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RESUMEN

El sistema endocannabinoide es un sistema modulador versatil que se
encuentra ampliamente distribuido en el sistema nervioso central (Chevaleyre y
cols., 2006; Mackie, 2008; Heifets y Castillo, 2009; Kano y cols., 2009; Castillo y
cols., 2012; Kano, 2014).

Este sistema estd compuesto por los cannabinoides enddgenos o
endocannabinoides (los principales son la anandamida y 2-araquidonil-glicerol-2-
AG) que activan los mismos receptores de cannabinoides que los componentes
psicoactivos del cannabis, asi como los enzimas de sintesis y degradacion de los
endocannabinoides (Howlett y cols., 2002; Freund y cols., 2003; Mackie, 2008;
Pertwee y cols., 2010) y los sistemas de transporte selectivos, como el
recientemente identificado para anandamida (Fu y cols., 2011). Muchos de los
efectos de los cannabinoides y endocannabinoides estan mediados por los
receptores CB1 y CB2 unidos a proteinas G de caracter inhibidor (Gi y Go), habiendo
ademas otros receptores como el GPR55 activado por endocannabinoides (Ryberg
y cols., 2007; Mackie, 2008; Pertwee y cols., 2010), o el receptor TRPV1 (Micale y
cols., 2009).

Los receptores CB1 también estan presentes en 6rganos periféricos, como el
musculo esquelético, higado, pancreas o grasa, donde participan en las funciones
celulares y en el metabolismo energético (Piomelli, 2003; Silvestri y Di Marzo,
2013); de tal manera, la deficiencia genética o el bloqueo farmacolégico de los
receptores CB1 tiene un efecto beneficioso en ciertas alteraciones metabdlicas,
tales como la obesidad y el sindrome metabolico (Vickers y cols., 2003; Pagotto y

cols., 2006; Nam y cols., 2012; Silvestri y Di Marzo, 2013).

Por otra parte, datos recientes obtenidos en nuestro laboratorio han
demostrado la existencia de CB1 en membranas de mitocondrias de neuronas del
hipocampo de ratén, cuya activacién regula la respiracién celular y la produccién
de energia (Benard et al.,, 2012). Sin embargo, se desconoce si CB1 esta localizado

en mitocondrias de la periferia.



En base a estos antecedentes, nuestra hipdtesis sostiene que los receptores
CB1 distribuidos en organos periféricos podrian estar localizados en las

mitocondrias del musculo, al igual que ocurre en el cerebro.

El objetivo de este Proyecto de Tesis Doctoral es investigar la existencia de
CB1 y de elementos clave del sistema endocannabinoide en mitocondrias del
musculo estriado, un érgano en el que este sistema ha sido identificado (Crespillo
et al.,, 2011). Con este fin, utilizaremos anticuerpos altamente especificos frente a
CB1 y proteinas relacionadas en combinacién con un método de preinclusion de
inmuno-oro intensificado con plata. La visualizacién de la localizaciéon proteica
sera por medio de técnicas de imagen de alta resolucién. Los tejidos a estudiar
seran los musculos estriados gastrocnemio, abdominal y cardiaco extraidos tras la
perfusion transcardiaca de una solucion fijadora a ratones silvestres (CB:-WT) y

mutantes que carecen constitutivamente del gen que codifica CB1 (CB:-KO).

Si se confirma la hipotesis de partida, los datos anatémicos de este trabajo
Doctoral permitiran a posteriori determinar si la presencia de CB1 en mitocondrias
musculares participa en la regulacién intracelular del metabolismo, a través del

control de las funciones mitocondriales.



INTRODUCCION

Cannabinoides

La planta Cannabis sativa contiene aproximadamente 400 compuestos
quimicos diferentes de los que unos 60 se consideran dentro del grupo de los
cannabinoides. El principal responsable de las propiedades psicoactivas de la
planta es el compuesto lipofilico A9-tetrahidrocannabinol (THC), que fue aislado

por Gaoni y Mechoulam a partir de Cannabis sativa en el afio 1964.

Estructura quimica del
A9-tetrahidrocannabinol.

Este descubrimiento sin embargo no vino acompafiado de la caracterizacién
molecular del receptor correspondiente en el cerebro de los mamiferos, sino que
hubo que esperar mas de dos décadas hasta que se descubriera que los principios
activos de la marihuana, el hachis, u otros preparados de la planta Cannabis sativa,
tienen sus efectos psicotrdpicos a través de la activacion de una serie de receptores
de membrana presentes en las células nerviosas. El primer receptor especifico de
THC, denominado receptor de cannabinoides tipo 1 (CB1) fue identificado y
posteriormente clonado tras el screening de afinidad por THC de varios receptores
huérfanos unidos a proteinas G que habian sido caracterizados previamente. El
segundo receptor cannabinoide, denominado CB2, identificado por la técnica de
clonacién por homologia, resulté ser bastante diferente de CBi, tanto en la
secuencia de aminodacidos, como en la localizacién en tejidos de mamifero. En este
sentido, CB1 es muy abundante en el cerebro, lo que sugiere que es responsable de
la psicoactividad del THC, expresdndose CB2 sobre todo en células inmunes. La
clonacién de los receptores de cannabinoides abrié la puerta a la identificacion de
sus ligandos endégenos, denominados por analogia funcional cannabinoides

endégenos o endocannabinoides.



Por tanto, bajo el término “cannabinoide” se agrupan numerosas sustancias
con estructuras quimicas diferentes, pero que tienen en comun la capacidad de

actuar a nivel de algunos de los elementos constituyentes del sistema

endocannabinoide.
©
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Principales cannabinoides y compuestos relacionados.

SISTEMA ENDOCANNABINOIDE

El sistema endocannabinoide es un complejo sistema enddgeno de
sefializacion que interviene en multiples vias metabdlicas. Estd formado por los
receptores de cannabinoides, sus ligandos enddgenos o endocannabinoides, las
proteinas involucradas en su sintesis e inactivacion, asi como las vias de

sefializacion intracelular reguladas por los endocannabinoides.

Endocannabinoides

La familia de agonistas enddgenos del receptor CB1 es mayor de lo que se
pensaba inicialmente. Por definicién, los endocannabinoides son compuestos
endégenos derivados de acidos grasos poliinsaturados que se unen y activan el

receptor CB1, CB2 0 ambos.



El primer endocannabinoide descubierto fue la etanolamida del acido
araquidonico, conocida como anandamida (del sanscrito “placer interno”; N-
araquidonoiletanolamida). A este hallazgo se sumo6 el descubrimiento de que el
metabolito enddgeno 2-araquidonilglicerol (2-AG), también presentaba alta
afinidad por los receptores CB1 y CB2. Otro miembro de esta familia de lipidos, la
palmitoiletanolamida, comparte con los cannabinoides enddgenos diversos efectos
fisioldgicos, aunque no es capaz de unirse a ninguno de los dos receptores de
cannabinoides conocidos hasta el momento. Se han identificado otros
endocannabinoides en los ultimos afios, entre los que se encuentran el 2-
araquidonil-glicerol éter (noladin éter), N-araquidonil-dopamina (NADA) y O-
araquidonil-etanolamina  (virodamina), cuya actividad farmacoldégica y
metabolismo de estos compuestos lipidicos son centro de interés cientifico en la
actualidad. Por lo tanto, por el momento la anandamida y 2-AG son considerados
los endocannabinoides mayores. Ademas se ha aislado el péptido hemopresina en
diversos tejidos, incluido el cerebro, conocido previamente por su efecto
hipotensor y que tiene la caracteristica de ser el primer potente agonista

inverso/antagonista endégeno de CB:.

Las concentraciones de anandamida en el cerebro son muy bajas ya que no es
almacenada en las células en su forma bioldgicamente activa, sino que es
sintetizada en respuesta a un determinado estimulo a partir de un precursor
fosfolipidico presente en la membrana celular. En general, dentro del cerebro los
niveles mas altos de anandamida se corresponden con areas que también
presentan una elevada densidad de receptores de cannabinoides, tales como el
hipocampo, la corteza cerebral o el estriado. Sin embargo, esta correlacién no es

completa ya que otras regiones como el tdlamo o el tronco del encéfalo poseen

pocos receptores y sin embargo un nivel alto de anandamida.

Region SNC Anandamida Receptor CB:
Cuerpo estriado +++ ++++ +H++
Mesencéfalo ++ ++ T+
Tronco del encéfalo ++++ +++++ ++
Cerebelo + ++ PR
Hipocampo +++ +++++ ++
Estructuras limbicas ++ ++++ Tt
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Corteza cerebral + ++ ++

Diencéfalo + + +++

Médula espinal +++ +H++ T+

Anandamida (pmol/g tejido): + (<20); ++ (20-40); +++ (40-60); ++++ (60-80); +++++ (>80)
2-AG (nmol/g tejido): + (<3); ++ (3-6); +++ (6-9); ++++ (9-12); +++++ (>12)
Receptor CB: (fmol/mg tejido): + (<250); ++ (250-500); +++ (500-750); ++++ (750-1000); +++++ (>1000)

Distribucion de los endocannabinoides y del receptor CB: en diversas regiones del sistema
nervioso central (SNC) de la rata.

Las concentraciones de 2-AG en el cerebro son mayores que las de
anandamida, aunque en general hay una buena correlacion entre los dos
endocannabinoides en las distintas regiones en las que estos compuestos han sido

analizados ( Hu SSy cols., 2015 ).

Desde el punto de vista farmacoldgico, 2-AG se une a ambos receptores de
cannabinoides CB1 y CB2 con una afinidad similar y los activa con una eficacia
parecida. Por el contrario, la anandamida tiene menor afinidad por el receptor CB2
que CB1 y es un agonista de baja eficacia para ambos receptores. Asi, la
anandamida actiia normalmente como agonista parcial de los receptores CB1y CBz,
mientras que 2-AG muestra normalmente agonismo completo para ambos

receptores.

Biosintesis y metabolismo de los endocannabinoides

Las rutas de sintesis y las vias catabdlicas de la anandamida y 2-AG son de
interés cientifico desde hace tiempo, siendo su conocimiento a pesar de todo sélo

parcial hasta la fecha.

N-araquidonil-fosfatidiletanolamina (NArPE) y diacilgliceroles (DAGs) junto
con acido araquidoénico en posicion-2 actian como los principales precursores
biosintéticos de anandamida y 2-AG, respectivamente. La produccion de NArPE
tiene lugar por la transferencia de acido araquidénico desde la posicién sn-1 de los
fosfolipidos al atomo de nitrégeno de fosfatidiletanolamina, mientras que los

precursores DAG necesarios para la sintesis de 2-AG derivan sobre todo de la
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hidrolisis de fosfatidilinositol catalizada por fosfolipasa C y en algunas células por

la hidrdlisis del acido fosfatidico.

Las enzimas de biosintesis de ambos endocannabinoides son: dos DAG
lipasas selectivas por sn-1 denominadas DAGL-a y DAGL-[, responsables de la
biosintesis de 2-AG en células y tejidos; la enzima fosfolipasa D especifica N-
acilfosfatidiletanolamina (NAPE-PLD) cataliza la conversion directa de NArPE en
anandamida. La sintesis de anandamida se produce mediante la hidroélisis
catalizada por NAPE-PLD del precursor fosfolipidico NArPE presente en la
membrana celular. Este compuesto sirve como depdsito de almacenaje de la
anandamida que sera sintetizada y liberada en el momento en que exista una
demanda de la misma. La vida media de la anandamida es muy corta ya que es
rapidamente recaptada por un transportador de alta afinidad (anandamide
membrane transporter o AMT), ain no caracterizado molecularmente, pero que
estd presente tanto en neuronas como en células gliales. Por su parte, el 2-AG tras
su liberacion puede ser recaptado por el transportador de anandamida y
posteriormente degradado. Algunos autores han propuesto un proceso especifico
por medio del cual los endocannabinoides, segin la direccion de su gradiente de
concentracion a través de la membrana plasmatica, son captados por las células
una vez que han activado los receptores, o liberados por las células tras la
biosintesis de endocannabinoides. Hasta la fecha, este mecanismo no ha sido

identificado a nivel molecular.

Los dos endocannabinoides son inactivados esencialmente por hidroélisis
enzimdtica de sus amidas y sus uniones éster. Las enzimas responsables de estas
reacciones fueron clonadas en diversas especies de mamiferos e identificadas
como amidohidrolasa de acidos grasos (fatty acid amide hydrolase o FAAH) para
anandamida y monoacilglicerol lipasa (MAGL) para 2-AG. FAAH cataliza la
hidrolisis de la anandamida en el interior de la célula dando lugar a dos
componentes fundamentales: acido araquidénico y etanolamina. Por su parte,
MAGL convierte 2-AG en acidos grasos libres (acido araquiddnico) y glicerol. Los
endocannabinoides comparten ciertos criterios con los neurotransmisores
clasicos, en el sentido de que son sintetizados y liberados por las neuronas, son

capaces de unirse y activar receptores de membrana, y finalmente son inactivados
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por recaptacién y degradaciéon enzimatica en el interior de la célula. Unicamente, a
diferencia de lo que ocurre con los neurotransmisores y dada la naturaleza lipidica
de estos compuestos, los endocannabinoides no son almacenados en el interior de

vesiculas sinapticas.

Receptores de cannabinoides

Los cannabinoides ejercen sus efectos mediante la activacién de receptores
especificos de membrana. Hasta el momento se han clonado dos receptores para
cannabinoides: el receptor CB1 que se expresa abundantemente en el sistema
nervioso central, y el receptor CB: localizado fundamentalmente a nivel del
sistema inmune. Ambos pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a
proteinas G, caracterizados por la presencia de siete dominios transmembrana, un

dominio amino-terminal extracelular y un dominio carboxilo-terminal intracelular.

El receptor CB1 contiene 472-473 aminoacidos organizados en una secuencia
tipica, altamente conservada entre las distintas especies estudiadas. El receptor
CB:2 presenta una homologia global del 44% (68% en las regiones transmembrana)

con el receptor CBi.
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Los estudios en ratones knockout para el receptor CB1 y CB2 sugieren la
existencia de receptores de cannabinoides adicionales. Por ejemplo, algunos

fitocannabinoides, cannabinoides sintéticos y endocannabinoides se unen y activan
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in vitro el receptor huérfano GPR55 que esta acoplado a proteina G. Esta es una
proteina presente en diversos tejidos y o6rganos humanos y de rata, incluido el
cerebro, con una homologia de secuencia con CB1y CB2 inferior al 20%. También
hay evidencias de un receptor endocannabinoide vascular distinto de GPR55, CB1 0

CBa.

Los endocannabinoides también pueden producir efectos que no son
mediados por receptores acoplados a proteinas G. Por ejemplo, la anandamida
comparte con el THC y con otros cannabinoides la mayoria de sus propiedades
farmacolégicas tanto en el sistema nervioso central como a nivel periférico, pero
existen algunos efectos de este endocannabinoide que no son a través de los
receptores de cannabinoides conocidos hasta el momento. La anandamida y NADA
(pero no 2-AG) activan el receptor de vanilloide tipo 1 (TRPV1), un receptor no-
CB1, no-CB2 identificado como un canal catidnico no selectivo que forma parte de la
amplia familia de los canales transitorios de receptores potenciales (TRP)
activados por calor nocivo (»422C), pH bajo (<6,0) y la capsaicina, componente
activo del chili picante. Los datos experimentales apuntan a que TRPV1 participa
en algunos de los efectos farmacolégicos de la anandamida. También hay
evidencias obtenidas in vitro de que la anandamida antagoniza otro canal TRP, el
TRP de melastatina tipo 8 (TRPMS8), el cual es responsable de la sensacion de frio

inducida por el mentol y por temperaturas inferiores a 259C.

Mecanismos de transduccién de senales

Ambos receptores de cannabinoides CB1 y CB2 estan sobre todo unidos a
proteinas Gi/o, a través de cuyas subunidades a inhiben la adenilato ciclasa lo que
da lugar a un descenso de los niveles de AMPc intracelular. De esta forma, se ve
afectada la capacidad de fosforilacion de proteinas quinasas dependientes de este
nucleotido ciclico. Los cannabinoides también estimulan la ruta de las proteinas
quinasas activadas por mitégenos (MAPK), via involucrada en la regulacion de

fenémenos de proliferacion y diferenciacion.
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Mecanismos de transduccién de sefiales de los receptores CB1. Modificada de Purves y cols.,
2008.

