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1.	
  Introducción	
  

1.1.	
  Sistema	
  endocannabinoide	
  (eCB)	
  
 
Los endocannabinoides (eCB) son una serie de compuestos lipídicos bioactivos que se caracterizan por 
ser amidas, ésteres o éteres con cabeza polar del ácido araquidónico1. Los eCB mejor estudiados son la 
anandamida y el 2-araquidonoilglicerol2. Estos compuestos son capaces de unirse a y activar los 
receptores acoplados a proteína G (GPCR) CB1 y CB2, aunque se ha propuesto la existencia de otros 
receptores de eCB3. La distribución de ambos receptores es distinta: los receptores CB1 se ubican 
principalmente en el sistema nervioso central (SNC)4–8, mientras que los CB2 son típicos del sistema 
inmune y hematopoyético9,10. La distribución de CB1 en el cerebro ha sido caracterizada en roedores6,7 y 
en humanos11, ubicándose en regiones relacionadas con el ánimo, coordinación motora, memoria y 
aprendizaje. Adicionalmente, a nivel celular, los CB1 se concentran en axones y terminales nerviosos 
presinápticos, aunque pueden encontrarse en estructuras  postsinápticas y glia en menor medida12,13. 
Existe evidencia de la presencia de receptores CB2 en el cerebro14,15, pero asociados a células gliales y en 
densidades muy bajas16. En este trabajo se evalúa el sistema eCB en el cerebro en condiciones 
fisiológicas, por lo que nos centraremos en el receptor CB1. 
 
Los receptores CB1 se encuentran acoplados mayoritariamente a proteínas G heterotriméricas con 
subunidad Gαi/o, por lo que su activación lleva a la inhibición de la ruta proteína quinasa A (PKA)17, 
aunque se han descrito casos en los que se acoplan a proteínas Gαs

18–21 o Gαq
22. La activación de CB1 

también estimula la ruta de la proteína quinasa activada por mitógeno (MAPK), regulando funciones 
celulares como el crecimiento celular o la apoptosis23,24. Adicionalmente, si está acoplado a Gαi/o, CB1 
parece inhibir canales de Ca2+ dependientes de voltaje y estimular canales de K+ de rectificación interna25 
mediante mecanismos dependientes de PKA, provocando una hiperpolarización26.  
 
La función más importante de los eCB en el SNC es la de neuromoduladores retrógrados. Los eCB se 
sintetizan a demanda a partir de fosfolípidos en la membrana post-sináptica en respuesta a una 
despolarización por la entrada de Ca2+ [27,28]. Tras ser liberados al espacio sináptico actúan sobre 
receptores CB1 de células proximales, entre ellas la neurona presináptica, en la que inhiben la liberación 
de neurotransmisores como glutamato29 y GABA30 o modulan la liberación de acetilcolina (ACh)31, 
glicina32, serotonina33, dopamina34 y noradrenalina35.  
 
 

1.2.	
  Sistema	
  esfingosina	
  1-­fosfato	
  (S1P)	
  
 
La esfingosina 1-fosfato (S1P) es un lípido bioactivo producido por la fosforilación de la esfingosina, una 
reacción catalizada por la esfingosina quinasa, de la cual se han descrito dos isoformas: SphK1 y 
SphK236. La S1P puede revertir a esfingosina gracias a la actividad de la S1P fosfatasa37 o puede ser 
degradada a fosfoetanolamina y hexadecanal por acción de la S1P liasa38. La S1P ejerce la mayor parte de 
sus efectos actuando sobre los GPCRs de S1P, de los cuales se han descrito 5 subtipos (S1P1-S1P5)39. La 
distribución de receptores de S1P se ha estudiado extensamente40–42. El receptor S1P1 es el subtipo de 
expresión más extendida, expresándose en casi todos los tipos celulares. Concretamente en el SNC 
abunda el S1P1 en sustancia gris41 y el S1P5 en sustancia blanca43,44. No todas las funciones de la S1P 
pueden atribuirse en su integridad a la activación de receptores S1P45. Es más, algunos autores han 
definido la S1P como un segundo mensajero sintetizado, por ejemplo, en respuesta a factores de 
crecimiento (GF)46 y con capacidad de regular la proliferación celular junto a la ceramida en un 
reóstato47,48, además de movilizar Ca2+ desde el retículo endoplásmico y medio extracelular de forma 
independiente de Gαq

45. 
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El sistema S1P es un sistema ubicuo que cumple funciones diversas en multitud de sistemas, incluidos el 
sistema inmune49, sistema vascular50 y sistema nervioso51. Concretamente en el SNC el sistema S1P está 
implicado en el crecimiento del cono axonal52, la extensión y retracción de neuritas53, regulación de la 
actividad neuronal54,55, supervivencia de oligodendrocitos y mantenimiento de la mielinización56, así 
como en la migración y proliferación de astrocitos57,58. En este sentido, la señalización del sistema S1P es 
compleja y parece ser muy flexible, variando entre receptores, tipos celulares y estado celular. Los 
receptores S1P pueden encontrarse asociados a proteínas Gαi/o, Gαq y Gα12/13, aunque mayoritariamente se 
asocian a proteínas Gαi/o, en cuyo caso la activación del receptor desencadena en la activación de la ruta 
de la fosfolipasa C (PLC), ruta de la MAPK y ruta de la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K), y en la inhibición 
de la ruta de la PKA59,60. 
 
