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Resumen

En Uruguay y gran parte del mundo, las enfermedades relacionadas con la aterosclerosis son la
principal causa de muerte. La generaciéon de placa ateromatosa en el endotelio vascular se
relaciona con la formacién de células espumosas, donde la oxidacidon y consecuente
internalizacién de lipoproteina de baja densidad (LDLox), por macréfagos principalmente,
juegan un papel fundamental. Existen reportes del efecto antiinflamatorio y del potencial
antiaterogénico de fitocannabinoides aislados, aunque los mecanismos moleculares
subyacentes estdn escasamente identificados. El objetivo principal de este trabajo fue explorar
el efecto de extractos ricos en fitocannabinoides sobre procesos relacionados al inicio y
desarrollo de la placa ateromatosa.

En una primera aproximacién se analizaron extractos de muestras frescas de partes florales
pistiladas de tres cultivares estables de Cannabis sativa, recolectadas a diferentes tiempos de
maduracién durante el final del periodo de floracién. La composicién de los extractos se analizo
mediante 'H-NMR, siendo los principales cannabinoides hallados el 4&cido A°-
tetrahidrocannabindlico (THCA) y el tetrahidrocannabinol (THC). En la primera colecta, en dos
de los cultivares el contenido de THCA (242 + 62 mg/g) y THC (7.3 £ 6.5 mg/g) aumentd mas del
doble en las muestras mds maduras. El extracto del tercer cultivar mostré una concentracion
mas baja y constante de THCA y THC (177 £ 25 y 1 + 1, respectivamente). La capacidad de los
extractos de cannabis y cannabinoides puros de inhibir la lipoperoxidacién se midiéd en un
ensayo de oxidacién de LDL inducida por Cu®'. Los extractos de cannabis ricos en THCA/THC
aumentaron la fase de latencia de la oxidacién de LDL en un factor de 1.2-3.5 veces/ug y
ralentizaron la fase de propagacién de la lipoperoxidacién, con una dosis efectiva 50 (DEso) de
1.7-4.6 pg/mL. El THC puro alargé la duracidn de la fase de latencia en un factor de 21 veces/ug
agregado, mientras que para la fase de propagacién mostré un DEsp de 0.35 pg/mL. Por el
contrario, el THCA no pudo mejorar ningln parametro en las condiciones ensayadas. Mientras
tanto, el CBD y CBDA aumentaron la fase de latencia inicial en un factor de 4.8 y 9.4 veces/ug,
respectivamente, pero no tuvieron efecto en la fase de propagacion.

En una segunda etapa se seleccionaron y analizaron por UPLC otro tres cultivares de Cannabis
sativa con diferente composicién relativa de cannabinoides, pertenecientes a los quimiotipos 1,
2 y 3. Los extractos obtenidos (E1, E2 y E3) mostraron relaciones de THC(A)/CBD(A) para E1 de
16 (intoxicante), E2 de 0.5 (intermedio) y E3 de 0.04 (fibra). Los extractos nuevos también fueron
capaces de prevenir la formacidn de dienos conjugados generados por la oxidacién de LDL
mediada por Cu?, afectando las dos fases de la lipoperoxidacién: alargando la latencia (3.7-4.9
veces/ug) y enlenteciendo la propagacion (DEsg 2-8 pg/mL). Adicionalmente, los extractos
inhibieron la internalizacion de LDL oxidada (LDLox) por macrofagos murinos J774.1. La
inhibicidn de la internalizacion de LDLox, marcada con la sonda fluorescente lipofilica “Dil”, se
evidenciéo empleando microscopia confocal y espectroscopia de fluorescencia, mostrando un
DEso de 5-12 pug/mL de extracto y escasa toxicidad. Esta inhibicion de la internalizacion de LDLox
también se observo en presencia de los fitocannabinoides puros, con DEsp de 3.5-7.9 pg/mL.
Para evidenciar la participacion de receptores del sistema endocannabinoide en el efecto de los
extractos sobre la internalizacidén de LDLox, se utilizaron agonistas y antagonistas especificos de
los principales receptores. Los antagonistas de los receptores CB1, y CB2, AM251 y AM630



respectivamente, tuvieron efectos marginales sobre la inhibicién de la internalizacién de LDLox
por los macréfagos. Por otro lado, los agonistas de los receptores GPR55, TRPV1 y TRPV4
(ML184, Capsaicina y GSK1016790A respectivamente), aumentaron la internalizacién de LDLox.
Mientras que, el antagonista de TRPV1 (AMG9810) provocd una disminucion leve en la
internalizacidn de LDLox aun en ausencia de extractos.

Ademas, se analizé la cantidad relativa de los receptores scavenger encargados del
reconocimiento de LDLox, para determinar si la inhibicidn en la internalizacién de LDLox que
inducen los extractos de cannabis se corresponde con una bajada en el nivel de receptores CD36,
OLR1 y SR-Al. Efectivamente los extractos ricos en cannabinoides disminuyen la cantidad
relativa de dichos receptores scavenger en macréfago J774.1 tratados con LDLox.

Adicionalmente, se explord si los extractos de cannabis tienen impacto sobre la polarizacion de
macréfagos hacia un fenotipo proinflamatorio o hacia un fenotipo prorresolutivo. En las células
J774.1 los extractos de cannabis disminuyeron la fosforilaciéon de kB y de p65 en las células
estimuladas con LDLox, lo que llevaria a una disminucion en la actividad de NF-kB. Aunque no
fue posible detectar la produccion de prolL-1B y NOS2 en las células estimuladas con oxLDL, el
tratamiento con los extractos disminuyd los niveles de proll-1B y NOS2 en células J774.1
estimuladas con un estimulo inflamatorio clasico (LPS e INFy). Por otro lado, el tratamiento con
extractos generd un aumento en la sintesis de HO-1, enzima cuya regulacién se encuentra
principalmente estimulada por Nrf2, por lo que su activacion podria ser indicativo de
comportamiento prorresolutivo.

En suma, los extractos de Cannabis sativa presentaron multiples efectos protectores frente a
procesos relevantes en el inicio de la aterosclerosis, previniendo la oxidacién de LDL, la
transformacion de los macréfagos expuestos a LDLox en células espumosas y la produccién de
mediadores proinflamatorios. El efecto de los extractos de cannabis en el proceso de
internalizacién resulté escasamente dependiente de los receptores candnicos (CB1y CB2), pero
relacionado a la accién de GPR55, TRPV1 y TRPV4. Ademds, los extractos disminuyeron la
produccién de mediadores inflamatorios propios de una diferenciacion M1, e indujeron la
produccién de HO-1, pudiendo indicar un viraje hacia un fenotipo prorresolutivo.
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1. Introduccion

Ateroesclerosis

La ateroesclerosis es la principal impulsora de las enfermedades cardiovasculares (ECV), siendo
estas la principal causa de muerte a nivel mundial (~¥34%) [1]. Es una condicidn crénica y
progresiva que da lugar a la formacién de lesiones en las paredes arteriales, caracterizadas por
la formacién de una placa de ateroma, la cual consiste principalmente en restos celulares
cargados de lipidos, calcificaciones y tejido conectivo fibroso. La deposicion gradual de placa en
la fraccidn subendotelial reduce el calibre y endurece las arterias con el tiempo, disminuyendo
el flujo de sangre a tejidos y 6rganos. En etapas avanzadas de la enfermedad, la placa de ateroma
se puede desestabilizar y romper, exponiendo factores desencadenantes de la coagulacién al
torrente sanguineo e incrementando el riesgo de trombogénesis [2]. En este sentido, la
aterotrombdsis corresponde a cerca del 75% de los trombos coronarios que llevan al infarto de
miocardio o la muerte [3]. Existe evidencia del rol causal del proceso inflamatorio en todas las
etapas del desarrollo de la aterosclerosis [4],[5], de hecho, en el estudio CANTOS (Canakinumab
Anti-inflammatory Thrombosis Outcomes Study) se demostré que el tratamiento con un
anticuerpo monoclonal anti-interleucina-1B (IL-1B) reduce el riesgo de sufrir infarto de
miocardio, accidentes vasculares o la muerte por un evento cardiovascular en pacientes con
valores elevados de proteina C reactiva (CRP), un biomarcador de inflamacidn, incluso en
pacientes con niveles normales de lipoproteina de baja densidad (LDL) en circulacion [6]. En
suma, la incidencia de la inflamacion y el consecuente estrés oxidativo/nitrosativo en el
desarrollo de la lesidn aterosclerdtica es de amplio conocimiento [7],[8].

En las primeras etapas de la progresién de la enfermedad ateroesclerdtica, la generacién de
placa ateroma se impulsa por la disfuncion endotelial, seguido de la infiltracion de leucocitos y
migracion de células del musculo liso vascular (VSMC) al espacio subendotelial, donde se cargan
de lipidos derivados principalmente de la lipoproteina de baja densidad oxidada (LDLox),
perdiendo su funcionalidad y transformdndose en células espumosas. El desbalance entre la
oxidacion de LDL, la secrecion de mediadores proinflamatorios, el reclutamiento de células
inmunes y vasculares y la formacién de células espumosas forma un circuito de
retroalimentacion que exacerba el dafio y da lugar a la acumulacién de restos celulares cargados
de lipidos, proceso fundamental para el desarrollo de la placa [9] (Figura 1).