Los eventos intracelulares tipicos mediados por las proteinas Gi/o unidas a la
activacion del receptor CB1 son la inhibicién de la mayoria de los canales de calcio
dependientes de voltaje, incluidos los de tipo P/Q, N y L, asi como el aumento de la
conductancia al potasio. Ambos fendmenos (inhibicién de los canales de calcio y
estimulacion de los canales de potasio) contribuyen a la reduccién de la
excitabilidad neuronal y la supresion de la liberacion de neurotransmisor. La
activacion del receptor CB1 inhibe por tanto la liberacién de GABA o glutamato
segln sea un tipo de neurona inhibidora o excitadora la que localice el receptor

CB1, e inhibe también la liberacidn de neuropéptidos por las terminales nerviosas.
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Sefalizacion  retrograda  mediada por los
endocannabinoides:

1. Llegada del impulso nervioso y despolarizacion de la
terminal presinaptica.

2. Liberacion de neurotransmisor (NT).

3. Uniodn del neurotransmisor al receptor postsinaptico (NTR).
4. Entrada de calcio en el elemento postsinaptico.

5. Sintesis de endocannabinoides (EC) a partir de precursores
lipidicos.

6. Difusion de endocannabinoide a través de la membrana
plasmatica.

7. Union del endocannabinoide al receptor CBi1 a nivel
presinaptico.

8. Inhibicion de la liberacion de neurotransmisor.

Adaptada de: “Endocannabinoid System Network” (cortesia Dr. V. Di
Marzo).

Existen evidencias crecientes de la capacidad de algunos agonistas de CB1 de
estimular directamente en algunos tipos celulares: 1) la hidroélisis de
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) por fosfolipasa C-B, con la consecuente
liberacién de inositol-1,4,5-fosfato (IP3) y movilizacién de calcio intracelular del
reticulo endoplasmatico rugoso, a través de mecanismos mediados por Gq/11 o
Gi/o. 2) la modulacion de la cascada de sefializacion de la fosfoinositol 3 quinasa
(PI3K) por medio de Gi/o, descrita como de naturaleza positiva o negativa
dependiendo del tipo celular, por tanto afectando la via de sefalizacién
Akt/proteina quinasa B. Otros efectos de la sefializacion intracelular descritos para
los receptores CB1 y CB2 son la liberacién de 6xido nitrico y la consecuente

activacion de GMPc, asi como el aumento de la liberacion de ceramida por CBo.

Distribucion de los receptores de cannabinoides

e Receptor CB:

El receptor CB1 se localiza principalmente en el sistema nervioso central
siendo el receptor acoplado a proteina G mas abundante del cerebro. La aplicacién
con éxito de diferentes técnicas autorradiograficas e inmunohistoquimicas tuvo
como resultado el conocimiento de la distribucién detallada de CB1 en el cerebro

de la rata. La mayor densidad del receptor se encuentra en los ganglios basales
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(sustancia negra, globo palido, estriado, nucleo entopeduncular), capa molecular
del cerebelo y ciertas partes del hipocampo (region CA3 del asta de Ammon y capa
molecular del giro dentado). La densidad de CB1 es mas moderada en las capas [ y

IV de la corteza cerebral, mientras que un escaso nimero de receptores se

Distribucion del receptor
CBL1 en un corte sagital de
2 cerebro de rata adulta:

. Estriado

. Globo palido

. Nucleo entopeduncular
. Sustancia negra

. Cerebelo

. Hipocampo

. Corteza cerebral

.
~N o OB wWwDN

encuentra en el hipotalamo,

Tomado de: Berrendero F. En: Guia Baésica sobre los Cannabinoides. Sociedad Espafiola de Investigacion
sobre Cannabinoides. 1.S.B.N.: 84-699-8658-9. Capitulo 2: Elementos que forman el sistema cannabinoide enddgeno
2002; Pags: 23-31.
tronco del encéfalo y médula espinal.

En general, la distribucion del receptor CB1 esta estrechamente ligada a los
efectos farmacologicos que producen los cannabinoides. Asi, la gran densidad de
este receptor en los ganglios basales se relaciona con las manifestaciones de los
cannabinoides en la actividad locomotora de los roedores, llegando a producir
catalepsia a dosis elevadas. La presencia de CB1 en areas hipocampales y corticales
explicaria los efectos de los cannabinoides sobre el aprendizaje y la memoria asi
como las propiedades anticonvulsivas de los mismos. Finalmente, la baja densidad
de CB1 en el tronco del encéfalo, area que controla las funciones cardiovascular y

respiratoria, explica la baja toxicidad y ausencia de letalidad de la marihuana.
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Corteza cerebral
Hipotélamo funciones cognitivas superiores

Ganglios basales
funcién motora
comportamientos de refuerzo

funcion ejecutiva
refuerzo

Amigdala
respuesta emocional
miedo

Cerebelo
L' coordinacion de la funcién motora
postura y equilibrio

SNl Tronco del encéfalo
Hipocampo nauseas / emesis Médula espinal
aprendizaje apetito nocicepcion

memoria
estrés

Regiones encefalicas que expresan el receptor CB1 y funciones en las que participan. En azul
estan marcadas las regiones con una expresion abundante del receptor CB1 y en negro las que
presentan una expresion moderada. Adaptada de: “Endocannabinoid System Network”.

El receptor CB1 también estd presente a nivel periférico. Se han encontrado
receptores en el bazo y las amigdalas, corazdn, préstata, dtero, ovario y a nivel
presinaptico en terminales nerviosas simpaticas. Otras localizaciones periféricas
del receptor CB1 incluyen el tejido adiposo, higado, tracto gastrointestinal y

pancreas.

Tabla 1. Tejidos y 6rganos humanos que expresan el gen codificante para el receptor CB;

(Di Marzo y cols., 2004; Pagotto y cols., 2006).

Sistema nervioso | Aparato genitourinario/ | Aparato Otros

central reproductivo gastrointestinal

Cerebro RifioN fleon Tejido adiposo

Médula espinal Placenta Higado Pulmon
Prostata Estomago Mdsculo
Testiculos y esperma Péancreas Bazo
Utero
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e Receptor CB,

El receptor CB: se localiza fundamentalmente en bazo, amigdalas y en
distintas células del sistema inmune (linfocitos B, aunque también en monocitos y
linfocitos T). También se expresa en tejido nervioso, particularmente tras sufrir
una lesidn. Los receptores CB2 presentes en estos tejidos y células parecen ser los

responsables de las propiedades inmunosupresoras de la marihuana.

Correlacion fisiologica de la anatomia del sistema

endocannabinoide

Existen indicios de que el sistema endocannabinoide esta presente en todos
los vertebrados, ademas de que los receptores CB1 y CB2 estan distribuidos mas
ampliamente que lo pensado en un principio, por lo que la participacién de este
sistema en funciones bioldgicas vitales parece evidente. Por ejemplo, el higado es
la fuente de una pequefia cantidad de CB: funcionalmente importante.
Inicialmente, se descart6 la existencia de CB2 en el cerebro, pero después fue
detectado en este 6rgano no sélo en condiciones de neuroinflamacion. Por lo tanto,
la idea original de que CB1 tiene un papel casi exclusivo en el cerebro y CB2z en el
sistema inmune, ha cambiado hacia el concepto de que ambos tipos de receptores
controlan funciones centrales y periféricas de vital importancia, como son:
desarrollo neuronal, transmisién sindptica, neuroproteccién, inflamacion,
nocicepcién, control motor, memoria y aprendizaje, miedo y ansiedad, apetito,
ingesta; funciéon cardiovascular, respiratoria y reproductiva, modulacién del
sistema inmune; liberaciéon y accién hormonal, formacién 6sea y metabolismo
energético; funciones celulares, como la arquitectura celular, proliferacion,
motilidad, adhesion asi como la apoptosis ( Wei D y cols., 2015 ; Soria-Gomez E y

cols., 2015).

No s6lo el nivel de expresién de los receptores cannabinoides, sino que
también las concentraciones tisulares de los endocannabinoides principales sufren
cambios significativos tras estimulos fisiolégicos y patologicos. Esta plasticidad del

sistema endocannabinoide es observada claramente en el sistema nervioso central,
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donde se da en respuestas adaptativas y pro-homeostaticas frente a situaciones de
estrés crénico, excitotoxicidad neuronal y dafio, y en neuroinflamaciéon ( Ma L y
cols.,, 2015 ). Lo mismo ocurre en mecanismos mas fisioldgicos como es la
transmisidon sinaptica que tiene lugar durante la elaboracién de procesos
cognitivos, motivacionales y afectivos, asi como en la alteracion patolégica de estos
procesos ( Anderson GR y cols., 2015 ). La biosintesis, accion y degradacion de los
endocannabinoides cursan segun las necesidades generadas, y normalmente los
endocannabinoides estan restringidos en tiempo y espacio gracias a la naturaleza
lipofilica de estos compuestos, sus vias de biosintesis dependientes de fosfolipidos
y la sensibilidad al calcio de algunas de sus enzimas de biosintesis. La accién pro-
homeostatica de la activaciéon de CB1 y/o CB2 por los endocannabinoides

habitualmente ejerce una funcién general de proteccidn.

La distribucién anatémica de las enzimas metabélicas y de los receptores de
endocannabinoides sustenta la estrategia pro-homeostatica del sistema. En el
cerebro, por ejemplo, las enzimas de biosintesis y degradacién de 2-AG se localizan
con respecto a CB1 de tal forma que las neuronas postsinapticas que expresan
DAGL-a en espinas dendriticas y compartimentos somatodendriticos, por medio de
la produccion y liberaciéon de 2-AG, controlan la actividad de las neuronas
presindpticas complementarias, donde a menudo se encuentra el receptor CBi.
Esta accion moduladora retrograda es terminada por MAGL que se localiza en la
misma terminal presinaptica ( Viader A y cols., 2015 ). De este modo, la activacién
de CBi1 reduce la actividad de los canales de calcio dependientes de voltaje y
aumenta la actividad de los canales de potasio rectificadores de corriente, teniendo
todo ello como consecuencia la inhibicién de la liberaciéon de neurotransmisor.

Esta sefializacion paracrina representa un mecanismo de freno del circuito.

En el aparato reproductor femenino, los efectos paracrinos de los gradientes
de concentracién de endocannabinoides en las trompas de Falopio y utero
controlan el lugar exacto de la implantacion del embrion. La ingesta cronica de
alcohol provoca en el higado un aumento de la expresion de CB1y una elevacion de
los niveles de 2-AG y DAGL-f selectivamente en células hepaticas estrelladas. El co-
cultivo de hepatocitos de animal silvestre con células estrelladas de ratones

alimentados con alcohol resulta en un aumento de la expresion de CB1y de genes
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lipogénicos, no asi en el animal carente de CB1. Por lo tanto, la activacion paracrina
del receptor CB1 por 2-AG procedente de las células estrelladas interviene en la
esteatosis inducida por alcohol a través de un aumento de la lipogénesis y de un
descenso de la oxidacion de acidos grasos. De hecho, la selectividad de accion tan
marcada que tienen los endocannabinoides en el tiempo y en el espacio podria
perderse en situaciones patolédgicas crénicas, en las que los endocannabinoides
actuarian por un mayor periodo de tiempo o sobre receptores localizados en
células donde inicialmente no se supone que actdan, contribuyendo de este modo a
la aparicién de los sintomas y a la progresion de los desérdenes degenerativos.
Esto podria explicar los efectos beneficiosos de los potenciadores de la accion
endocannabinoide (como los inhibidores de FAAH y MAGL) y de los antagonistas

de receptores de cannabinoides para el mismo tipo de condicion patolégica.

La estrategia general de accidén de la anandamida en el cerebro puede ser
mas compleja que en el caso de 2-AG, por las siguientes observaciones: 1) FAAH, a
diferencia de MAGL, se localiza fundamentalmente a nivel postsinaptico y en
membranas intracelulares, lo que puede limitar la inactivacién rapida de la accién
de la anandamida en neuronas presinapticas. 2) NAPE-PLD, a diferencia de DAGL-
a, se localiza sobre todo presinapticamente y en membranas intracelulares
(aunque no siempre). 3) La anandamida también activa TRPV1, el cual puede estar
unido a la liberacion de glutamato cuando se localiza presinapticamente en el
cerebro, o a la inhibicion de DAGL-«a, y por tanto de los niveles de 2-AG y de la
actividad de senalizacion retrograda mediada por CBi cuando se localiza
postsinapticamente. Estas observaciones indican un posible papel mediador de la
anandamida intracelular que actuaria sobre el canal TRPV1 a nivel de un lugar de
unién citosélico, controlando asi la homeostasis de calcio y/o la biosintesis de 2-
AG. Por otra parte, la anandamida extracelular actuaria anterégradamente sobre

las dianas postsinapticas de este compuesto.

Tabla 2. Respuestas producidas por la estimulacion de los receptores de cannabinoides

Sensacion de euforia, sedacion y relajacion.

Alteraciones de la percepcion temporal (sobreestimacion del tiempo transcurrido) y de la
memoria reciente.

Actividad analgésica y antiinflamatoria.
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Actividad orexigena y antiemética.

Acciones sobre el tono muscular y la coordinacién motora (ataxia, debilidad muscular).
Disminucién de la presion intraocular.

Hipotermia.

Acciones sobre el aparato respiratorio (broncodilatacion).

Efectos cardiovasculares (hipotension y taquicardia).

Efectos neuroendocrinos (disminucion en la liberacion de distintas hormonas sexuales e
incrementos en la liberacion de hormonas relacionadas con la respuesta al estrés).

Efectos inmunomoduladores (inmunoestimulacion a dosis bajas e inmunosupresién a dosis
altas).

Efectos antiproliferativos.

Ademas, el sistema endocannabinoide influencia otros sistemas fisiolégicos
mediante su interaccion con receptores, vias de sefalizaciéon intracelular,
hormonas y neurotransmisores, de tal forma que algunos de los efectos biol6gicos
del sistema endocannabinoide ocurren a través de una compleja interaccién con
otros sistemas ( Hillard C]., 2015 ). Entre los sistemas implicados estan el receptor
de vanilloide tipo 1, el receptor serotoninérgico 5-HT3, los receptores NMDA de

glutamato y los receptores nicotinicos de acetilcolina.

Sistema endocannabinoide en la periferia

Como ya ha sido comentado, el sistema endocannabinoide (SEC) es un
sistema complejo de senalizacion endoégena constituido por receptores de
cannabinoides con siete dominios de transmembrana (receptores CB1y CB2), sus
ligandos end6genos derivados de lipidos (endocannabinoides, eCBs) y las enzimas
para la sintesis y degradacion de estos lipidos. Los dos eCBs mas estudiados son el
N-araquidoniletanolamida, denominado anandamida (AEA) y 2-araquidonilglicerol
(2-AG). Los eCBs no se almacenan en las células sintetizandose a demanda a partir
de precursores de fosfolipidos que contienen acido araquidénico en la membrana
celular de la mayoria de las células de los mamiferos, tales como neuronas,
adipocitos o células del musculo esquelético (Newman y cols., 2007), posiblemente
en respuesta a unos niveles elevados de calcio intracelular (Cadas y cols., 1996),
despolarizacion de la membrana y/o estimulacion de receptor (Pagotto y cols.,

2006). Tras haber ejercido su efecto agonista sobre los correspondientes
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receptores (Dainese y cols., 2010) a través de mecanismos autocrinos y paracrinos
(Petrosino y cols., 2009), los eCBs se dirigen a compartimentos celulares donde se
localizan las enzimas catabolicas, probablemente por medio de vias de transporte
que implican, entre otras, proteinas especificas de transporte y una endocitosis
dependiente de caveolas (Piomelli y cols., 2003; McFarland y cols., 2005; Placzek y
cols., 2008).

Los receptores CB:2 estan implicados sobre todo en procesos inmunes y de
inflamacién (Howlett y cols., 2002). Por su parte, los receptores CB1 se expresan en
tejidos centrales y periféricos e influencian las vias metabdlicas de los lipidos y de
la glucosa (Di Marzo y cols., 2004; Pagotto y cols., 2006; Silvestri y cols., 2011). A su
vez la activaciéon de estos receptores influencia conductas como la ingesta de
alimentos, que también se ve afectada a través de la modulacion de las
propiedades de recompensa de la comida ejercida por CB1 en dreas mesolimbicas
especificas del cerebro (Di Marzo y Matias, 2005; Cavuoto y Wittert, 2009;
Bellocchio y cols., 2010; Maccarrone y cols., 2010).

La perturbacion de la homeostasis desencadena la produccién de eCBS, los
cuales junto con otros sistemas de sefializacion homeostatica, ayudan a las células
a retornar a su estado de equilibrio. Sin embargo, en condiciones de alteraciones
prolongadas o crénicas, el sistema endocannabinoide pierde su regulacion, por lo
que la produccion y accién de los eCBs merman especificidad en el tiempo y en el
espacio. Teniendo en cuenta el importante papel del sistema endocannabinoide en
la regulacién del metabolismo central y periférico, no es de sorprender que esta
pérdida de la regulacion tenga lugar en patologias, como por ejemplo la obesidad
(Jbilo y cols., 2005; Poirier y cols., 2005; Nogueiras y cols., 2009). Por todo ello, el
SEC esta emergiendo como uno de los sistemas fundamentales en la regulacién de
la homeostasis energética, y su disfuncién como un determinante de ciertos

desdrdenes metabolicos ( Mazier y cols., 2015; Gatta-Cherifi y cols., 2015 ).