 

1.3.	
  Relación	
  entre	
  el	
  sistema	
  eCB	
  y	
  el	
  sistema	
  S1P	
  
 
Durante los últimos años han surgido evidencias de una posible interacción entre el sistema eCB y el 
sistema S1P, en concreto en el SNC, aunque la relevancia fisiológica de esta interacción se desconoce. 
Los primeros hallazgos que apuntaban a una posible interacción se basaban en similitudes en los 
mecanismos de señalización (dado que ambos sistemas se basan en GPCRs)5,61, en la naturaleza de los 
ligandos endógenos que se unen a ellos (que en ambos casos son lípidos)62,63, en la homología de 
secuencias y estructuras de los GPCR (ambos tipos de receptor pertenecen a la familia de GPCR de tipo 
A)64, y en la proximidad filogenética entre ambos tipos de GPCR65. Posteriormente surgieron evidencias 
muy sólidas de esta posible interacción, como la colocalización de la actividad eCB y S1P en 
determinadas regiones del SNC, entre ellas el núcleo estriado, hipocampo, cerebelo y determinadas 
regiones de la corteza cerebral66,67, o una posible interacción a nivel metabólico, dado que la activación de 
CB1 lleva a la activación de esfingomielinasas y la generación de ceramida, el precursor de la 
esfingosina68. 
 
Recientemente se han encontrado más evidencias de que existe esta hipotética relación entre sistemas, las 
cuales serán discutidas a fondo en la discusión. Todas estas evidencias concuerdan con los resultados 
obtenidos por nuestro grupo. 
 

2.	
  Objetivo	
  del	
  estudio	
  
 
Esclarecer la interacción entre el sistema eCB y el sistema S1P en cerebro de rata, concretamente la 
posibilidad de que agonistas y antagonistas sintéticos para S1P1 interaccionen con CB1. Atendiendo a esta 
reactividad cruzada de ligandos, también se pretende caracterizar mejor la sensibilidad de distintas 
regiones cerebrales ricas en CB1/S1P1 a la unión de estos ligandos, relacionando diferencias en 
sensibilidad con poblaciones distintas de receptores. Finalmente, se postularán hipótesis para explicar la 
relevancia fisiológica de esta interacción en el SNC. 
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3.	
  Materiales	
  y	
  métodos	
  
 
Animales. En este estudio se emplearon ratas macho Sprague-Dawley (2 meses de edad, 200 - 250g). Los 
animales se criaron con ciclos de día:noche (12:12h), alimento y agua ad libitum, y a 22 ºC y 65% de 
humedad. El protocolo experimental fue aprobado por el Comité Local de Ética para la investigación con 
animales de la Universidad del País Vasco (EAEC/388/2015), acorde con lo establecido por la directriz 
europea 2010/63/EU sobre experimentación con animales. 
 
Preparación de membranas. Cerebros de ratas Sprague-Dawley fueron diseccionados aislando la 
corteza cerebral, y las muestras congeladas a -80 ºC. Cada muestra fue homogeneizada en 60 volúmenes 
de tampón 1 (250mM sacarosa, 50 mM Tris-HCl, 3 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, pH 7,4) 
disgregándolas mediante 15 pulsos con un Potter-Elvehjem a 800 rpm. El homogeneizado fue 
centrifugado a 1500 rpm y 4 ºC durante 5 min, y el sobrenadante resultante centrifugado de nuevo a 1400 
rpm y 4 ºC durante 15 min. El sedimento se resuspendió en tampón 2 (50 mM Tris-HCl, 3 mM MgCl2, 1 
mM EGTA, 1 mM DTT, pH 7,4) y volvió a ser centrifugado en las mismas condiciones durante 15 min. 
El sedimento final fue conservado a -80 ºC. Mediante un ensayo Bradford69 se determinó que la 
concentración de membranas final en las alícuotas era de 0,5388 mg/ml. 
 
