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1. Introduccion

1.1.Potencial terapéutico de los cannabinoides

La planta del cannabis (Cannabis sativa) ha sido empleada durante miles de afios tanto con fines
recreativos como médicos [1,2,3]. Actualmente esta planta y sus derivados (cannabinoides) han
generado un gran interés dentro del campo de la medicina debido a sus posibles aplicaciones en el
tratamiento de trastornos neuroldgicos y psiquiatricos, entre otros [4]. Entre las propiedades de los
cannabinoides aplicables a la clinica encontramos, por ejemplo, sus efectos analgésicos, antiepilépticos,
antidepresivos, antipsicoticos, antiinflamatorios o neuroprotectores [1,5].

De los mas de 100 compuestos bioactivos encontrados en esta planta (fitocannabinoides) destacan por
su abundancia el A’-tetrahidrocannabinol (A>~THC o simplemente THC), siendo este el responsable de
los efectos psicoactivos del cannabis, y el cannabidiol (CBD), que no presenta psicoactividad [3]. Las
propiedades farmacocinéticas de estos compuestos, asi como su amplio indice terapéutico [5] hacen
gue sean componentes interesantes en la clinica. Ademas de estos, en el cannabis encontramos gran
variedad de otros compuestos minoritarios que pueden tener también interés terapéutico [6].

Actualmente se han aprobado varios medicamentos que emplean estas sustancias, de forma aislada o
combinada para el tratamiento de distintas patologias [6]. Algunos ejemplos son Epidiolex®, un extracto
enriquecido de CBD que se emplea en epilepsia asociada a los sindromes de Dravet y Lennox-Gastaut
en pacientes pediatricos [6] o Sativex®, un espray compuesto por THC:CBD en una relacién 1:1 que se
emplea en el tratamiento de la espasticidad y el dolor asociados a esclerosis multiple. Pese a que ya
existan farmacos y la evidencia recogida de ensayos clinicos, experimentos in vivo e in vitro y
observaciones en la vida real parecen indicar el potencial terapéutico de estos compuestos, la dificultad
de separar los efectos terapéuticos de los efectos no deseados y el escaso conocimiento sobre su
mecanismo de accidn, han limitado la comercializacion de mas farmacos basados en estos compuestos
[1,2].

1.2.Sistema endocannabinoide

Los potenciales beneficios terapéuticos de los cannabinoides, asi como su efecto psicoactivo, se
atribuyen a su interaccién con el sistema endocannabinoide. Este sistema de sefializacién estd implicado
en la regulacion de la homeostasis a nivel de célula, tejido y érgano, en el desarrollo del cerebro, la
regulacion de la neurotransmisién, la plasticidad sinaptica y la liberacién de citoquinas, entre otras
funciones [7]. Se ha observado que el sistema endocannabinoide se encuentran alterado en la mayoria
de los trastornos neuroldgicos y psiquiatricos, y que la manipulacién genética de los componentes de
este sistema en animales ha demostrado tener efectos positivos sobre estas patologias [7].

El sistema endocannabinoide esta formado principalmente por dos subtipos de receptores acoplados a
proteinas G (GPCR), CB1, principalmente expresado en sistema nervioso central (SNC), y CB2,
mayoritariamente expresado en células inmunes, los endocannabinoides 2-araquidonilglicerol (2-AG) y
anandamida (AEA), asi como los enzimas encargados de su sintesis y degradacion, siendo los mas
importantes la hidrolasa de amidas de acidos grasos, (FAAH) y la monoacilglicerol lipasa (MAGL) [2].

El receptor cannabinoide CB1 es el GPCR mas abundante en el SNC [8]. La activacién de este receptor
por ligandos como el THC o los endocannabinoides esta relacionada con el metabolismo cerebral, la
formacién de la memoria, la plasticidad sindptica o la neurogénesis en el cerebro adulto, por lo que
podria ser una diana interesante también en trastornos neurodegenerativos [7].

El nivel de expresion del receptor CB1 varia en distintos tipos celulares y regiones del SNC. Esta
expresion diferencial, asi como los distintos contextos celulares en los que se expresa, afecta a los
diferentes mecanismos de sefializacion en los que puede participar CB1 [8].



1.2.1. Receptor CB1 y selectividad funcional

El receptor CB1, como miembro de la superfamilia de los GPCR, tiene como principal mecanismo de
transmision de sefiales externas al interior celular la activacién de proteinas G heterotriméricas, de las
que se han descrito cuatro familias en funcién de su subunidad a (Gas, Gaio, Gag11, Ga1z/13), CON
respuestas celulares distintas en cada uno de los casos. Sin embargo, ademads de interaccionar con
proteinas G, estos receptores pueden activar otras vias de sefializacion a través de B-arrestinas o
mediante la activacién directa de quinasas intracelulares [8,9].

En esta clase de receptores que pueden actuar a través de varias vias de sefalizacién, se ha visto que
diferentes ligandos, en funcién de su estructura, pueden estabilizar alguna de las diferentes
conformaciones que el receptor puede adoptar, lo cual provoca que este estimule preferentemente
una determinada via de sefializacion y provoque una respuesta celular diferente de la que provocaria
otro ligando sobre el mismo receptor. Esta caracteristica se denomina “biased signaling” o selectividad
funcional [8,9,10]. Esta selectividad funcional no depende Unicamente del ligando, sino también del
contexto y tipo celular en el que se exprese el receptor, de la presencia y abundancia de determinadas
proteinas intracelulares con las que pueda interaccionar, etc. [8,9].

Ademds, la selectividad funcional puede ser inducida por la presencia de un modulador alostérico que
tras unirse simultdneamente al receptor puede determinar qué tipo de sefializacidén activara un ligando
ortostérico. También se ha propuesto que la unién de un ligando alostérico a un receptor en ausencia
del ligando ortostérico puede alterar la conformacién del receptor y promover la activacion de vias de
sefializacion distintas de las preferentemente activadas en su ausencia [10,11].

1.2.1.1 SeAalizacion a través de proteinas G

La funcién mejor descrita de este receptor consiste en la inhibicion retrégrada de la neurotransmisién
(Fig. 2). Cuando una neurona postsinaptica recibe un estimulo libera endocannabinoides al espacio
sindptico, donde estos se uniran al receptor CB1 presinaptico acoplado a proteinas Gai, [5,12], lo que
inhibird la adenilato ciclasa (AC) y la produccion de cAMP, que a su vez inhibe los canales de Ca%.
Ademds, a través de las subunidades By, activa canales de K*, hiperpolarizando la neurona pre-sinaptica
e impidiendo la liberacion de neurotransmisores [5], alterando asi el comportamiento y plasticidad de
las sinapsis [10]. Se ha propuesto que este mecanismo tiene funciones protectoras frente a la excesiva
sefializacion que pudiese suponer un estrés a las células [8].
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Figura 2: Inhibicidn retrégrada de la neurotransmision a través de CB1. En respuesta a un
estimulo, la neurona postsinaptica libera endocannabinoides al espacio sinaptico que
se unen al receptor CB1 de la neurona presindptica, donde mediante la activacion de
proteinas G inhibitorias se inhibe la liberacion de neurotransmisor. El THC exdgeno
actda al mismo nivel que los endocannabinoides




Pese a que la interaccién mejor descrita entre CB1 y proteinas G se da con Gai,., hay evidencias de que
este receptor puede interaccionar con otros tipos de proteinas G. En trabajos en los que se inhibe la
asociacion con Gai, mediante PTX, se ha visto que CB1 puede interaccionar con la subunidad Gas
[11,22], la cual estimula AC aumentando la produccién de cAMP, provocando respuestas celulares
distintas a las observadas en el mecanismo de inhibicion retrograda de la neurotransmision [8].
Fisiolégicamente, esta interaccion entre CB1 y Gas se ha observado en aquellas células en las que el
receptor forma heterodimeros con el receptor de dopamina D2 [8]. Por otro lado, el receptor CB1 es
capaz de asociarse con otras proteinas, como CRIP1A, y con otros GPCRs (opioides, serotonérgicos...)
formando homo o heterémeros que también modulan su sefializacién [8].