La disfuncién endotelial es reconocida como un paso clave en el inicio del proceso
aterosclerdtico, involucrando un cambio fenotipico en el endotelio vascular. En situacion
normal, el endotelio contribuye a la homeostasis vascular mediante la produccidn y liberacién
de mediadores extracelulares que regulan el tono vascular y la adhesion celular. Las células
endoteliales generan éxido nitrico ('NO) y prostaciclina (PGl;) que disminuyen la sintesis de
moléculas de adhesién y mediadores inflamatorios en células endoteliales y leucocitos [9]. La
isoforma 3 o endotelial de la enzima dxido nitrico sintasa (NOS3) es la fuente principal de ‘NO
en el endotelio vascular normal, se expresa de manera constitutiva. Su activacion, por calcio-
calmodulina y por fosforilacién, es promovida por el estrés tangencial que provoca el flujo
sanguineo normal [10] (Figura 2).
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Figura 1. Esquema de procesos celulares que favorecen la generacion de placa ateroma en el
subendotelio vascular.

En el endotelio vascular, el flujo sanguineo turbulento (propio de las bifurcaciones vasculares y
potenciado por la hipertension arterial) y la presencia de LDLox, activan cascadas de sefializacion
que involucran a receptores del tipo dominio de oligomerizacién de nucledtidos 1/2 (NOD-1/2)
que conduce a la activacién de la quinasa activada por mitégenos (MAPK) y del factor nuclear
potenciador de la cadena ligera kappa de células B activadas (NF-kB) [11]. De esta manera, se
induce la sintesis de proteinas de adhesidn como la molécula de adhesidn de células vasculares
1 (VCAM-1), la molécula de adhesidn intercelular 1 (ICAM-1) y las selectinas E y P, y también de
mediadores proinflamatorios como el precursor de la IL-1B (prolL-1B). Ademas, las células
pierden la capacidad para producir ‘'NO a demanda debido a la inhibicidn de la NOS3 [12].

La activacidon del complejo tipo NOD con dominio rico en leucinas y dominio pyrin 3, mejor
conocido como el inflamasoma NLRP3, en células endoteliales y leucocitos subendoteliales
también contribuye a la progresion de la aterosclerosis [13]. El inflamasoma NLRP3 es el mejor
caracterizado de este tipo de complejos macromolecular de proteinas citoplasmaticas. NLRP3 al
ensamblarse, media la respuesta inflamatoria temprana del sistema inmune innato al servir
como plataforma molecular para la activacién de caspasa-1 (Casp-1) [14]. La activacion de esta
proteasa lleva al procesamiento de los precursores de prolL-1B y prolL-18, ambas citoquinas en
su forma activa promueven fuertemente el reclutamiento y la activacion de células
inflamatorias, amplificando y sosteniendo el proceso inflamatorio en el tiempo. De esta manera
se promueve la infiltracion de monocitos circulantes y su activacion, ademas de la
desdiferenciacion de VSMC.

Durante el desarrollo de la placa de ateroma, se desencadena una produccion excesiva de
oxidantes por los leucocitos subendoteliales. De este modo, la activacién de las vias
inflamatorias promueve la produccién del radical superdxido (O,~) por la NADPH-oxidasa (Nox2)
[15]. Aunque el O, es un oxidante débil, su dismutacién espontdnea o catalizada por la enzima
superdxido dismutasa (SOD), produce H,0; [16]. En los leucocitos, el H,0, regula la activacion
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de factores de transcripcién sensibles al estado redox celular, como NF-kB y el factor nuclear
eritroide 2 (Nrf2), a través de la oxidacion de cisteinas especificas [17].

espaciointervascular . mediadores pro-inflamatorios [T eocadeon |
——— L adhesién de leucocitos l onrega 4o Us
flujo sanguineo 4 activacion a los tejidos
laminar plaquetaria
——
&
e &4 iNOE
PG|2 & & = i

o ,§ Vasodilatacion .

Figura 2. Endotelio en condiciones normales. El flujo sanguineo laminar promueve una funcion adecuada
de la barrera endotelial sanguinea, permitiendo un intercambio efectivo y una regulacién mutua. Enzimas
endoteliales como NOS3 y fosfolipasa A2 (PLA2) participan en esta accidén concertada. La produccion de
‘NO y PGIl2 promueve la relajacidn de las células musculares lisas vasculares (VSMC) y la vasodilatacién,
impidiendo la adhesidn de leucocitos a la membrana endotelial e inhibiendo la liberacién de citoquinas
proinflamatorias por parte de los leucocitos y las células endoteliales. Publicado en [18].

Por su parte, la traslocaciéon de Nrf2 al nucleo activa la expresidon de genes que componen el
elemento de respuesta antioxidante (ARE), que codifican para la sintesis de enzimas
antioxidantes como la SOD, catalasa, peroxiredoxina (Prx) y los sistemas glutation peroxidasa
(GPx)/glutation reductasa (GR) y tioredoxina (Trx)/tioredoxina reductasa (TR), participando en
la respuesta de defensa celular al estrés generado por oxidantes. La activacion de Nrf2 también
induce la sintesis de enzimas involucradas en el metabolismo de compuestos exdgenos y
enddgenos, como la glutatidn transferasa (GST) y la hemo oxigenasa 1 (HO-1) [19]. En el caso
del factor NF-kB, su activacion provoca la transcripcion de mediadores proinflamatorios como
IL-1B, IL-6, factor de necrosis tumoral o (TNFa), la ciclooxigenasa 2 (COX-2), ICAM-1 vy la forma
inducible NOS2 o iNOS. Ademas, la oxidacién de residuos clave en otras proteinas puede
potenciar sefiales proinflamatorias y prooxidantes, al estimular las vias dependientes de MAPK,
amplificando el dafio a los tejidos [20]. Las isoformas p42/p44 MAPKs se activan en respuesta a
estimulos asociados a la comunicacidn con el exterior celular, a través de receptores de
membrana asociados a quinasas de tirosina (RTK) o asociados a proteinas G (GPR). Las p42/p44
MAPKs estan principalmente asociadas a la fosforilacion de proteinas que activan la
proliferacién y diferenciacion celular [21]. En el caso de p38 MAPK, su actividad quinasa estd
mas vinculada a la sefializacién posterior al reconocimiento de PAMPs y DAMPs, colaborando
en la activacidn de vias proinflamatorias, como NF-kB [22]. (Figura 3)
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Figura 3. Proceso inflamatorio en la aterosclerosis. El flujo sanguineo turbulento sostenido, junto con la
presencia de una alta concentracién de LDLox, desencadena la disfunciéon endotelial llevando a la
activacion de la sefializacion de NF«kB, la sintesis de quimioquinas y moléculas de adhesidn, la infiltracion
de leucocitos de la circulacidn al espacio subendotelial, el cambio fenotipico de macréfagos y las VSMC a
células espumosas, junto con la produccién de oxidantes debido a la activacién de Nox2 y NOS2. Publicado
en [18].

El H,0O; en presencia de iones metalicos (M*) o hemoglobina [23] puede llevar a la produccion
de 'OH a través de reacciones tipo Fenton [24], una especie radicalar altamente oxidante que
conduce a modificaciones tanto en los componentes lipidicos de las LDL como en la porcidn
proteica (apoB100). Ademas, la reaccion entre O," y NO' genera ONOO, y este produce
modificaciones oxidativas y nitrosativas en las proteinas que impulsan hipercoagulabilidad y
eventos cardiovasculares adversos [25-27] . El ONOO™ también es responsable de la oxidacion y
nitracion de la LDL, provocando la oxidacidn de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) presentes
en fosfolipidos (FL) y colesterol esterificado (CE), ademas de otros productos lipidicos de
oxidacion como el 7-cetocolesterol [28], e Incluso aductos entre algunos de estos lipidos
derivados de la lipoperoxidacién y residuos de la ApoB100 [29] o aductos proteicos ditirosina
entre dos moléculas de ApoB100 [30] (Figura 4). Los monocitos reclutados al espacio
subendotelial y los macréfagos residentes, en presencia de LDLox, saturan su espacio
citoplasmatico de depdsitos lipidicos enriquecidos en CE, por lo que se las conoce como células
espumosas. Estas células pierden su capacidad de remover cuerpos apoptoticos (eferocitosis) y
secretan mediadores proinflamatorios, quimiotacticos y prooxidantes. Esta trasformacion se
genera como consecuencia del reconocimiento y endocitosis de LDLox por receptores scavenger
(SR), particularmente por SR-A1/1.1 (CD204), SR-B2 (CD36) y SR-E1 (OLR1), presentes en la
membrana plasmatica de monocitos/macrofagos y otros tipos celulares [31]. Estos SR no son
saturables, a diferencia del receptor de LDL (LDLR), ademads, el reconocimiento de LDLox modula
la activacidn de las vias proinflamatorias MAPK y NF-kB [32].
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OXIDACION y NITRACION de LIPIDOS
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OXIDACION y NITRACION de PROTEINAS

Figura 4. Oxidacién de LDL. En la LDL, tanto la fraccidn lipidica como la proteina (ApoB100) pueden
oxidarse. Varias moléculas enddgenas, incluidos los radicales derivados de la reaccion de H202 con iones
metalicos (M*) y la descomposicién del ONOO", junto con los radicales producidos durante la oxidacidn
ciclica de PUFAs (flecha roja), incluidos los radicales alquilo (PUFA’) y peroxilo (PUFA-OO’), impulsan la
abstraccion de un atomo de hidréogeno de los componentes de la LDL, generando LDL con modificaciones
oxidativas. Como productos, se forman PUFA-OOH, aductos lipido-proteina (flechas azules) y aminoacidos
oxidados (flechas negras punteadas), generando motivos moleculares que pueden ser reconocidos por
receptores scavenger. También se representan los aductos de proteinas con MDA, uno de los productos
secundarios de la lipoperoxidacion. Publicado en [18].