Ensayos de competición con radioligandos. En cada ensayo el radioligando [3H]-CP55940 
(PerkinElmer, Waltham, MA; AE = 150,2 Ci/mmol), un agonista CB1/CB2, fue desplazado con 
concentraciones crecientes de otro fármaco frío (no marcado radiactivamente): SR141716A, antagonista 
CB1 (Tocris, Avonmouth, Reino Unido), CYM5442, agonista S1P1 (Tocris), o W146, antagonista S1P1 
(Tocris). Todos los ensayos se realizaron en una suspensión de membranas en tampón de ensayo (50 mM 
Tris-HCl, 3 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 1% m/v BSA, pH 7,4) a una concentración de 0,1 mg/ml. La 
unión total fue analizada en ausencia de desplazante y la unión inespecífica añadiendo concentraciones 
saturantes (10-5 M) del agonista CB1 WIN55,212-2 (Tocris). Las concentraciones finales para cada 
condición fueron de 2,5 mM Tris-HCl, 50 nM EDTA y 150 nM de MgCl2. Para evitar la adhesión de 
lípidos a los tubos se emplearon tubos de borosilicato tratados con el reactivo siliconizante Sigmacote® 
(Merck-SigmaAldrich, Darmstadt, Alemania). Todas las condiciones se incubaron 2 h a 37 ºC con 
agitación. La reacción se paró por dilución y por enfriamiento añadiendo tampón de ensayo a 4 ºC. 
Seguidamente las membranas fueron transferidas a un filtro de microfibrillas de vidrio Whatman® GF/C 
(Merck-SigmaAldrich) prehidratado con tampón de ensayo, con la ayuda de un harvester de 48 pocillos 
Dottikon CH-5606 (Inotech, Dottikon, Suiza), realizando 3 filtraciones con tampón de ensayo frío. Cada 
región del filtro correspondiente a una condición fue transferida a un vial con 5 ml de líquido de centelleo 
OptiPhase HiSafe II (PerkinElmer) y tras 16 h de estabilización la radiactividad fue medida en un 
contador de centelleo líquido Packard Tri-Carb 2200CA (PerkinElmer). Los valores de la unión 
inespecífica se restaron a los valores de cada condición para determinar la unión específica. El análisis no 
lineal de las curvas de inhibición se realizó con el software GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, La 
Jolla, CA). 
 
Obtención de cortes de cerebro. Ratas Sprague-Dawley (n = 3) fueron anestesiadas y sus cerebros 
diseccionados y congelados a -80 ºC de inmediato. Los cerebros se pasaron a -20 ºC para ser cortados 
sagitalmente en su integridad utilizando un criostato Microm HM550 (Thermo-Fisher Scientific, 
Walldorf, Alemania). Secciones de 20 µm se montaron sobre portaobjetos gelatinizados y se almacenaron 
a -20 ºC hasta realizar el experimento. 
 
Tinción de tionina. Para facilitar la identificación de las distintas áreas del cerebro cortes representativos 
fueron descongelados e hidratados sumergiendo el corte durante 5 min en sucesivas disoluciones de 
etanol en orden descendiente (100%, 96%, 70% y 50%). Posteriormente las secciones se sumergieron en 
solución de tionina durante 5 min. Tras lavar los cortes con agua desionizada se deshidrató de nuevo el 
tejido sumergiéndolo en sucesivas soluciones de etanol en orden ascendente. 
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Autorradiografía de receptores para neurotransmisores. Cortes sagitales de cerebro de rata fueron 
descongelados y atemperados durante 30 min. Seguidamente, con el fin de eliminar posibles ligandos 
endógenos de GPCR, los cortes se preincubaron  en tampón de ensayo (50 mM Tris-HCl, 1% m/v BSA, 
pH 7,4) 30 min a 30 ºC con agitación. Posteriormente, los cortes se incubaron 2 h a 37 ºC con agitación 
en tampón de ensayo con [3H]CP55940 a 3 nM y concentraciones crecientes de W146. La unión total se 
analizó en ausencia de W146, y la unión no específica se analizó a concentraciones saturantes (10-5 M) de 
CP55940. Tras la incubación los cortes fueron lavados 2 veces durante 15 min en tampón de ensayo frio y 
sumergidos brevemente en agua destilada. Los cortes se dejaron secar en frio (4 ºC) durante 16 h. Al día 
siguiente los cortes se expusieron a film de autorradiografía Kodak Biomax MR (Kodak, Rochester, NY), 
junto a un estándar de 3H (American Radiolabeled Chemicals, St. Louis, MO) en un casete cerrado 
herméticamente y a temperatura ambiente. Los films se revelaron tras 21 días de exposición con una 
reveladora automática. 
 