La funcion de CB1 también es dependiente del tipo celular en que se exprese. Estudios en astrocitos de
ratdon han demostrado que la activacion de CB1 en respuesta a agonistas exdgenos como THC y WIN
55212-2, puede aumentar la concentracion de Ca®* intracelular por medio de la interaccién con
proteinas del tipo Gagy la consiguiente activacion de la fosfolipasa C (PLC), lo que provocaria la
liberacién de gliotrasmisores afectando a las neuronas cercanas y participando en procesos de
consolidacion de la memoria [8,11,12].

Las proteinas Gaiz/1z son otro tipo de proteinas G que parecen estar activadas por CB1. La subunidad
Gaayn3 Se encarga de activar la GTPasa RhoA, relacionada con la regulacién del citoesqueleto y
activacién de quinasas de respuesta extracelular (ERK). La activacién de esta subunidad puede estar
relacionada con la regulaciéon del crecimiento de neuritas en el hipocampo. Sin embargo, la evidencia
de la interaccién entre CB1 y Gaiys, es limitada y presenta datos no concluyentes [11,12].

Asimismo, el receptor CB1, a través de las subunidades By de las proteinas G puede activar a ERK, asi
como la via de PI3K/Akt/ mTOR, lo que estimula la sintesis de proteinas y participa en la regulacion de
la plasticidad sinaptica, ademas de regular la transcripcion de genes que participan en el crecimiento y
la supervivencia celular [8,13].

1.2.1.2 Sefializacion a través de B-arrestinas

Como otros GPCRs, CB1, ademas de interaccionar con proteinas G heterotriméricas, es capaz de activar
vias de sefializacién a través de B-arrestinas. Existen dos tipos de B-arrestinas con las que puede
interactuar CB1, la B-arrestina 1 parece estar implicada en la activacién de quinasas intracelulares,
mientras que B-arrestina 2 parece estar relacionada con la internalizacién y desensibilizacion del
receptor [10,11]. La interaccién de CB1 con B-arrestinas 2 en respuesta a agonistas como AMB-
FUBINACA o THC puede provocar la internalizacién y “down-regulation” del receptor, siendo una posible
causa de la dependencia y adiccién al cannabis [10,11].

Como se ha comentado en el parrafo anterior, la interaccién con B-arrestinas también puede provocar
la activacion de ERK, aunque los efectos fisioldgicos de la activacion de ERK, son diferentes en funcion
de si se trata de una activacion por la via de las proteinas G o B-arrestinas [10,11].

1.2.1.3. Modulacion alostérica de la sefializacion

Hemos visto que CB1 puede actuar por varias vias de sefializacién, entre las que se encuentran los
distintos tipos de proteinas Ga y las B-arrestinas. Todavia no se conoce bien qué agonistas y a través de
gué mecanismos actlan preferentemente sobre una u otra via de sefializacién [11], sin embargo, si se
sabe que el perfil de sefializacién de estos agonistas puede estar regulado por moduladores alostéricos.

La pregnenolona, una hormona esteroide enddgena, actia como inhibidor alostérico de la sefializacion
de THC, que es capaz de reducir la activacion de determinadas vias como B-arrestinas, pero no afecta a
la sefializacion mediante proteinas G [8,11]. Se ha planteado que el CBD también pueda actuar como
modulador alostérico, afectado a la selectividad funcional de determinados ligandos [16].
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Como se ha descrito anteriormente, el receptor CB1 puede participar en mecanismos de defensa frente
a un exceso de excitacion, mediante la via cldsica de la inhibicion retrograda de la neurotransmision, y
también se ha implicado en la regulacién de la transcripcion de genes que controlan la supervivencia y
desarrollo neuronal, mediante la activacion de vias alternativas. Por otro lado, el receptor CB2 (menos
expresado en SNC) participa en los procesos de regulacién de la neuroinflamaciéon. Teniendo en cuenta
el papel neuroprotector de los procesos que regulan estos receptores, su modulacion por ligandos
exégenos (THC y CBD) puede ser interesante en el tratamiento de diferentes trastornos psiquiatricos,
del desarrollo, neuroldgicos (epilepsia, espasticidad...) [13].

1.3.Ligandos cannabinoides
1.3.1. Fitocannabinoides

Los fitocannabinoides son los cannabinoides exégenos derivados de la planta del cannabis, entre los
gue destacan el THC y CBD.

1.3.1.1 THC

EI THC es un agonista exdgeno de CB1/CB2 que presenta por estos una afinidad mayor que los agonistas
enddgenos [1]. La unién del THC a este receptor en corteza cerebral de ratdn provoca la activacion de
proteinas Ga inhibitorias, en concreto Gai;, Gao y Gaz. Del mismo modo, el THC parece activar la
proteina Gag/1 con la consiguiente activacién de PLC y el aumento del Ca® intracelular [12].

Ademas de activar la sefializacidn por proteinas G, el THC también promueve la interaccion entre CB1y
B-arrestinas provocando, preferentemente, la internalizacion del receptor mediada por B-arrestina 2
[11,14].

Aparte de los receptores CB1 y CB2, el THC puede activar al receptor GPR55, considerado un tercer
receptor cannabinoide, y activar la sefializacion a través de proteinas Gais, Gago Gaa, [1,15].



1.3.1.2 CBD

El CBD es el principal componente no psicoactivo de la planta Cannabis sativa. A este compuesto se le
atribuyen gran cantidad de potenciales propiedades terapéuticas interesantes, tales como capacidades
antioxidantes, antiinflamatorias, ansioliticas, antipsicéticas, antidepresivas y neuroprotectoras, por citar
algunas [2,5].

Aungue el mecanismo concreto se desconoce, se ha propuesto que el CBD realiza estas funciones a
través de su interaccidn con diferentes receptores entre los que se encuentran GPCRs (CB1/2, receptor
de serotonina 5HT1a, receptor de adenosina A,a, GPR55), canales idnicos (TRPV) y receptores nucleares
(PPARYy) [5], siendo los receptores 5HT1a y TRPV sus principales dianas [2]. Algunos de los efectos del
CBD se han atribuido al antagonismo del receptor GPR55 [15].

