién sobre la
funcion cardiaca en modelos animales de DM2 es bastante reducida, e incluso
contradictoria. Nuestros resultados estan en concordancia con los resultados obtenidos
por Fredersdorf, pero en clara oposicion con los experimentos de Zhou.

El grupo de Fredesdorf, en animales ZDF de 19 semanas y mediante
ecocardiograma, describen un aumento en la fraccion de eyeccion y la fraccion de
acortamiento en los animales diabéticos en comparacién con los no diabéticos
(Fredersdorf y cols., 2004). La fraccion de eyeccion y la fraccion de acortamiento son
indices de la funcion sistdlica del ventriculo izquierdo. La fraccion de eyecciéon es el
indicador mas importante del funcionamiento cardiaco y mide la disminucion del
volumen del ventriculo izquierdo del corazon en sistole con respecto a la diastole, por lo
que una fraccion de eyeccion del 50% significa que el corazén, al contraerse, reduce el
volumen de su ventriculo izquierdo a la mitad. La fracciéon de acortamiento es aquella
que mide el acortamiento sistolico de las fibras circunferenciales del ventriculo izquierdo.

Un aumento en ambos parametros indica un aumento en la funcion contractil del
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corazon, resultados que se encuentran en consonancia con los obtenidos en esta Tesis
Doctoral.

Curiosamente, estos resultados estan en claro contraste con los experimentos de
Zhou, que mostraron una reduccién significativa de la funcion contractil (fracciéon de
acortamiento) determinada por ecocardiografia en ratas ZDF de 20 semanas de edad.
Aunque la medicion se realizd6 igualmente mediante ecocardiograma /n vivo, la
diferencia en los resultados puede deberse al anestésico utilizado en este estudio, ya
que el pentobarbital sédico tiene efectos cardiodepresores (Zhou y cols., 2000).

Por otro lado, estudios /n vifro de corazones aislados y perfundidos de ratas ZDF
demuestran la existencia de cambios en la funcion contractil basal de estos animales. El
grupo de Wang describio la funcion cardiaca basal de corazones de animales ZDF a las
6, 12 y 24 semanas de vida; estos autores obtuvieron resultados similares a los
obtenidos en esta Tesis Doctoral en cuanto a la frecuencia cardiaca, que fue
significativamente menor en los animales ZDF. El flujo coronario, en estos corazones a
las 12 semanas, fue menor en los animales ZDF, aunque esta diferencia desaparece a
las 24 semanas. Sin embargo, contrariamente a los hallazgos obtenidos en esta Tesis
Doctoral, no encontraron diferencias en la Presion Desarrollada por el Ventriculo
Izquierdo en ninguna de las edades estudiadas (Wangy cols., 2004).

Un aumento en la funcion contractil del ventriculo izquierdo es un indicador, en
principio, de mejora en la funcion cardiaca. Sin embargo, la fraccion de eyeccion
supranormal puede estar asociada a un ventriculo hipertréfico, con una cavidad
pequefia y poco distensible o, lo que es lo mismo, disfuncién diastdlica (Aeschlimann y
cols., 2006). Los mecanismos por los que se da lugar a este aumento en la

contractilidad cardiaca observada en este estudio en animales diabéticos puede ser
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complejo, y los experimentos llevados a cabo en este estudio no son suficientes para
describirlos. Una explicacion para este fenomeno puede ser la reduccion de la poscarga,
ya que en los animales ZDF hemos observado una disminucién en la presién arterial. Un
aumento en la contractilidad cardiaca puede ser el mecanismo por el que se intente
compensar esta hipotension.

Ademas, se ha descrito que las respuestas vasodilatadoras dependientes de
endotelio se encuentran alteradas en las arterias coronarias de las ratas ZDF antes de
que aparezca disfuncién endotelial en otros territorios vasculares como la aorta o el
lecho mesentérico, manifestandose desde las 16-20 semanas de edad de los animales
(Oltman y cols., 2006). Sin embargo en este trabajo no hemos detectado esta
disfuncion, ya que la diferencia basal de la CPP observada en las ratas ZDF en relacién
con sus respectivos controles de edad, las ratas LEAN, aunque no resulto significativa,
variaron en torno a 64 mmHg en los animales diabéticos y 76 mmHg en los animales
LEAN.