Análisis de autorradiogramas.  Los films revelados se escanearon y analizaron utilizando la variante 
Fiji70 del software ImageJ71. Las densidades ópticas en escala de grises se normalizaron a µCi/g tejido 
equivalente utilizando para el calibrado los valores de radioactividad del estándar de 3H coexpuesto junto 
a los cortes. Se analizaron diferentes áreas del cerebro, entre ellas las distintas capas de la corteza 
cerebral, sustancia gris y blanca del cerebelo, cuerpo calloso, tálamo, hipotálamo, tronco y núcleo 
estriado (Fig. 1). Para cada condición y región se restó al valor medido tanto la señal del fondo como la 
unión inespecífica. El análisis no lineal de las curvas de inhibición se realizó con el software GraphPad 
Prism 7 (GraphPad Software, La Jolla, CA). 
 
 
 

 
Figura 1. Autorradiograma de unión total de [3H]-CP55940 en un corte sagital de cerebro de rata (profundidad 
≈1,90mm), con las áreas analizadas resaltadas por colores. Cbl SG = Sustancia gris del cerebelo; Cbl SB = Sustancia 
blanca del cerebelo; Tr = Tronco; Ta = Tálamo; Hta = Hipotálamo; Str = Núcleo estriado; Hpc = Hipocampo; cc = 
Cuerpo calloso; Cx I = Capa I de la corteza; Cx II-IV = Capas II-IV de la corteza; Cx V-VI = Capas V-VI de la 
corteza. 
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4.	
  Resultados	
  	
  
 

4.1.	
  Competición	
  de	
  W146	
  y	
  CYM5442	
  por	
  los	
  sitios	
  de	
  unión	
  de	
  [3H]-­CP55940	
  en	
  
corteza	
  cerebral	
  de	
  rata	
  

 
Algunos estudios72,73 demostraron que ligandos, en un principio específicos de S1P1, son capaces de 
unirse a receptores CB1. Decidimos analizar esta unión en membranas de homogenizado de corteza 
cerebral de rata empleando el agonista CB1/CB2 [3H]-CP55940, que se incubó en membranas de 
homogenizado de corteza cerebral de rata junto a otro ligando frío (sin marcar): el antagonista de S1P1, 
W146, o el agonista de S1P1, CYM5442. Los resultados mostraron que tanto W146 como CYM5442 son 
capaces de desplazar parcialmente a [3H]-CP55940 según un modelo de inhibición competitiva con un 
solo sitio de unión (Fig. 2). La afinidad del CYM5442 por los sitios de unión era considerablemente 
inferior (log Ki = -4,934, R2 = 0,7138) que la afinidad del antagonista W146 (log Ki = -8,762, R2 = 
0,7632). Curiosamente la afinidad del W146 por los sitios de unión de [3H]-CP55940 es incluso algo 
mayor que la del antagonista total de CB1, SR141716A (log Ki = -8,204, R2 = 0,9571). Sin embargo, 
SR14716A llega a inhibir el 100% de los lugares de fijación de [3H]-CP55940, mientras que W146 solo 
inhibe el 44% de estos lugares (Fig. 2).  
 

 
Figura 2. Curvas del desplazamiento de [3H]-CP55940 por ligandos de S1P1. Membranas de homogeneizado de 
corteza cerebral de rata se incubaron junto a 0,55 nM de [3H]-CP55940 y concentraciones crecientes de CYM5442 o 
W146. Los datos se normalizaron conociendo la concentración de proteína en las membranas (0,5388 mg/ml) y se 
ajustaron a un modelo de inhibición competitiva con un solo sitio de unión mediante el software GraphPad Prism 7 
(GraphPad Software, La Jolla, CA). Con fines comparativos los datos se expresaron en porcentajes de fijación (% 
fij.).  
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4.2.	
  Desplazamiento	
  de	
  [3H]-­CP55940	
  por	
  W146	
  en	
  las	
  capas	
  del	
  cortex	
  cerebral	
  
 
Dado que se observó que ligandos de S1P1 eran capaces de desplazar a [3H]-CP55940 en membranas de 
corteza cerebral (Fig. 2), posteriormente se caracterizó anatómicamente este desplazamiento mediante 
autorradiografías en secciones de tejido cerebral. El desplazante escogido para este experimento fue 
W146 dado que su afinidad por los sitios de unión del [3H]-CP55940 era mayor que la de CYM5442 (Fig. 
2), y consecuentemente cambios pequeños en la concentración del ligando frío llevan a diferencias 
significativas en la unión/señal. Analizando la corteza cerebral por capas, las diferencias en la eficacia de 
la inhibición eran mínimas, siendo la eficacia ligeramente inferior en regiones densas en CB1 como las 
capas I, V y VI (Fig. 4). La potencia de la inhibición en las capas I, V y VI fue similar a la descrita en el 
ensayo con homogeneizados de membrana incluyendo todas las capas (pKi ≈ 10) (Fig. 2, Fig. 4). No 
obstante, la potencia del desplazamiento en las capas II-IV fue aproximadamente un orden de magnitud 
inferior al del resto de capas (pKi = 9,259) (Fig. 4). 
 