A diferencia del THC, el CBD presenta baja afinidad por el receptor CB1 sobre el que se ha propuesto
gue actuaria como modulador alostérico negativo, reduciendo la activacién inducido por THC o los
endocannabinoides [16], tanto a nivel de ERK, como del reclutamiento de B-arrestinas [14].

1.3.2. Ligandos sintéticos

Ademds de los fitocannabinoides, se han desarrollado gran variedad de ligandos sintéticos con
capacidad de unirse a los receptores cannabinoides y que son empleados en investigacion [19]. Entre
ellos destaca el WIN 55,212-2, agonista no selectivo CB1/CB2 que produce efectos similares al THC pese
a no presentar semejanza estructural con este [20]. In vivo, la interaccion de WIN 55,212-2 con
receptores cannabinoides parece reducir la inflamacién causada por B-amiloide, asi como tener efectos
anticonvulsivos [19]. WIN 55,212-2 ha demostrado una buena capacidad de activar subunidades Ga
inhibitorias [18]. Sin embargo, también se ha demostrado en tejido cerebral de ratdn que este agonista
es capaz de activar otro tipo de subunidades, como Ga,, Gaga1y Gaiza3[12], y no se ha asociado a una
via de sefializacion especifica ya que puede inhibir produccion de cAMP, asi como promover la
fosforilacién de ERK [18].

HU-210 es un analogo sintético del THC, también muy empleado en investigacion, que es capaz de
promover la activacion de subunidades Gaiyo, conduciendo a una inhibicién de la produccion de cAMP.
Se ha demostrado que este potente agonista CB1/CB2 es capaz de provocar algunos de los efectos
tipicos de la sefializacién mediante CB1, tales como la fosforilacién de ERK y un aumento de la
concentracién de Ca?* intracelular. Pese a que los receptores cannabinoides estas normalmente
asociados con funciones inhibitorias, y, como ya se ha descrito para otros ligandos, se ha demostrado
gue HU-210 tiene cierta capacidad de activar subunidad Ga[21].

2. Obijetivos

Como vya se ha descrito anteriormente, la modulacién farmacoldgica de los receptores cannabinoides,
mediante fitocannabinoides puede ser interesante en el tratamiento de algunos trastornos
neuroldgicos. Sin embargo, actualmente no se han conseguido ligandos capaces de aportar estos
beneficios, sin provocar efectos adversos, on/off target [10]. Un mayor conocimiento de la selectividad
funcional de este receptor en respuesta a estas sustancias podria conducir al desarrollo de farmacos
mas seguros y eficaces que careciesen de esos efectos adversos.

Es por estos motivos que los objetivos de este trabajo son:

1. Describir el perfil de activacion de subunidades Ga en respuesta a THC, WIN 55,212-2, HU210
y CBD, en corteza cerebral humana post-mortem.

2. Determinar si esta activacion de subunidades Ga esta mediada por receptores CB1/CB2,

3. Describir, en caso de que existiese, el efecto modulador alostérico del CBD sobre la regulaciéon
de las proteinas Ga por THC y WIN 55,212-2.



3. Materiales y métodos

3.1.Eleccion de los ligandos

En este trabajo se han utilizado varios ligandos cannabinoides que interaccionan con el receptor CB1.
Se eligié el THC (THCPharm GmbH, Frankfurt, Alemania), puesto que se trata de uno de los principales
componentes del cannabis, siendo el principal responsable de su uso recreativo y para el que se ha
propuesto una potencial aplicacién clinica. EI CBD (Axon MedChem, Groningen, Paises Bajos) se escogio
por razones similares, al ser otro de los principales componentes del cannabis. EI CBD no tiene efectos
psicotrdpicos y se ha propuesto su capacidad de modular de forma alostérica la actividad del receptor
CB1 en respuesta a ligandos ortostéricos como el THC o los endocannabinoides, lo que lo convierte en
un compuesto muy interesante desde el punto de vista farmacoldgico. Los cannabinoides sintéticos WIN
55,212-2 y HU-210 (Tocris Bioscience, Bristol, UK) fueron elegidos por tratarse de potentes agonistas
CB1/CB2 bien descritos en la literatura. Para WIN5512-2 ya se ha descrito su perfil de activacion de las
proteinas G en tejido cerebral, por lo que sirve de control positivo, pero esto se desconoce para HU-
210. Finalmente, se utilizé 0-2050 (Tocris Bioscience, Bristol, UK) como antagonista CB1/CB2 para
determinar si los efectos que se ven en la activacion de proteinas G en respuesta a un determinado
ligando se debe a la interaccién con receptores cannabinoides o no.

3.2.Preparaciéon de membranas de corteza cerebral humana post-mortem

Las muestras de tejido de corteza prefrontal dorsolateral humana post-mortem se obtuvieron en el
marco de un convenio con el Institutito Vasco de Medicina Legal, Bilbao, cumpliendo con la legislacion
y comités éticos vigentes para la investigacidn con este tipo de muestras. En base a registros médicos y
examenes del tejido post-mortem se determind la ausencia de patologias neuroldgicas y psiquiatricas,
y la presencia de etanol o drogas en sangre en el momento del fallecimiento se considerd un criterio de
exclusion. Se utilizaron muestras de seis sujetos diferentes (5 varones y 1 mujer) con edades entre 29y
77 aios, que se procesaron de manera conjunta.

Para la obtencién de la fraccion enriquecida en membranas celulares, las muestras de corteza fueron
homogeneizadas mediante un homogenizador mecanico vidrio/tefléon (IKA labortechnik, Satufen,
Alemania) en 30 volumenes de tampdn de homogeneizacion.

El homogeneizado se somete entonces a una centrifugacion suave a 1.000 g durante 5 minutos a 4 °C.
Se recoge el sobrenadante de esta centrifugacién y se somete a una centrifugacion a 40.000 g durante
10 minutos a 4 °C. El precipitado se resuspende en 20 volumenes de tampdn de centrifugacion y se
centrifuga de nuevo a 40.000 g durante 10 minutos a 4 °C. Finalmente, este precipitado rico en
membranas se resuspende en 5 volimenes de tampdn de incubacidon y se lleva a cabo la determinacién
de la concentracién de proteinas en la muestra mediante el método de Bradford utilizando diluciones
seriadas de concentracion conocida de albimina sérica bovina (BSA) como estandar. Mediante
regresion lineal se extrapola la concentracion de proteina en las muestras y se preparan alicuotas de
0,5/0,75/1 mg en tubos Eppendorf, que se centrifugan a 21.000 g. El sobrenadante se decanta vy las
muestras se congelan a -80°C hasta el ensayo.

3.3.Antibody-Capture [3*S]GTPyS Scintillation Proximity Assay (SPA)

La activacion de determinadas proteinas G acopladas al receptor CB1 en respuesta a determinados
ligandos se midio utilizando un protocolo de centelleo por proximidad del [*>S]GTPyS acoplado a una
etapa de inmunoprecipitacidén con anticuerpos especificos contra cada tipo de subunidad Ga.