La diabetes conduce a una mayor incidencia de isquemia miocardica
asi como una mayor mortalidad después de la isquemia. El aumento de la incidencia de
la isquemia se podria atribuir a la enfermedad vascular que acompana a la diabetes. Sin
embargo, no existen evidencias cientificas de que la cardiopatia diabética contribuya a
un aumento en el dafo tras la isquemia. Algunos autores, en ensayos clinicos,
encuentran un aumento de la mortalidad tras la isquemia debido a cambios miocardicos
en pacientes diabéticos (Lehto y cols., 1994; Paulson, 1997). Sin embargo, los estudios
experimentales con modelos animales de diabetes muestran resultados dispares,
encontrando aumento, disminucion o la inexistencia de cambios en cuanto a la

sensibilidad del corazén diabético frente a la isquemia (Feuvray y cols., 1997; Wang y
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cols., 2004). Estas diferencias en cuanto a la sensibilidad del corazon frente a la lesidon
por isquemia depende de las condiciones experimentales, estando determinado por la
duracién y severidad de la diabetes, el grado de la isquemia o el sustrato metabdlico
utilizado. En general, parece que los estudios que muestran una menor sensibilidad del
corazon diabético frente a la isquemia son aquellos que utilizan un modelo de diabetes
de corta duracion, utilizan glucosa como unico sustrato metabdlico y/o ensayan modelos
de isquemia global. Por otro lado, los estudios que utilizan modelos de diabetes de
mayor duracién, afnaden acidos grasos como sustrato metabdlico en el liquido nutricio
y/o utilizan un modelo de isquemia de bajo flujo, mostraron una mayor sensibilidad del
corazon diabético frente a la isquemia (Paulson, 1997).

En esta Tesis Doctoral, tal y como era de esperar, cuando los corazones de los
animales ZDF se sometieron a 45 minutos de isquemia global, seguidos de 60 minutos
de reperfusion, observamos dano funcional a nivel cardiaco. Ademas, los resultados
muestran que los dafios causados por la I-R en los corazones de ratas ZDF son
mayores que los observados en ratas no diabéticas. Estos resultados concuerdan con
los resultados obtenidos con otros autores en ratones diabéticos db/db, asi como en
ratas ZDF (Aasum y cols., 2003; Yue y cols., 2005; La Bonte y cols., 2008). Sin
embargo, estan en clara oposicidén con los resultados obtenidos por Wang en ratas ZDF
de 24 semanas de edad, en las que se observé que, después de 30 minutos de
isquemia de bajo flujo, la recuperacion de la funcién cardiaca fue mayor en las ratas
ZDF comparadas con su correspondiente control de edad (Wang y cols., 2004). Tal y
como se ha apuntado anteriormente, esta variabilidad observada en los resultados

pueden ser debida a multiples factores como la severidad, duracién y el tipo de isquemia
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(bajo flujo vs. isquemia global), o la duracion o gravedad de la enfermedad diabética
(Feuvray, 1997; Paulson, 1997).

En esta Tesis Doctoral se quiso también comprobar si los indices de masas
cardiacos eran diferentes entre las ratas ZDF y LEAN y si eso pudiese justificar los
resultados obtenidos en la funcionalidad cardiaca. Hay que decir que, cuando se
analizaron el IMC y el IMVI de los animales, no se encontraron diferencias significativas
en el IMC ni en el indice de masas del ventriculo izquierdo IMVI después de la I-R entre
los dos grupos de animales (ZDF / LEAN).

Estos resultados coinciden con los obtenidos por el grupo de Fredersdorf. Estos
autores miden, mediante ecocardiograma en animales ZDF de 19 semanas de edad,
tanto el diametro diastélico interno del ventriculo izquierdo como el espesor de la pared
posterior del ventriculo izquierdo, no encontrando ninguna diferencia significativa entre
los animales ZDF y los animales control LEAN, lo que indica la ausencia de dilatacion
cardiaca. De igual modo, tampoco encontraron diferencias en el peso absoluto del
corazén de estos animales ni en la masa del ventriculo izquierdo entre los diferentes
grupos (Fredersdorf y cols., 2004).

El grupo de Wang describe, a la semana 24 de vida de estos animales, que no
existen diferencias en el ratio Peso de Corazén/Peso corporal (IMC) (Wang y cols.,
2004).Sin embargo, estos mismos autores describen que, en semanas anteriores, esta
relacion de pesos (IMC) es menor en los animales ZDF que en sus controles de edad.
Esta disminucion transitoria del IMC en estos animales se corresponde con el aumento
de peso corporal de estos animales, lo que hace que el ratio peso del corazén/peso
corporal sea menor, seguida de la pérdida de peso que sufren posteriormente estos

animales, lo que provoca que esta diferencia en el cociente peso del corazdn/peso
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corporal entre animales ZDF y sus controles LEAN desaparezca, lo que podria también
explicar los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral.