Las VSMC por su parte, en el contexto de la lesidn ateroesclerética, sufren cambios fenotipicos
que les permiten aportar al desarrollo de la lesién. Entre estos cambios se destacan la pérdida
de contractilidad y consecuente ganancia de capacidad migratoria, la endocitosis de LDLox, y
ademas, la sintesis y secrecién de mediadores proinflamatorios y componentes de matriz
extracelular [33-35].
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Oxidacion de LDL

Existen varios componentes oxidables en la LDL, como FL, colesterol libre (CL) y esterificado (CE)
y triglicéridos (TG), siendo los PUFAs, en especial el acido araquiddnico (AA) y el acido linoleico,
los mas propensos a ser oxidados [28]. La oxidacidn de los PUFAs tiene lugar a través de tres
fases principales: iniciacion, propagacidn y terminacion (Fig. 5).

XH X'
R4 ‘ R4 R4
| Ox'  OxH |
Initiation |
R Ro Rz
LH - L -
Propagation
HOO, R; 00, R4
\ LH + \
| "-..‘ | 0
Rs ------- Ra
LOOH L4 ; LOC
X XH

Figura 5. Etapas de la lipoperoxidacion de PUFAs. En el primer paso, el PUFA (LH) es atacado por un
oxidante altamente reactivo, e.g. un radical libre (Ox’), abstrayendo un hidrogeno bis-allico, formando un
radical alquilo (L), que reacciona rapidamente con Oz generando el radical lipoperoxilo correspondiente
(LOQ’). La etapa de propagacidn se sustenta en reacciones entre L'y LOO" con PUFAs reducidos adyacentes
(LH). Alternativamente, moléculas facilmente oxidables podrian actuar como anti-oxidantes (XH) y ceder
un electrén, previniendo el paso inicial o interrumpiendo las cadenas de propagacion. Publicado en [36].

La fase de iniciacidon es promovida por una molécula altamente reactiva (e.g. un radical libre)
capaz de romper un enlace alilico. Esta reaccién provoca la formacién de un radical lipidico
alquilo (L). Este radical se estabiliza por resonancia con grupos adyacentes, formando dienos
conjugados que presentan una absorcién maxima caracteristica a 234 nm [37]. El oxigeno
molecular reacciona rapidamente con los radicales alquilo para formar un radical lipoperoxilo
(LOO), intermediario clave en la cadena de propagacién. Al formarse esta especie radicalar,
podra oficiar de iniciador y asi la cadena de reacciones oxidativas continuara al generar radicales
alquilo en otros acidos grasos cercanos [38]. La fase de iniciacion es determinada por una
latencia en el comienzo de la iniciacién, que esta ligada a la presencia y concentracion de los
antioxidantes enddgenos presentes en la LDL, entre los que se destacan los tocoferoles, el
ubiquinol, el licopeno y los carotenoides [39]. Por otro lado, |a fase de propagacion se caracteriza
por reacciones ciclicas de L' con O,y LOO’ con LH adyacentes, o hasta que reacciones secundarias
de terminacion tengan lugar. Dentro de las posibles reacciones de terminacion, se destacan las
reacciones entre radicales derivados de PUFAs (Ecs. 1-3), reacciones de adicién de Michael [40]
con grupos g-amino de lisinas en la apoB100 [41] (Ec. 4) o con moléculas antioxidantes [42].
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Ec.1. L'+L - LL
Ec.2. LOO +LOO" —» LOOL + 0O,
Ec.3. LOO + L' —» LOOL
Ec.4. LOO + R-NHi - R-NH-LO

De esta manera, algunas moléculas facilmente oxidables (XH en la Figura 5), ya sean enddgenas
o no, tienen la capacidad de intervenir en una o ambas fases de la lipoperoxidacion, previniendo
o retrasando la aparicidn de productos de oxidacion lipidica.

La oxidacidon de los PUFAs puede llevar a la fragmentacién y consecuente generacién de
aldehidos altamente reactivos como lo son el malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxinonenal
(HNE). Las modificaciones oxidativas también tienen lugar en residuos de la ApoB100. En
particular, la oxidacion de lisinas, cisteinas, triptéfanos, tirosinas e histidinas generan un fuerte
aumento de la carga negativa neta en la LDL oxidada [43]. Ademas, el entrecruzamiento entre
residuos proteicos de la ApoB100 y aldehidos electrofilicos producto de la lipoperoxidacion,
generan que las particulas de LDL reduzcan su tamafio y se vuelvan mas densas [44], afectando
su migracién electroforética. La ApoB100 también puede ser nitrada por ONOO" o clorada por el
HOCI generado por la enzima mieloperoxidasa (MPO, presente en monocitos y neutrofilos),
principalmente a nivel de los residuos de tirosina [45].

El grado de oxidacién de la LDL determinard qué receptores celulares serdn capaces de
reconocerla y, ademas, qué vias de sefializacion se podrian estar activando de acuerdo con los
cambios expuestos en la superficie de las particulas. En este sentido, el grado de oxidacion ex
vivo de la LDL se puede dividir en 3 difusas categorias: minima, moderada y extensamente
oxidada [46]. Se entiende como LDL extensamente oxidada (LDLeox) a la versién que ademas de
contar con un alto contenido de lipidos oxidados (>30 nmol MDA/mg ApoB100), contiene
suficientes modificaciones a nivel de la ApoB100 que las tornan irreconocible por los LDLR. Por
otro lado, se considera LDL minimamente oxidada (LDLmox) a las particulas de LDL que pueden
ser reconocidas por el LDLR, pero a diferencia de la LDL sin modificar, inducen la sintesis de
mediadores proinflamatorios en las células endoteliales, macréfagos y VSMC, a través de la
exposicién de productos primarios de la lipoperoxidacién en los acidos grasos de fosfolipidos o
esterificados a colesterol. La LDLmox cuenta con un nivel de oxidacion lipidica de 3-12 nmol
MDA/mg apoB100 y un bajo contenido de modificaciones a nivel de la proteina, al punto de que
no induce la producciéon de anticuerpos que reconozcan el aducto MDA-ApoB100 [47]. En el caso
de la LDL ligera o moderadamente oxidada (LDLox), una categoria aun menos definida, se
diferenciaria de LDLmox por presentar productos de lipoperoxidacién secundarios que forman
aductos con la porcidn proteica [48], pero no al punto de la LDLeox, con un alto porcentaje de
residuos proteicos modificados.

La oxidacién, asi como la reduccién de tamafio, el aumento de la carga negativa y la asociacién
a elementos de la matriz extracelular favorecen la formacién de agregados de particulas de LDL
[49]. Otro factor que induce la agregacidn, es la formacion de complejos inmunes entre LDL
modificada y anticuerpos generados a partir de estos epitopes [50]. La agregacion genera
particulas de mayor tamafio que ingresan a las células a través de mecanismos fagociticos, y
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participan en la génesis de células espumosas a partir de macroéfagos residentes de tejidos
arteriales sanos [49]. Por este motivo, la fagocitosis de particulas producto de la agregacién de
LDL modificada se vinculan de forma fundamental con el inicio de la lesidén ateroesclerdtica [51],
a través de la activacion de vias de sefializacion del sistema inmune innato que promueven la
acumulacién de lipidos mediante de la induccidn de SRs, ademas de la secrecion de mediadores
pro-inflamatorios; en particular se ha observado que IL-6, IL-15 [51], IL-32 [52] e IL-34 [53]
afectan la acumulacién de lipidos in vitro.

Reconocimiento de LDL oxidada por receptores scavenger

En la década de 1970, Joseph Goldstein, Michael Brown y sus colaboradores investigaron y
describieron por primera vez piezas clave de la regulacion del metabolismo lipidico y su
implicancia en la fisiopatologia de la ateroesclerosis, desde la regulacion de la 3-hidroxi-3-metil-
glutaril-CoA reductasa (HMGCR), enzima limitante en la sintesis de colesterol, hasta la
identificacion y caracterizacion del funcionamiento y regulacién del receptor de LDL (LDLR) [54].
Incluso, aportando a la primer observacion de receptores celulares capaces de reconocer LDL
con modificaciones [55]. De esta manera, en 1990 se caracterizo el primer SR en macréfagos, el
MSR-1, capaz de reconocer a varios tipos de ligandos, entre ellos LDL con diferentes
modificaciones, pero no LDL sin modificar. Actualmente, se engloba a los receptores scavenger
como aquellos receptores capaces de reconocer y remover particulas o compuestos exdégenos y
enddgenos, que exponen diversos motivos, generalmente anidnicos; dentro de los que se
incluyen componentes lipidicos y proteicos de lipoproteinas modificadas, cuerpos apoptodticos,
bacterias gram-negativas, ferritina y proteoglicanos, entre otros [31]. Para su clasificacién, los
receptores scavenger se pueden agrupar en clases de la A-J por homologia de secuencia [32].

SR-A1 / MSR-1 / CD204

El primer receptor scavenger descrito a nivel molecular es el SR-Al, que consta de una
glicoproteina de membrana tipo 2 con un dominio extracelular tipo coldgeno [56], con dos
isoformas (Al y Al.1) que derivan del splicing alternativo de un Unico producto génico [57]. El
receptor SR-A1 reconoce varios ligandos con cargas negativas, como lo son LDL modificadas, asi
como diferentes tipos de bacterias y otros ligandos polianidnicos [58]. SR-Al y Al.1 presentan
afinidad similar por la LDL oxidada o acetilada [59] y ambas isoformas pueden sintetizar de
manera enddgena en las mismas células [60]. El receptor SR-A1 se sintetiza predominantemente
en los macréfagos y su sintesis es inducida durante la diferenciaciéon de monocitos a macréfagos,
con una sobre acumulacidon en células espumosas derivadas de macréfagos en lesiones
aterosclerdticas, segun se reporta para muestras humanas [61] y de conejo [62]. También se ha
demostrado que los receptores SR-A se expresan en células de musculo liso [63].