Estos ensayos se basan en la comparacién entre varias condiciones de incubacion. La fijacion basal (BB),
en la que se obtiene la unidn basal del [**S]GTPYS a las subunidades Ga en ausencia de ligando. La
fijacion inespecifica (NSB), correspondiente a la fijacion de [**S]GTPYS en presencia de un exceso de
ligando no marcado (GTPyS 100 uM, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, EEUU) que desplaza el radioligando
de los sitios de union de las subunidades Ga, por lo que los valores de unidén obtenidos se deberan a la
interaccién con membranas, otras proteinas o las propias subunidades Ga, pero en un lugar distinto de
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su centro de union. Este valor debera ser restado del resto de condiciones para determinar Unicamente
la interaccién especifica. El efecto de los diferentes compuestos (THC, WIN 55,212-2, HU-210 y CBD)
sobre la actividad de las proteinas G se determind mediante la incubacién a una concentracién 10 uM
de estos farmacos solos o en presencia del antagonista cannabinoide 0-2050, también 10 uM, para
demostrar si los efectos observados se deben a la interaccidn con receptores cannabinoides o con otro
GPCR. Para el objetivo 3, se llevé a cabo la incubacién en presencia de concentraciones crecientes de
WIN 55,212-2 o THC solos, o en presencia de CBD 1 uM para tratar de determinar su funcién como
modulador alostérico.

Los ensayos se realizan en placas 96 pocillos (PerkinElmer Life Sciences, Maanstraat, Alemania), con un
volumen total de 200 pl en tampdn de incubacidon en presencia de [**S]GTPyS 0,4 nM, diferentes
concentraciones de GDP y 11 ug de proteina.

En un primer momento se incuban las membranas con GDP (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, EEUU) a
concentraciones distintas dependiendo de la subunidad Ga que pretendamos estudiar. La funcion del
GDP es unirse a las proteinas G promoviendo su estado heterotrimérico inactivo y reduciendo la fijacion
basal lo suficiente como para permitir detectar mejor la activacién mediada por los diferentes farmacos.

Tras esta primera pre-incubacion se afiaden los farmacos a estudiar, WIN 55212-2, THC, HU-210 o CBD,
a concentraciones diferentes dependiendo del experimento y se incuba 30’. En este trabajo, el CBD se
ha empleado como modulador alostérico, cuando se emplea junto con THC o WIN 55,212-2 y como
agonista cuando se emplea solo.

Tras la pre-incubacién con los farmacos se afiade el radioligando [*S]GTPyS (PerkinElmer, Boston, MA,
EEUU) y se incuba la placa durante 1h 30" para que el ligando radiactivo se una a las proteinas G que
estén siendo activadas por el receptor en respuesta a los diferentes farmacos.

Pasado este tiempo, se tratan las muestras con 20 pl de detergente (lgepal 1% + SDS 0.1%) para
solubilizar las membranas e interrumpir la activacion de subunidades Ga.

El siguiente paso consiste en la adicion de 10 ul de anticuerpos especificos contra cada tipo de
subunidad a de las proteinas G. Posteriormente se afiaden 50 pl/pocillo (75 mg) de bolas centelleadoras
(“beads”) de poliviniltolueno (PVT) (PerkinElmer, Boston, MA, EEUU) recubiertas por proteina A, a la que
se une la fraccion cristalizable de los anticuerpos. Se incuba entonces durante 3h para permitir la union
de los anticuerpos a las beads.

A continuacidn, se sella la placa con un film adhesivo transparente y se centrifuga a 1.000 g durante 8
min. El objetivo de esta centrifugacion es precipitar las beads que tienen unido el anticuerpo, que a su
vez esta interaccionando con la proteina G de interés. De esta forma se separa la proteina G de interés
del resto de subunidades que no han sido reconocidas por el anticuerpo y del radioligando libre que
permanecen en disolucion.

Finalmente se mide la radioactividad de la placa centrifugada en un contador de centelleo MicroBeta
TriLux (PerkinElmer, Boston, MA, EEUU).

El fundamento de esta técnica se basa en la proximidad entre el [*S]GTPyS radiactivo y el agente
“centelleante” de las beads. Esta proximidad permite a ambos compuestos interaccionar de tal forma
gue permita la conversién de la radiactividad en una emision de fotones detectable por el contador de
centelleo. Esta emisién de fotones solo ocurrird en los casos en los que el radioligando se encuentre
proximo a las beads, esto es el [*S]GTPyS, que se encuentra interaccionando con las subunidades a que
hayan sido reconocidas por el anticuerpo. El resto de [**S]GTPyS, tanto libre como unido a otras
subunidades Ga no precipita junto con las beads, por lo que se mantiene soluble, y no puede
interaccionar con el agente “centelleante” y emitir fotones, por lo que la radiactividad de estos
complejos no sera detectada. De esta forma en cada pocillo medimos Unicamente la radioactividad
asociada al [*>S]GTPyS que interacciona con una subunidad a especifica y en la condicién de incubacion
que corresponda (BB, NSB...) lo que nos permite medir especificamente la activacion de un tipo concreto
de subunidad Ga acoplada a GPCRs. Para determinar el GPCR concreto responsable de los efectos
observados se utiliza el antagonismo farmacoldgico, llevando a cabo la co-incubacion en presencia de

7



antagonistas selectivos de los receptores a estudiar, en nuestro caso, si el efecto desaparece en
presencia del antagonista CB1/CB2 0-2050, podremos decir que el efecto observado es mediado por
receptores cannabinoides.

3.4.Analisis de datos

Los datos se analizaron utilizando el software GraphPad Prism™ 9.3.1. A los datos de fijacion de
[3°S]GTPyYS obtenidos para cada condicion se les restd el valor de fijacion inespecifica. Estos valores
especificos fueron representados como porcentaje de la unién basal, en ausencia de compuestos, para
cada subunidad Ga. Asi, un farmaco agonista incrementara el valor de fijacion respecto al basal. En el
caso de los ensayos a una Unica concentracion de los farmacos, la comparacion estadistica entre estos
valores y el 100% se realizd mediante una prueba t de Student de una muestra. En los ensayos
concentracion-efecto, los datos se analizaron mediante ajuste no lineal asumiendo un modelo de un
sitio de union que permitid calcular los parametros farmacolégicos de efecto maximo (Emax) y la
concentracion que permite alcanzar el 50% de ese efecto maximo (ECsg).

4. Resultados

4.1.Efectos del THC, WIN 55,212-2 y HU-210 en la activacion de diferentes
subtipos de proteinas G en corteza cerebral humana post-mortem

En primer lugar, se caracterizé la selectividad funcional de la activacion de subunidades Ga (Gaii, Gaig,
Gais, Gao, Gaz, Gas, Gag/1, Y Galaz/13) en respuesta a distintos ligandos cannabinoides en corteza cerebral
humana post-mortem.

Para empezar, se estudio el efecto del THC, a una concentracién de 10 UM, en la activacion de distintos
subtipos de subunidades Ga (Fig.4A). Como era esperable, el THC fue capaz de activar selectivamente
y de manera significativa algunos subtipos de subunidades Ga inhibitorias, como Gai, (110,5 + 4%, p
0,037 one-sample t-Test vs 100%) y Go, (114,4 + 4%, p 0,01), mientras que no mostro ningun efecto
significativo sobre la activacién de otras subunidades Ga inhibitorias como Gaiz, Gaizy Ga,. Ademads de
las subunidades Ga inhibitorias, el THC también demostrd capacidad de activar selectivamente las
subunidades Gag/1 (118,9 + 3%, p 0,02) vy Gaizas (122,1 + 3%, p 0,023). Por ultimo, no se observé
ningun efecto del THC sobre la activacion de la subunidad Gas. Para demostrar que la activacion de estas
subunidades Ga por el THC era mediada por receptores cannabinoides, se realizaron los mismos
experimentos en presencia de 0-2050 a una concentracién de 10 WM. Se observa como en todos los
casos, la activacién de las distintas subunidades Ga es bloqueada por O-2050 (Fig. 4A).