El sistema endocannabinoide juega un importante papel en la regulacion del
metabolismo y la homeostasis energética. Se ha sugerido que en la obesidad y
trastornos metabodlicos asociados puede existir un aumento en la actividad del sistema
endocannabinoide, pudiendo hacer que la terapia con cannabinoides resulte mas eficaz
para algunas complicaciones en los trastornos metabdlicos que en condiciones no
patolégicas (Pacher y cols., 2006; Cable y cols., 2014).

Ademas, se ha demostrado el efecto beneficioso de los cannabinoides en
neuropatias periféricas sensoriales en animales diabéticos (Vera y cols., 2012). Se ha
descrito también que el sistema endocannabinoide esta involucrado en procesos de
proteccion cardiaca frente al dano por I-R en condiciones patolégicas (Pacher y cols.,
2008a).

Todo ello justifica el interés en el estudio de la posible utilidad terapéutica de los
cannabinoides para el tratamiento de las alteraciones cardiovasculares que se
desarrollan paralelamente a neuropatias y para prevenir el dano cardiaco por I-R en
situaciones donde este posible dano esta aumentado como en situaciones de DM2 (Li y
cols., 2003; Hiley y cols., 2003; Hiley y cols., 2004; Batkai 2004). La presente Tesis
Doctoral constituye el primer estudio que describe el efecto de la administracion de
agonistas cannabinoides en los parametros cardiovasculares de animales con DM2.

Se evaluo la existencia de alguna modificacion en el sistema endocannabinoide
en los animales ZDF. Otros autores han evaluado la expresion del sistema
endocannabinoide en situaciones de obesidad y SM, aumento en las concentraciones

plasmaticas de anandamida y 2-AG, una actividad aumentada de las enzimas que
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hidrolizan los endocannabinoides (FAAH y MAGL) o alteraciones de la expresién del
receptor CB1 en tejido adiposo. Por ello se quiso conocer si existian alteraciones en el
sistema endocannabinoide a nivel cardiaco. En este caso se evalud la expresion
cardiaca de los receptores cannabinoides CB1 y CB2 mediante Western-Blot. Los
resultados encontrados revelaron que en los animales obesos y diabéticos, esta
expresion esta disminuida respecto a los animales no diabéticos. Asi, podria ser posible
que el aumento del tono endocannabinoide en situaciones de DM2, diese lugar a una
regulacion a la baja de receptores CB1 y/o CB2 a nivel cardiaco con el fin de compensar
los efectos cardiovasculares de estos mediadores enddgenos.

En esta Tesis Doctoral se ensayo el efecto de la administracion aguda de Win a
la dosis de 1 mg/Kg por via i.p. sobre la presion arterial y frecuencia cardiaca de las
ratas ZDF. Tal y como se indic6 en la introduccién de esta Tesis Doctoral, la mayoria de
los estudios muestran que los efectos mas importantes observados tras la
administracion de cannabinoides en animales de experimentacion son hipotension y
bradicardia (Siqueira y cols., 1979; Varga y cols., 1995; Randall y cols., 2002). En ratas
ZDF, la administracién aguda de Win produjo una disminucion transitoria de la presién
arterial y en la frecuencia cardiaca in vivo de los animales que fue maxima en el minuto
30 del protocolo experimental. Sin embargo, este efecto de Win desaparecié por
completo en el minuto 50 del protocolo. Estos resultados estan en concordancia con el
hecho de que en condiciones patolégicas, cuando hay presencia de adiposidad
abdominal, como es el caso del sindrome metabdlico, los cannabinoides pueden perder
su efecto hipotensor (Sarzani y col., 2008), lo que también podria ir en consonancia con
la regulaciéon a la baja de los receptores cannabinoides a nivel cardiovascular. Este

podria ser el caso de los animales ZDF, ya que éstos son considerados un modelo
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experimental de sindrome metabdlico y DM2 (Peterson y cols., 1990; Shafir y cols.,
1992) por lo que esta posibilidad podria ocurrir en nuestras condiciones experimentales.
Desafortunadamente, los datos tanto en humanos como en animales son escasos, por
lo que serian necesarios mas estudios sobre este aspecto.