Se considera que el receptor SR-A1 posee mayor especificidad para la LDL extensamente oxidada
gue para sus versiones minima o moderadamente oxidada, ya que reconoce modificaciones a
nivel de las lisinas de la apoB100 como pueden ser la adicidon de grupos acetilo, acetal, succinilo
ademads de aductos con PUFAs o productos secundarios de la lipoperoxidacién como el MDA o
HNE. En este sentido, fue reportado que se requirié la modificacién de al menos el 15-20% de
lisinas de la LDLox para que sea reconocida por el receptor SR-A1, mostrando una tendencia al
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aumento de la internalizacién proporcional a las lisinas modificadas [64]. En la misma linea,
también ha sido demostrado que apolipoproteinas deslipidadas, obtenidas a partir de LDLox,
también son reconocidas por el receptor SR-A1 de macréfagos [65]. Ademas de los receptores
SR-A1, se han identificado varios otros miembros como parte de la clase de receptores
scavenger tipo A, pero no se ha demostrado que participen sustancialmente para la captacién
de LDL oxidada [66,67].

La activacion de seiiales proinflamatorias lleva a una mayor actividad del receptor SR-Al. En un
modelo in vivo de ateroesclerosis, se demostrd que la activacidon de quinasa N-terminal de c-Jun
2 (JNK2) lleva a la fosforilacion del receptor SR-A1l y la consecuente acumulacién intracelular de
lipidos. Ademas, el bloqueo selectivo o la eliminacién de esta quinasa revierte el desarrollo de
la placa [68]. Sin embargo, también se ha reportado que SR-A1l compite con ligandos del
receptor tipo toll 4 (TLR4), por lo que su ausencia o su bloqueo con anticuerpos especificos
aumenta la fosforilacion de p42/44 y p38 MAPK, JNK1/2 y la traslocacidn nuclear de NF-kB en
macroéfagos tratados con lipopolisacaridos de pared bacteriana (LPS) [69].

SR-B2 / CD36

Existen tres miembros de la clase SR-B con pocas diferencias estructurales, siendo proteinas
transmembrana con dos dominios intermembrana y una regién central extracelular glicosilada.
Sin embargo, solo el SR-B2, también conocido como CD36, es el que reconoce y media la
endocitosis de LDL con modificaciones oxidativas [70]. En este sentido, SR-B2 reconoce
productos secundarios truncados de la oxidacion de fosfolipidos, presentes en etapas
intermedias y avanzadas de la oxidacion de LDL [71]. Por el contrario, SR-B2 no reconoce LDL sin
modificar, ni la apolipoproteina tras ser deslipidada. Otros ligandos del SR-B2 son acidos grasos
de cadena larga, cuerpos apoptdticos, motivos bacterianos y fungicos [72]. El receptor SR-B2
esta vinculado a la internalizacién de LDL oxidada, fue reportado que monocitos en cultivo de
individuos que carecen de este receptor (Nak®-negativo tipo 1) o al tratar monocitos normales
con anticuerpos anti-SR-B2, la internalizacién de LDLox disminuyd cerca del 50% [73].

El reconocimiento de fosfolipidos oxidados en la LDL por SR-B2 activa las vias de sefializacion
IJNK1/2 y p38 MAPK, lo que induce una mayor acumulacién del mismo receptor y la activacion
de la via Wnt-5 [74] y del factor nuclear PPARy [75], facilitando la acumulacién intracelular de
lipidos. Ademas, se ha demostrado que la activacion de SR-B2 produce la hetordimerizacién de
los receptores TLR4 y TLR6, activando el factor NF-kB tras el reconocimiento de LDL con
modificaciones oxidativas u otros ligandos [76]. Paralelamente, la sefializacién intracelular
mediada por SR-B2 lleva a la activacidn de las proteinas de la familia Vav. Estas proteinas
impulsan la actividad de proteinas homologas a Ras (Rho) con dominio de unién a guanina
trifosfato (GTPasas), involucradas en la remodelacién de fibras de actina, repercutiendo en la
fluidez de la membrana, la migracién y la adhesidn celular [72].

SR-E1 / OLR1
El receptor clasificado como SR-E1 es una proteina transmembrana tipo Il con un dominio de

unién tipo lectina, también conocido como OLR1 o LOX-1 por su capacidad de unir LDL oxidada,
fue descrito en células endoteliales, donde se expresa en cantidades apreciables [77], pero la
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induccion de su sintesis se ha reportado en leucocitos y VSMC expuestos a LDL oxidada [78].
Otros ligandos que reconoce SR-E1 son la CRP, plaquetas y fosfatidilserina de cuerpos
apoptéticos [79], ademas de motivos moleculares de bacterias gram-positivas y negativas [80].
Se considera que SR-E1 posee una mayor afinidad por la forma moderadamente oxidada
(LDLmodox) que por la LDLox, como se demuestra en [81]. Los autores reportan que LDL oxidada
con un contenido de 5 nmol MDA/mg apoB100 es suficiente para que pueda ser reconocida por
SR-E1, mientras que el reconocimiento por anticuerpos policlonales anti-apoB100 no se vio
afectado ante este nivel de oxidacion moderado de la LDL, aunque su movilidad electroforética
si. Ademas, se ha demostrado que SR-E1 reconoce a la LDL tratada con oxidadantes y
deslipidada, aunque es probable esté reconociendo los fosfolipidos presentes en aductos con la
apoB100, y no necesariamente las modificaciones proteicas como es el caso del reconocimiento
por SR-A1, ya que SR-E1 no reconoce a la LDL acetilada [82].

La activacion de SR-E1 por LDL con modificaciones oxidativas induce la sefializacién de vias pro-
inflamatorias que llevan a la disfuncion endotelial, la formacién de células espumosas [83] y la
apoptosis de VSMC [84]. Dentro de las vias de seializacidon involucradas, se destacan la
activacion de las vias dependientes de p38 y p42/44 MAPK [85] [86] y la traslocacion nuclear de
NF-kB [87], [88]. En otra linea, SR-E1 es capaz de actuar como correceptor y cooperar con el
TLR2 para que ejerza su funcién de sefializacién, reconociendo una proteina de membrana
conservada en la familia Enterobactericeae que TLR2 no puede reconocer por si solo [89],
mostrando un vinculo directo con el sistema inmune innato.
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Figura 6. Esquema globalizador de las vias de sefalizacion activadas por LDLox. Las particulas de LDL

sufren sucesivas modificaciones oxidativas que les permite ser reconocidas por los SR vy
consecuentemente internalizadas. La endocitosis de LDLox induce un aumento en la generacion de
especies oxidantes como el 02" y H202 que impactan directamente sobre la actividad de IkK. La

22



fosforilacion de IkB por IkK induce su degradacion a través del proteosoma, liberando al factor de
transcripcion NF-kB, que regula la expresion de genes vinculados a la respuesta inflamatoria como IL-1B y
NOS2. Ademas, NF-kB promueve la sintesis de SR. La produccion de Oz~ y H202 tambien lleva a la oxidacidn
de residuos especificos en la proteina tipo Kelch asociada a EHC 1 (Keap1) que se une a Nrf2, impidiendo
la ubiquitinacién de Nrf2 y secuestrando las unidades de Keapl disponibles asociadas a Nrf2. Al
encontrarse menos disponible Keap1l, las nuevas unidades de Nrf2 sintetizada podran translocar al ntcleo
gracias a su sefial de localizacién nuclear expuesta, induciendo la expresidn de genes asociados a la
detoxificacidn y la homeostasis redox. HO-1 es una proteina cuya sintesis se encuentra regulada por la via
Nrf2 y su presencia inhibe la via NF-kB. Los receptores TRPV1 y GPR55 tras su activacion inducen un
aumento en la concentracion citosdlica de Ca?*, por lo que su activacidn en este contexto podria contribuir
a un aumento en la endocitosis de LDLox, también aumentan la actividad de la quinasa IkK y ademas
inducen un aumento en la acumulacién de SR.

23



Sistema endocannabinoide

A partir del afio 1988 se comenzd a describir la red de sefializacidn y regulacion celular que se
conoce como el sistema endocannabinoide (SEC). Actualmente, el SEC es foco de investigacion
para el descubrimiento de blancos terapéuticos que podrian tener impacto en enfermedades
del sistema cardiovascular [90],[91], entre otras afectaciones relacionadas a la inflamacion [92—
95]. En este sentido, la caracterizacién quimica del principal componente psicoactivo del
cannabis, el A°-tetrahidrocannabinol (THC), en 1964 por Menchoulam & Gaoni [96], precedid el
camino a la identificacion de los primeros y mas abundantes receptores celulares que reconocen
cannabinoides [97]. En primer lugar, se identificd un receptor asociado a proteina G (GPR) que
interacciona con el THC, el receptor cannabinoide 1 (CB1), siendo abundante en el sistema
nervioso central (SNC) y responsable del efecto psicotrépico de este fitocannabinoide [98,99].
Posteriormente, se identificd un segundo receptor que reconoce cannabinoides (CB2), presente
mayoritariamente en células del sistema inmune [100]. En los afios siguientes se caracterizaron
los principales ligandos endégenos de CB1 y CB2, los endocannabinoides N-
araquidoniletanolamida o anandamida (AEA) [101] y 2-aradoquidonilglicerol (2-AG) [102], asi
como las enzimas involucradas en la biosintesis y degradacion de estos endocannabinoides
[103)[104] (Figura 7). Actualmente, con la identificaciéon de nuevos receptores, ligandos
enddgenos y variadas interacciones con vias de sefializacidn celular, la definicién del SEC esta en
continuo cambio [105], interaccionando con receptores celulares del tipo GPRs, receptores de
potencial transitorio (TRPs) y receptores de activados por la proliferacién de peroxisoma
(PPARs), entre otros, que son modulados por endocannabinoides o cannabinoides exdgenos de
origen natural o sintético.