El control del balance energético por la accién del sistema endocannabinoide
ha sido ampliamente estudiado en areas mesolimbicas cerebrales y en el
hipotdlamo, pero también en tejidos periféricos como los adipocitos, los

hepatocitos y el tracto gastrointestinal (Matias y cols., 2006, 2008; Pagotto y cols.,
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2006). Sin embargo, solo se tienen referencias desde 2007 de la importancia de

este sistema en el musculo esquelético.

El musculo esquelético tiene un papel crucial en el gasto de energia en reposo
(Zurlo y cols., 1990) y en la homeostasis de los lipidos y de la glucosa, al ser el lugar
primario de los procesos de oxidacion de los acidos grasos y de disposicion de
glucosa regulados por la insulina (Abdul-Ghani y DeFronzo, 2010). El ejercicio
fisico se asocia con numerosas adaptaciones metabdlicas (Wood y cols., 1988;
Lesniak y cols., 2001; Fujii y cols., 2004) y algunos trabajos subrayan el posible
efecto del ejercicio agudo sobre los niveles plasmaticos de eCBs (Sparling y cos.,
2003; Heyman y cols., 2012) y del ejercicio cronico sobre la expresion de CB1 en
tejidos metabolicamente activos (Yan y cols., 2007). Estas observaciones inclinan a
pensar en un posible papel de los eCBs inducidos por el ejercicio, con la
consecuente activaciéon de CBi1 en las adaptaciones metabdlicas asociadas a la

actividad fisica ( Fuss y cols., 2015 ).

Por lo tanto, un mejor conocimiento de la respuesta del sistema
endocannabinoide en el ejercicio, asi como de los mecanismos implicados y de sus
consecuencias metabdlicas, pueden suponer la piedra angular en el disefio de
apropiadas intervenciones basadas en la actividad fisica para el tratamiento de

ciertas enfermedades metabdlicas.

El sistema endocannabinoide en el masculo esquelético

La expresion de receptores CB:1 y de otros componentes del sistema
endocannabinoide a nivel de proteina y de ARNm ha sido demostrada en
diferentes células musculares esqueléticas de humano y roedor (Cavuoto y cols.,
2007; Esposito y cols., 2008; Eckardt y cols., 2009; Crespillo y cols., 2010; Lipina y
cols., 2010).

Los resultados de varios estudios incorporan el sistema endocannabinoide y,
mas especificamente, la sefalizacion a través de CBi1, al complejo sistema de

mecanismos que modulan la sensibilidad del musculo esquelético a la insulina, a
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pesar de que existen diferencias respecto a los efectos de la activaciéon de CB1sobre
las vias intracelulares que regulan la sensibilidad a la insulina y la sefializacién del
receptor de la insulina (Esposito y cols., 2008; Eckardt y cols., 2009; Lipina y cols.,
2010; Watkins et al.,, 2010).

La incubacion de células musculares esqueléticas primarias humanas con
niveles bajos de AEA y 2-AG, reduce la captacion de 2-deoxi-D-[14C]glucosa (2-
DOG) estimulada por insulina a través de la activacion de CB:1 (Eckardt y cols.,
2009). La captacién basal de glucosa también estd modulada por el antagonismo
de CBi1. De tal modo, la silenciacion genética de CB1 causa un incremento de la
captacion basal de 2-DOG (Esposito y cols., 2008). En este mismo sentido, una
preincubacion corta con una dosis suficiente (0.1-0.3 pmol L1) del
antagonista/agonista inverso del receptor CB1 Rimonabant (SR141716A), aumenta
la captacion de 2-DOG en miotubos L6 (Esposito y cols., 2008). Es de resefiar que
cuando la dosis de Rimonabant aumenta a concentraciones del rango micromolar
(1-10 pmol L1), tiene lugar una reduccion de la captacion de 2-DOG (Esposito y

cols., 2008; Eckardty cols., 2009), lo cual es consistente con la actividad agonista
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parcial de Rimonabant (Krylatov y cols., 2005) y/o con una regulacion al alza de la
expresion de CB1 a estas concentraciones elevadas en las células L6 (Esposito y
cols., 2008). Varias lineas de evidencia indican que la regulacion de la captacion de
glucosa por CB1 puede ser a través de la sefializacion de la fosfatidilinositol-3-

quinasa (PI3K) (Esposito y cols., 2008).

A la vista de los datos mencionados, la sefializacién de CB1 ejerce una accion
tonica inhibidora sobre la captacién de glucosa y la via de sefalizacién PI3K, al
menos en cultivos celulares, pudiendo revertirse ambas por antagonistas de CB1y
aumentarse s6lo parcialmente y de forma muy selectiva por algunos agonistas de
CB1. El tratamiento con Rimonabant (10 mg kg! d-, i.p.) in vivo induce un
incremento de la actividad del transporte de glucosa estimulada por insulina en el
musculo séleo de ratas delgadas y obesas Zucker resistentes a la insulina
(Lindborg y cols., 2011). Lo mismo ocurre tras un tratamiento similar durante 7
dias de ratonas obesas (Lep(ob)/Lep(ob) que causa un aumento de la captacién de
glucosa en preparaciones de musculo sdleo aislado (Liu y cols., 2005). Sin
embargo, este incremento no se acompafia de modificaciones en los factores de
sefializacion insulinica, asi como el tratamiento agudo (2h) in vivo con el mismo
antagonista no es capaz de mejorar en el musculo soleo el transporte estimulado

de glucosa por insulina (Lindborg y cols., 2011).

A pesar de que los estudios in vitro no han revelado efecto alguno del
agonismo/antagonismo de CB2 (Esposito y cols., 2008; Lipina y cols., 2010), ni del
antagonismo del receptor de vanilloide tipo 1 (TRPV1) (Esposito y cols., 2008)
sobre la sefalizacion de insulina en el musculo esquelético, un estudio realizado in
vivo en ratones que carecen de CB2 (CBz-/-) sugiere que este receptor podria estar
implicado en la alteracién de la captacién de glucosa estimulada por insulina en el

musculo esquelético (Agudo y cols., 2010).

26



El sistema endocannabinoide y las vias oxidativas en el

musculo esquelético

Varios grupos de investigacion han sugerido la existencia de un importante
efecto del SEC sobre las vias oxidativas musculares. De tal modo, en cultivos
primarios de miotubos humanos, el antagonista AM251 especifico de CB1 (0,2-5
umol L durante 24 h) aumenta el ARNm codificante para la proteina quinasa 1
activada por AMP (AMPKa1) (Cavuoto y cols., 2007), la cual es una reguladora al
alza de la oxidacién de glucosa y acidos grasos asi como de la biogénesis
mitocondrial (Hardie, 2011). De especial interés es la observacién de que estos
efectos son revertidos por la incubacién concomitante con anandamida, lo que
sugiere que el receptor CB1 estd implicado (Cavuoto y cols., 2007). En respuesta al
antagonista de CBi, la expresion del ARNm codificante para la piruvato
deshidrogenasa quinasa-4 (PDK4) desciende en esa misma preparacion de
miotubos (Cavuoto y cols.,, 2007). Como PDK4 inhibe el complejo piruvato
deshidrogenasa, el descenso de la expresion de PDK4 conlleva un descenso de la
inhibicion del flujo de glucosa hacia el interior de la mitocondria, por lo que se
facilita el aumento de la oxidacién de glucosa en los miotubos (Rowles y cols.,
1996). El efecto negativo observado in vitro de la sefializacion de CB1 sobre las vias
oxidativas del musculo, podria explicar el motivo por el que la administracion
aguda o cronica de antagonistas/agonistas inversos de CB1i en ratones
genéticamente obesos (Liu y cols.,, 2005), en ratas alimentadas con golosinas
(Herling y cols., 2008), en ratas o ratones sanos (Kunz y cols., 2008) o en humanos
obesos (Addy y cols.,, 2008) induce un incremento del consumo corporal de
oxigeno no debido a un aumento de la actividad fisica (Liu y cols., 2005; Addy y
cols., 2008; Herling y cols., 2008; Kunz y cols., 2008), asi como de la oxidacién de
acidos grasos (Addy C, 2008; Herling AW, 2008).

En definitiva, estos datos indican un claro efecto negativo de la sefializacién
de CB1 sobre genes que regulan la oxidacion y la sensibilidad a la insulina en el
musculo esquelético. Como el tejido muscular es responsable de la mayor parte
(>80%) de la disponibilidad de glucosa estimulada por insulina del organismo, a la

vez que juega un papel destacado en la patogenia de la resistencia a la insulina
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(Phielix y cols., 2008; Abdul-Ghani y DeFronzo, 2010), la disfuncién del sistema
endocannabinoide en el musculo esquelético supone un importante foco de interés
de la investigacidn actual de cara a entender mejor la etiologia de los desd6rdenes
metabolicos. En el caso de la obesidad, una hiperactividad del sistema
endocannabinoide ya ha sido descrita en otros tejidos metabdlicamente activos,
tales como el tejido adiposo visceral (Matias y cols., 2006) o el higado (Osei-

Hyiaman y cols., 2005).

El sistema endocannabinoide y mduasculo esquelético en

obesidad y diabetes

A pesar de que existe cierta discrepancia en la literatura sobre si la expresion
de CB1 estd alterada en el musculo esquelético en obesidad y diabetes tipo 2,
parece ser que el aumento de los niveles de eCBs es un fenémeno comin en ambas
patologias. Pagotto y cols. (2006) observaron un incremento de la expresion de
ARNm codificante para CB1 en musculo de ratones sometidos durante 2 meses a
dieta rica en grasa, mientras que Crespillo y cols. (2010) detectaron una tendencia
hacia el descenso de la expresion de CB1 y un descenso significativo del ARNm
para CBz en musculo de pared abdominal de ratas obesas sometidas a dieta rica en
grasa durante 10 semanas. A su vez, Lindborg y cols. (2010) detectaron un
descenso del 40% en la expresion proteica de CB1 en el musculo séleo de ratas
obesas Zucker resistentes a la insulina en comparacién con animales delgados. En
miotubos de musculo esquelético humano procedentes de individuos obesos y
delgados, Cavuoto y cols. (2007) no observaron ninguna variacién en la expresion
del ARNm para CB1. Algunos factores podrian explicar la aparente discrepancia de
estos resultados, como por ejemplo el tipo de musculo esquelético (locomotor o
no) y las especies estudiadas, las diferencias entre in vitro (Cavuoto y cols., 2007) e
in vivo (Pagotto y cols., 2006; Lindborg y cols., 2010), o las posibles diferencias en
la expresion proteica de CB1 debidas a una modificacion post-traslacional
(Lindborg y cols., 2010) sin efecto (Cavuoto y cols., 2007) o con efectos opuestos
(Pagotto y cols., 2006) sobre la expresion del ARNm. Incluso si CB1i no se

sobreexpresa en la obesidad o en la diabetes por resistencia a la insulina, la
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sefalizacion de CB1 podria encontrase activada en exceso debido a un aumento de
los niveles de eCBs circulantes o en musculo (Cote y cols., 2007). Matias y cols.
(2008) demostraron que los niveles de 2-AG se elevan en el soleo tras 3 semanas
de dieta rica en grasa, cuando todavia los ratones no son ni obesos ni
hiperglucémicos, aunque este efecto no se mantiene tras 8 semanas sometidos a
dieta enriquecida. Mas tarde, después de 14 semanas con dieta grasa cuando ya
los ratones son claramente obesos e hiperglucémicos, se detecta de nuevo un

aumento de 2-AG.

Estos resultados sugieren que la obesidad, sola o combinada con
hiperglucemia, podria incrementar de forma transitoria o a largo plazo los niveles
de 2-AG en el musculo esquelético. Este aumento presumiblemente refleja una tasa
de produccién aumentada, pues la enzima responsable de la degradacién de 2-AG
aparece regulada al alza en el musculo de la pared abdominal de ratas alimentadas
durante 10 semanas con dieta rica en grasa (Crespillo y cols.,, 2010). Por el
contrario, no cambian los niveles de anandamida en el musculo esquelético en esas
mismas condiciones de dieta grasa (Matias y cols., 2008). Sin embargo, otras
evidencias indican que anandamida, pero no 2-AG, aumenta en el musculo so6leo de
ratas Zucker, debido posiblemente a un aumento en la expresion de las enzimas de
biosintesis de anandamida. Por lo tanto, la alteracién en obesidad del tipo de
endocannabinoide en el musculo esquelético, probablemente refleje que los dos
principales eCBs tienen diferentes vias metabdlicas, asi como también roles
especificos diferenciados. De hecho, AEA y 2-AG no comparten las vias de
biosintesis e inactivacion, ni las enzimas, como ya hemos descrito en secciones
anteriores (para la biosintesis de AEA: N-araquinodil fosfatidiletanolamida
fosfolipasa D -NAPE-PLD-, glicerofosfodiesterasa 1 y a,b hidrolasa-4; para la
biosintesis de 2-AG: diacilglicerol lipasas-a y [; inactivacion de AEA: sobre todo
amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH); inactivacion de 2-AG: sobre todo por la
monoacilglicerol lipasa (MAGL) (Petrosino y cols., 2009). Ademas, la existencia de
diferencias en la disponibilidad de reservorios de precursores de acidos grasos
puede afectar de modo diferencial los niveles de N-aciletanolamidas y
monoacilgliceroles, como son AEA y 2-AG, respectivamente (Phinney, 1996).
Respecto a las funciones especificas de los eCBS, la AEA es un agonista parcial de

CB1 y asimismo interacciona con receptores no-cannabinoideos, como el TRPV1
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(Zygmunt y cols., 1999; Ross, 2003) y, a altas concentraciones micromolares, con
los receptores PPAR (“peroxisome proliferator-activated receptor”) como son los
PPAR-y (Bouaboula y cols., 2005) y PPAR-a (O’Sullivan, 2007; Sun y cols., 2007).
Por el contrario, 2-AG es un agonista completo de CB1 y CBz, no presentando
apenas actividad sobre el receptor TRPV1 (Mackie, 2006; Sugiura y cols., 2006).
Hay que tener en cuenta esta diferencia entre AEA y 2-AG, ya que la activacion de
PPAR-a o PPAR-y por un ligando end6geno o farmacolégico, suprime el apetito y
estimula la lipolisis, o mejora la sensibilidad a la insulina, respectivamente
(O’Sullivan, 2007). En concreto, la activacién farmacolégica de PPAR-y en musculo
esquelético oxidativo reduce la acumulacién de diacilglicerol y la saturacién de
acidos grasos en ratas sometidas a dieta grasa, por lo que mejora la sensibilidad a
la insulina en musculo esquelético (Chabowski y cols., 2012). Por otra parte,
todavia hoy hay poca informacion sobre el efecto de los eCBs en los PPARS
(también denominados PPARf), los cuales han sido propuestos como importantes
reguladores de la funcién metabdlica (O’Sullivan y cols., 2007), siendo ademas la
isoforma predominante de PPAR en roedores y en el musculo esquelético, donde
aumenta su expresion tras el entrenamiento fisico (Grimaldi, 2007; Ehrenborg y
Krook, 2009). La activacion de PPARS en el musculo interacciona con el sensor de
energia AMPK (“AMP-activated protein kinase”) aumentando la expresion de genes
implicados en la oxidacion lipidica y en la expresién de PGCla (“peroxisome
proliferator-activated receptor gamma co-activator 1”), favoreciendo asi la vias
musculares oxidativas y el catabolismo de los acidos grasos (Ehrenborg y Krook,
2009; Lendoye y cols., 2011). Es de resefiar que la activacion de PPARS es capaz de
reducir el ARNm para CB1 en adipocitos y asi contrarrestar su diferenciacion y la

lipogénesis de novo (Yan y cols., 2007).

Se ha sugerido la existencia de roles especificos para la AEA y 2-AG al
examinar los niveles plasmaticos de ambos endocannabinoides que reflejan, en
gran medida, la difusién (“spill over”) de los eCBs desde 6rganos periféricos. En
sujetos obesos, las concentraciones plasmaticas de 2-AG, pero no de AEA, se
correlacionan positivamente con la masa de tejido adiposo visceral, la
apolipoproteina B, los triglicéridos circulantes y los niveles de insulina tras el
ayuno, y se correlacionan inversamente con los niveles de lipoproteinas de alta

densidad (HDL) y la sensibilidad a la insulina (Bliiher y cols., 2006; Cote y cols.,
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2007; Di Marzo y cols., 2009a,b). Por lo tanto, basado en estas diferencias entre 2-
AG y AEA es plausible plantear la hipdtesis de que concentraciones elevadas de 2-
AG en el musculo esquelético, altera la sensibilidad a la insulina y el sustrato de
oxidacion a través de una activacidn especifica y potente de los receptores CBj,
mientras que la AEA puede tener efectos beneficiosos en el metabolismo actuando

sobre los receptores PPAR.