Del mismo modo se comprobd la distinta activacion de subunidades Ga en respuesta al agonista
cannabinoide WIN55212-2 (Fig. 4B). Se observa como WIN55212-2 a una concentracion de 10 pM es
capaz de activar significativamente todas las subunidades Ga inhibitorias, Gai; (135,3 + 8%, p 0,02), Ga;
(145 + 6%, p 0,057), Gai3 (128,5 + 5%, p 0,011), Ga,(125,5 + 6%, p 0,45) y Ga,(127,7 + 6%, p 0,017).
Ademas, también es capaz de activar las subunidades Gaga1 (136,6 + 5%, p 0,004) y Gazas (124,6 +
6%, p 0,048). Sorprendentemente se observa también una ligera activacion de la subunidad Gas (109,1
+ 2%, p 0,035). Al igual que con el THC, los efectos de WIN55212-2 fueron bloqueados por 0O-2050, lo
que indica que se trata de un proceso mediado por receptores cannabinoides, a excepcién de la
subunidad Gaiz13, lo que sugiere que la activacidn de esta subunidad puede estar mediada por otro
receptor.

Finalmente se comprobd el efecto del HU-210 (Fig. 4C). En respuesta a HU-210, se observa una
activacién de algunos subtipos de subunidades Ga inhibitorias, como Gai (128,2 + 6%, p 0,041), Gais
(122,34 4%, p 0,033) y Ga,(127,9 + 0,04%, p 0,001), mientras que no se observa activaciéon en el resto
de subunidades inhibitorias, Gai; y Ga,. Esta activacién de subunidades Ga inhibitorias fue bloqueada
por 0-2050, lo cual demuestra que es un proceso mediado por receptores cannabinoides. Mas
sorprendente fue la activacion de Gagns, (125,2 + 0,8%, p 0,001), que no fue bloqueada por 0-2050, lo
que indica que puede estar mediada por un receptor diferente de CB1/CB2. Finalmente, HU-210 no
provoca una activacion significativa de las subunidades Gas y Gaiz/is.
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Figura 4: Efecto del THC, WIN 55,212-2 y HU-210 sobre la activacién de distintas subunidades Ga. Resultados del ensayo de centelleo por
proximidad de [35S]GTPyS acoplado a inmunoprecipitacidén con anticuerpos especificos contra cada subunidad Ga (Gai1, Gz, Gz, G, Gaty,
Gas, Gag/a, Y Gaiys) en corteza cerebral humana post-mortem, incubados con (A) THC (10 pM), (B) WIN 55,212-2 (10 uM) y (C) HU-210 (10
uM), en presencia o ausencia del antagonista cannabinoide 0-2050 (10 uM). Los datos se muestran como porcentaje de la union basal de
[35S]GTPyS a cada subunidad G en ausencia de compuestos. Las barras representan la media + SEM de entre 3 y 5 experimentos realizados en
triplicado. Los asteriscos representan aquellos valores que han demostrado una diferencia estadisticamente significativa respecto al 100%
(One-sample t—test de Student; *p < 0,05, **p<0,01)

4.2 .Efecto del CBD en la regulacion de diferentes subtipos de proteinas G en
corteza cerebral humana post-mortem

Al igual que con los ligandos anteriores se midié el efecto del CBD sobre la activacién de los distintos
tipos de subunidades Ga (Fig. 5). Los resultados, en este caso, son mas heterogéneos. El CBD parece no
tener ningln efecto sobre la activacion de las subunidades Gaii, Ga,, Gas, y Gaizs, Y Unicamente activa
de manera estadisticamente significativa las subunidades Gais (117,7 &+ 3%, p 0,006) y Gagni (116,4 +
3%, p 0,011). Cuando se realiza la co-incubacién en presencia de 0-2050, la activacion de Gagna Si se
bloguea, mientras que no afecta a la activacion de Gais, lo que sugiere que este Ultimo efecto es
mediado por otro receptor. En el caso de las subunidades Gai; (84,45 + 5%, p 0,023)y Ga, (85,14 + 4%,
p 0,045), lo que se observa es una reduccion estadisticamente significativa de los valores de fijacién
basal, lo que sugiere un comportamiento agonista inverso sobre estas subunidades, que en ambos casos
es blogqueado por 0-2050.
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Figura 5: Efecto del CBD sobre la activacion de distintas
subunidades Ga. Resultados del ensayo de centelleo por
proximidad del [3S]GTPyS acoplado a una etapa de
inmunoprecipitacién con anticuerpos especificos contra
cada subunidad Ga (Gai1, Gz, Gatiz, Gao, Ga,, Ga, Galg/a1,
y Gaiza3) en corteza cerebral humana post-mortem,
incubados con CBD (10 uM), en presencia o ausencia del
antagonista cannabinoide 0O-2050 (10 uM). Los datos se
muestran como porcentaje de la fijacion basal de
[35S]GTPYS a cada subunidad G en ausencia de
compuestos. Las barras representan la media + SEM de
entre 3 y 5 experimentos realizados en triplicado. Los
asteriscos representan aquellos valores que han
demostrado una diferencia estadisticamente significativa
respecto al 100% (One-sample t—test de Student; * p <
0,05, ** p<0,01, *** p<0,001)

Después de la caracterizacién del perfil de actividad del CBD sobre las diferentes subunidades Ga a una
Unica concentracién, se llevaron a cabo ensayos concentracién—efecto en presencia de concentraciones
crecientes de CBD (Fig.6). En estos ensayos, al igual que en los ensayos a concentracion Unica, se
observa una estimulacion estadisticamente significativa de la subunidad Gog/1 para la que se obtuvo
una ECsp de 5,2 107 M y una Emax de 132%. Para el resto de subunidades, a medida que aumenta la
concentracién de CBD se observa una disminucion de la fijacién de [3*S]GTPyS a partir de una
concentracion de 10° M provocando una reduccion de entre el 15y el 45% de la fijacidn basal, con una

ECso entre 2-10° y 8:10° M para todas ellas.
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Figura 6: Efecto de concentraciones
crecientes de CBD sobre la activacion de las
distintas subunidades Ga. Resultados del
ensayo de centelleo por proximidad del
[3>S]GTPyS acoplado a una etapa de
inmunoprecipitacion ~ con  anticuerpos
especificos contra cada subunidad Ga (Gas,
G(I\'z, GG.B, G(lo, G(XZ, G(Xs, G(Xq/ll, Yy Ga12/13)
en corteza cerebral humana post-mortem,
incubados con CBD a concentraciones de
0,1nM a 1 mM). Los datos se muestran
como porcentaje de la unidn basal de
[3°S]GTPYS a cada subunidad G en ausencia
de compuestos. Los puntos representan la
media + SEM de un Unico experimento por

log[CBD](M) triplicado.