Endocannabinoides

Los endocannabinoides se biosintetizan principalmente a partir del AA que es liberado de los
fosfolipidos de membrana [106], para formar amidas, aminas, ésteres o éteres que ejercen
potentes efectos moduladores de las funciones celulares, de manera autocrina y paracrina, a
través de la interaccion con los receptores CB1 y CB2, ademds de otros receptores
posteriormente descritos [107]. Los endocannabinoides actian como neuromoduladores en el
sistema nervioso [105] y regulan la respuesta inmune y el metabolismo energético, entre otros,
en tejidos periféricos [108]. La AEA y el 2-AG fueron los primeros en ser identificados como
agonistas de CB1 y CB2, posteriormente se identificaron otros endocananbinoides como la N-
araquidonildopamina (NADA), el éter de 2-araquidonilglicerii (2-AG éter), la O-
araquidoniletanolamina [109-111]. También se han identificado endocannabinoides
biosintentizados a partir de otros acidos grasos como el acido palmitico y el oleico [112] (Tabla
1).
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Figura 7. Representacion esquematica de las vias de sintesis y degradacion de los endocannabinoides
AEAYy 2-AG. Abreviaturas: NAT, N-aciltransferasa; NAPE-PLD: fosfolipasa D especifica de NAPE; ABHD6/12,
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hidrolizante de N-aciletanolamina; COX-2, ciclooxigenasa-2; LOX, lipoxigenasa; P450, monooxigenasas del

citocromo P450; PG-EA, prostaglandina-etanolamida; HETE-G, hidroxieicosatetraenoi glicerol. Tomado de

[113]

Tabla 1. Afinidad de endocannabinoides por CB1 y CB2

Kd (nM)
Ligando Referencias
CB1 CB2
AEA 89-252 371-581 [114,115]
2-AG 472-3423 1194-1400 [114,116]
2-AG éter 21 >3000 [117,118]
NADA 250 >10000 [119]
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Receptores de cannabinoides

Los receptores de cannabinoides mas estudiados son CB1 y CB2, se encuentran en la membrana
plasmatica y de organelos, ambas proteinas poseen 7 dominios transmembrana y presentan
44% de similitud en la secuencia aminoacidica [120]. Ambos receptores se acoplan a proteinas
G de clase Ay tras el reconocimiento de un ligando, se da el intercambio de guanina difosfato
(GDP) por GTP, liberandose asi las subunidades activas a y By que median la sefializacién
intracelular [121]. El receptor CB1 se encuentra principalmente en botones presinapticos de
neuronas, donde actian modulando la neurotransmisién, participando de varios procesos
neuroldgicos como la percepcidn del dolor, la cognicidn, la percepcidn del entorno y los circuitos
de recompensa en las adicciones [122]. CB1 también esta presente en menor medida en tejido
adiposo, cardiovascular e inmune, entre otros [123]. Los receptores CB2 se distribuyen
principalmente en células hematopoyéticas y del sistema inmune y su activacidén esta asociada
a una disminucion en la liberacion de mediadores proinflamatérios y generacion de especies
reactivas del oxigeno y nitrégeno [124]. También se encuentran receptores CB2 en la microglia
[125] y en células del endotelio vascular [126] y VSMC [127], entre otras.

CB1 y CB2 estdn principalmente acoplados a proteinas G con subunidades de tipo ai,y su
activacion lleva a la inhibicion de la adenilato ciclasa (AC), consecuentemente induciendo una
rapida bajada en los niveles de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) [128]. El AMPc es
necesario para la activacion de la proteina quinasa A (PKA) que activa por fosforilacion a la
proteina de unidn al elemento de respuesta al AMPc (CREB) [129]. En suma, la bajada en el AMPc
disminuye la expresion génica regulada por CREB y afecta la plasticidad neuronal [130] y la
respuesta inmune [131], entre otras funciones celulares relacionadas a la proliferacion y
diferenciacion celular. También existen reportes de acoplamiento de CB1 con proteinas Gas,
aunque con baja afinidad [111], sin embargo, la unién de algunos ligandos a CB1 logra ejercer
una estimulacién de la AC en células que expresan de manera heterdloga el receptor CB1
humano [132]. Ademas se ha reportado que la uniéon de CB1 con un cannabinoide sintético
genera la activaciéon de proteinas Gaog [133], llevando al aumento de Ca?* intracelular por la
activacion de la fosfolipasa C (PLC) [134]. Por otro lado, La activacién de CB1 y CB2 también
provoca la liberacién de la subunidad By de la proteina G [135], que media la inhibicion de
canales de Ca?* [136] y una modulacidn de p42/p44 MAPK a través de la activacién de la quinasa
que produce 3-4-5-fosfatidilinositoltrifosfato (PIPsK) y consecuente activacién de la proteina
quinasa B (PKB) [137], ademas de la PLC [138]. Mas recientemente, se ha descrito que la
sefializacion y el trafico celular de CB1 y CB2 se encuentran regulado por interacciones con -
arrestina 1/2 [139] y otras proteinas moduladoras, como la proteina adaptadora 3 (AP3) y la
proteina de clasificacién asociada a receptores de proteinas G 1 (GASP1) [140].

Otros receptores de cannabinoides

Actualmente se conocen otros GPRs que son modulados por cannabinoides, como GPR55 [141]
y otros mas recientemente identificados y menos estudiados como GPR18 [142] y GPR119 [143].
GPR55 es activado por endocannabinoides como AEAy 2-AG y el fitocannabinoide THC, mientras
que el cannabidiol (CBD) actla como antagonista [144]. Sin embargo, GPR55 parece
interaccionar mas eficientemente con lisofosfolipidos enddgenos, productos de la hidrdlisis de
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fosfolipidos de membrana por las enzimas PLA1/2, como el lisofosfatidiltidilinositol (LPI) [145] o
la lisofosfatidilcolina (LPC) [146], por esto y por la baja homologia con CB1/2 (<15%) [147], se
considera que los lisofosfolipidos son los sustratos enddgenos principales de este receptor. La
activacion de GPR55 lleva a un aumento en el Ca? intracelular, mediado por la accién de la PLC
que libera diacilglicerol (DAG) e 3-4-5-inositoltrifosfato (IPs) [148]. El DAG es capaz de unirse y
activar a varias proteina quinasas como la Cy D (PKC y PKD) [149], mientras que el IP3 liberado
es reconocido por receptores especificos (IPsR) ubicados en el reticulo endoplasmico (RE), que
al ser activados permiten el pasaje de Ca®* del RE al citosol [150]. Por otro lado, GPR55 se
encuentra principalmente acoplado a proteinas G con subunidades ai; y su activacidn esta
fuertemente relacionada a la remodelacion del esqueleto de actina a través de la activacion de
quinasas como MAPK y JNK1/2 [151]. La activacién de o4, cobra particular relevancia en la
formacién dindmica de proyecciones membranosas ricas en filamentos de actina (F-actina), con
implicancias en procesos cémo en la adhesién, migracion y proliferacién celular [152].

Otro tipo de receptores que han mostrado interacciones con cannabinoides tanto endégenos
como derivados del cannabis, son algunos miembros de la familia de receptores de potencial
transitorio (TRP), que actlan como canales idnicos por un corto periodo de tiempo tras su
activacion frente a diversos estimulos en la membrana citoplasmatica [153], también participan
en la dindmica endosomal y lisosomal [154]. Dentro de los TRP, el primer receptor descrito de
la subfamilia de receptores de unién a vainilloides es el de tipo 1 (TRPV1) y es sensible al pH, a
altas temperatura (>42°C) y ademas, a determinados ligandos con estructuras quimicas tipo
vainillina, como la capsaicina presente en los ajies picantes [155]. TRPV1 también es activado
por fitocannabinoides como el CBD y su precursor, el acido cannabidiolico (CBDA) [156] o
endocannabinoides como la AEA [157] y el 2-AG [158]. Estas moléculas logran insertarse en la
membrana plasmatica y alteran la conformacién de los dominios transmembrana del receptor,
repercutiendo de esta manera, en la formacién del canal idnico [159]. La activacion de los TRP
produce un cambio conformacional que genera un canal de cationes inespecifico, lo que
produce una despolarizacién de la membrana y una consecuente activacién de canales de Ca%*
dependientes de voltaje (CaV), induciendo un aumento en el Ca? intracelular [160]. En el caso
de los TRPV, se reporta una mayor permeabilidad por los iones Ca?* frente a los de Na*:
aproximadamente 6 veces mas para TRPV4, 10 veces mas para TRPV1 [161] e incluso una
selectividad >100 veces por Ca%* como sucede con TRPV5/6 [162]. Esto les sugiere a los TRPV un
vinculo alin mas estrecho con la transducciones de sefiales celulares tanto en tejidos del sistema
nervioso [163] como en el sistema inmune [164]. Asimismo, se conoce de la interaccion de
distintos fitocannabinoides con otros receptores TRPV, como el TRPV2 que es activado por CBD
y THC [165], asi como TRPV3/4 que ademas son activados por otros fitocannabinoides menos
abundantes [166]. Incluso se conoce de la interaccion de fitocannabinoides con otros tipos de
TRP [167], como el caso de TRPA1 que tienen 14 motivos ankyrina en su extremo N-terminal,
censa bajas temperaturas (<17°C) [168] y es activado por el THC y por moléculas altamente
reactivas como los isotiocianatos presentes en el rizoma del wasabi y los granos de mostaza,
también el aldehido cindmico presente en la canela [169]. Otro ejemplo es el TRP relacionado a
melastatina 8 (TRPMS8) que también censa bajas temperaturas (<23°C) [170] y es activado por el
THC y el principal monoterpéno volatil presente en la menta, el (-)-mentol [171].
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Fitocannabinoides