La estimulacion crénica (4 semanas) de CB1 por el agonista especifico ACEA
desciende el contenido de mitocondrias y la respiracién mitocondrial en ratones
obesos inducidos por la dieta, no dandose estos cambios en ratones delgados
sometidos a dieta normal (Tedesco y cols., 2010). Sin embargo, el tratamiento con
una Unica dosis relativamente elevada de AEA durante 24 h aumenta la expresiéon
de PGC1-a (un regulador fundamental de la biogénesis mitocondrial muscular) en
células musculares humanas de sujetos delgados (Cavuoto y cols., 2007). Como ya
hemos dicho, otra diana de AEA puede ser el receptor TRPV1, que no es activado
por 2-AG, y que recientemente se ha demostrado que estimula la expresion de
PGC1-q, la biogénesis mitocondrial en células musculares en cultivo y en musculo
in vivo, por lo tanto, incrementando la resistencia durante el ejercicio (Luo y cols.,
2012). El posible impacto positivo de la AEA sobre la captacion de glucosa y la
biogénesis mitocondrial en el musculo esquelético es de especial relevancia, pues
el ejercicio fisico, una condicién fisioldgica que requiere una importante
movilizacion energética, tiene un importante efecto especifico sobre la

anandamida.

Ejercicio fisico agudo y el sistema endocannabinoide

Diversos estudios en humanos han sido publicados en relacion con el efecto
del ejercicio agudo sobre el sistema endocannabinoide. Todos apuntan a que tiene
lugar un aumento significativo de AEA en plasma, mientras que 2-AG permanece
estable (Sparling y cols., 2003; Feuerecker y cols., 2012; Heyman y cols., 2012;
Raichlen y cols., 2012). Ademas, también aparecen aumentados dos lipidos de la

familia de la AEA, en concreto la N-oleiletanolamida (OEA) y la N-
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palmitoiletanolamida (PEA) que tienen actividad sobre los receptores PPAR

(Heyman y cols., 2012).

Los niveles plasmaticos de AEA se duplican en individuos entrenados tras
realizar 45 min de ejercicio moderado, sin sufrir modificacién los niveles de 2-AG
(Sparling y cols., 2003; Dietrich y cols., 2004). Lo mismo ocurre tras un ejercicio
moderado pero mas prolongado consistente en hacer senderismo en un ambiente
normoxémico (4-4,5h). Sin embargo, el mismo ejercicio en un ambiente
hipoxémico (3,5-5,5 h) provoca que los niveles plasmaticos de AEA aumenten tres
veces. En todos los casos, los niveles de 2-AG no se ven modificados (Feuerecker y

cols., 2012).

También se han desarrollado protocolos para determinar los efectos de la
intensidad del ejercicio y la recuperaciéon tras el mismo, sobre los niveles
plasmaticos de eCBS en ciclistas bien entrenados. En estas pruebas, los sujetos
realizan un ejercicio continuado de intensidad moderada durante 1 hora seguido
de un ejercicio muy intenso y extenuante durante 30 minutos (Heyman y cols.,,
2012). En estas condiciones, los niveles de AEA se duplican respecto a los niveles
basales tras el episodio de ejercicio intenso, y todavia aumentan mas después de
15 minutos de recuperacién tras el ejercicio realizado (~2,5 veces), mientras que
2-AG no cambia (Heyman y cols., 2012). Las concentraciones plasmaticas de OEA y
PEA aumentan inmediatamente tras la fase de ejercicio moderado y contintian
aumentando después de la fase de ejercicio intenso y tras los 15 minutos de
recuperaciéon (Heyman y cols., 2012). Finalmente, experimentos llevados a cabo en
animales indican que los humanos y los perros comparten un incremento
significativo de AEA en plasma (~2,5 veces), pero no de 2-AG, tras 30 minutos de
carrera intensa, no observandose tal aumento después de 30 minutos de marcha
suave (Raichlen y cols, 2012). Llama la atencién que la sefializacion
endocannabinoide no aumenta significativamente en hurones tras el ejercicio ni

por la intensidad del mismo (Raichlen y cols., 2012).

La elevacidn de los niveles plasmaticos de AEA en humanos tras el ejercicio
se correlaciona con efectos positivos y de recompensa. De hecho, este aumento de
AEA también se ha detectado en el sistema nervioso central de la rata. Después de

8 dias de acceso libre a ruedas de correr, el contenido total de AEA se ve
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aumentado en el hipocampo, sin sufrir cambios la FAAH, lo que refleja un aumento
potencial de la biosintesis de la AEA (Hill y cols., 2010). Por el contrario, los niveles
de 2-AG en el hipocampo no sufren cambios significativos tras el ejercicio, al igual
que ocurre en plasma (Hill y cols., 2010). Sin embargo, también existen evidencias
en rata de que un ejercicio aerdbico exhaustivo y un ejercicio de resistencia se
acompafian de una elevacion significativa de los niveles plasmaticos de AEA, OEAy
PEA, pero también de 2-AG, y este efecto resulta en una antinocepciéon mecanica y

térmica mediada por CB1y CB2 (Heyman y cols., 2012).

Mecanismos implicados en la activacion del sistema

endocannabinoide inducida por el ejercicio

Como ya hemos dicho, AEA, OEA y PEA son N-aciletanolamidas sintetizadas a
través de la hidrélisis de las correspondientes N-acilfosfatidiletanolamidas, las
cuales a su vez, se forman a partir de la N-acilaciéon de fosfatidiletanomalida con
acido araquidoénico, acido oleico o 4acido palmitico, respectivamente. Su
degradacién es por FAAH, aunque también se han identificado y clonado
hidrolasas mas especificas para OEA (FAAH-2) y PEA (amidasa acida hidrolizante
de N-aciletanolamida) (Petrosino y cols., 2009). Por el contrario, la biosintesis de
2-AG depende de otros precursores (diacilgliceroles) y enzimas (diacilglicerol
lipasas-a y f3), siendo degradado sobre todo por MAGL y q,3-hydrolasa 6
(Petrosino y cols., 2009; Di Marzo, 2008). Por lo tanto, no es de sorprender que las
concentraciones plasmaticas de AEA, OEA y PEA, al compartir rutas metabdlicas
similares, presenten cambios parecidos tras un ejercicio agudo (Heyman y cols.,

2012), mientras que los cambios de 2-AG sean diferentes.

La sefializacién endocannabinoide se pone en marcha ante situaciones de
estrés y de hormonas circulantes, en particular cortisol (Hill y cols., 2010a). Hill y
cols. (2010b) demostraron que la administraciéon sistémica del glucocorticoide
corticosterona resulta en un incremento del contenido de AEA en varias
estructuras cerebrales de la rata (amigdala, hipocampo e hipotalamo), mientras
que 2-AG so6lo se ve aumentado en el hipotalamo. La rapidez del incremento de

AEA (a los 10 min) tras la administracién de corticosterona sugiere que los
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glucocorticoides actian por medio de una via no-gendémica (Hill y cols., 2010b),
compatible con la adaptacion aguda a la condicién de estrés fisioldgico como es el
ejercicio fisico intenso. En base a esta correlacion positiva entre el cortisol sérico y
los niveles plasmaticos de AEA durante el ejercicio y la recuperacion en individuos
sanos (Heyman y cols., 2012), es posible pensar que el incremento periférico de

AEA podria deberse al cambio en el cortisol circulante inducido por el ejercicio.

Localizacion del sistema endocannabinoide en el musculo

esquelético

La expresion del receptor CB1 ha sido descrita por RT-PCR en muestras de
tejido muscular humano y de roedor (Cavuoto y cols., 2007). El tamafio de los
productos de DNA es de 66 pares de bases en humano y de 68 en roedor, como era
de esperar. En concreto, se observé la expresion de CB1 en miotubos primarios de
musculo esquelético, musculo recto del abdomen, tejido adiposo intra-abdominal
y tejido adiposo subcutaneo. También CB1 se expresa en cultivos de células
musculares de rata (Lipina y cols, 2010). Asimismo, el DNA para CB2 se expresa en
musculo esquelético y tejido adiposo intra-abdominal humano (141 bp) y de
roedor (369 bp) (Cavuoto y cols., 2007). Finalmente, con esta técnica de RT-PCR,
los mismos autores detectaron la presencia de FAAH en las muestras de miotubos
primarios de musculo esquelético, musculo recto del abdomen, tejido adiposo
intra-abdominal y tejido adiposo subcutaneo de humano (111 bp) y de roedor (87
bp), asi como también TRPV1 en las mismas muestras de humano (112 bp) y de
roedor (228 bp) (Cavuoto y cols., 2007). TRPV1 esta presente en el reticulo
sarcoplasmico del musculo esquelético de roedor, desde donde posiblemente sea
responsable de la liberacion de calcio en el interior de la célula (Xin y cols., 2005).
Como TRPV1 y FAAH se expresan en el musculo esquelético de humano y roedor,
la via que une ambos podria estar también implicada en la regulacién del

metabolismo de los endocannabinoides en el musculo.
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Sistema endocannabinoide y mitocondria

Como ya hemos dicho, los receptores de cannabinoides CB1 se localizan en
diferentes tipos celulares, y a nivel subcelular, se encuentran en las membranas
plasmaticas y en compartimentos intracelulares (Rozenfeld y Devi, 2008; Benard y
cols., 2012; Hebert-Chatelain y cols., 2014a). Sin embargo, todavia apenas se
conoce las funciones que estos receptores controlan en estas localizaciones
subcelulares. Nuestros resultados previos demostraron que los CB1 estan
presentes y son funcionales en membranas de mitocondrias de células nerviosas
(Benard y cols., 2012; Morozov y cols.,, 2013, 2014; Hebert-Chatelain y cols.,
2014a,b; Piomelli, 2014 Vallee y cols., 2014). El hecho de que el cerebro que
supone el 2% del peso corporal consuma el 20% del total de la energia del
organismo, indica que los procesos bioenergéticos juegan un papel especial en este
organo, mas alla de los procesos metabdlicos establecidos (Mattson y cols., 2008;
MacAskill y Kittler, 2010; Rangaraju y cols., 2014). Las mitocondrias, los
principales organulos encargados del proceso de suministro de energia y su
transformacién en ATP, tiene un papel central en la modulacién de la plasticidad
sindptica y en los procesos fisiolégicos y patolégicos cerebrales asociados (Kann y
Kovacs, 2007; Mattson y cols., 2008). Por medio del suministro local de ATP,
tamponado de calcio intracelular y otros iones, modulacidon de la produccién de
especies de oxigeno reactivas (ROS), metabolismo de la sintesis de esteroides,
produccion de varios neurotransmisores y otras muchas funciones celulares clave,
las mitocondrias estan directamente implicadas en la gran mayoria de las
funciones cerebrales (MacAskill y Kittler, 2010; Mattson y cols., 2008; Rangaraju y
cols., 2014). De tal modo, la disfuncién mitocondrial contribuye al desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas y a déficits de memoria (Mattson y cols., 2008;
Gibson y Shi, 2010; Papa y De Rasmo, 2013). Sin embargo, aun conociendo que la
activaciéon por cannabinoides del CB1 en mitocondrias desciende la respiraciéon
mitocondrial, lo que conlleva a una disminucién de la produccién de ATP en las
células nerviosas (Benard et al., 2012; Hebert-Chatelain et al., 2014a; Vallee et al,,
2014), el impacto de estos procesos en los efectos centrales de los cannabinoides
permanece todavia desconocido. A nivel muscular, la presencia y el papel funcional

de CB1en mitocondrias es por el momento una incognita.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Hemos descubierto recientemente que el receptor de cannabinoides CB1 esta
presente en la mitocondria de las neuronas del sistema nervioso central (Bénard y
cols., 2012; Hebert-Chatelain y cols., 2014a,b). El cerebro de los mamiferos es uno
de los 6rganos con mayor demanda energética y las mitocondrias son las
determinantes clave de sus funciones. Lo que observamos en esos trabajos fue que
CB1 esta en las membranas de mitocondrias neuronales desde donde controla
directamente la respiracion celular y la produccién de energia. Por medio de la
activacion de estos receptores CB1, los cannabinoides ex6genos y los producidos in
situ endégenamente descienden la concentracion de AMP ciclico, la actividad de la
proteina quinasa A, la actividad enzimatica del complejo I y la respiraciéon de las
mitocondrias neuronales (Bénard y cols., 2012). Ademas, estos receptores CB1
intracelulares y los mecanismos mitocondriales contribuyen a una forma concreta
de plasticidad sinaptica en el hipocampo: la supresién de la inhibicién inducida por
despolarizacion dependiente de endocannabinoides (Bénard y cols., 2012). De tal
forma, los CB1 mitocondriales modulan directamente el metabolismo energético,
desvelando asi un nuevo mecanismo de accién de la sefializacion de un receptor

unido a proteinas G en el cerebro.

Datos relativamente recientes han demostrado que la activaciéon CB1 de
desciende la biogénesis mitocondrial en el musculo esquelético (asi como en el
higado y en el tejido adiposo blanco), lo que sugiere que el sistema
endocannabinoide regula no sélo la actividad mitocondrial, sino que también sus
niveles de presencia (Tedesco y cols, 2010). Las implicaciones que estas
observaciones tienen en el papel de los endocannabinoides en el desarrollo de la
diabetes son significativas, ya que una defectuosa fosforilacion oxidativa en la
mitocondria del musculo esquelético se asocia con una resistencia a la insulina

(Abdul-Ghani y DeFronzo, 2010).

En este contexto, nuestra hipotesis se fundamenta en que por la inequivoca
presencia de CB1 en las membranas mitocondriales del hipocampo cerebral, donde

ejerce una funciéon fundamental en la regulacién del metabolismo bioenergético, y
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a la vista de su implicaciéon funcional en el musculo esquelético, este receptor
cannabinoide debe de estar localizado en las mitocondrias musculares del mismo

modo y manera que lo esta en las mitocondrias de las neuronas cerebrales.
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OBJETIVOS

En base a la hipotesis planteada de acuerdo con los antecedentes sobre la

cuestion de esta Tesis Doctoral, los objetivos propuestos son:

1. Estudiar a nivel subcelular la localizacion del receptor CB1 en las

mitocondrias de diferentes musculos esqueléticos del ratdn.

2. Investigar el efecto de la falta del receptor CBi sobre el contenido

mitocondrial en los musculos esqueléticos sometidos a estudio.

3. Identificar con precision la presencia de las dos enzimas de sintesis DAGL-
o y NAPE-PLD de los endocanabinoides principales 2-AG y anandamida,

respectivamente, en mitocondrias musculares.
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MATERIAL Y METODOS

PLAN DE TRABAJO

Con el fin de alcanzar los objetivos propuestos, hemos utilizado anticuerpos
especificos en combinacién con una técnica inmunocitoquimica preinclusiéon de
inmuno-oro intensificado con plata para microscopia electrénica. Ademas, hemos
llevado a cabo controles de especificidad de los anticuerpos mediante técnicas
inmunocitoquimicas y realizado la cuantificaciéon y los correspondientes analisis
estadisticos de los datos obtenidos en los experimentos de microscopia

electrodnica.

ANTICUERPOS

En este trabajo de Tesis Doctoral hemos empleado los anticuerpos que se

describen a continuacion:

Anticuerpos primarios:

e CB1 (Frontier Science co. Ltd.): Anticuerpo policlonal, producido en
cabra, que reconoce 31 aminoacidos del extremo C-terminal

(NMO007726) del receptor CB1 de raton.

e NAPE-PLD (Frontier Science co. Ltd.): Anticuerpo policlonal, producido
en cobaya, que reconoce los aminoacidos 1-41 del extremo N-terminal

(AB112350) de la NAPE-PLD de ratén.

e DAGL-«a (Frontier Science co. Ltd.): Anticuerpo policlonal, producido en
conejo, que reconoce 42 aminoacidos del extremo C-terminal

(NM198114) de la DAGL-a de raton.
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Anticuerpo Casa comercial y codigo Especie Concentracion

Frontier Science
CB; Cabra 2 pg/ml
Cat. No. CB1-Go-Af450-2

Frontier Science
NAPE-PLD er > Cobaya 4 pg/ml
Cat. No. NAPE-PLD-GP-Af720-1

Frontier Science
DAGL-a Conejo 2 pg/ml
Cat. No. DGLa-Rb-Af380-1

Tabla . Resumen de los anticuerpos primarios utilizados.

Caracterizacion de los anticuerpos primarios:

En todos los casos hemos realizado en las mismas condiciones

experimentales los siguientes controles de especificidad: control positivo tomando

de referencia el hipocampo y control negativo en el que se omite la incubacién con

el anticuerpo primario.

La especificidad de los anticuerpos empleados frente a CB1 fue analizada en

tejido de ratones knock-out para CB1 (CB1-KO). En el caso de los demas anticuerpos

empleados en este trabajo de Tesis Doctoral, también dispusimos de tejido knock-
out para NAPE-PLD y DAGL-a. La utilizacién de este material es preceptiva,
obligada y necesaria al suponer la garantia de especificidad de los anticuerpos

empleados.