4.3.Modulacion de la activacion de proteinas G en respuesta a THC y WIN55212-
2, por parte del CBD

Por ultimo, se pretendia determinar el posible efecto del CBD como modulador alostérico de los
receptores cannabinoides. Para ello se midié la activacion de tres tipos de subunidades Ga: Gai, Gaoy
Gog1, €N respuesta a concentraciones crecientes de THC y WIN 55,212-2 en presencia o ausencia de
CBD 1 uM, concentracidon que se decidid en base a datos previos de la literatura [14,16]. Por otro lado,
se decidié analizar Gai, Gaoy Gag/i1, puesto que son aquellas subunidades para las que tanto THC como
WIN 55,212-2 provocaron una activacion estadisticamente significativa y dependiente de receptores
cannabinoides. Por otro lado, el CBD ha mostrado un comportamiento diferente sobre cada una de
estas subunidades, ya que no ha mostrado ningun efecto por si solo sobre Gaj;, mientras se comporta
como agonista inverso sobre Ga,y como agonista sobre Gaga.

El CBD parece no alterar significativamente el valor de activacién maxima de la subunidad Gai (Fig. 7A)
(Emax THC = 122,2%, Emax THC + CBD = 119,7%; p>0,05) (Emax WIN 55,212-2= 122,9%, Emax WIN
55,212-2 + CBD = 127,5%; p>0,05). Sin embargo, el co-analisis mediante F test de las curvas demostrd
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gue las curvas en presencia de CBD son diferentes de las curvas en su ausencia, y que las diferencias se
deben a cambios en la ECso, observandose un desplazamiento de las curvas hacia la derecha tanto para
el THC (ECso THC = 5,4 10®M, ECso THC + CBD =4,9-107 M; p<0,001; F (DFn, DFd) = 8,817 (1, 42)) como
para el WIN 55,212-2 ( ECso WIN =2,7:107 M, ECso WIN + CBD = 3,2:10°M; p<0,05; F (DFn, DFd) = 5,955
(1,45)). A diferencia de la subunidad Gais, la activacion de la subunidad Ga, por THC y WIN 55,212-2, no
parece verse modulada por CBD (Fig. 7B).

En el caso de la subunidad Gag1 (Fig. 7C) también se observa un efecto modulador del CBD sobre las
curvas de THC y WIN 55,212-2, que en este caso no afecta a la ECso (ECso THC = 5,4 108 M, ECso THC +
CBD =4,9-107M) (ECso WIN = 1,1-107 M, ECso WIN + CBD = 0,9-:107 M), si no a los valores maximos de
activacién de esta subunidad. Estos valores se ven reducidos para ambos farmacos en presencia de CBD
1 uM, aunque no de manera estadisticamente significativa (Emax THC = 122,7%, Emax THC + CBD =
117,4%) (Emax WIN = 130,9%, Emax WIN + CBD = 123,2%).
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Figura 7: Efecto del CBD sobre la activacion de (A) Gaiy, (B) G,y (C) Gag/11 en respuesta a THC y WIN 55,212-2. Resultados
del ensayo de centelleo por proximidad del [35S]GTPyS acoplado a una etapa de inmunoprecipitacién con anticuerpos
especificos contra cada subunidad Ga (Gai1, Gao, Y Gag/11) €n corteza cerebral humana post-mortem, incubados con THC y
WIN 55,212-2 a concentraciones de 0,1 nM a 100 uM y en presencia o ausencia de CBD (1 uM). Los datos se muestran como
porcentaje de la fijacién basal (BB). Los puntos representan la media + SEM de 1-3 experimentos realizados por duplicado.

5. Discusion

El sistema endocannabinoide juega un papel importante en la regulacién de numerosos procesos
fisioldgicos tales como la neurotransmisién o la plasticidad sindptica, entre otros. Se ha visto que
alteraciones en este sistema estan relacionadas con trastornos neuropsiquiatricos, por lo que su
modulacién mediante farmacos puede suponer un gran avance en el tratamiento de estas patologias.
La principal desventaja farmacoldgica de los compuestos que actlan sobre el sistema
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endocannabinoide son sus efectos adversos, efectos para los que, de momento, se desconoce el papel
de este sistema endocannabinoide u otros sistemas.

Uno de los principales componentes del sistema endocannabinoide son los receptores CB1 (mas
abundante en SNC) y CB2, que, como otros GPCR, presentan selectividad funcional. Esto quiere decir
gue, en respuesta a distintos ligandos, o debido a la accion de moduladores alostéricos, el receptor
actuara preferentemente sobre una via de sefializacion y no otra. Tener un mayor conocimiento sobre
la selectividad funcional los receptores cannabinoides es fundamental para guiar el disefio de ligandos
qgue, al unirse al receptor, sean capaces de activar las vias de seflalizacién de interés terapéutico,
mientras se evita activar otras vias responsables de los efectos adversos.

Hasta ahora la mayoria de trabajos que estudian la selectividad funcional del receptor CB1, evaluan
pardmetros tales como la produccion de cAMP, la fosforilacion de ERK/AKT y otros mediadores
intracelulares [17,18]. Estas son determinaciones aguas abajo del receptor, que pueden haberse visto
afectadas por procesos de amplificaciéon de la sefial, y que pueden estar influenciadas por la interaccién
entre diferentes cascadas intracelulares, etc. El presente trabajo se centra en caracterizar el primer paso
en la transmisién de la sefial de los GPCRs, donde la amplificacion y el crosstalk son minimos. Para ello
se ha llevado a cabo la determinacion del patrén de activacién de diferentes subunidades Ga de las
proteinas G heterotriméricas en respuesta a distintos ligandos cannabinoides (THC, WIN 55,212-2, HU-
210y CBD). Ademas, se ha intentado determinar el posible efecto modulador del CBD sobre la actividad
de los otros ligandos.

5.1.Selectividad funcional de los receptores cannabinoides en respuesta a THC,
WIN 55,212-2 y HU-210 en corteza cerebral humana post-mortem

En este trabajo se ha demostrado que todos los ligandos cannabinoides utilizados presentan un patron
diferencial de activacién de las subunidades Ga, demostrando una vez mas el fenédmeno de selectividad
funcional para los receptores cannabinoides en tejido cerebral. Tanto el THC, como el WIN 55,212-2 y
el HU-210 son capaces de activar significativamente las subunidades Gai; y Ga,, tal y como se habia
descrito previamente [12,13]. En los tres casos, estas activaciones son bloqueadas por 0-2050, por lo
que se puede afirmar que es mediada por receptores cannabinoides. Teniendo en cuanta que estos tres
ligandos cannabinoides son capaces de activar tanto las subunidades Gaj; como Ga,, lo cual no ocurre
con las subunidades Gaj; y Gais, podemos pensar que son alguna de las primeras las implicadas en el
mecanismo de inhibicién retrograda de la neurotransmision.