Cuando se ensayaron los efectos de los antagonistas sobre la presion arterial, se
observo que éstos provocaban una elevacion de la presion arterial tanto media, como
sistdlica y diastolica, que si bien unicamente fue significativa en el caso del AM251. Este
efecto hipertensor no se observa en animales control (LEAN) (datos no mostrados), lo
que podria estar indicando la existencia de un tono endocannabinoide aumentado en los
animales diabéticos respecto a los que no lo son. Se sabe que los niveles circulantes de
cannabinoides enddgenos, asi como la actividad de las enzimas que degradan estos
compuestos en algunos tejidos, se encuentran aumentados en obesidad y diabetes
(Cable y cols., 2014). La mayoria de los estudios muestran que la administracion de
cannabinoides en animales de experimentacion provoca hipotension (Siqueira y cols.,
1979; Varga y cols., 1995; Randall y cols., 2002), por lo que, el efecto observado en la
presion arterial de estos animales tras la administracién de los antagonistas
cannabinoides, podria estar reflejando un bloqueo en los efectos hipotensores de los
cannabinoides enddgenos en estos animales.

Por otro lado, la administraciéon de Win no modificé la funciéon cardiaca basal en
los animales ZDF. Estos resultados muestran que no hay cambios sustanciales a nivel
del miocardio después de la administracion aguda de estos farmacos, y concuerdan con
los hallazgos obtenidos en otros autores, como Lépiciery cols., que describen la
ausencia de efectos en los parametros cardiacos basales después de la administracion

de agonistas selectivos de los receptores cannabinoides CB1 y CB2 en corazones
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aislados y perfundidos de animales no diabéticos, aunque estos se administraron en la
solucion de perfusion (Lépicier y cols., 2003; Lépicier y cols., 2007). En nuestro caso, la
administracion de cannabinoides se ensay6 en corazones de animales en condiciones
patolégicas, en las que, como se ha sefalado anteriormente, la expresion del sistema
endocannabinoide esta disminuida. Aun asi, los agonistas cannabinoides no ejercieron
ningun efecto sobre la funcidén cardiaca basal de los animales obesos y diabéticos. La
administracion de los antagonistas cannabinoides tampoco provocé cambios en la
funcién cardiaca basal de estos animales. Sin embargo, cuando se administra el
antagonista de los receptores CB2 junto con el agonista Win, encontramos una
disminucion en la contractilidad del ventriculo izquierdo. Este dato es sorprendente dado
que ninguno de los cannabinoides por separado ha ejercido ningun efecto. Podria ser
posible que ambos compuestos actuaran sobre otra diana molecular simultaneamente
para ejercer este efecto. De hecho, se sabe que tanto Win como AM630 pueden actuar
sobre otras dianas diferentes de los receptores CB1/CB2, entre las que se encuentran
canales de potasio, canales de sodio, receptores para serotonina (5-HT3), Receptores
Activados por Proliferadores de Peroxisomas (PPAR) o los receptores TRPA (Pertwee,
2010). Serian necesarios mas experimentos para evaluar esta posibilidad.

Sin embargo, y a pesar de los resultados obtenidos hasta ahora, que parecian
indicar el poco efecto que la administracion de Win tenia sobre los parametros
cardiovasculares analizados, se quiso seguir investigando si el sistema
endocannabinoide podria ser una diana terapéutica en casos de isquemia cardiaca en
situaciones de SM-DM2. De hecho, existe un marcado interés en los cannabinoides y
sus propiedades protectoras frente al dafo por I-R (Joyeux, 2002; Shmist y cols., 2006).

La mayor parte de estudios sobre cannabinoides relacionados con la proteccion
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cardiaca frente al dafo por I-R muestran una reduccion clara del tamafo del infarto en
corazones de animales no diabéticos sometidos a isquemia, aunque no todos evaluan el
efecto de los cannabinoides en la recuperacion de la funcionalidad cardiaca (Underdown
y cols.,2005; Hajrasouliha, 2008). Lépicier y cols., en dos trabajos distintos (Lépicier y
cols., 2003; Lépicier y cols., 2007) observaron que la administracion de dos
endocannabinoides diferentes (palmitoiletanolamida y 2-araquidonilglicerol) o dos
agonistas sintéticos (ACEA y JW015) causaban una mejora en la recuperaciéon de la
funcionalidad cardiaca tras la isquemia en corazones de animales sin patologias. Estos
autores sugirieron que este efecto se debia principalmente a la mejora de la PPC y/o la
contractilidad ventricular. Sin embargo, no existen muchas investigaciones que evaluen
si este efecto cardioprotector de los cannabinoides frente a la isquemia se da también
en animales con alteraciones metabolicas como es la DM2.