- CB1 (Frontier Science co. Ltd.): El inmunoblot reconoce una unica banda
proteica de 52kDa y marca de forma selectiva terminales y preterminales
nerviosas de neuronas excitadoras e inhibidoras (Hoja de datos del
anticuerpo, Frontier Science). Referencias: Yoshida y cols., 2006;

Uchigashima y cols., 2007; Puente y cols., 2010.

- NAPE-PLD (Frontier Science co. Ltd.): El inmunoblot detecta una banda
proteica de unos 45kDa y se observa mediante inmunohistoquimica un
marcado selectivo en el cerebro de ratones silvestres, que no aparece en
el cerebro de ratones NAPE-PLD-KO (Hoja de datos del anticuerpo,

Frontier Science). Referencias: Nyilas y cols., 2008; Puente y cols., 2011.
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La especificidad de la inmunotincién observada con el anticuerpo frente a
NAPE-PLD fue evaluada en tejido nervioso utilizando hipocampo de ratén
normal como control positivo, e hipocampo de raton NAPE-PLD knockout,
es decir, que carece de esta proteina. El tejido NAPE-PLD-KO lo
obtuvimos del Dr. Juan Suarez (Laboratorio de Medicina Regenerativa,
IBIMA-Hospital Carlos Haya, Malaga, Spain) que amablemente nos dio
unas secciones de hipocampo. La produccidn de los ratones NAPE-PLD-KO
fue de la siguiente manera (Leung y cols., 2006): el constructo con el gen
alterado se obtuvo usando fragmentos homélogos recombinantes 5" y 3°
amplificados por PCR situados alrededor del ex6n 4 del gen de NAPE-
PLD. Después se generaron ratones quiméricos con base C57BL/6. Estos
ratones fueron segunda o tercera generacion de crias cruzadas de ratones

129Sv]-C57BL/6 PLD+/- (Leung y cols., 2006).

- DAGL-a (Frontier Science co. Ltd.): E]l inmunoblot reconoce una banda de
105 o 120kDa en hipocampo y cerebelo respectivamente (Yoshida y cols.,
2006). Otras referencias: Uchigashima y cols., 2007; Puente y cols., 2011.
La especificidad de este anticuerpo ha sido testada en varios trabajos
previos, uno de ellos hecho en nuestro laboratorio (Yoshida y cols., 2006;
Uchigashima y cols., 2007; Puente y cols, 2011). Asimismo, la
especificidad de este anticuerpo frente a DAGL-a ha sido comprobada
muy recientemente por nuestro equipo en hipotalamo de raton carente
de DAGL-a (Reguero y cols, 2013). Este tejido nos fue cedido
amablemente por el Dr. Masahiko Watanabe (Department of Anatomy,
Hokkaido University School of Medicine Sapporo, Japdén). Estos ratones
DAGL-a-KO se obtuvieron a partir de una cepa de C57BL/6N generada por
la alteracién de los exones 3 y 4 del gen de la DAGL-a (Tanimura y cols.,

2010).
Anticuerpos secundarios:

e Nanogold anti-cabra (Nanoprobes, Inc.): Corresponde a la fraccién Fab’
de una IgG producida en conejo frente a cabra, marcada con una particula

de oro de 1,4nm de didmetro.
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e Nanogold anti-conejo (Nanoprobes, Inc.): Corresponde a la fraccion
Fab’ de una IgG producida en cabra frente a conejo, marcada con una

particula de oro de 1,4nm de diametro.

¢ Nanogold anti-cobaya (Nanoprobes, Inc.): Corresponde a la fraccién
Fab’ de una IgG producida en cabra frente a cobaya, marcada con una

particula de oro de 1,4nm de diametro.

Anticuerpo Casa comercial y cédigo Especie Concentracién
Nanogold Nanoprobes

= P Conejo 1:100
anti-cabra Cat. No. 2006
Nanogold Nanoprobes

nosot P Cabra 1:100
anti-conejo Cat. No. 2004
Nanogold Nanoprobes

. 8 P Cabra 1:100
anti-cobaya Cat. No. 2055

Tabla . Resumen de los anticuerpos secundarios utilizados.

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los procedimientos experimentales realizados en este estudio se han regido
segun la Directiva 2003/65/CE del Parlamento Europeo y del Consejo de 22 de
Julio de 2003 y el Real Decreto espafiol 1201/2005, de 10 de Octubre (BOE 21 de
Octubre de 2005) sobre proteccion de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos; la Ley 32/2007, de 7 de Noviembre, para
el cuidado de los animales, en su explotacion, transporte, experimentacion y
sacrificio (BOE 8 de Noviembre de 2007), el R.D. 53/2013 y la Directiva del
Parlamento Europeo y del Consejo de la Unién Europea 2010/63/UE de 22 de
Septiembre de 2010 relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines

cientificos.
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El protocolo para el uso y cuidado de los animales de experimentacién ha
sido aprobado por el Comité de Etica y Bienestar Animal de la Universidad del Pais
Vasco/Euskal Herriko Unibertsitatea (CEBA/93/2010/GRANDESMORENO).
Ademas, se ha realizado un gran esfuerzo para minimizar el nimero de animales

utilizados asi como evitar su sufrimiento.

En este trabajo de Tesis Doctoral hemos empleado los siguientes animales de

experimentacion:

- CB1-WT: Ratones hembra C57BL/6N de 3-5 meses de edad silvestres o
también denominados CBi-wild-type y presentan una distribucién normal

del receptor CBa.

- CB1-KO: Ratones machos y hembras CBi-knock-out (3-5 meses de edad) que
carecen del receptor CBi. Estos ratones fueron suministrados por el Dr.
Giovanni Marsicano (Neurocentre Magendie, INSERM U862, Burdeos,
Francia), en el marco de la colaboracién establecida con su laboratorio. En
general, para los diferentes estudios hemos utilizado al menos 3 animales

de cada condicion experimental.

Todos los animales fueron mantenidos ad libitum en condiciones estandar
(ciclos de 12h de luz/oscuridad) con agua y comida habitual para ratén (Global

Diet 2014S, Harlan).
Generacion de los ratones CB:-KO

La generacidn, genotipado y caracterizacién comportamental de los ratones
CB1-KO ha sido descrita previamente por Giovanni Marsicano (Marsicano y cols.,

2002, informacién suplementaria).

En resumen, se genero un constructo que contenia el gen CB1 flanqueado por
dos sitios loxP y se electroporé a células madre embrionarias de ratén E14 (dia
embrionario 14) para obtener asi el alelo floxed-neo. Los ratones que portaban este
alelo floxed-neo (CB1f/f) fueron cruzados con ratones transgénicos que expresaban
la recombinasa Cre de forma ubicua. A continuacidn, se cruzaron los ratones que

portaban una deleciéon transmisible de linea germinal de CB1 durante 5
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generaciones con ratones C57BL/6N (Charles River) y se obtuvieron ratones
homocigotos deficientes de CB1 (denominados CBi/- o CB:-KO) y sus

correspondientes ratones wild-type o silvestres (denominados CB1*/* o CB1-WT).

FUNDAMENTO DE LA TECNICA INMUNOCITOQUIMICA
PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA

Las técnicas inmunocitoquimicas se basan en la capacidad de los anticuerpos
para reconocer y unirse de forma especifica al antigeno frente al cual han sido
sintetizados. Posteriormente, esta reaccién antigeno-anticuerpo es visualizada por

medio de marcadores.

Método preinclusion de inmuno-oro intensificado con plata para

microscopia electronica

La técnica de inmuno-oro intensificado con plata preinclusion da una
informacién mucho mas exacta sobre la localizacion ultraestructural de proteinas.
Este método consiste en la incubacion del tejido con un anticuerpo primario frente
a la proteina que se quiere detectar. Sobre éste se aplica un anticuerpo secundario
nanogold producido frente al animal en el que se ha sintetizado el anticuerpo
primario. El anticuerpo secundario nanogold consiste en la fraccion Fab’ de la
inmunoglobulina conjugada a una particula de oro de 1,4nm y que reconoce la
fraccién constante de los anticuerpos primarios. Su pequefio tamafo le permite
una mayor penetracion en el tejido, incrementando la sensibilidad de la técnica.
Una vez realizada la unién antigeno-anticuerpo, las pequeias particulas de oro se
intensifican con plata con el fin de aumentar su tamafio y de esta forma hacerlas
visibles en el microscopio electrénico. La reacciéon antigeno-anticuerpo en esta
técnica de preinclusion no presenta alteraciones con el osmio ni con la

polimerizacion de las resinas a altas temperaturas.
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Anticuerpo
secundario
nanogold Fab’

Figura 22. Principales etapas de
la técnica inmunocitoquimica
de inmuno-oro intensificado
con plata preinclusion para
microscopia electrdnica.

Antigeno

PROCESADO DEL TEJIDO

A continuacién se describen detalladamente los protocolos de las técnicas

empleadas en este trabajo de Tesis Doctoral.

Perfusion transcardiaca de los animales

1. Los ratones fueron anestesiados en el periodo comprendido entre las 10 hy 12 h de
la mafiana. La anestesia fue con ketamina/xilacina (80/10 mg/kg) por via

intraperitoneal.

2. Perfusion transcardiaca con tampdn fosfato salino (TFS 1X, pH 7,4) durante 20
segundos (s), seguido por 250 ml de una solucién fijadora compuesta por
paraformaldehido 4%, acido picrico saturado 0,2% y glutaraldehido 0,1% en tampdn
fosfato (TF) 0,AM (pH 7,4) durante 10-15 minutos (min), estando todas las

soluciones a temperatura ambiente (20-25°C).
3. Diseccion de los musculos e inmersion en fijador puro durante 1 semana a 4°C.

4. Conservacidon en fijador diluido 1:10 y &cida sédica 0,025% a 4°C, hasta su

utilizacion.
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Método preinclusion de inmuno-oro intensificado con plata para

microscopia electronica

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

. Cortes en vibrotomo, secciones de 50um recogidas en TF 0,1M.

Bloqueo de uniones inespecificas durante 30 min a temperatura ambiente con la
solucion de bloqueo compuesta por TBS 1X, BSA 10%, azida sédica 0,1% y saponina

0,02%.

Incubacién con el anticuerpo primario correspondiente: CB1 (2ug/ml, Frontier
Science), NAPE-PLD (4pg/ml), DAGL-a (2pg/ml) en la misma solucién del bloqueo

pero con saponina 0,004% durante 2 dias a 4°C y agitacion constante.
Lavados en TBS 1X y BSA 1% durante 30 min.

Incubacién con el correspondiente anticuerpo secundario nanogold (1:100) en TBS

1X, BSA 1% y saponina 0,004% durante 3 h a temperatura ambiente.
Lavados en TBS 1X y BSA 1% durante 24 h a 4°Cy agitacion constante.
Postfijacion en glutaraldehido al 1% en TBS 1X durante 10 min.
Lavados en agua bidestilada durante 30 min.

Intensificacidon de las particulas de oro, utilizando el intensificador comercial HQ

Silver kit (Nanoprobes), durante 12 min en oscuridad.

Lavados en agua bidestilada durante 30 min.

Lavados en TF 0,1M durante 30 min.

Osmificacion con tetréoxido de osmio al 1% en TF 0,1M durante 20 min.
Lavados en TF 0,1M durante 30 min.

Deshidratacion en alcoholes de graduacién creciente (50°, 70°, 96° y 100°) durante

5 min cada uno y 3 pasos de 5 min para el de 100°.
Aclarado en éxido de propileno en tres pasos de 5 min cada uno.

Inclusidn en resina Epon 812 y 6xido de propileno 1:1 durante toda la noche a

temperatura ambiente y agitacién suave.

Inclusién en resina Epon 812.

Polimerizacion de la resina en una estufa a 60°C durante 2 dias.
Obtencion de secciones semifinas de 1um en el ultramicrotomo.

Obtencion de secciones ultrafinas de 80nm en el ultramicrotomo, recogidas en
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rejillas de niquel.

21. Contraste de las secciones con citrato de plomo al 2,5% durante 20 min.

22. Observacidén en el microscopio electrénico de transmisidn Philips EM208S.

Método de la avidina-biotina peroxidasa para microscopia de luz: control

de especificidad del anticuerpo frente a NAPE-PLD

10.

11.

12.

13.

14.

. Cortes en criotomo, secciones cerebrales coronales de 30um recogidas en TF 0,1 M.

Bloqueo de uniones inespecificas durante 30 min a temperatura ambiente con la
solucion de bloqueo compuesta por tampdn tris-HCl salino (TBS 1X), albumina de

suero bovino (BSA) 10%, azida sédica 0,1% y tritén X-100 0,5%.

Incubacion con el anticuerpo primario frente a NAPE-PLD (4ug/ml) en la misma

solucién del bloqueo durante 2 dias a 4°C y agitacion constante.
Lavados en TBS 1X, BSA 1% vy tritén X-100 0,5% durante 30 min.

Incubacién con el anticuerpo secundario biotinilado correspondiente (1:200) en la
solucion de lavado durante 1 hora (h) a temperatura ambiente y agitacidn

constante.
Lavados en TBS 1X, BSA 1% y tritén X-100 0,5% durante 30 min.

Incubacién con el complejo avidina-biotina (1:50) en la solucién de lavado durante 1

h a temperatura ambiente.

Lavados en TBS 1X, BSA 1% vy triton X-100 0,5% durante 30 min. Los ultimos lavados
en TF 0,1M y triton X-100 0,5%.

Revelado con DAB al 0,05% en TF 0,1M vy triton X-100 0,5% y perdxido de hidrégeno

al 0,01% durante 5 min a temperatura ambiente.
Lavados en TF 0,1M vy tritén X-100 0,5% durante 30 min.
Montar las secciones sobre portaobjetos gelatinizados y dejar secar.

Deshidratacion en alcoholes de graduacion creciente (50°, 70°, 96°, 100°) durante 5

min cada uno.
Aclarado en xilol (3 veces de 5 min).

Cubrir los portaobjetos con el medio de montaje DPX.
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15. Observacion del material en el microscopio de luz Zeiss Axiophot.

ANALISIS ESTADISTICO

En primer lugar, obtuvimos micrografias con el microscopio electrénico
(18.000-28.000X) a partir de las rejillas que portaban las secciones ultrafinas de
80nm. Es de destacar que todas las secciones mostraban una intensidad de
marcado semejante, lo que indica que estaban cortadas a un mismo nivel de
profundidad del tejido. Ademas, para evitar falsos negativos, s6lo examinamos las

secciones ultrafinas de las primeras 1,5um desde la superficie del tejido.

En los estudios de localizacion subcelular de CB1 y DAGL-a, consideramos
marcado positivo la presencia de al menos 1 inmunoparticula situada en un rango
extendido desde la inmediata proximidad a membrana hasta aproximadamente un
maximo de 30nm alejada de la misma. Este mismo criterio fue aplicado en el
estudio de distribuciéon subcelular de la enzima NAPE-PLD. Estimamos la
proporcion de mitocondrias positivas normalizando el nimero de mitocondrias
marcadas respecto del numero total de mitocondrias observadas en las imagenes
(Benard, 2012; Hebert-Chatelain, 2014). Analizamos los porcentajes de los perfiles
positivos para cada proteina de estudio, presentando los datos como la media *
SEM, utilizando un programa estadistico (GraphPad Prism 4, GraphPad Software
Inc, San Diego, USA) y estudiamos las diferencias entre los grupos mediante el test
de chi-cuadrado. Utilizamos el mismo programa estadistico en la estimacién de la
densidad del inmunomarcado (inmunoparticulas/um membrana para CB1y DAGL-
a e inmunoparticulas/pm?2 para NAPE-PLD y DAGL-a) mostrada como la media +
SEM. Finalmente, analizamos las diferencias entre los grupos, siempre que fue
posible, mediante el test de Mann Whitney, p<0,05, tras observar que no se

cumplia el requisito de normalidad.
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RESULTADOS

Localizacion subcelular del receptor CB1 en musculo estriado

En primer lugar estudiamos la localizacion del receptor de cannabinoides CB1
en los diferentes compartimentos subcelulares de las fibras musculares de
determinados musculos esqueléticos estriados. Uno de los analizados fue el
musculo gastrocnemio que esta bien desarrollado en el roedor. Encontramos
inmunoparticulas que indican la presencia y distribucién del receptor, a lo largo
del sarcolema (o membrana plasmatica) de las fibras musculares (Fig. 23 ). Apenas
observamos alguna particula de oro intensificada con plata en los limites del
sarcomero, es decir, en la extensién de la fibra muscular que va desde una linea Z
situada en la banda clara (banda I) a la siguiente linea Z (Fig. 23-A). Lo mismo
ocurri6 en el reticulo sarcopldsmico. Sin embargo, la mayor acumulacién de
marcado se dio en las mitocondrias (Fig. 23-B). De hecho, cerca del 26% de ellas
fueron CBi1 inmunopositivas con una disposicién de las inmunoparticulas
orientadas hacia la superficie de la membrana externa. Es importante la
desaparicion casi completa del inmunomarcado con el anticuerpo frente a CB1en el
musculo gastrocnemio de ratones que carecen del receptor CB1 (CB1-KO). En este
caso, soOlo apenas un 0,37% de mitocondrias presentan alguna particula
(Fig. 23-C ), que por encontrarse en el musculo del ratéon CB:-KO son catalogadas

como fondo (background) o marcado inespecifico.