 

 
Figura 3. Autorradiograma de [3H]-CP55940 vs. W146. Secciones sagitales y consecutivas de cerebro de rata se 
incubaron con 3 nM de [3H]-CP55940 y concentraciones crecientes de W146 (10-12 M – 10-5 M). La unión total (T) 
se cuantificó en ausencia de W146 y la unión inespecífica (NS) se cuantificó a concentraciones saturantes (10-5 M) 
de CP55940. Las diferentes áreas cerebrales fueron identificadas con ayuda de una tinción de tionina y un atlas de 
cerebro de rata74 y analizadas por separado con el software Fiji®70,71. Los datos se normalizaron empleando un 
estándar de 3H y se ajustaron a un modelo de inhibición competitiva con un solo sitio de unión mediante el software 
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, La Jolla, CA). 
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4.3.	
  Desplazamiento	
  de	
  [3H]-­CP55940	
  por	
  W146	
  en	
  otras	
  áreas	
  cerebrales	
  
 
La autorradiografía se realizó con secciones completas de cerebro, por lo que también se analizó el 
desplazamiento en otras regiones representativas del cerebro. Concretamente, se analizaron áreas con 
densidades altas de CB1 y en las que CB1 y S1P1 colocalizan66,67. En dichas áreas CB1 (sustancia gris del 
cerebelo, hipocampo y núcleo estriado) (Fig. 3), la eficacia de la inhibición fue considerablemente 
inferior a la registrada en regiones con densidad baja (cuerpo calloso) o media de CB1 (tálamo) (Fig. 5). 
En general la potencia de la inhibición fue similar para casi todas las regiones cerebrales (Fig. 5) y es 
cuasi-idéntica a la determinada para la corteza cerebral (pKi ≈ 10), tanto por ensayo de competición sobre 
membranas (Fig. 2) como por autorradiografía competitiva (Fig. 4). El hipotálamo y la sustancia blanca 
del cerebelo también fueron analizadas y los resultados apuntaban hacia potencias de pKi = 9,886 y pKi = 
9,518 respectivamente (gráficos no mostrados), pero dada la elevada desviación estándar los datos no 
fueron concluyentes. El caso del tronco cerebral fue peculiar, ya que una región concreta del mismo 
correspondiente a proyecciones de la médula espinal presentaba menor fijación que la unión inespecífica 
(Fig. 3), por lo que la fijación adquiere valores negativos (Fig. 5). Curiosamente, los mayores porcentajes 
de inhibición (tronco, tálamo y cuerpo calloso) no se corresponden con las áreas cerebrales con mayores 
densidades de CB1, como cabría esperar de una competición de ambos ligandos por los receptores CB1. 
 

 
Figura 4. Curvas de desplazamiento de [3H]-CP55940 por W146 en las distintas capas de la corteza cerebral. 
Secciones sagitales de cerebro de rata se incubaron con 3 nM de [3H]-CP55940 y concentraciones crecientes de 
W146. Los datos se normalizaron empleando un estándar de 3H y se ajustaron a un modelo de inhibición 
competitiva con un solo sitio de unión mediante el software GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, La Jolla, CA). 
Con fines comparativos los datos se expresaron en porcentajes de fijación (% fij.).  
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Figura 5. Curvas de desplazamiento de [3H]-CP55940 por W146 en diferentes regiones del cerebro. Secciones 
sagitales de cerebro de rata se incubaron con 3 nM de [3H]-CP55940 y concentraciones crecientes de W146. Los 
datos se normalizaron empleando un estándar de 3H, se ajustaron a un modelo de inhibición competitiva con un solo 
sitio de unión mediante el software GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, La Jolla, CA). Con fines comparativos 
los datos se expresaron en porcentajes de fijación (% fij.).  
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5.	
  Discusión	
  