En 1940 se describié un grupo de metabolitos secundarios terpenofendlicos presentesO
Cannabis sativa, actualmente conocidos como fitocannabinoides [172]. Posteriormente, se
logré aislar y elucidar la estructura del THC [173]. Actualmente se han encontrado mds de 120
fitocannabinoides en ejemplares de Cannabis sativa [174], siendo el &cido A°-
tetrahidrocannabindlico (THCA) y el acido cannabididlico (CBDA) los mas abundantes en el
material vegetal fresco. La principal ruta biosintética de fitocannabinoides parte de un
isoprenoide, el geranil pirofosfato (GPP) y del acido olivetdlico (Figura 8). El producto de la
decarboxilacion del THCA, el THC, posee efectos psicoactivos debido a su accién agonistica al
unirse a CB1 con alta afinidad (Tabla 2) [175]. Esta caracteristica del THC ha limitado su uso
medicinal. Sin embargo, se ha demostrado que el THC tiene potencial uso en la regulacion del
dolor [176], asi como propiedades antiinflamatorias [177]. Por otro lado, el CBD, que se deriva
del CBDA y se encuentra principalmente en variedades de cafiamo (histéricamente utilizado
para fines industriales), no es psicoactivo ya que actia como antagonista de CB1. Por su parte
el CBD, ha sido objeto de intensa investigacidon debido a sus propiedades antiinflamatorias,
analgésicas, ansioliticas y antitumorales [178,179]. Los acidos de cannbinoides (e.g. CBDA y
THCA) tampoco son psicoactivos y presentan gran potencial farmacolégico [180,181]. Otros
cannabinoides minoritarios como el cannabigerol (CBG), cannabicromeno (CBC), cannabidivarin
(CBDV) y sus precursores acidos no son psicoactivos y también presentan la capacidad de
modular receptores de cannabinoides, TRPs y PPARs entre otros [182]. Incluso, la combinacién
de cannabinoides parece ser mas efectiva que el uso individual para limitar la produccién de
citoquinas in vivo, seglin reporta una reciente revision sistematica de estudios preclinicos [183].
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Tabla 2. Afinidad de fitocannabinoides por CB1 y CB2

Kd (nM) Referencias
Ligando
CB1 CB2

AS-THC 18-41 36-42 [115,184]
A°-THCA 1292 1650 [184]
AB-THC 78 12 [184]

CBN 75-308 73-96 [115,184]
CBDA 626 813 [185]
CBD 4350 2860 [115]
CBV 565 4780 [184]
CBDV 503 3970 [184]
CBG 3090 2919 [184]
CBGA 4526 >10000 [184]

Cannabinoides y aterosclerosis

Existen solidas evidencias de la vinculacidon del sistema endocannabinoide con la fisiologia
cardiovascular. Por ejemplo, la sintesis de CB1 se encontré aumentada en placas
aterosclerdticas coronarias de pacientes con ECV. Ademds se observd un incremento en la
concentracién de los principales endocannabinoides (AEA y 2-AG) en muestras de
arterioctomias coronarias y en plasma de pacientes con aterosclerosis [186].

Notablemente, existen varios reportes del efecto protector de agonistas de CB2 en modelos
animales de dafio generado por isquemia/reperfusidn, observandose una disminucion en la
inflamacién y el dafio en los tejidos, debiéndose a una menor activacidon de las células
endoteliales y una menor migracién de células inflamatorias [187], asi como una proteccién a la
exposicién a H,0; in vitro [188]. El THC ha mostrado efectos ateroprotectores, como se reporta
en [189], donde el tratamiento con este fitocannabinoide detuvo el desarrollo de la placa de
ateromay la quimiotaxis de macréfagos en ratones ApoE”", efecto que fue abolido por el uso de
un antagonista especifico de CB2. Asimismo, se ha reportado que en células endoteliales
tratadas con TNFa, la activacion de CB2 disminuye la adhesién y quimiotaxis de los neutroéfilos
[126]. Ademas, la activacion de CB2 detiene la proliferacién y migracion de VSMC humanas
estimuladas con TNFa, segun se reporta en [127].

El papel de CB1 en aterosclerosis es mas controversial, ya que existen evidencias que sugieren
efectos tanto pro como antiateroscleréticos de la activacion de este receptor. El rimonabant, un
agonista inverso de CB1, ha demostrado reducir las lesiones y disminuir la liberacion de
citoquinas en un modelo murino de aterosclerosis [190], mientras que la inhibicién del CB1
disminuye la produccion de citoquinas inflamatorias en macréfagos en cultivo [186,191]. La
sobreactivaciéon de CB1 en células endoteliales de arterias coronarias humanas indujo la

29



produccién de especies reactivas de oxigeno, la activacion de la via de la MAPK vy
consecuentemente la muerte celular [192].

Por otro lado, los cannabinoides interactian con varios TRPs, tomando particular importancia
TRPV1, ya que estd involucrado en la regulacién de la sefializacién mediada por Ca?* [193] y
modula vias de sefialzacion relacionadas con el desarrollo de la placa aterosclerética. Se ha
reportado que en un modelo murino de aterosclerosis, un agonista especifico de TRPV1
disminuyd las lesiones adrticas y redujo la acumulacion de lipidos en las VSMC in vitro [194].
Otro grupo reportd la inhibicién de la formacién de células espumosas en VSMC expuestas a
LDLox, inducida por la activacién de TRPV1 a través de la induccidn de la autofagia [195].

Existe evidencia que respalda el uso de fitocannabinoides para contener la inflamacion crénica
[196], pudiendo ser de particular interés en aterosclerosis [197]. Sin embargo, se desconoce la
totalidad de mecanismos moleculares subyacentes a las propiedades pro y antiaterogénicas de
los cannabinoides que se observan en los distintos tipos celulares, asi como la contribucién de
los distintos receptores de cannabinoides clasicos, no cldsicos y otros receptores que
interactlan con cannabinoides o componentes del SEC. De esta manera, basado en las
propiedades inmunomoduladoras y antioxidantes, surge el interés de evaluar el potencial de
fitocannabinoides como herramientas farmacolégicas para limitar el avance de la
ateroesclerosis.
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2. Hipoétesis

Los cannabinoides y extractos enriquecidos en estos, tienen potencial uso para el tratamiento

y/o prevencién de la ateroesclerosis.
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3. Objetivos

Objetivo general

Evaluar el potencial antiaterogénico in-vitro de extractos de Cannabis sativa, analizando la
influencia de distintos preparados y de fitocannabinoides predominantes en los extractos sobre
los principales eventos que llevan al desarrollo de la placa de ateroma: 1. la modificacidon
oxidativa de la LDL, 2. el reconocimiento e internalizacién de esta lipoproteina modificada por
macrofagos, 3. la activacion de los macréfagos que lleva a la instauracion de un proceso
inflamatorio, consistente con la activacién de la via NF-kB y la generacion de citoquinas
proinflamatorias.

Objetivos especificos

1. Determinar la capacidad de prevenir la oxidacién de LDL mediada por Cu?* de extractos
de Cannabis sativa, preparados a partir de inflorescencias con diferente grado de
maduracién y composicion relativa de cannabinoides.

2. Evaluar la capacidad de los cannabinoides de inhibir la generacién de células espumosas
por macrofagos expuestos a LDLox.

3. Explorar el efecto de los extractos sobre la polarizacién macrofagica inducida por LDLox
y LPS/INF-y.

Estrategia experimental

En primer lugar, partiendo de tres variedades de Cannabis sativa, se tomaron muestras frescas
a tres tiempos distintos de maduracidén, ademds de una muestra seca, y se generaron cuatro
extractos correspondientes para cada variedad. A estos extractos se le determind el contenido
de cannabinoides mediante 'H-RMN vy se les evalud la capacidad de inhibir lipoperoxidacion de
LDL iniciada por Cu?.

En segunda instancia, se elaboraron extractos de tres muestras de Cannabis sativa con
quimiotipos distintos, determinados por UPLC y se midi6 la capacidad de los preparados de
inhibir la oxidacién de LDL mediada por Cu?. A continuacidn, se evalué la capacidad de estos
extractos de inhibir la internalizacidon de LDLox y consecuente transformacién de macréfagos
J774.1 en células espumosas, empleando microscopia confocal y espectroscopia de
fluorescencia. Se explord la participacién de receptores del SEC en el efecto de los extractos,
utilizando antagonistas y agonistas especificos de los receptores CB1, CB2, GPR55, TRPV1 y
TRPV4. Ademas, se explord por inmunodeteccidn el efecto de los extractos sobre la acumulacién
de receptores scavenger, la activacion de la via NF-kB vy, sobre la activacién de la respuesta
modulada por ARE a través de la via Nrf2. Asimismo, se probd la accidn de los extractos sobre la
activacion macrofagica inducida por LPS/INF-y, analizando A) la acumulacién relativa de la
citoquina prolL-1B por inmunodeteccidn y B) la acumulacion relativa de la enzima NOS2 por
inmunodeteccién y cuantificacién de NO,” generado como indicador de la produccién de NO.
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4. Materiales y métodos

Reactivos

Todos reactivos y materiales fueron comprados de Sigma-Aldrich™, a menos que se especifique
lo contrario.

Fitocannabinoiodes y ligandos del SEC

Los estandares de referencia de cannabinoides (> 97% pureza) A8-tetrahidrocannabinol (A8-
THC), cannabidivarin (CBDV), 4cido cannabigerdlico (CBGA), cannabigerol (CBG),
cannabicromeno (CBC) y cannabinol (CBN) fueron comprados de Merck KGaA™. El Acido A°-
tetrahidrocannabindlico (THCA), &cido cannabididlico (CBDA) (> 92% pureza), A°-
tetrahidrocannabinol (THC) y cannabidiol (CBD) (= 98% pureza) fueron comprados de Echo
Pharmaceuticals™. Las partes florales de Cannabis sativa fueron proporcionadas por un club de
cannabis nacional registrado (#42) con sede en Montevideo, a excepcion de la muestra de
cafiamo (E3) que fue proporcionada por International Cannabis Corporation™.