49



MUSCULO GASTROCNEMIO RATON (CB1)

Musculo Gastrocnemio

Figura 23. Localizacion ultraestructural de CB1 en el musculo gastrocnemio del ratéon silvestre
(CB1-WT) y en el ratén carente de CB1 (CB:-KO). Método de inmuno-oro intensificado con plata
preinclusion para microscopia electrénica. Las inmunoparticulas de CB: (flechas) se localizan
sobre todo en membranas mitocondriales (flechas en A, B), pero no asi en las mitocondrias del
ratén CB:-KO (C), lo que indica la especificidad del anticuerpo empleado frente a CB1. Barras de
escala: 0,5um.

Practicamente el mismo patrén de distribuciéon de CB1 se repite en otros
musculos estudiados. En el misculo abdominal, por ejemplo, el porcentaje de
mitocondrias inmunopositivas fue discretamente menor (~21%), con un nivel de

fondo que no alcanza el 1,5% de estos organulos con alguna particula metalica
(Fig. 24).
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MUSCULO ABDOMINAL RATON (CB1)

Musculo Abdominal

Figura 24. Localizacién ultraestructural de CB1 en el musculo abdominal del raton silvestre (CBi-
WT) y en el raton carente de CB1 (CB1-KO). Método de inmuno-oro intensificado con plata
preinclusion para microscopia electrénica. Las inmunoparticulas de CB: (flechas) se localizan
sobre todo en membranas mitocondriales (flechas en A, B), pero no asi en las mitocondrias del
raton CB:-KO (C), lo que indica la especificidad del anticuerpo empleado frente a CBi1. Barras de

escala: 0,5um.

Por su parte, la inmunolocalizacién de CB1 en el musculo cardiaco se
comporta de forma similar a la observada en el gastrocnemio y en el musculo
abdominal. De hecho, en este caso la presencia de CB1 es sobre todo en

mitocondrias (~17% del total de ellas; background: ~2,8% de mitocondrias con

oro/plata) (Fig. 25).
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CORAZON RATON (CB1)

Musculo Cardiaco

Figura 25. Localizacion ultraestructural de CB:1 en el musculo cardiaco del ratén silvestre (CBi-
WT) y en el ratén carente de CB1 (CB:-KO). Método de inmuno-oro intensificado con plata
preinclusion para microscopia electronica. Las inmunoparticulas de CB: (flechas) se localizan en
membranas mitocondriales (flechas en A, B), pero no asi en las mitocondrias del ratéon CB:-KO (C),
lo que indica la especificidad del anticuerpo empleado frente a CB1. Barras de escala: 0,5um.

Es de resaltar un aspecto de vital importancia que debe tenerse siempre en
cuenta: el patréon observado con el anticuerpo frente a CBi, practicamente
desaparece por completo en los distintos musculos (gastrocnemio, abdominal y
cardiaco) del ratéon CB:-KO analizados en paralelo con los mismos musculos de
ratén silvestre (CB1-WT) (Fig. 26). Ademas, la densidad de inmunomarcado de
CB1, esto es, el nimero de particulas por micra de membrana de mitocondria,
resulta ser en el musculo gastrocnemio de aproximadamente 0,25, siendo este
valor practicamente nulo en el musculo de CB:-KO (Fig. 27-28). Como consecuencia
de todo ello, podemos concluir que el anticuerpo empleado frente a CBi1 es

altamente especifico.
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Figura 26. Proporcion de mitocondrias CB1 inmunopositivas en los tres musculos esqueléticos
estudiados de raton silvestre (CB:-WT) y de raton sin CB:1 (CB:-KO). Método de inmuno-oro
intensificado con plata preinclusion para microscopia electrénica. Del total de mitocondrias
analizadas en cada musculo (nimeros entre paréntesis), el musculo gastrocnemio presenta el
mayor porcentaje de mitocondrias marcadas (25,77% * 1,0219), seguido del musculo abdominal
(21,29% * 0,9819) y finalmente el musculo cardiaco (17,24% * 1,2932). Los valores son muy bajos
en los correspondientes musculos abdominal (1,45% + 0,2891) y cardiaco (2,79% * 0,5715) y
practicamente nulos en el musculo gastrocnemio (0,37% + 0,0404) de CB;:-KO, lo que manifiesta la
especificidad del anticuerpo frente a CB1 empleado en este estudio. La diferencia de mitocondrias
marcadas en CB;-WT respecto a CB:-KO es estadisticamente muy significativa (*** P <0.001).
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Figura 27. Densidad de inmunomarcado de CB: (inmunoparticulas de CB1 por micrémetro
de mitocondria positiva) en las mitocondrias de los tres musculos esqueléticos
estudiados de ratén silvestre (CB:-WT). Método de inmuno-oro intensificado con plata
preinclusion para microscopia electronica. Del total de mitocondrias analizadas en cada
musculo (niUmeros entre paréntesis) de CB:-WT, el musculo abdominal presenta la mayor
densidad de marcado (0,9025 + 0,6515), seguido del musculo gastrocnemio (0,8972 +
0,0479) y finalmente el musculo cardiaco (0,4137 + 0,0369).
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Figura 28. Densidad global de inmunomarcado de CB: (inmunoparticulas de CBi por
micrometro de mitocondria positiva) en las mitocondrias de los tres musculos esqueléticos
estudiados de ratén silvestre (CB:-WT) y de ratén sin CB1 (CB:-KO). Método de inmuno-oro
intensificado con plata preinclusion para microscopia electronica. Obsérvese que a pesar de ser
bajo el nimero de inmunoparticulas por micra de membrana de mitocondria marcada, la
diferencia con la practicamente nula densidad en CB:-KO es muy significativa (*** P < 0.001).

Por otra parte, analizamos el efecto de la falta de CB1 sobre el nimero y el
tamafio de las mitocondrias en el musculo gastrocnemio, al ser éste el que
presentaba mayor proporcion de mitocondrias inmunopositivas para CBui.
Sorprendentemente, el nimero de ellas en el WT es de alrededor 1,1/um?de tejido
muscular reduciéndose alrededor del 72% en el gastrocnemio del ratéon CB1-KO,

siendo esta diferencia estadisticamente significativa (Fig. 29). Este descenso
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drastico de la cantidad mitocondrial en el musculo gastrocnemio se ve ademas
acompafiada por una tendencia no significativa de un menor tamafio de las
mitocondrias, pasando de alrededor de 0,1 pm? a tener un area que no alcanza

0,075 um? (Fig. 30).
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Figura 29. Nimero de mitocondrias por area de musculo gastrocnemio de ratdn silvestre
(CB1-WT) y de ratdn sin CB1 (CB:-KO). Hay una disminucidn muy significativa en el nimero de
mitocondrias contadas en el musculo de CB1-KO respecto a CB:-WT (*** P <0.001).
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Figura 30. Tamano de las mitocondrias por area de musculo gastrocnemio de raton silvestre
(CB1-WT) y de ratdén sin CB1 (CB:-KO). Hay tendencia a un menor tamafio de las mitocondrias
del musculo de CB:-KO respecto a CB:-WT, aunque las diferencias no son estadisticamente
significativas.
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Localizacion subcelular de DAGL-a en musculo estriado

Controles de especificidad

En primer lugar, con la idea de conocer la especificidad del anticuerpo frente
a DAGL-a empleado en este estudio, analizamos la porcion dorsomedial del nucleo
ventromedial del hipotalamo, una region cerebral en la que se conoce la
localizacion especifica de esta enzima de sintesis del 2-AG (Reguero y cols., 2013).
En este tejido vimos con el mismo método de inmuno-oro preinclusién para
microscopia electronica utilizado en el musculo, que las inmunoparticulas de
DAGL-a estdn en posicion perisinaptica y mas alejadas de la densidad
postsindptica de membranas dendriticas y espinas dendriticas que reciben
sinapsis asimétricas excitadoras de botones axdnicos (Fig. 31-A). El patrén de
marcado descrito para DAGL-a desaparece completamente en el mismo tejido de
ratén DAGL-a knockout (Fig. 31-B). Por tanto, estos resultados demuestran que el
anticuerpo frente a DAGL-a utilizado en el presente trabajo doctoral es altamente
especifico en su reconocimiento de esta proteina enzimatica. Desafortunadamente,
no dispusimos de musculo de ratén DAGL-a knockout, por lo que no pudimos
testar directamente nuestro anticuerpo en este tejido. Sin embargo, es asumible
que la localizacion especifica de DAGL-a por el anticuerpo por nosotros empleado

en tejido nervioso, debe ser igualmente especifica en musculo.
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Figura 31. Control de especificidad del anticuerpo frente a DAGL-a. Localizacion ultraestructural de
DAGL-a en el ntcleo ventromedial del hipotdlamo de ratén DAGLa-WT (A) y DAGLa-KO (B). Método
de inmuno-oro intensificado con plata preinclusion para microscopia electronica. (A) Las
inmunoparticulas de DAGL-a (flechas) se localizan en dendritas postsinapticas que reciben sinapsis
asimétricas de terminales (Ter) excitadoras (obsérvese claramente la gruesa densidad postsinaptica
indicada con puntas de flecha blancas en A y B). El patrén de marcado de DAGL-a completamente
desaparece en DAGLa-KO (B), indicando la especificidad del anticuerpo empleado en este estudio,

como ya hemos descrito (Reguero y cols., 2014). Barras de escala: 0,5 um.

Localizacion subcelular de DAGL -0 en musculo estriado

Una vez conocida la alta especificidad de la herramienta empleada,
investigamos la distribuciéon de DAGL-a en los mismos musculos estudiados para
CB1. De tal modo, esta enzima se localiza sobre todo en las mitocondrias de los
musculos gastrocnemio (aproximadamente en el 9,6% de ellas) (Fig. 32 y 35),
abdominal (~8,5%) (Fig. 33 y 35) y cardiaco (~4,2%) (Fig. 34 y 35). Ademas,
alguna particula dispersa aparece por otros componentes de las fibras musculares,
como es en la proximidad de las lineas Z de las miofibrillas o por el reticulo

sarcoplasmico.
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MUSCULO GASTROCNEMIO RATON (DAGL-a)

Musculo Gastrocnemio

Figura 32. Localizacidn ultraestructural de DAGL-a en el musculo gastrocnemio del raton silvestre
(CB:-WT) y en el ratéon carente de CB1 (CB:1-KO). Método de inmuno-oro intensificado con plata
preinclusion para microscopia electrénica. Las inmunoparticulas que indican la presencia de
DAGL-a (flechas) se localizan en membranas externas de mitocondrias (flechas) de CB:-WT (A) y
CB;1-KO (B). Barras de escala: 0,5um.

60




MUSCULO ABDOMINAL RATON (DAGL-a)

Figura 33. Localizacién ultraestructural de DAGL-a. en el musculo abdominal del ratén
silvestre (CB:-WT) y en el raton carente de CB1 (CB:-KO). Método de inmuno-oro intensificado
con plata preinclusion para microscopia electrénica. Las inmunoparticulas que indican la
presencia de DAGL-a (flechas) se localizan en membranas externas mitocondriales (flechas),
tanto en CB:-WT (A, B) como en CB:-KO (C), aunque también hay algunas distribuidas por el
reticulo sarcoplasmatico (A). Barras de escala: 0,5um.
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CORAZON RATON (DAGL-a)

Musculo Cardiaco

Figura 34. Localizacion ultraestructural de DAGL-a en el musculo cardiaco del ratén silvestre
(CB:-WT) y en el ratén carente de CB1 (CB1-KO). Método de inmuno-oro intensificado con plata
preinclusion para microscopia electréonica. Las pocas inmunoparticulas que apuntan la
localizacion de DAGL-a (flechas) se encuentran en membranas externas mitocondriales (flechas)
de CB:-WT (A) y CB:-KO (B). Barras de escala: 0,5um.
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Figura 35. Proporcion de mitocondrias DAGL-a. inmunopositivas en los tres musculos esqueléticos
estudiados de ratén silvestre (CB:-WT) y de ratén sin CB1 (CB:-KO). Método de inmuno-oro
intensificado con plata preinclusion para microscopia electrénica. Del total de mitocondrias
analizadas en cada musculo (nimeros entre paréntesis), el muisculo gastrocnemio presenta el mayor
porcentaje de mitocondrias marcadas (9,62% * 0,3579), seguido del muisculo abdominal (8,74% +
0,5797) y finalmente el musculo cardiaco (4,22% * 0,1270), al igual que ocurre con CB1. Es de destacar
que los porcentajes de mitocondrias positivas para DAGL-o son menores en los 3 musculos de CBi-
KO: gastrocnemio (4,61% * 0,3521), abdominal (4.57% + 0.3868), cardiaco (1.78% * 0.2771), siendo la
diferencia estadisticamente significativa en el caso del musculo gastrocnemio (* P < 0,05).
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Figura 36. Densidad de inmunomarcado de DAGL-a (inmunoparticulas de DAGL-a. por
micrometro de mitocondria positiva) en las mitocondrias de los tres musculos esqueléticos
estudiados de raton silvestre (CB:-WT) y de ratén sin CB1 (CB:-KO). Método de inmuno-oro
intensificado con plata preinclusion para microscopia electrénica. Del total de mitocondrias
analizadas en cada musculo (nimeros entre paréntesis) de CB:-WT, el musculo
gastrocnemio presenta la mayor densidad de marcado (1,21 + 0,1561), seguido del musculo
abdominal (0,70 + 0,0754) y finalmente el musculo cardiaco (0,41 + 0,9726). No hay
diferencias significativas con la densidad observada en las mitocondrias de CBi-KO
(gastrocnemio: 0,96 * 0,2363; abdominal: 0,56 *+ 0,1467; cardiaco: 0,09 + 0,7061).

Llama la atencién que en el muisculo del raton CB:-KO, la expresién de DAGL-a en
las mitocondrias es menor, pues s6lo cerca del 4,6% de ellas estdn marcadas en el
gastrocnemio (Fig. 35), ~4,5% en el musculo abdominal (Fig. 35) y ~1,8% en el
miocardio (Fig. 35).
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Localizacion subcelular de NAPE-PLD en musculo
estriado

Controles de especificidad

Con el fin de conocer la especificidad de la herramienta empleada en la
localizacion de NAPE-PLD, esto es, la calidad de los anticuerpos frente a esta
enzima, investigamos en primer lugar la inmunotincién para NAPE-PLD en el giro
dentado de hipocampo de cerebro de ratones silvestres (Fig. 37-A) y de NAPE-PLD-
KO (Fig. 37-B). Observamos el tipico patréon de marcado intenso en el hilo del giro
dentado de los ratones silvestres que no existe en el hipocampo de NAPE-PLD-KO,
lo que confirma la especificidad del anticuerpo. Al igual que en el caso del
anticuerpo frente a DAGL-a, no dispusimos de musculo de raton NAPE-PLD-KO
aunque, a pesar de esta limitacién, es razonable asumir que el patrén de

especificidad observado en el hipocampo se da también en el musculo.
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Figura 37. Control de especificidad de la inmunotincion observada con el anticuerpo
frente a NAPE-PLD en las capas molecular (Mol), granular (Gr) e hilus (h) del giro
dentado del hipocampo de raton NAPE-PLD silvestre (A) y carente de NAPE-PLD (B).
Método de inmunoperoxidasa preinclusion para microscopia de luz. La fuerte
inmunorreactividad observada en el hilus del ratén silvestre (h en A) desaparece en el
raton NAPE-PLD-KO (B), lo que indica la especificidad del anticuerpo empleado en este
estudio. Barras de escala: 200 um (Reguero y cols., 2014).

La localizacion de NAPE-PLD en los musculos analizados es sobre todo en
mitocondrias, al igual que CB1 y DAGL-a. Sin embargo, en este caso cerca del 14%

de las mitocondrias son inmunopositivas para esta enzima (Figs. 38-39-40).