Mediante un ensayo de competición de radioligandos en homogeneizados de corteza cerebral y una 
autorradiografía competitiva, empleando en ambos casos [3H]-CP55940, hemos determinado que 
ligandos con afinidad nanomolar por S1P1 son capaces de desplazar al agonista [3H]-CP55940 en cerebro 
de rata, y que este desplazamiento presenta, en general, potencias similares tanto en regiones en las que 
abunda CB1 como aquellas en las que no. Una excepción parecen ser las capas II-IV de la corteza 
cerebral, en las que la potencia de la inhibición es aproximadamente un orden de magnitud menor que en 
el resto de áreas. Curiosamente, en lo que concierne a la eficacia de la inhibición, la eficacia es mayor en 
regiones con baja densidad de CB1. Estudios previos describieron que la esfingosina, el metabolito 
precursor de la S1P, y su análogo el pro-agonista de receptores S1P fingolimod (FTY720), en membranas 
de células CHO y HEK (que expresaban CB1 de ratón o de humano respectivamente) eran antagonistas 
totales de CB1 (pero no de CB2) y competían por el sitio de unión del agonista [3H]-CP55940 (pKi (S) = 
5,51; pKi (FTY720) = 5,84) y del antagonista [3H]-SR141716A (pKi (S) = 6,46; pKi (FTY720) = 6,17)72. Las 
formas fosforiladas de estos compuestos (P-FTY720 y S1P), que son agonistas de receptores para S1P, no 
son capaces de desplazar a agonistas CB1, pero sí son capaces de competir con potencia baja por un 
subconjunto de sitios de unión de antagonistas CB1 como el SR141716A (pKi (S1P) = 5,37)72. 
Curiosamente, aunque en un principio S1P no compite por los sitios de [3H]-CP55940 en membranas de 
células transfectadas con CB1, sí es capaz de competir con baja afinidad por estos sitios en cerebelo72. 
Esto realza la relevancia de estudios tisulares frente al estudio de receptores expresados en células 
transfectadas, en las cuales el antagonismo CB1 tiende a ser puro72, posiblemente debido a una 
homogeneidad en el pool de receptores y a diferencias con las condiciones fisiológicas reales.  

Siguiendo con esta línea de trabajo, hemos determinado que en membranas de corteza cerebral de rata el 
agonista de S1P1, CYM5442, y el antagonista de S1P1, W146, son capaces de desplazar parcialmente a 
[3H]-CP55940 (pKi (CYM5442) = 4,9; pKi (W146) = 8,8) (Fig. 2). La capacidad, aunque con potencia baja, de 
CYM5442 para desplazar a [3H]-CP55940 contrasta con la incapacidad para desplazar a [3H]-CP55940 
previamente descrita de otros agonistas S1P1, como el propio S1P72. No obstante, el antagonista de S1P1, 
W146, sí desplaza con una potencia elevada a [3H]-CP55940. Es posible que CYM5442 y W146 
desplacen al [3H]-CP55940 unido a CB1. Sería interesante realizar un ensayo de radioligandos funcional 
empleando el análogo no-hidrolizable del GTP [35S]-GTPγS para determinar si la actividad GPCR 
estimulada por CP55940 es no-aditiva con la actividad estimulada por CYM5442 o W146, lo cual sería 
indicativo de su posible actividad sobre CB1. En cualquier caso, estos resultados apoyan la hipótesis de 
que los sistemas eCB y S1P interaccionan en el cerebro. 

Ha de señalarse que ni CYM5442 ni W146 inhibían por completo la unión de [3H]-CP55940, lo cual 
contrasta con la inhibición total ejercida por SR141716A (Fig. 2). Esto sugiere la existencia de más de un 
conjunto de sitios de unión de [3H]-CP55940. Una posible explicación a este fenómeno es que [3H]-
CP55940 se una tanto a receptores cannabinoides como a S1P1, y que los ligandos S1P1 desplacen 
únicamente al [3H]-CP55940 unido a S1P1. Esta hipótesis se ve apoyada por las diferencias en potencia 
de inhibición entre las distintas capas de la corteza cerebral. Las capas II-IV presentan una menor 
densidad de CB1 respecto al resto de capas, mientras que S1P1 presenta una expresión más o menos 
homogénea a lo largo de la corteza66,67. Que un menor ratio CB1/S1P1 esté asociada a una menor potencia 
de inhibición sugiere que [3H]-CP55940 se une a S1P1.  

La unión de agonistas y antagonistas CB1 a receptores de S1P también ha sido estudiada, pero hasta la 
fecha no existen evidencias convincentes de que estos ligandos se unan a estos receptores. Por ejemplo, 
un estudio autorradiográfico empleando [35S]-GTPγS encontró que SR141716A era capaz de desplazar 
S1P en algunas regiones del cerebro (como el caudado putamen o la sustancia nigra), en las que los 
efectos de la estimulación por agonistas de CB1 y agonistas de receptores S1P no eran aditivos (indicativo 
de que existe una interacción entre ambos sistemas)73. Sin embargo, empleando ratones knock-down de 
CB1 y S1P1, este desplazamiento se atribuyó a una competición sobre CB1 en lugar de sobre receptores 
S1P73. Por contraposición, en nuestro estudio, la inexistencia de una correspondencia entre áreas de 
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mayor densidad de CB1 y mayor eficacia de inhibición (tal y como cabría esperar) (Fig. 3, Fig. 5) vuelve 
a postular la posibilidad de que sea la molécula de [3H]-CP55940 la que tenga afinidad por receptores 
S1P1, y no a la inversa, por lo que las regiones con mayor eficacia de inhibición se corresponderían con 
áreas de mayor densidad de S1P1. Efectivamente, este parece ser el caso, ya que es en áreas ricas en S1P1 
del cerebro (como la corteza, el tronco o el tálamo) donde se observa de manera más consistente la 
competición de ambos ligandos (Fig. 5). Aunque todos estos resultados sugieran una unión de [3H]-
CP55940 a S1P1, esta debe de ser verificada en un futuro, por ejemplo utilizando ligandos tritiados de 
S1P1 y tratando de desplazar estos con CP55940 no marcado. 