Hasta la fecha, este es el primer trabajo que muestra un efecto cardioprotector
de los cannabinoides en el corazén tras I-R en animales diabéticos. Los resultados
obtenidos en esta Tesis Doctoral muestran que la administracion aguda del agonista
mixto Win, mejora significativamente la funcién cardiaca después del dafo por I-R en
animales diabéticos. Aunque no hubo recuperacion de la funcion ventricular, la presion
de perfusion en las coronarias se mantuvo (PPC) y la frecuencia cardiaca (Fc) se
recuperd por completo con el tratamiento con Win en ratas ZDF, llegando a mostrar
estos parametros, al final del periodo de reperfusion, valores similares a los que
encontramos en la funcion basal. Este efecto protector de Win sobre la recuperacion de
la funcion cardiaca tras la I-R en las ratas ZDF fue completamente bloqueado por la

administracion del antagonista cannabinoide selectivo de los receptores CB2, AM630 y
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parcialmente bloqueado por la administracion del antagonista cannabinoide selectivo de
los receptores CB1, AM251 (unicamente bloqued el efecto de Win sobre la PPC).

Es importante resaltar que en esta Tesis Doctoral, los cannabinoides fueron
administrados in vivo, y los experimentos de cardioproteccién frente a I-R se llevaron a
cabo en preparaciones de corazon aislado y perfundido. Sin embargo, otros autores han
utilizado este mismo protocolo de trabajo y han demostrado esta cardioproteccion
conferida por los cannabinoides (Hydock y cols., 2009). Por lo tanto, podriamos concluir
que nuestro protocolo experimental es valido para confirmar la cardioproteccion de Win
tras la isquemia en ratas ZDF.

Los resultados obtenidos estan, en parte, en concordancia con otros estudios
que evaluan el efecto cardioprotector de los cannabinoides en la lesion por I-R y que
describen este efecto protector del miocardio como resultado de la activaciéon de los
receptores CB2 localizados en el mismo (Lépicier y cols., 2003; Lépicier y cols., 2007).
Otros investigadores, utilizando modelos animales de I-R, también han demostrado que
la cardioproteccion de los cannabinoides frente al dafio por isquemia esta mediada por
la activacion de los receptores CB2, pero no de los receptores cannabinoides CB1
(Krylatov y cols., 2001; Krylatov y cols., 2002; Ugdyzhekova y cols., 2002; Di Filippo,
2004). En oftros tipos de I-R, como la cerebral, se ha demostrado que la activacion del
receptor cannabinoide CB2 contribuye a proteger el cerebro durante la I-R a través de la
modulacion de la respuesta inflamatoria (Zhang y cols., 2009). Ademas, Sheng
demostré que el cannabinoide sintético Win inhibia la produccién de mediadores
inflamatorios, incluyendo el NO producido por la iNOS a través de la activacion de los
receptores CB1 y CB2, pero siendo una inhibicidn mas potente cuando se estimulan los

receptores CB2 (Sheng, 2005).
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En el corazoén, la distinta localizacion de los receptores CB1 y CB2 podria
explicar la diferente contribucién de estos receptores en los efectos protectores de los
cannabinoides. En el corazén se expresan tanto receptores CB1 como receptores CB2;
sin embargo, los receptores CB1 se localizan principalmente en las células endoteliales
de las arterias, mientras que los receptores CB2 se localizan principalmente en los
cardiomiocitos. Se ha visto que el efecto de relajacion vascular de los
endocannabinoides en las ratas estda mediada, al menos en parte, por los receptores
CB1, lo que podria explicar que, en este trabajo, la disminucion de la PPC (lo que indica
vasorrelajacion de las arterias coronarias) tras el proceso de I-R provocada por la
administracion de Win sea bloqueada por el antagonista del receptor CB1 (Kuno y cols.,
2000). Sin embargo, la proteccion contra la hipoxia en cardiomiocitos estd mediada por
el receptor CB2, lo que puede explicar que la administraciéon del antagonista de los
receptores CB2 bloqueara el efecto de Win sobre la recuperaciéon cardiaca tras I-R
(Lépicier y cols., 2007).

También en el trabajo de Lépicier, se asocia el papel protector frente a la hipoxia
en cardiomiocitos mediada por el receptor CB2 con una modificacién en la produccién
de NO (Lépicier y cols., 2007). Por ello, aunque en esta Tesis Doctoral no se han
evaluado los niveles de NO en el plasma de estos animales, si se evalud la expresion
de iINOS y eNOS en los corazones de los animales ZDF y su posible implicacion en el
efecto protector de Win frente al dafio por I-R cardiaco.