Localizaciéon subcelular de NAPE-PLD en musculo estriado

Estudiamos en esta seccién la arquitectura subcelular de NAPE-PLD, enzima
de sintesis de la anandamida. En el caso del musculo gastrocnemio (Fig. 38-A y 38-
B) se encuentra en alguna linea Z, pero sobre todo estd distribuido en las
mitocondrias. De hecho, casi el 14% de ellas son inmunopositivas para esta
enzima. Es de resaltar que el patron de NAPE-PLD disminuye en mitocondrias del
animal CB1-KO, quedando en un valor de menos del 8% de ellas inmunomarcadas

para NAPE-PLD en estos animales carentes del receptor CB1 (Fig. 38-C).
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MUSCULO GASTROCNEMIO RATON (NAPE-PLD)

Musculo Gastrocnemio

Figura 38. Localizacion ultraestructural de NAPE-PLD en el musculo gastrocnemio del raton
silvestre (CB:-WT) y del raton carente de CB1 (CB1-KO). Método de inmuno-oro intensificado con
plata preinclusion para microscopia electrénica. Las inmunoparticulas que indican la presencia de
NAPE-PLD (flechas) se localizan en membranas de mitocondrias (flechas) de CB:-WT (A, B) y CB:-

KO (C). Obsérvense en A y B algunas inmunoparticulas dispersas por las miofibrillas. Barras de
escala: 0,5um.

Respecto al musculo abdominal (Fig. 39-A), el inmunomarcado de NAPE-PLD se
encuentra en algo mas de 14% de las mitocondrias. Sin embargo, aumenta el porcentaje de

mitocondrias que expresan la enzima de sintesis de anandamida en este musculo del ratén

CB1-KO (alrededor del 16,5%) (Fig. 39-B).

67



MUSCULO ABDOMINAL RATON (NAPE-PLD)

Musculo Abdominal

Figura 39. Localizacion ultraestructural de NAPE-PLD en el musculo abdominal del ratdn silvestre
(CB1-WT) y del ratén carente de CB: (CB:-KO). Método de inmuno-oro intensificado con plata
preinclusion para microscopia electrdnica. Las inmunoparticulas que apuntan la colocacion de
NAPE-PLD (flechas) se disponen sobre todo en membranas de mitocondrias (flechas) de CB:-WT
(A) y CB:1-KO (B). Barras de escala: 0,5um.

En el musculo cardiaco (Fig. 40), mas del 20% de las mitocondrias expresan
la enzima NAPE-PLD (Fig. 40-A y 40-B), sin verse estadisticamente afectado este

porcentaje en el corazon del ratén carente de CB1 (Fig. 40-C).
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CORAZON RATON (NAPE-PLD)

Musculo Cardiaco

Figura 40. Localizacion ultraestructural de NAPE-PLD en el musculo cardiaco de ratén silvestre
(CB:-WT) y de raton carente de CBi1 (CB:-KO). Método de inmuno-oro intensificado con plata
preinclusion para microscopia electronica. Las inmunoparticulas que indican la distribucion de
NAPE-PLD (flechas) se disponen sobre todo en membranas de mitocondrias (flechas) de CB:-WT
(A, B) y CB1-KO (C), aunque algunas también se aprecian en la proximidad de los discos Z. Barras de
escala: 0,5um.
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Figura 41. Proporcion de mitocondrias NAPE-PLD inmunopositivas en los tres musculos

esqueléticos estudiados de ratdn silvestre (CB:-WT) y de ratén sin CB1 (CB:-KO). Método de

inmuno-oro intensificado con plata preinclusion para microscopia electrénica. Del total de

mitocondrias analizadas en cada musculo (nimeros entre paréntesis), el misculo cardiaco

presenta el mayor porcentaje de mitocondrias marcadas (20,11% + 0,5138), seguido del

musculo abdominal (14,16% % 0,2309) y finalmente el musculo gastrocnemio (13,89% +

0,3983). Es de destacar que el porcentaje de mitocondrias positivas para NAPE-PLD es similar
en el corazén (19,94% + 0,3464), ligeramente superior en abdominal (16,44% + 0,2540) y
francamente menor en gastrocnemio (7,56% + 0,1501) de CB:-KO, siendo la diferencia sélo

en este Ultimo caso estadisticamente significativa (* P < 0,05).
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Figura 42. Densidad de inmunomarcado de NAPE-PLD (inmunoparticulas de NAPE-PLD por
micrémetro de mitocondria positiva) en las mitocondrias de los tres musculos esqueléticos
estudiados de raton silvestre (CB:-WT) y de raton sin CB1 (CB:-KO). Método de inmuno-oro
intensificado con plata preinclusion para microscopia electronica. Del total de mitocondrias
analizadas en cada musculo (niUmeros entre paréntesis) de CB:-WT, el musculo abdominal
tiene sélo un poco mas de densidad de marcado (0,80 + 0,0794) que el mdusculo
gastrocnemio (0,77 £ 0,0771), mientras que es menor en el musculo cardiaco (0,62 *
0,0675). No hay en ningiin musculo diferencias significativas con la densidad observada en
las mitocondrias de CB:-KO (gastrocnemio: 0,80 + 0,0781; abdominal: 0,82 * 0,0763;
cardiaco: 0,48 + 0,0304).
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DISCUSION

En este trabajo doctoral se ha demostrado por primera vez la existencia de
componentes clave del sistema endocannabinoide en las mitocondrias del musculo
esquelético. En particular, hemos observado que el receptor CB1 y los enzimas de
sintesis DAGL-a y NAPE-PLD de los dos principales cannabinoides endégenos 2-AG
y anandamida, respectivamente, se encuentran relacionados con la membrana
externa de las mitocondrias de los musculos gastrocnemio, abdominal y cardiaco

del raton.

La fosforilacion oxidativa mitocondrial (OXPHOS) convierte la mayoria de la
energia contenida en los nutrientes en ATP necesario para las reacciones celulares.
Las mitocondrias también regulan otros importantes procesos fisiologicos, tales
como la homeostasis de calcio, estrés oxidativo, apoptosis y esteroidogénesis. La
estructura y funciones mitocondriales se ajustan constantemente con el fin de
mantener la homeostasis metabdlica celular. De hecho, defectos en las funciones
mitocondriales aparecen en diferentes patologias, como obesidad, diabetes tipo 2 o
enfermedades neurodegenerativas (Hojlund y cols., 2008; Bournat y Brown, 2010;
Dietrich y cols., 2013; Schneeberger y cols., 2013). En tejidos periféricos, la
resistencia a la insulina se asocia con disfunciones mitocondriales en miocitos,
hepatocitos, adipocitos e islotes de células 3 pancreaticos (Hojlund y cols., 2008;

Sivitz y Yorek, 2010).

Las mitocondrias en el sistema nervioso central son importantes en la
coordinacion de la toma y gasto de energia. Por ejemplo, la dinamica mitocondrial
en neuronas del nucleo arcuato del hipotalamo, implicado en la homeostasis de la
energia corporal, regula la obesidad inducida por la dieta (Dietrich y cols., 2013;
Schneeberger y cols., 2013). Por lo tanto, el estudio de la actividad y la regulacion
mitocondrial cerebral es un importante paso con el fin de entender la funcién del
cerebro, en general, y el control central del balance energético corporal, en

particular (Abizaid y Horvath, 2008; Diano y Horvath, 2012).

Los receptores CB1 fueron identificados como las dianas moleculares de los

cannabinoides exdgenos y endégenos y estan presentes en diferentes tejidos, como
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el cerebro, higado, musculo esquelético, pancreas y grasa, donde su activacion
participa en las funciones celulares y metabdlicas del organismo (Piomelli, 2003;
Silvestri y Di Marzo, 2013). Por ejemplo, la deficiencia genética o el bloqueo
farmacologico de los receptores CB1 son beneficiosos en alteraciones metabdlicas,
tales como la obesidad y el sindrome metabolico (Vickers y cols., 2003; Pagotto y

cols., 2006; Nam y cols., 2012; Silvestri y Di Marzo, 2013).

Los CB1 son receptores unidos a proteinas G que se encuentran en
abundancia en las membranas plasmaticas de las neuronas, desde donde controlan
la actividad neuronal, el metabolismo y funciones (Piomelli, 2003; Marsicano y
Lutz, 2006; Kano y cols., 2009). El impacto de los cannabinoides ex6genos sobre
los procesos mitocondriales se conoce desde los afios setenta (Bartova y
Birmingham, 1976), mucho antes del descubrimiento de los receptores
cannabinoides (Matsuda y cols., 1990). Esos estudios ya sugirieron que el
cannabinoide THC derivado de la marihuana (Cannabis sativa) afecta las funciones

mitocondriales (Bartova y Birmingham, 1976).

Con la identificacion de los receptores de cannabinoides como tipicos
receptores GPCRs de membrana (Matsuda y cols., 1990; Munro y cols., 1993;
Piomelli, 2003), los efectos de los cannabinoides en la mitocondrias fueron
interpretados como una consecuencia indirecta de la activacion de CBi1 en la
membrana plasmatica, o como alteraciones inespecificas de las membranas
mitocondriales por estos componentes lipidicos (Martin, 1986; Howlett y cols.,

2002; Athanasiou y cols., 2007).

Diferentes agonistas exdgenos de CB1 (THC, WIN55,212-2, HU210 o JZL195
(un inhibidor de las dos enzimas responsables de las degradacion de los dos
principales endocannabinoides) descienden las tasas de respiracion en
mitocondrias purificadas de cerebro de raton silvestre, pero no en ratén carente de
CB1 (Benard y cols., 2012). Estos datos sugieren la existencia de un vinculo directo
entre los endocannabinoides, los receptores CB1 y la bioenergia celular en el
cerebro, lo que puede constituir una nueva diana en el tratamiento de los

desordenes metabolicos (Hebert-Chatelain y cols., 2014a,b).
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Evidencias recientes indican que la sefializacién del receptor CB1 tiene la
capacidad de regular la biogénesis mitocondrial en tejidos periféricos no
neuronales (Aquila y cols., 2010; Tedesco y cols., 2010). La naturaleza lipofilica de
la mayoria de cannabinoides (Piomelli, 2003) implica que las interacciones
ligando-receptor podrian ocurrir, no sé6lo a nivel de las membranas plasmaticas,
sino también en el interior de las células. De hecho, diversos compartimentos
intracelulares intervienen en la regulaciéon del metabolismo endocannabinoide
(Gulyas y cols., 2004; Marsicano y Kuner, 2008) y también se ha demostrado que
los receptores CBi1 sefializan funcionalmente en membranas intracelulares de

lisosomas y endosomas (Rozenfeld y Devi, 2008).

La presencia de estos receptores unidos a proteinas G en las mitocondrias de
las neuronas junto con su capacidad de modular la energia y funcién neuronal
permanece todavia una cuestion abierta (Belous y cols., 2006). Sin embargo,
existen hoy en dia evidencias sélidas de que las mitocondrias contienen proteinas
G (Lyssand y Bajjalieh, 2007; Andreeva y cols., 2008). Ademas, varios trabajos han
demostrado la localizacién intramitocondrial de efectores de la sefializacion de
proteinas G, tales como la adenilciclasa soluble (Zippin y cols., 2003),
fosfodiesterasa (Acin-Perez y cols., 2009, 2011) y la proteina quinasa A (PKA) (Ryu
y cols., 2005). De tal manera, el AMP ciclico puede ser producido en el interior de la
mitocondria, lo que determinaria la activacion de PKA y la fosforilacién de
proteinas mitocondriales, regulando de este modo la respiracién mitocondrial y la
produccion de energia (Chen y cols., 2004; Helling y cols., 2008; Acin-Perez y cols.,
2009, 2011).

Nosotros con el método de inmuno-oro preinclusion para microscopia
electronica utilizado en esta Tesis, demostramos hace poco la localizacién de CB1
en membranas de mitocondrias de neuronas de la regién CA1 del hipocampo de
ratones silvestres, la cual no observamos en ratones CB:-KO (Benard y cols., 2012).
Cerca del 30% de las mitocondrias distribuidas en porciones somatodendriticas y
terminales axoénicas de las neuronas tenian marcado de CBi, mientras que el
background soélo fue del 3% (Benard y cols., 2012). Sin embargo, los perfiles de las
mitocondrias pueden encontrarse en la proximidad de densidades lineales de las

membranas plasmaticas o del reticulo endoplasmatico, haciendo posible que las
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particulas de oro presentes en estas estructuras sean identificadas errbneamente
como marcado mitocondrial (Hebert-Chatelain y cols., 2014a,b). Para evitar esta
distorsion, llevamos a cabo en el hipocampo una cuantificacion mas restrictiva,
considerando s6lo las particulas metalicas localizadas a mas de 80 nm de esas
densidades lineales, teniendo en cuenta que el diametro medio de las particulas de
oro intensificadas con plata result6 ser alrededor de 30 nm. De tal modo, vimos
que 21,6 + 1,4% de las secciones mitocondriales eran inmunopositivas para CB1 en
el raton CB1-WT, mientras que sélo el 2,9 + 0,6% de ellas lo fueron en el ratén CB:-
KO (Hebert-Chatelain y cols., 2014a,b). Los porcentajes de mitocondrias que tienen
CB1 en el musculo son similares a éstos que observamos en el cerebro, por lo que
podemos concluir que la subpoblaciéon de mitocondrias con CB1 se mantiene a nivel
central y en 6rganos periféricos, al menos en el musculo estriado. Por el contrario,
la densidad de inmunoparticulas de CB1 es mucho mas baja en mitocondrias
musculares que hipocampales. En el cerebro, la densidad de inmunomarcado fue
de aproximadamente 18 particulas por um? de mitocondria (Benard y cols., 2012)
y alrededor del 15% del total de inmunomarcado de CB1 neuronal en CA1 estaba
localizado en las mitocondrias (Benard y cols., 2012). Asimismo, pudimos
confirmar por medio de inmunoblots la presencia especifica de
inmunorreactividad para CB1 en mitocondrias purificadas de cerebros de ratones
silvestres (Benard y cols., 2012). La proporcién de receptores CB1localizados en la
membrana mitocondrial de neuronas del hipocampo (alrededor del 15% del total
de receptores CBi) podria parecer bajo. Sin embargo, esta expresion es
responsable de una reduccién del 30% de la respiracion dependiente de CB1
mitocondrial en mitocondrias purificadas de cerebro (Benard y cols., 2012).
Recordamos que algo mas del 20% de las mitocondrias neuronales contiene CB1
(Hebert-Chatelain y cols., 2014a,b), lo que sugiere que hay un fuerte impacto de la
sefializacion cannabinoide en el subgrupo de organulos que expresan CB1
mitocondrial. Ademas, un CB:i poco abundante puede tener un significado
funcional de extraordinaria importancia en ciertas localizaciones. Por ejemplo,
aunque una pequefa cantidad (menos del 10%) del total de proteina CB1 cortical
se expresa en neuronas glutamatérgicas (Marsicano y Kuner, 2008; Bellocchio y
cols., 2010), muchas de las funciones del sistema endocannabinoide son realizadas

por este limitado porcentaje de receptores.
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Ademas, alrededor del 95% de las inmunoparticulas estaban localizadas en la
membrana externa mitocondrial, lo que confirmamos en Western blots de
mitocondrias purificadas tratadas con tripsina con o sin presolubilizaciéon con
digitonina, sugiriendo que la porcidn del terminal N del CB1 mitocondrial esta
expuesto hacia el citosol, mientras que el terminal C esta probablemente localizado
en el espacio intermembrana. En resumen, una porcion sustancial del receptor CB1
esta presente en la superficie de la mitocondria neuronal (Benard y cols., 2012).
En este trabajo doctoral, hemos observado una localizacién similar de las
inmunoparticulas que indican la presencia de CB1 en la membrana externa de la
mitocondria. Sin embargo, tanto en nuestro trabajo previo (Benard y cols., 2012)
como en el actual no es posible discernir la localizacién subcelular exacta del
receptor, ya que la técnica de inmuno-oro preinclusién empleada aqui tiene la
limitaciéon de que las particulas de oro de 1,4 nm son amplificadas con plata,
resultando un particula de metal lo suficientemente grande como para ser capaz de
desdibujar la distancia del epitopo, en este caso, la distancia de la secuencia del
terminal carboxilo de CB1 reconocida por el anticuerpo. En teoria, la distancia
entre el epitopo y el centro de la particula de oro es equivalente a la suma del
didmetro correspondiente al anticuerpo primario (IgG: ~8 nm), al anticuerpo
secundario (fragmento Fab: ~4 nm o IgG: ~8 nm) y el radio de la particula de oro

previa a la intensificacion con plata.

La hipotesis de que los GPCRs podrian regular directamente la actividad
mitocondrial ha sido propuesta previamente (Belous y cols., 2006; Papa, 2006). El
programa de uso abierto MitoProt II (Claros y Vincens, 1996) predijo que el
receptor CB1 tenia una probabilidad de localizacién en mitocondria del 39,3%. Este
valor tedrico es mas alto que para otros GPCRs y es comparable con los valores de
diversas proteinas mitocondriales conocidas o recientemente identificadas.
Nuestros datos experimentales demostraron que CB: estd en membranas de
mitocondrias neuronales, donde regula con precisiéon el metabolismo energético y
contribuye a la expresion de DSI (ver mas abajo) (Benard y cols., 2012). De tal
modo, los receptores CB1 en la mitocondria neuronal regulan de forma directa la
respiracion mitocondrial. Esta funcion se ejerce a través de la modulacion de la
actividad del complejo I mitocondrial por medio de la regulaciéon de los niveles de

AMPc y de la actividad de PKA, los cuales se sabe desde no hace mucho que estan
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en la mitocondria donde modulan la respiracién del organulo y la produccién de
energia (Chen y cols., 2004; Papa, 2006; Lyssand y Bajjalieh, 2007; Andreeva y
cols., 2008; Helling y cols., 2008; Acin-Perez y cols., 2009).