Se emplearon los siguientes ligandos de los receptores de cannabinoides: el antagonista de CB1
1-(2,4-Diclorofenil)-5-(4-iodofenil)-4-metil-N-1-piperidinil-1H-pirazol-3-carboxamida (AM251) y

el antagonista de CB2 6-lodo-2-metil-1-[2-(4-morfolin)etil]-1H-indol-3-il](4-
metoxifenil)metanona (AM630) (Santa Cruz Biotechnology™), el antagonista del TRPV1 2E-N-
(2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-il)-3-[4-(1,1-dimetiletil)fenil]-2-Propenamida (AMG9810)

(ABCAM), el agonista de TRPV1 8-metil-N-vanillil-6-nonenamida o capsaicina (ABCAM), el
antagonista de GPR55 4cido 4-[4,6-dihidro-4-(3-hidroxifenil)-3-(4-metilfenil)-6-oxopirrolo[3,4-
c]pirazol-5(1H)-illbenzoico (CID16020046), el agonista de GPR55 3-[[4-(2,3-dimetilfenil)-1-
piperazinil]carbonil]-N,N-dimetil-4-(1-pirrolidinil)benzenesulfonamida (ML184), el antagonista
de TRPV4 2-metil-1-(3-morfolin-4-il-propil)-5-feil-N-[3-(trifluorometil)fenil]pyrrol-3-
carboxamida (HC067047), el agonista de TRPV4 N-[(1S)-1-[[4-[(2S)-2-[[(2,4-diclorofenil)
sulfonillamina]-3-hidroxi-1-oxopropil]-1-piperazinil]carbonil]-3-metilbutil]benzo[b]thiofeno-2-
carboxamida (GSK1016790A), el endocannabinoide y agonista de CB1 y CB2 N-
araquidonoiletanolamina o anandamida (AEA) (Santa Cruz Biotechnology™).

Obtencion y caracterizacion de extractos de Cannabis sativa
Muestreo #1 y generacion de extractos

Se colectaron muestras frescas de partes florales pistiladas, a diferentes tiempos durante el final
del periodo de floracién de tres variedades estables de Cannabis sativa, denominados SB, EC y
Mag. La recoleccion de muestras se realizd en 3 ocasiones, con un periodo de 5 dias entre la
primera y la segunda recoleccién, y 10 dias entre la segunda y la tercera recoleccién (cosecha
final). También se obtuvo una cuarta muestra de partes florales secas (4), 30 dias después de la
cosecha. Se realizaron extractos de muestras duplicadas (1 g cada una) por maceracion dindmica
durante 20 minutos en CHCI; dos veces con cambio de solvente. El solvente se removié mediante
un evaporador rotatorio y los extractos obtenidos se almacenaron a -80°C.
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Los rendimientos de extraccidn se calcularon como el porcentaje de masa de lo extraido sobre
la masa inicial de material vegetal, como se expresa en la Ec. 1

Ec. 4: Rendimiento (%) = ——=xtarcto_y 100

Mmat.vegetal

Anilisis de cannabinoides por 'H-RMN

Los extractos de la primera serie de muestras fueron analizados por resonancia magnética
nuclear de protén (*H-RMN), brevemente: 20 mg de los extractos SB, EC o Mag se disolvieron en
cloroformo deuterado (CDCls), agregando tetrametilsilano (TMS) 250 mM como estandar
interno para la cuantificacion de los cannabinoides detectados. Los espectros se adquirieron con
un equipo DPX 400 MHz (Bruker™), realizando 64 barridos, adquiriendo por 10 minutos y 26
segundos con los siguientes parametros: 0.16 Hz/point, ancho de pulso (PW) =30 °(11.3 ms) y
tiempo de relajacion (RD) = 1.5 s [198]. Los espectros fueron analizados con el programa
MestreNova (Version 6.0.2-5475, Mestrelab™) donde se determinaron sefiales
correspondientes a hidrédgenos de los cannabinoides presentes, ademas la sefial del estandar de
concentracidn conocida.

Muestreo #2 y generacion de extractos

Se obtuvieron muestras secas de tres variedades estables de Cannabis sativa que presentan
quimiotipos con diferentes contenidos relativos de cannabinoides: E1 (THC dominante), E2
(intermedio) y E3 (CBD dominante). Se realizaron extractos por quintuplicado (1 g cada una) por
maceracion dinamica durante 20 minutos (2 veces) MeOH:CHCls (9:1), segun recomienda la
American Herbal Pharmacopeia para caracterizacion y cuantificacion de fitocannabinoides
[199]. Los extractos obtenidos se llevaron a sequedad con el uso de un evaporador rotatorio y
se almacenaron a -80°C. Los rendimientos de extraccién de calcularon a partir de la Ec. 4.

Anadlisis de cannabinoides por UPLC-DAD

Los extractos de la segunda serie fueron analizados por cromatografia liquida de ultra
performance (UPLC) de la siguiente manera: se disolvieron 100 mg de extracto (E1, E2 y E3) en
acetonitrilo, luego fueron sometido a sonicacidn, se pasaron a través de filtro de 0.2 um y se
almacenaron en viales sellados. Para el andlisis se utilizd un equipo Nexera (Shimadzu™)
equipado con detector DAD (SPD-M30A), horno de columna (CTO-20A) y sampler automatico
(SIL-30A), los cromatogramas fueron adquiridos utilizando el software LabSolutions (version
5.52 SP2, Shimadzu™). La absorbancia se monitorizé a 270 nm y las sefiales en el DAD se
adquirieron en el rango de 190-800 nm. Las muestras (3 pL) se inyectaron en una columna de
fase reversa C18 (1.6 um, 2.1 mm x 100 mm, CORTECS UPLC, Waters™) con C18 Security-Guard
Ultra (AJO-8782, Phenomenex™), controlando la temperatura de la columna a 30 £ 0.2 °C. La
elucidn se realizé a 0.3 mL/min, con una fase mévil que consiste en sol. A) 50 mM de formiato
de amonio con 10% de acetonitrilo (v/v) pH 3.75 y sol. B) acetonitrilo con 0.1% de acido férmico
(m/v). Para lograr la correcta separacion de los diez estandares de fitocannabinoides, se
establecié un gradiente en rampa con una caida abrupta cerca del final: comenzé con 55% de
sol. B, aumentando al 90% de B en 8 minutos y volviendo a las condiciones iniciales a los 8.01
minutos para reequilibrarse durante 2 minutos mas. La concentracidn de los diferentes
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fitocannabinoides se calculd a partir de curvas de calibracién realizadas en paralelo, utilizando
concentraciones en el rango de 10 a 90 pug/mL de los estandares.

Ensayo de oxidacion de LDL
Aislamiento de LDL humana

El plasma humano se obtuvo a partir de sangre donada voluntariamente en el Departamento de
Hematologia del Hospital de Clinicas, Universidad de la Republica, los procedimientos se llevaron
a cabo de acuerdo con la Declaracién de Helsinki y fueron aprobados por el Comité de Etica
Institucional. Cada donante de sangre fue informado de su derecho a participar, la relevancia de
la investigacion y la proteccién de la informacidon personal y firmé un consentimiento.

La LDL se aislo a partir de plasma humano utilizando un procedimiento ya publicado [200] y
adaptado [201] que consta de una ultracentrifugacién en vertical, con gradiente de densidad.
Brevemente, las muestras de plasma humano se mezclaron con KBr (0.28 g/mL) para llevarlo a
densidad = 1.20 g/mL vy se colocaron en tubos de ultracentrifuga, con rotor de angulo fijo, hasta
aproximadamente 30% de su volumen, el restante se completd con una solucién de NaCl 0.15
M (1.01 g/mL), afiadida lentamente para generar 2 fases bien definidas para luego poder formar
el gradiente de densidad. Las muestras se centrifugaron a 300.000 g durante 90 minutos a 4°C,
empleando una ultracentrifuga Sorvall WX-80 (Thermo Fisher™). Se recolectd la fraccion
enriquecida en LDL que se ve naranja por la presencia de carotenoides y aparece en el centro
del gradiente (LDL 1.02-1.06 g/mL) [202]. La fraccién colectada se dializd a 4°C contra
amortiguador fosfato salino (PBS) pH 7.4 para eliminar el KBr. La concentracidn de proteina de
lafraccién de LDL se determind a 280 nm utilizando el coeficiente de extincion (&) de la ApoB100:
1 (mg/mL)t.cm?, segun se reporta en [203].