Pese a que el mecanismo mejor descrito de sefializacién mediada por el receptor CB1 es la activacion
de subunidades Gai., se ha demostrado que diferentes ligandos cannabinoides también pueden inducir
la interaccién del receptor con otro tipo de subunidades Ga. Por ejemplo, tanto el THC como el WIN
55,212-2 son capaces de activar significativamente la subunidad Gag/. Este tipo de subunidad Ga, es
muy abundante en SNCy estd implicada en la activacion de la PLC y fosforilacion de proteinas de la via
MAPK [12,22]. Se ha propuesto que el acoplamiento del receptor CB1 a esta subunidad Ga se produce
en células gliales, donde la proporcion Gai/ Gagi favorece la interaccion con esta Ultima, y donde
media la liberacion de gliotrasmisores que participan en procesos como la formacién de la memoria
[8,11]. En trabajos anteriores se habia demostrado que WIN 55,212-2 es capaz de activar subunidades
Gog1 [12,22], sin embargo, se habian obtenido resultados contradictorios respecto al THC [12,22].
Destacar que los estudios en los que no se detectd activacion de Gagnai, por parte del THC, fueron
realizados en células HEK transfectadas con el receptor CB1, donde las condiciones celulares pueden no
ser las mismas que en las células gliales [22], mientras que los estudios en los que, si se detectd
activacién, asi como en este mismo trabajo, se realizaron en membranas de corteza cerebral, donde
hay presentes células gliales [12]. Este hecho refuerza la hipdtesis de que el tipo celular y la localizacién
subcelular del receptor, donde la relacién Gai,/ Gag/1, entre otras, puede ser diferente, es esencial
para favorecer la interaccion de CB1 con Gagii. Ademds, estos datos apoyarian también la hipdtesis de
que la preferencia de la sefializacion a través de una u otra Ga en respuesta al THC depende del tipo
celular en el que se exprese el receptor.
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Por su parte HU-210 también mostrd una activacion significativa de Gag/i1, sin embargo, esta no fue
bloqueada por 0O-2050, por lo que no es mediada por receptores cannabinoides. Esto es importante,
puesto que demuestra que un ligando que es estructuralmente analogo del THC, es capaz de activar un
receptor que este no reconoce, lo que podria dar lugar a nuevas aplicaciones terapéuticas de ligandos
cannabinoides actuando sobre receptores distintos de CB1/CB2.

Numerosos estudios han obtenido resultados contradictorios respecto a la sefializacion a través de
proteinas Gasen respuesta a la activacion de CB1 [11,12,22]. Aquellos que muestran que ligandos como
HU-210 y WIN 55,212-2 pueden activar subunidades Gas de forma dependiente de CB1 han sido
realizados en células transfectadas con el receptor [22], mientras que no ha podido detectarse este
efecto en ensayos realizados en membranas de corteza cerebral [12]. En nuestro caso si se observa una
cierta activacién de Gas, en respuesta a WIN 55,212-2, no obstante, no se observa activacion en
respuesta a THC ni a HU-210, sugiriendo que los datos contradictorios previos también podrian deberse
a diferencias en los ligandos utilizados y a la selectividad funcional del receptor.

Las subunidades Ga, se encuentran principalmente en células neurales y neuroendocrinas [12]. En
estudios anteriores se habia demostrado que tanto THC como WIN 55,212-2 podian activar subunidades
Ga,[12], sin embargo, en el presente trabajo, esta subunidad fue activada Unicamente por WIN 55,212-
2, mientras que ni THC ni HU-210 presentan actividad sobre esta. Esta diferencia se puede deber a que
los estudios anteriores fueron realizados en corteza cerebral de rata, cuyas condiciones celulares
pueden no corresponderse con aquellas de la corteza cerebral humana.

Finalmente, la dltima subunidad Ga estudiada fue la subunidad Gaiz/13. Estudios anteriores habian
demostrado la interaccion entre Gaiz/s y receptores cannabinoides, mas concretamente CB2 [12]. En
este trabajo, no solo se vuelve a encontrar una activacién de Gaiy/13 por parte del WIN 55,212-2, sino
también del THC. Mientras el efecto del THC si es bloqueado en presencia de O-2050, en el caso de WIN
55,212-2 la activacion no es blogueada por el antagonista cannabinoide, lo que sugiere que podria estar
participando un receptor distinto de CB1/CB2.

Resumiendo, cabria mencionar que todos los efectos observados para el THC fueron bloqueados por O-
2050 indicando que, en corteza cerebral humana, el THC solo es capaz de activar las proteinas G a través
receptores cannabinoides, independientemente de que pudiera mostrar o no afinidad por otras
proteinas/receptores diana.

También es importante el hecho de que tanto ligandos estructuralmente distintos, como el WIN 55,212-
2 y el THC, como ligandos estructuralmente similares como el THC y el HU-210, presentan un perfil
diferente de activacién de las proteinas G, lo que apoya el hecho de que ligeras variaciones en la
estructura del ligando pueden suponer diferencias importantes en cuanto a la selectividad funcional.
Estas pequefias variaciones estructurales podrian ser aprovechas en clinica para la optimizacién de
farmacos cannabinoides que no presenten efectos secundarios, una vez se haya podido describir la
relacion entre los diferentes efectos moleculares y el perfil de usos terapéuticos y efectos adversos.

5.2.CBD: Selectividad funcional y modulacién alostérica

Los presentes resultados demuestran que el CBD interacciona con los receptores cannabinoides
mostrando actividad propia, y actuando como modulador alostérico del efecto de otros ligandos de
estos receptores.

Anteriormente se habia propuesto que el CBD no es un agonista cannabinoide, sino un modulador
alostérico de estos receptores [16]. En este estudio, el CBD ha demostrado actividad como agonista
cannabinoide activando Gag/1, Yy como agonista inverso inhibiendo la fijacién basal de Gai, y Ga,. Dado
gue el antagonista utilizado en los experimentos, 0-2050, no es selectivo entre los receptores CB1 vy
CB2, estos efectos del CBD podrian deberse tanto a su interaccién con el receptor CB1 como con el CB2
para el que datos previos de la literatura sugieren que el CBD se comporta como agonista inverso [23].

Por otro lado, el CBD es capaz de activar la subunidad Gais, un efecto que no fue bloqueado por 0-2050,
lo que indica que no es mediado por receptores cannabinoides. Es posible que este efecto se deba a la
interaccién del CBD con otros GPCRs por los que se ha descrito que presenta buena afinidad y que se
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acoplan a Gai,, como 5HTia, A2aR 0 GPR55 [2]. Lo que no se conoce a dia de hoy, es si este efecto podria
tener que ver o no con los efectos terapéuticos descritos para el CBD [2,5], algo que mereceria futuros
estudios.

Se comprobd también la activacién de las distintas subunidades Ga en respuesta a concentraciones
crecientes de CBD. En estos ensayos no se observa ningun efecto significativo hasta concentraciones
superiores a 10° M, cuando se aprecia una reduccién de la actividad en las subunidades Gai1, Ga, Go.,
y Gas, mientras Gag/1, que sufre una activacion. Estos resultados no se corresponden completamente
con lo observado a una concentracion 10 UM de CBD. Estas discrepancias se pueden deber a que los
datos de las curvas concentracion-efecto de CBD que se muestran en este trabajo provienen de un dnico
experimento en el que ademas no se antagonizd el efecto con 0-2050, por lo que no podemos
determinar que los efectos de activacion o inhibicion de estas subunidades Ga sea mediada por
receptores cannabinoides. De todos modos, y aunque sea de forma preliminar, estos resultados
refuerzan la idea de la selectividad funcional del CBD asi como su efecto agonista o agonista inverso
especifico sobre algunos subtipos de subunidades Ga.