Si [3H]-CP55940 no se une a S1P1, explicaciones alternativas a la inhibición parcial observada en los 
ensayos de competición incluyen la presencia de otros receptores de eCB en el SNC3,14,15 o la existencia 
de subpoblaciones de CB1, por ejemplo debido a distintos patrones de oligomerización75. Aunque nuestro 
grupo no ensayó la competición de CYM5442 y W146 por los sitios de unión de CB2, FTY720 y la 
esfingosina no se unen a CB2

72. Así, una interacción a nivel de ligandos entre los sistemas eCB y S1P 
parece ser exclusiva de aquellos tejidos que expresan CB1, como el SNC. 

Tanto en nuestro estudio autorradiográfico como en otros73, se observa que, a pesar de que en 
homogeneizados un radioligando compita con otro ligando por la unión a CB1 (Fig. 2), en cortes de tejido 
existen diferencias anatómicas en la eficacia y potencia del ligando frío para competir por el sitio de 
unión del radioligando (Fig. 5). Estas diferencias en grado de inhibición o pKi pueden atribuirse a la 
existencia de poblaciones distintas de receptores CB1, y se ha postulado que las distintas poblaciones de 
CB1 se podrían corresponder a distintas formas oligoméricas de CB1

76. Está descrito que los GPCRs son 
capaces de oligomerizar (típicamente formando dímeros) en etapas tempranas de su biogénesis, siendo 
transportados a la membrana en su forma dimérica77. En el caso concreto de CB1 se postuló que in vivo se 
encuentra en forma dimérica, siendo la interfaz de interacción su región C-terminal78. Aunque la 
oligomerización mejor descrita de CB1 sea una homodimerización, hay constancia de la existencia de 
heterodímeros de CB1 (o incluso heterotrímeros79) con diversos GPCRs, por ejemplo con CB2

80, el 
receptor de dopamina D281 o receptores opioides82. La heterodimerización de receptores típicamente 
provoca cambios alostéricos en ambos receptores, lo cual se traduce en cambios farmacológicos del 
receptor82–84. Por ejemplo, se ha descrito que la heterodimerización de GPCRs puede modular la afinidad 
del receptor por distintas proteínas G81,83,84. Al igual que CB1, se sabe que los receptores de S1P también 
pueden heterodimerizar, tanto con distintos subtipos de receptores de S1P85 como con otros tipos de 
receptores86. Además, S1P1 es capaz de formar complejos con multitud de otros receptores de membrana, 
entre ellos receptores tirosina quinasa (TKR)87. Dada la colocalización de CB1 y receptores de S1P en las 
mismas células66,67, así como potencialmente en las mismas balsas lipídicas88,89, es posible que CB1 y 
receptores S1P heterodimericen. La diversidad en receptores S1P podría formar al menos 5 tipos de 
heterodímero CB1/receptor S1P distintos, cada uno con una distribución característica, acorde a la 
distribución del subtipo de receptor S1P que lo forma. Esto podría explicar distintas afinidades por el 
mismo ligando en distintas regiones del cerebro (tal y como se aprecia en las autorradiografías), así como 
la diversidad documentada en formas de señalización de receptores CB1 y receptores S1P60,90. 
El sistema eCB y sistema S1P se desensibilizan por exposición prolongada a agonistas8,91. La 
desensibilización del sistema eCB ha sido caracterizada en el SNC, tratándose de un mecanismo similar 
al del resto de GPCRs, y siendo parcialmente dependiente de endocitosis del receptor8. El caso del 
sistema S1P parece ser más complejo: se ha descrito que agonistas potentes de receptores S1P como el 
fingolimod (FTY720) en su forma fosforilada y activa (P-FTY720) desensibilizan el sistema S1P 
ejerciendo un antagonismo funcional92. No obstante, recientemente se ha puesto en cuestión cómo 
podrían estos agonistas potentes de receptores S1P provocar dicha desensibilización, dado que se ha 
demostrado que el reclutamiento típico de β-arrestinas y una subsecuente endocitosis del receptor en 
respuesta a una sobreestimulación de S1P1, en determinadas situaciones en lugar de terminar la 
señalización del receptor puede potenciarla (debido a un efecto sinérgico entre receptores)87, teniendo un 
efecto opuesto que en el caso de la endocitosis del CB1