El 6xido nitrico (NO) derivado del endotelio es generado fisiolégicamente dentro
de los cardiomiocitos por la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS), y esta involucrado
en la relajacién miocardica, en el tono diastdlico y en el consumo de oxigeno desde

preparaciones de cardiomiocitos aislados, corazones aislados o modelos /n vivo (Xie y
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cols., 1996, Shah, 2000). Sin embargo, en ciertas patologias, como es la diabetes, la
forma inducible de la 6xido nitrico Sintasa (INOS) aumenta su expresién y se sugiere
que esto contribuye a la disfuncién miocardica (Zhou y cols., 2000; EI-Omar y cols.,
2003). Este aumento de la expresion de iNOS, provoca la sobreproduccién de NO. El
NO reacciona con el anién superdxido, dando como resultado la formacion de
peroxinitrito lo que causa la apoptosis de las células cardiacas (Song y cols., 2008).

El papel del NO en la isquemia y la reperfusion sigue siendo controvertido y adn
no ha sido bien definido (Imagawa y cols., 1999; Kanno y cols., 2000). En varios trabajos
se ha demostrado que se comporta como un agente protector en la lesion por
reperfusion (Lefer y cols., 1993; Das y cols., 1998; Xi y cols., 1999). Sin embargo, en la
diabetes el panorama es diferente: el papel beneficioso del NO en la reduccion de la
lesion por reperfusion post-isquémica en corazones de animales diabéticos desaparece
(Zingarelli, 2002). Esto se justifica por el hecho de que en los corazones de animales
diabéticos existe un incremento en la expresiéon de iINOS y una disminucién de la
expresion de eNOS, que conllevaria una sobreproduccion de NO por parte de la iINOS
(Smith, 1997; Stockklauster-Farber, 2000; Hink, 2001; Anozato, 2002; Song y cols.,
2008; Lesniewski y cols., 2008). Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral estan
en concordancia con los descritos por otros autores e indican que la expresién de la
iINOS se encuentra incrementada y la de la eNOS se encuentra disminuida en
corazones de ratas ZDF sometidos a I-R. El incremento de la expresion de iNOS, que
da como resultado un aumento en la produccion de NO, y que podria amplificar el
proceso inflamatorio provocado por la diabetes puede estar relacionado con el dano por
I-R cardiaca (Arstall, 1999). Es bien conocido que la generacién de Especies Reactivas

de Oxigeno esta particularmente elevada en la reoxigenacion. Estas especies reactivas
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de oxigeno reaccionan con el NO, dando como resultado la formacion de peroxinitrito, el
cual contribuye a aumentar el dafio cardiaco en animales diabéticos tras un proceso de

I-R (Ceriello y cols., 2002; EI-Omar y cols., 2003; Marfella y cols., 2004).

Se ha descrito que los cannabinoides son neuroprotectores en modelos
experimentales de isquemia cerebral modulando, entre otras cosas, la produccion de
oxido nitrico por parte de la iNOS (Leker, 1999; Fernandez-Lépez, 2006; Durmaz, 2008).
Por este motivo, se quiso conocer si en el efecto protector del agonista cannabinoide
Win, sobre el dafio por I-R estaba involucrada la expresiéon cardiaca de iNOS y eNOS.
En la presente Tesis Doctoral se puede observar que, tras la isquemia, en los corazones
de los animales tratados con Win, existia una disminucion en la expresion de iNOS y un
incremento en la expresién de eNOS en estos corazones respecto a los corazones de
los animales tratados con vehiculo. Es mas, los niveles de expresion cardiaca de ambas
enzimas fueron similares a los observados en corazones no sometidos a un proceso de
I-R. Por lo tanto, el efecto protector de Win frente al dano por isquemia parece ser dual:
por un lado la disminucién del NO producido por la iNOS, y por otro lado la restauracion
de la expresion fisiolégica de eNOS en el tejido miocardico. Esta Tesis constituye el
primer trabajo que evalua la prevencion de los cambios en la expresion de las
isoenzimas NOS inducidos por el dafio por I-R en corazones de animales diabéticos tras
la administracién de un agonista cannabinoide. Los efectos sobre la iINOS han sido
descritos por otros autores en células del SNC (Sheng, 2005; Fernandez-Lépez, 2006),
pero esta es la primera vez que se describe el efecto de Win en la expresion miocardica
de iNOs y de eNOS tras la isquemia, y en situaciones de DM2.