Ademds de los efectos como agonista o agonista inverso cannabinoide observados para el CBD, también
se habia planteado que el CBD actuase como modulador alostérico de otros ligandos cannabinoides
[16]. En este estudio se ha visto como el CBD si presenta un efecto modulador alostérico negativo en la
activacién de Gai, tanto por THC como por WIN 55,212-2, aumentando en ambos casos la ECsg. Del
mismo modo, y aunque no de manera significativa, el CBD también parece afectar negativamente a la
activacion de Gag/1 por THCy WIN 55,212-2. En este caso lo que se observa es una reduccion del efecto
maximo, quizas asociada al efecto agonista inverso del CBD sobre esta subunidad. Por otro lado, el CBD
no parecio tener ningun efecto sobre la activacion de la subunidad Ga,, lo que demuestra que el CBD
no solo presenta selectividad funcional cuando actla como agonista cannabinoide sino también cuando
lo hace como modulador alostérico.

Este perfil funcional del CBD lo hace muy interesante como objetivo para futuros estudios sobre su
posible utilidad terapéutica, tanto en monoterapia, como administrado junto con otros farmacos
cannabinoides para mejorar su perfil de efectos adversos, algo que ya se ha descrito para el THC cuando
se administra junto con CBD [24].

6. Conclusiones

En este trabajo se ha demostrado de nuevo cémo los receptores cannabinoides cerebrales presentan
selectividad funcional en respuesta a diversos ligandos cannabinoides, tanto fitocannabinoides (THC)
como sintéticos (WIN 55,212-2) y HU-210. Del mismo modo se ha demostrado que el CBD siinteracciona
con los receptores cannabinoides, sobre los que también presenta selectividad funcional, actuando
como un agonista cldsico (Gag/1) 0 un agonista inverso (Gai, y Ga,) segun la subunidad Ga estudiada.
Ademas, se ha demostrado que el CBD también actia como modulador alostérico de la funcionalidad
de otros ligandos cannabinoides, y que este efecto es diferente dependiendo del subtipo de subunidad
Ga.

Los resultados de este trabajo describen el complejo y diverso perfil funcional de los diferentes ligandos
cannabinoides, especialmente el CBD, y pone de manifiesto la necesidad de mas estudios que permitan
desarrollar todo su potencial terapéutico para el tratamiento de diversos trastornos neuropsiquiatricos.
Asi, estos estudios a nivel bioquimico deberan ser complementados con estudios in vivo y ensayos
comportamentales para determinar el verdadero efecto de la activacion selectiva de diferentes
funciones mediadas por receptores cannabinoides.
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8. Anexos e informacion complementaria

8.1.Anexo 1: Estructura de los ligandos cannabinoides

CBD, WIN 55,212-2, HU-210 y el antagonista 0-2050

A9-THC WIN 55,212-2

Figura S1: Representacion de la estructura quimica de los ligandos cannabinoides empleados en este trabajo THC,

8.2.Anexo 2: Composicion de las disoluciones empleadas

Disolucion Composicion

Tampodn de Homogeneizacién Sacarosa, pH 7,4

50 mM Tris-HCl, 1 mM EGTA, 3 mM MgCl.y 1 mM DTT, 250 mM

Tampon de Centrifugacion 50 mM Tris-HCI, 1 mM EGTA, 3 mM MgCl.y 1 mM DTT, pH 7,4

Tampoén de Incubacién NaCl, pH 7,4

50 mM Tris-HCI, 1 mM EGTA, 3 mM MgCl2, 0.2 mM DTT, 100 mM

Tampon E 10mM Tricina NaOH, 10 mM DTT, pH7,7

[?°S]GTPyS Scintillation Proximity Assay

Tabla S1: Composicién de las disoluciones empleadas en la preparacion de membranas y Antibody-Capture

8.3.Anexo 3: Anticuerpos y concentraciones de GDP empleadas en centelleo por

proximidad del [*S]GTPyS

Diana Descripcion Esp“:n"': do Casa comercial Catalogo # [(ill:\’llp)] ?Lu;:;:
Gatin Mouse monoclonal anti-Gai1 41 kDa Santa Cruz sc-56536 100 1:20
Gatiz Mouse monoclonal anti-Gaiz 41 kDa Santa Cruz sc-13534 50 1:20
Gais Mouse monoclonal anti-Gais 41 kDa Santa Cruz sc-365422 100 1:30
Gais Rabbit polyclonal anti-Gai3 41 kDa Antibodies on-line ABIN6258933 100 1:60
Ga, Mouse monoclonal anti-Gao 40 kDa Santa Cruz sc-393874 50 1:40

Gaog/11 Mouse monoclonal anti-Gag/11 40-41 kDa Santa Cruz sc-515689 10-50 1:20
Gas Mouse monoclonal anti-Gas 45-52 kDa Santa Cruz sc-377435 100 1:20
Ga; Rabbit polyclonal anti-Ga. 34 kDa Antibodies on-line ABIN653561 100 1:20

Gol12/13 Rabbit polyclonal anti-Gaiz/13 40 kDa Antibodies on-line ABIN1537979 100 1:20

Tabla S2: Anticuerpos y concentraciones de GDP empleadas en los ensayos de centelleo por proximidad del [35S]GTPyS
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8.4.Anexo 4: Protocolo de centelleo por proximidad del [**S]GTPyS acoplado a
una etapa de inmunoprecipitacion.

BB Farmaco OFZ:)T:/CC(I;B NSB [Ifinal
GDP 12 12 12 12 pl 10/50/100 UM
Vehiculo 24 2y | 12 pl
GTfPpys | | e | 12 pl 100 UM
Antagonista (O2050)/CBD | = -— | = — p | - 10 pM
Membranas 160 pl 160 pl 160 pl 160 pl 1 ug
Incubacion 15’ 30°C y agitacion 400 rpm
Farmaco | — [ 12l | 12 ul [ — 1ouM |
Incubacién 30’ 30°C y agitacion 400 rpm
[5s]GTPys | spr | s sl | syl 0,4nM |
Incubacién 1 h 30' 30°C y agitacion 450 rpm
Detergentes | 20p | 20p | 20wl | 20l
Incubacién 30’ 22°C y agitacion 350 rpm
Anticuerpo en BSA 15% | 10 pl | 10 pl | 10 pl | 10 pl
Incubacién 1 h 30’ 22°C y agitacion 350 rpm
PVT Protein A SPA Beads | sowl | sow | sou | soupl 0,75mg |
Incubacidn 3 h 22°C y agitacion 350 rpm

Tabla S3: Protocolo de un ensayo de centelleo por proximidad del [35S]GTPyS acoplado a una etapa de
inmunoprecipitacién. Se describen el orden de adicién de los compuestos en cada condicidn, asi
como el volumen que se afiade y la concentracidn final en el pocillo. Se describen también la
duracién y condiciones de cada etapa de incubacién
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