8. Si CB1 y S1P1 colocalizan en los mismos 
dominios lipídicos88,89, y una internalización de estos dominios provoca la desensibilización de CB1 pero 
no de S1P1, la endocitosis provocada por sobreexposición a agonistas de uno de los dos sistemas 
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favorecería la señalización del sistema S1P sobre la del sistema eCB.  Aunque la potenciación de la 
señalización S1P1 en endosomas respecto a cuando se ubica en la membrana plasmática se ha descrito en 
conjunción con otros receptores formando complejos87, no se ha documentado estudiando la 
desensibilización de receptores S1P aislados91. Algunos estudios apuntan a que la dimerización de 
receptores puede influir en su patrón de fosforilación y en la subsecuente unión de β-arrestina77,93,94, por 
lo que cabe la posibilidad de que esta desensibilización anómala de S1P1 se deba a la interacción con 
otros receptores, lo cual abre la puerta a que una hipotética heterodimerización S1P1-CB1 influya en la 
desensibilización de los sistemas. Acorde a lo descrito previamente, en situaciones en las que S1P1 forma 
complejos con determinados receptores la desensibilización del sistema no se da por endocitosis87. La 
activación de S1P1 también aumenta la actividad de SphK1, aumentando la concentración de S1P 
intracelular95. Este S1P intracelular es moderadamente hidrosoluble  y actúa como segundo mensajero 
sobre multitud de dianas96, entre otros movilizando Ca2+ mediante mecanismos independientes de 
Gq/PLC45. A su vez, este S1P incluso puede ser exportado para actuar de forma autocrina/paracrina sobre 
receptores de S1P97. Es posible que este mecanismo provoque tanto la desensibilización de S1P1 aislados 
mediante una endocitosis convencional por exposición crónica al agonista endógeno S1P, como la 
desensibilización de complejos de receptores con S1P1, por ejemplo por agotamiento de esfingosina, el 
precursor del S1P. 
 
Cabe destacar que recientemente se ha descrito un nuevo rol de la SphK1 en las primeras etapas de 
formación de vesículas endocíticas. SphK1 presenta en su superficie un parche hidrofóbico sensible a la 
curvatura de membranas lipídicas cargadas negativamente, por lo que tiende a localizarse en endosomas y 
terminales sinápticos98. La desestabilización de dominios colesterol-esfingomielina aumenta la curvatura 
de membrana98. Dado que la activación de CB1 lleva a un incremento en la síntesis de ceramida por 
acción de esfingomielinasas68, la activación del sistema eCB podría desestabilizar los dominios 
colesterol-esfingomielina, facilitando la síntesis de S1P por reclutamiento de SphK1 a la membrana y la 
subsecuente endocitosis de la balsa lipídica.  
 
Todos estos datos sugieren un modelo en el cual el sistema eCB actúa como interruptor del sistema S1P. 
Una activación de CB1 aumenta la actividad de esfingomielinasas y ceramidasas68, lo cual lleva a una 
disminución en los niveles de esfingomielinas (y la subsecuente desestabilización de dominios 
lipídicos98), un aumento en los niveles de ceramida y un aumento en los niveles de esfingosina. Dado que 
la esfingosina es un antagonista de CB1

72, el sistema eCB es inhibido cierto tiempo tras su activación por 
acción autocrina de la esfingosina producida97. Adicionalmente, parte de la esfingosina puede convertirse 
en S1P, lo cual retroalimenta la producción de S1P95, de modo que una activación mínima de CB1 puede 
provocar una respuesta S1P importante, que finalmente desemboca en la endocitosis de ambos sistemas, 
favorecida tanto por la desestabilización de los dominios lipídicos como por la traslocación de SphK1 a 
estas regiones98. No obstante, si CB1 y S1P1 colocalizan y/o heterodimerizan en dominios lipídicos 
concretos, la función de S1P1 tras la endocitosis puede no verse inhibida sino modificada. Así, una 
activación de CB1 daría lugar, tras cierto tiempo, a la desensibilización del sistema eCB y a la activación 
del sistema S1P sin necesidad de agonistas exógenos de S1P1. Este podría ser un mecanismo adicional 
para explicar la desensibilización del sistema CB1. 
 
Asumiendo que este modelo es al menos en parte correcto, se plantea la relevancia fisiológica de una 
activación secuencial de CB1 y S1P1. A nivel del SNC, una de las funciones más relevantes de CB1 es 
inhibir de forma retrógrada la liberación de neurotransmisores90. Aunque las funciones de los receptores 
S1P1 son más diversas60, una de las funciones emergentes que se le atribuye es regular el funcionamiento 
de los complejos proteicos que median la liberación de vesículas sinápticas54,55. Consecuentemente 
postulamos que, en neuronas, la activación en segunda instancia del sistema S1P es un mecanismo de 
regulación que busca recuperar la situación fisiológica de neurotransmisión tras una inhibición de la 
misma por cannabinoides.  
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