En relacién con la implicacién de los receptores cannabinoides sobre esta

modificacion de la expresién miocardica de iINOS y eNOS tras la isquemia inducida por
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Win en los corazones diabéticos, no se encuentra una implicacion clara de los
receptores en esta modulacion enzimatica inducida por Win. De forma interesante, los
antagonistas de los receptores cannabinoides CB1 (AM251) y CB2 (AM630), por si
mismos, produjeron una disminucién en la expresion de iNOS, pero no modificaron la
expresion miocardica de la eNOS tras el proceso de I-R. Cuando se administran los
antagonistas de los receptores cannabinoides CB1 (AM251) y CB2 (AM630) con el fin
de bloquear el efecto de Win sobre la expresion miocardica de iNOS y eNOS, se
observa que AM251 no alterd la modificacion de la expresion de la iINOS ni de la eNOS
provocada por Win. Sin embargo, AM630 potencié el efecto del Win sobre la expresion
de la iINOS reduciendo aun mas los niveles de esta enzima, no produciendo ninguna
modificacion en la expresion miocardica de la eNOS. De nuevo, la implicacion de otra
diana molecular podria ser posible (Pertwee, 2010).

En otros tejidos y bajo diferentes condiciones, se ha demostrado que la
activacion del receptor CB2 protege del dafo por I-R modulando la respuesta
inflamatoria. Sheng demostré que Win inhibia la produccién de mediadores inflamatorios
en astrocitos incluyendo el NO producido por la iINOS a través de la activacion de los
receptores CB1 y CB2, pero siendo una inhibicién mas potente cuando se estimulan los
receptores CB2 (Sheng, 2005), mientras que el grupo de Zheng, en I-R cerebral, ha
demostrado que la activacion del receptor cannabinoide CB2 contribuye a proteger el
cerebro durante la I-R a través de la modulacién de la respuesta inflamatoria (Zhang y
cols., 2009).

Sin embargo, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral sugieren que los

receptores CB1 o CB2 no estan involucrados en los cambios provocados por Win en la
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expresion de NOS, de manera similar a los resultados obtenidos en funcién cardiaca
basal. Por lo tanto, este efecto debe estar mediado por otros receptores 0 mecanismos.
En un estudio reciente, el grupo de Ribeiro obtuvo resultados similares en cultivos de
células gliales; tanto Win como otros agonistas selectivos de los recetores CB1 y CB2
redujeron la induccién de iINOS y la generacion de especies reactivas de oxigeno. Sin
embargo, los antagonistas de los receptores CB1 y CB2 por si mismos también
redujeron la induccion de iINOS y la generacion de especies reactivas de oxigeno. Es
mas, parece que la via de senalizacion por la que se dan estos efectos es la misma
tanto para los agonistas como para los antagonistas (reduccion de la fosforilacion de
ERK1/2 (kinasa regulada por sefal extracelular y de cPLA2 (fosfolipasa A2 citosdlica)).
Es importante sefialar que estas vias no estan descritas como vias de sefializacion
acopladas a los receptores CB1 y CB2, lo que vuelve a sugerir que Win y antagonistas
cannabinoides puedan causar este efecto mediante un mecanismo independiente de los
receptores CB1 y CB2 (Ribeiro y cols., 2013). En un trabajo publicado en 2010 por el
grupo de Kozela, se muestra que el THC y el cannabidiol pueden disminuir la
produccion y la liberacion de citocinas proinflamatorias (IL-1B, IL-6 e IFN-f) en microglia
activada a través de mecanismos independientes de receptores CB1 y CB2 (Kozela y
cols., 2010). De hecho, tanto agonistas como antagonistas de los receptores
cannabinoides pueden activar multiples receptores y canales, como receptores GPR55,
TRPV, B-adrenérgicos, colinérgicos, opioides, receptores de glutamato, canales de
calcio, potasio o sodio entre otros (Pertwee, 2010).
Puesto que la recuperacion funcional cardiaca y los cambios en la expresion de
iINOS y eNOS tras la I-R inducidos por Win parecen no estar mediados por los mismos

mecanismos, seria interesante buscar alguna relacion entre la modulaciéon de la
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expresion miocardica de NOS y la recuperacién funcional cardiaca de los corazones
diabéticos sometidos a isquemia. Algunos estudios en corazones no diabéticos
muestran que una modulacion selectiva de la expresion miocardica de iINOS
(reduciéndola) y/o de la expresion de eNOS (preservandola) reduce el dafio cardiaco
tras la isquemia (Wildhirt y cols., 1997; Han y cols., 2003). De hecho, los inhibidores
selectivos de iINOS, redujeron el dafo cardiaco provocado por I-R preservando el flujo
coronario, reduciendo los niveles de creatinkinasa y lactato deshidrogenasa (LDH) en
eluyente, y/o disminuyendo la relajacién ventricular (PDF). En el presente estudio, la
recuperacion de la funcionalidad cardiaca inducida por Win tras la I-R en corazones
diabéticos, claramente afecta a la PPC preservandola, y a la frecuencia cardiaca, pero
no se mejoro la funcionalidad ventricular izquierda.