Los receptores CB1 intracelulares estan implicados en la denominada DSI
(depolarization-induced supression of inhibition), una forma de plasticidad
sindptica inhibidora a corto plazo dependiente de endocannabinoides en el
hipocampo, la cual también se da tras la inhibicién directa de la actividad del
complejo I mitocondrial. Por lo tanto, nuestros datos en cerebro indican la
existencia de CB1 mitocondrial y su papel en la regulacion de la bioenergia
neuronal, lo que podria estar implicado en la plasticidad sinaptica dependiente de
endocannabinoides (Benard y cols., 2012). Queda por determinar el papel
funcional de los receptores CB1 en la mitocondria muscular. Algunas indicaciones

se dan mas adelante en este sentido.

Respecto a la maquinaria enzimatica de sintesis de los dos principales
cannabinoides endégenos, 2-AG y anandamida, decir que en este estudio hemos
localizado inmunocitoquimicamente las enzimas DAGL-a y NAPE-PLD,
respectivamente, en las mitocondrias musculares, al igual que se ha identificado la
existencia de ambos endocannabinoides en las mitocondrias hipocampales
(Benard y cols., 2012). Las mitocondrias del cerebro tienen niveles sustanciales de
actividad degradadora de endocannabinoides. En nuestro trabajo previo (Benard y
cols., 2012), se midieron los niveles de endocannabinoides mitocondriales y la
respiracion mitocondrial en mitocondrias cerebrales purificadas tratadas con
JZL.195 (un inhibidor dual de la FAAH y de la MAGL, las dos principales enzimas de
degradacién de endocannabinoides). Asi se detecté anandamida, pero su nivel
estaba por debajo de los limites reproducibles de detecciéon (Benard y cols., 2012).
Sin embargo, el JZL195 aumenté el 2-AG mitocondrial de forma dosis dependiente,
y redujo la respiracion mitocondrial en ratones CB:;-WT pero no en CB:-KO
(Benard y cols., 2012). Estos datos claramente indican que las mitocondrias estan
equipadas con endocannbinoides capaces de activar los receptores CB1
mitocondriales in situ (Benard y cols., 2012). La presencia de las enzimas de
sintesis DAGL-a y NAPE-PLD en las mitocondrias musculares concuerdan con

estos hallazgos en el hipocampo. Ademas, el descenso significativo que
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observamos de la proporcion de mitocondrias inmunopositivas para estas enzimas
en el musculo gastrocnemio del raton CB:-KO, apunta la posibilidad de una
estrecha correlacion entre la actividad de los receptores CB1 mitocondriales que
regulan la funcidn respiratoria, y la necesidad del “fuel” sintetizado por las
mitocondrias que active dichos receptores, en definitiva, de los endocannabinoides

mitocondriales.

IMPORTANCIA FUNCIONAL

Como ya hemos dicho, diversas lineas de evidencia sostienen la hipotesis de
que una disfunciéon mitocondrial es clave en obesidad, resistencia a la insulina y
diabetes tipo 2 (Valerio y cols., 2006; Patti y Corvera, 2010) y podria contribuir a la
reduccion de la oxidacion lipidica y la acumulacién de grasa y/o lipidos
intramiocelulares (Jacob y cols., 1999). Ademas, los endocannabinoides tienen un
papel fundamental en la regulaciéon de la homeostasis energética a nivel central y
periférico (Di Marzo y Matias 2005; Pagotto y cols., 2006). En concreto, los
endocannabinoides son un importante lazo de uni6on entre el metabolismo
energético celular y la obesidad, resistencia a la insulina y diabetes tipo 2 (Di
Marzo, 2008). Por ejemplo, niveles elevados de endocannabinoides circulantes y
en tejido adiposo en obesos y sujetos con diabetes tipo 2 se correlacionan con
resistencia a la insulina (Di Marzo y cols., 2009a). Ademas, la infusién de agonistas
de CB1 en roedores y humanos induce una resistencia a la insulina en higado,
musculo y tejido adiposo (Di Marzo y Després, 2009) e inhibe la actividad
enzimdtica respiratoria en diferentes tejidos de roedores (cerebro, higado,
musculo esquelético y corazén) (Bartova y Birmingham, 1976), causando una

reduccion de las tasas de consumo de oxigeno (Chiu y cols., 1975).

El musculo esquelético es el lugar primario de oxidacion de los nutrientes,
incluyendo la oxidacion de acidos grasos y la captacion de glucosa. Se ha visto que
la resistencia a la insulina y la alteracién de la captacion de la insulina, se asocian
con una pérdida de la capacidad oxidativa muscular en respuesta a un aumento de
la ingesta rica en grasa (Cavuoto y cols., 2007). La resistencia a la insulina en el

musculo esquelético juega un papel destacado en la patogénesis del sindrome
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metabolico y la diabetes tipo 2 (Kelley y cols., 2002; Kelley, 2005), por lo que el
bloqueo de los receptores CB1 en el musculo esquelético tiene un efecto directo
sobre el gasto de energia y el metabolismo oxidativo (Liu y cols., 2005; Ravinet
Trillou y cols., 2003). Crespillo y cols., (2011) confirmaron por medio de
inmunohistoquimica, Western blots y qRT-PCR que las células musculares
esqueléticas contienen CB1 y CBz, y también expresan DAGLo, DAGLB y MAGL.
Estas observaciones dan soporte biolégico a una regulaciéon endocannabinoide de
genes que controlan el metabolismo en el musculo esquelético (Crespillo y cols.,
2011). Ademas, nosotros en esta Tesis Doctoral hemos demostrado que CB1, DAGL-

o y NAPE-PLD estan presentes en las mitocondrias de los musculos estriados.

La expansiéon de la grasa y, en particular, la grasa visceral, en individuos
obesos estd ligado a un aumento del riesgo cardiovascular. Recientes estudios han
demostrado que la biogénesis y funciéon mitocondrial disminuyen en tejido adiposo
blanco, higado y musculo esquelético de animales obesos/diabéticos asi como en
humanos (Patti y Corvera, 2010). Cabe mencionar que el 6xido nitrico generado
por la 6xido nitrico sintetasa endotelial (eNOS) aumenta la biogénesis mitocondrial
en adipocitos blancos y miocitos (Nisoli y cols., 2003, 2004) mientras que la
delecion genética de eNOS disminuye la biogénesis mitocondrial (Nisoli y cols.,
2003, 2004). Los receptores CB1 controlan el metabolismo energético a través de la
modulacion de muchos procesos centrales y periféricos (Pagotto y cols., 2006). De
tal modo, los ratones que carecen de CB1 son delgados (Cota y cols., 2003) y
resistentes a una dieta rica en grasa (Ravinet Trillou y cols., 2004). De manera
similar, el antagonista SR141716 (rimonabant) selectivo de CB1, reduce de forma
persistente el peso corporal en ratones obesos (Ravinet Trillouy cols., 2003),
aumentando el metabolismo del tejido adiposo blanco, revirtiendo la esteatosis
hepatica (Jourdan y cols., 2010) y aumentando la captaciéon de glucosa en el
musculo esquelético (Esposito y cols., 2008). El bloqueo genético y farmacolégico
del receptor CB1i aumenta la actividad de MAPK y la funcién y biogénesis
mitocondrial en tejido adiposo blanco alcanzando los niveles de los animales
controles alimentados con una dieta normal (Tedesco y cols., 2008). Ello se ve
acompafado de una reduccién del peso corporal y de la adiposidad. Algunos

resultados previos sugieren que la sobre-estimulacién de los receptores CBi, a

79



través de la disminucion de la biogénesis mitocondrial en tejidos metabdlicamente
activos, podria justificar un aumento de depdsitos grasos y la aparicion de
disfunciones metabolicas en obesos, puesto que el sistema endocannabinoide esta
hiperactivo en drganos periféricos, en particular en la grasa visceral de los sujetos
obesos, y los niveles circulantes de endocannabinoides estan elevados en pacientes

con diabetes tipo 2 (Matias y cols., 2006).

Se ha demostrado que los endocannabinoides y los agonistas de CBj,
descienden varios marcadores de la biogénesis mitocondrial y reducen la funcién
mitocondrial en tejidos metabdlicamente activos (Tedesco y cols., 2010) y, como
también ya hemos mencionado, el bloqueo del receptor CB1 aumenta la funcién y
biogénesis mitocondrial (Tedesco y cols., 2008). En concreto, la estimulacién de
CB1 por ACEA, AEA y 2-AG disminuye la biogénesis mitocondrial en cultivos de
adipocitos blancos de ratén. Ademas, la estimulacién créonica de CB1 durante 4
semanas desciende el contenido de mitocondrias y la respiracion mitocondrial en
ratones obesos inducidos por la dieta, no ddndose estos cambios en ratones
delgados sometidos a dieta normal (Tedesco y cols., 2010). Por el contario, el
tratamiento con una unica dosis relativamente elevada de anandamida durante
24h aumenta la expresion de PGC1-a (un regulador fundamental de la biogénesis
mitocondrial muscular) en células musculares humanas de sujetos delgados
(Cavuoto y cols., 2007). Nosotros hemos observado en este estudio que el nimero
de mitocondrias disminuye de forma estadisticamente muy significativa (P <
0.001) en el musculo gastrocnemio del raton carente de CB1 (CB1-KO) respecto al
animal silvestre (CB:1-WT). Ademas, hemos detectado un descenso significativo
del inmunomarcado de DAGL-a y NAPE-PLD en el mismo musculo gastrocnemio
carente de CB1, lo que estd en consonancia con la falta de necesidad de
endocannabinoides al no estar presente el receptor. Esta aparente contradicciéon
con lo publicado hasta ahora (Tedesco y cols., 2010) puede significar que el efecto
de los endocannabinoides y de los agonistas de CB1 sobre la biogénesis
mitocondrial se deba a su accién a través de receptores CBi1 localizados en
compartimentos extramitocondriales, mientras que, en nuestro caso, la
disminucién mitocondrial puede ser una consecuencia directa de la falta de CB1 en

las mitocondrias. Como alternativa, hay cerca de un 75% menos de mitocondrias

80



en el gastrocnemio de CBi-KO, por lo que se podria especular que el 25% de
mitocondrias restantes suponen la subpoblacién de mitocondrias con CBI que no

lo tienen en el CB1-KO. Queda este aspecto pendiente de investigaciones ulteriores.

PAPEL DEL CB: MITOCONDRIAL EN LOS EFECTOS
ADVERSOS DEL CANNABIS

Nuestro equipo ha colaborado en una investigacion reciente del laboratorio
del Dr. Giovanni Marsicano de Burdeos (Herbert-Chatelain y cols., 2014, en
preparacion) en la que hemos observado que el control directo de la actividad
mitocondrial cerebral por los receptores CBi en mitocondrias de diferentes
regiones cerebrales, es responsable de dos de los efectos conductuales adversos
mas conocidos del consumo de cannabis, como son la catalepsia y el deterioro de la
memoria. La catalepsia y la amnesia son dos efectos secundarios limitantes muy
serios a la hora de pensar en el uso de los cannabinoides con fines potencialmente
terapéuticos (Pacher y cols., 2006). Hemos visto que estos efectos dependen de la
sefializacion del receptor CB1 mitocondrial, mientras que la antinocepcidn, uno de
los efectos potencialmente beneficiosos de los cannabinoides, sélo requiere de los
receptores CBi1 localizados en membrana plasmatica. Por lo tanto, estos datos
aportan una base mecanistica para el desarrollo futuro de farmacos
cannabinoideos sin efectos adversos. Los receptores CB:1 en mitocondrias
cerebrales estimulan la sefializacion de proteinas G en el interior del organulo, lo
que sugiere que este mecanismo subyace en los efectos catalépticos y amnésicos
de los cannabinoides en el sustancia negra (catalepsia) y en el hipocampo
(amnesia). Estos resultados coinciden con la idea de que las mitocondrias estan
bajo el control intrinseco de proteinas G y la sefalizaciéon del AMPc (Kuyznierewicz
y Thomson, 2002; Lyssand y Bajjalieh, 2007; Andreeva y cols., 2008; Acin-Perez y
cols., 2009b; Papa y cols., 2010; Beninca y cols., 2014). Los cambios observados en
los niveles de AMPc mitocondrial son sensibles a la toxina pertusica, lo que indica
que el CB1 mitocondrial modula la respiracién del organulo a través del descenso
de la actividad de la adenilciclasa soluble en forma dependiente de la proteina

Gai/o-
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Todavia no se conocen los efectos post-mitocondriales que atnan la
activacion de CB1 mitocondrial con la alteracion de las funciones sinapticas y
cerebrales, que llevan a la catalepsia y la amnesia. Sin embargo, estudios recientes
han demostrado que incluso una interrupcidon temporal del suministro local de
ATP, altera profundamente las funciones sinapticas neuronales (Rangaraju y cols.,
2014). Teniendo en cuenta que la expresion presinaptica de los receptores CB1 es
muy alta (Marsicano y Kuner, 2008) tanto en membranas plasmaticas como
mitocondriales (Benard y cols., 2012; Hebert-Chatelain y cols., 2014a), la
demostracion de que la activacién de CB1 mitocondrial desciende la produccién de
ATP permite pensar que este mecanismo podria estar implicado en la catalepsia y
la amnesia inducida por cannabinoides. De hecho, la liberacién sinaptica es un
proceso que requiere mucha energia (Mattson y cols., 2008) y el control ejercido
por el CB:1 mitocondrial sobre la disponibilidad presinaptica de ATP podria
representar un mecanismo racional sobre su impacto en la funcién cerebral

(Rangaraju y cols., 2014).

En conclusion, los procesos bioenergéticos son clave en la compleja
regulacion de los mecanismos cerebrales y periféricos; de tal modo, la activacion
de una proteina G unida a receptor puede influenciar la conducta a través de la
alteracion directa de las funciones mitocondriales. Finalmente, la dicotomia entre
los efectos dependientes e independientes mitocondriales de los cannabinoides
abre nuevas esperanzas en el uso especifico del gran potencial terapéutico de esta
clase de compuestos, posiblemente evitando los efectos adversos indeseados y
limitantes. Queda por averiguar si la presencia de CB1, DAGL-a y NAPE-PLD en
mitocondrias del musculo esquelético tiene la misma relevancia funcional que la

que empieza a vislumbrarse para CB1 en las mitocondrias del cerebro.
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CONCLUSIONES

1.- El receptor de cannabinoides CBi1 y las enzimas de sintesis de
endocannabinoides DAGL-a y NAPE-PLD estan presentes en las mitocondrias del

musculo esquelético del raton.

2.- Alrededor del 26% de las mitocondrias del musculo gastrocnemio, 22% del
musculo abdominal y 17% del musculo cardiaco expresan el receptor CB1 en las
membrana externa mitocondrial. El patrén de marcado practicamente desaparece

en los musculos del raton CB1-KO.

3.- Los porcentajes de mitocondrias positivas para CB1 en el musculo esquelético

estan en consonancia con los observados en el cerebro.

4.- El contenido de mitocondrias desciende cerca del 72% en el musculo
gastrocnemio del ratén CBi-KO respecto al CB:-WT, siendo la diferencia

estadisticamente significativa (P < 0.001).

5.- Las mitocondrias del musculo gastrocnemio de CB:1-KO tienden a ser de menor
tamafio que en CB1-WT, aunque las diferencias no son estadisticamente

significativas.

6.-El1 musculo gastrocnemio presenta cerca del 10% de mitocondrias marcadas
para DAGL-a, seguido del musculo abdominal (alrededor del 9%) y del musculo

cardiaco (cerca del 4%).

7.- So6lo el 4% de las mitocondrias del musculo gastrocnemio del ratén CB:-KO
expresan DAGL-a, siendo la diferencia con el raton CB:i-WT estadisticamente

significativa (P < 0,05).

8.- Respecto a NAPE-PLD, cerca del 20% de las mitocondrias estdn marcadas en el
musculo cardiaco, mientras que los musculos abdominal y gastrocnemio tienen

alrededor del 14%.

83



9.- Solo el 7,5% de las mitocondrias del musculo gastrocnemio del ratéon CB:-KO
son inmunopositivas para NAPE-PLD, siendo la diferencia con el raton CB:-WT

estadisticamente significativa (P < 0,05).

10.- Finalmente, las mitocondrias del musculo esquelético estan equipadas con los
componentes de sintesis y de senalizaciéon del sistema endocannabinoide, del

mismo modo que ha sido demostrado este sistema en las mitocondrias cerebrales.
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