Aunque seria necesaria una mayor investigacion en este sentido, por ejemplo,
administrando inhibidores selectivos de NOS. Los datos obtenidos en el presente
estudio sugieren que la modulacién de la expresion cardiaca de NOS inducida por Win,
podria contribuir a la recuperacion funcional cardiaca tras I-R en corazones de animales
diabéticos.

Por otro lado, en esta Tesis Doctoral, se evaluaron los niveles de LDH en el
eluyente de los corazones de los animales ZDF como indicador de muerte celular en
estos corazones. En este sentido, se encuentra un ligero aumento, aunque no
significativo, de la cantidad de LDH tras el proceso de I-R. La administracion de Win en
estos animales no provocé cambios de los niveles de LDH en el eluyente de estos
corazones. Aunque seria de esperar un aumento de LDH como consecuencia de dano
celular tras la isquemia, en este caso el aumento no resulta significativo, tal vez como

consecuencia del alto error obtenido en el ensayo, sobre todo en los valores tras la
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isquemia. Por ello, tampoco resulta sorprendente que Win no modifique la cantidad de
esta enzima encontrada en el eluyente. Por ello, serian necesarios un mayor numero de
ensayos con el fin de reducir el error en los resultados.

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral demuestran que el modelo de
neuropatia periférica inducida por hiperglucemia en ratas ZDF, manifiesta signos de
neuropatia periférica sensorial, ademas de signos de neuropatia autonémica a nivel
cardiovascular.

En este modelo animal existen alteraciones en la expresidn cardiaca de
receptores cannabinoides CB1/CB2.

La administracién aguda de Win en estos animales provoca un efecto hipotensor
y bradizardizante que resulta transitorio, no modificando la funcién cardiaca basal. Sin
embargo, la administracién aguda de Win fue capaz de proteger parcialmente al corazén
de los animales obesos y diabéticos frente al dafo por I-R, siendo esta proteccion
mediada por ambos receptores cannabinoides CB1 y CB2.

Ademas, la administracién aguda de Win fue capaz de modular el equilibrio en
las isoenzimas iINOS/eNOS, estando implicada esta modulacién en el efecto protector
del Win frente a la isquemia.

En la modulacién del equilibrio INOS/eNOS no parecen estar implicados los
receptores cannabinoides CB1 o CB2. Sin embargo, para conocer definitivamente este
efecto seria necesaria una mayor investigacion en este aspecto. Los resultados
obtenidos en esta Tesis Doctoral servirian de base para futuras investigaciones en este

campo.
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De los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, se puede concluir que:

¢ Neuropatia por administracién de cisplatino:

1. La administracion de cisplatino 2 mg/Kg durante 5 semanas en rata no produce
alteraciones funcionales en presion arterial, funcion cardiaca basal o funcién

cardiaca tras un proceso de Isquemia-Reperfusion.

2. La administracion de cisplatino 2 mg/Kg durante 5 semanas provoca alteraciones en

la expresion cardiaca de conexina, lo que indica la presencia de dafo cardiaco

subyacente, pero que no es suficiente para provocar alteraciones funcionales.

3. La administracion de cisplatino 2 mg/Kg durante 5 semanas no produce alteraciones

en la expresidn cardiaca de receptores cannabinoides CB1 y CB2.
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¢ Neuropatia por Diabetes Mellitus de Tipo2:

. En un modelo animal de DM2, se presenta neuropatia periférica sensorial

conjuntamente con neuropatia autonémica a nivel cardiovascular.

. En un modelo animal de DM2, existe alteracion de la expresiéon cardiaca de los

receptores cannabinoides CB1 y CB2.

. En un modelo animal de DM2, la administracién aguda de un agonista cannabinoide
CB1/CB2 provoca un efecto hipotensor y bradicardizante transitorio, pero no modifica

la funcién cardiaca basal.

. En un modelo experimental de DM2, la administracion aguda de un agonista
cannabinoide CB1/CB2 es capaz de proteger parcialmente al corazon frente al dafio
por Isquemia-Reperfusion. Esta proteccion estd mediada por la modulacion del

equilibrio INOS/eNOS cardiaco y no por receptores cannabinoides CB1 y/o CB2.
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