Lipoperoxidacion de LDL in vitro

La LDL aislada previamente, se sometié a oxidacién inducida por Cu?* y la formacién de dienos
conjugados se siguid espectrofotométricamente a 234 nm, como se describe en [204], utilizando
un espectofotdmetro Cary UV-Vis (Agilent Technologies™). La cinética de la oxidacion de LDL por
Cu? permite estudiar los cambios en la fase de iniciacion (tiempo de latencia) y la fase de
propagacion que crece exponencialmente. De esta manera se realizaron incubaciones de LDL
(0.1 mg/mL) con CuSO4 (50 uM) a 37°C en una solucidén amortiguadora de fosfato 100 mM pH
7.4 en presencia de vehiculo (DMSO 0.2 %) o concentraciones crecientes de extractos de
cannabis de la serie muestral #1 (0.5-5 pg/mL) o extractos de la serie #2 (0.5-3.5 pg/mL), o los
cannabinoides aislados THCA, THC, CBDA y CBD (0.065-1.25 pg/mL). Los datos obtenidos se
ajustaron a la siguiente funcién sigmoidea:

A1+(42—-41)
1+ 10((logDE50—log(concentracién)s)

Ec. 5: AB'5234nm =

Donde A; y A, representan la absorcién minima y maxima, respectivamente; mientras que la
dosis efectiva 50 (DEso) se obtuvo a partir del punto de inflexién y S de la pendiente de la fase
de propagacion. La latencia (Lat) se midié como el tiempo desde la adicion del oxidante hasta
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que la absorcién alcanzé el 10% de la amplitud total (Az- A1). Por un lado, se calculd el cociente
de latencias como la relacién entre la duracidn de la fase de iniciacidon en presencia (Late) y
ausencia (Lato) de extractos o cannabinoides. Este cociente se graficd en funcién de los pg de
compuesto agregado, la pendiente de esta recta se consideré como la capacidad antioxidante
(CA) por pg de extracto:

Late

Ec.6: CA/uge = ﬁ

Por otro lado, la capacidad para interrumpir las cadenas de reaccion durante la fase de
propagacion, denominada aqui como Proteccién, se calculé a partir de la relacidon entre la
pendiente de la fase de propagacion obtenida en presencia de extracto (Se) o cannabinoides y
en ausencia de estos (So) expresado como porcentaje:

Ec. 7: Proteccion (%) = 100 — %x 100
0

Posteriormente se determind la Clso de la propagacion, para cada compuesto a partir del ajuste
sigmoideo de la curva dosis-respuesta normalizada de la Proteccién vs. Logaritmo de la
concentracién (Ec. 5). La estimacidn precisa de las Clso se vio afectada por la prolongacion de la
fase de latencia a altas concentraciones de tratamientos, lo que obligd a realizar los
experimentos a 37°C hasta un maximo de 4 h para evitar evaporacion y oxidacidon no controlada.
Por este motivo se reportan las Clso con sus intervalos de confianza de 95 %.

100

. .z 0 _
Ec. 8: Proteccion (A)) - 1+10(ogCIsg-log(concentracién)) pend. Hill)

Oxidaciéon y marcado fluorescente de LDL

La LDL aislada fue sometida a una oxidacién suave iniciada por Cu?*y posteriormente etiquetada
con la sonda fluorescente lipofilica (2Z)-2-[(E)-3-(3.3-dimetil-1-octadecilindol-1-il-2-il)prop-2-
enilideno]-3.3-dimetil-1-octadecilindol (Dil) (AnaSpec™). En resumen, la LDL (3 mg/mL) fue
dializada en PBS pH 7.4 con CuSO;20 uM a 25°C durante 4 h, en agitacién y oscuridad. La
oxidacion se detuvo cambiando la solucidn de dialisis a PBS con el quelante DTPA 1 mM durante
18 h con dos cambios de solucidn de dialisis adicionales. Obtenida la LDL con bajo grado de
oxidacidn (LDLox), se le agregd BHT 0.02% (m/v) para prevenir su oxidacidn posterior.

El grado de oxidacion de LDLox fue determinado por su contenido de MDA a través de la técnica
TBARS y de manera cualitativa se analizd el aumento de absorbancia a 234 nm, indicativo de la
aparicion de dienos conjugados. Ademas, se analizd el cambio en la movilidad electroforética
debido a la oxidacién de la porciéon proteica de la LDL [205].

Para obtener la LDL o LDLox marcada con Dil, estas se incubaron con 50 pL de Dil (3 mg/mL en
DMSO) por mg de proteina de LDL durante 18 h en oscuridad a 37°C sin presencia de oxigeno.
El complejo LDLox-Dil se centrifugd a 22.000 g durante 1 h a 4°C para eliminar el exceso de sonda
no unida y se dializé contra PBS con 0.1 mM de DTPA. La incorporacion de la sonda fluorescente
en la LDLox se corrobord mediante espectroscopia UV-Vis.
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Las muestras de LDL, LDL-Dil, LDLox y LDLox-Dil fueron esterilizadas por filtraciéon (0.2 um) y
almacenadas a 4°C en la oscuridad, durante un maximo de 3 semanas en viales sellados
burbujeados con argén.

Anadlisis del grado de oxidacidn lipidica por TBARS

Se cuantificé el contenido del producto de oxidacién lipidica MDA, presente en LDL y LDLox
utilizando la técnica TBARS [206], donde el acido 2-tiobarbiturico (TBA) reacciona con el MDA
presente y forma un compuesto fluorescente que permite su cuantificacién utilizando una curva
de calibraciéon adecuada. En resumen, LDL u LDLox se hizo reaccionar con el doble de volumen
de TBA 0.375% y HCI 0.25 M en bafio de agua a ebullicién por 15 min. Se registro la fluorescencia,
con Aex=530y Aem =550 nm. Si bien la técnica TBARS presenta varias limitaciones, como ser baja
especificidad y sensibilidad [207], y la deteccion fluorimétrica en fluidos bioldgicos no esta
recomendada, en este trabajo se utilizard con el fin de obtener una medida relativa del grado
de lipoperoxidacion asumiendo que lo Unico que reacciona con TBA, es el MDA presente en las
muestras.

Analisis del grado de oxidacidn proteica por Electroforesis nativa

Para evidenciar la oxidacién proteica de la LDL se realizd una separacién electroforética, en
condiciones nativas, en gel de agarosa 0.5% (m/v). Se sembraron 10 pg de LDL u LDLox y se
sometieron a un campo eléctrico de 90 V por 150 min. Posteriormente se revelé con Coomasie-
coloidal®.

Cultivo celular

Células J774.1

La linea de células tipo macréfagos de ratén, J774.1 (ATCC-TIB-67) se mantuvo, no mas de 15
pasajes luego de descongeladas, en estufa a 37°C con CO, 5%, en medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) con alto contenido de glucosa (4.5 g/L), glutamina (4 mM) y piruvato de sodio
(110 mg/L) (Gibco™). EIl DMEM se suplementd con penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100
mg/L) y suero fetal bovino (SFB, Gibco™) inactivado por calor (10%). Los ensayos se realizaron
siempre con las células en semi-confluencia, sembradas 24 h antes a menos de que se indique
lo contrario.

Células THP-1

La linea de celular de monocitos humanos, THP-1 (ATCC-TIB-202) se mantuvo, no mas de 8
pasajes luego de descongeladas, en estufa a 37°C con CO; 5% en medio Roswell Park Memorial
Institute 1640 (RPMI) con alto contenido de glucosa (4.5 g/L), glutamina (4 mM) y piruvato de
sodio (110 mg/L) (Gibco™). El RPMI se suplementd con penicilina (100 U/mL), estreptomicina
(100 mg/L) y SFB inactivado por calor (10%). Los ensayos se realizaron siempre con las células
en semi-confluencia, diferenciadas a células tipo macréfago con forbol-12-miristato-13-acetato
(PMA, 100 nM) por 72 h, con 24 hs posteriores de recuperacién en medio completo.
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Anilisis por microscopia de fluorescencia de la formacién de células espumosas

Células J774.1 (5x10° cél/ml) se sembraron y cultivaron en portaobjetos impresos con teflén
(Paul Marienfeld GmbH & Co. KG™) durante 48 horas hasta alcanzar semiconfluencia. Luego, las
células se incubaron en ausencia y presencia de concentraciones crecientes (5-20 pug/mL) de los
extractos, después de una hora de incubacidn, se agregd LDLox-Dil (10 pug/mL) y se incubd
durante 4 horas a 37°C, 5% de CO,. Finalmente, las células se lavaron dos veces con PBS-BSA 5%
y una vez mas con PBS, luego se fijaron con paraformaldehido 2.5% en solucién amortiguadora
compuesta de PIPES 60 mM, HEPES 25 mM, EGTA 10 mM y MgCl; 2 mM, pH 7.2 (PHEM), a 4°C
durante 10 minutos, seguido de un paso de permeabilizacién con PHEM que contiene TX100
0.1% durante 10 minutos. A continuacidn, los nucleos se tifieron con DAPI y las células se lavaron
con PHEM dos veces mas. Se utilizé un microscopio confocal laser de barrido LSM ZEISS 800
(Zeiss Microscopy™). Se usaron 2 canales con filtros a 700 nm y 535 nm, y el analisis de la sefial
se realizé con el software ZEN Blue 2.3 (Zeiss Microscopy™). Las imagenes se generaron a partir
del apilamiento de diez planos focales (0.25 um c/u). Se evaluaron 100 células de ocho campos
diferentes en cada condicidon y la intensidad de fluorescencia se normalizd con el area
citoplasmatica (I/A). Los resultados se expresaron como el porcentaje de I/A obtenido con los
tratamientos en comparacion con el control incubado con vehiculo (0.2% DMSO).

Analisis por espectroscopia de fluorescencia de la Internalizacién de LDLox

Se desarrollé un método cuantitativo para evaluar la captura intracelular de LDLox-Dil mediante
modificaciones de una técnica ya publicada [208]. Las células J774.1 (2.5x10° cél/mL) se
incubaron en placas de 6 pocillos con los distintos tratamientos: extractos E1, E2 y E3 (0.1-15
ug/mL); fitocannabinoides THCA, THC, CBDA y CBD (0.1-5 pg/mL); endocannabinoide AEA
(0.001-125 uM) y LDLox-Dil (10 pg/mL) durante 24 horas a 37°C, CO; 5%. Inmediatamente
después, las células se lavaron con PBS, luego con PBS pH 3 y nuevamente con PBS para eliminar
el complejo LDLox-Dil no internalizado. Las células se rasparon y recolectaron en PBS-TX100 1%,
se centrifugaron dos veces a 22.000 g durante 30 min a 4°C. La concentracion de proteina se
determind con el kit colorimétrico BCA (Merck & Co™), utilizando el lector de placas Varioskan
Flash (Thermo Fisher™) a 562 nm. La fluorescencia se midié en un espectrofluorimetro FP-8200
(JASCO™). Luego de realizar barridos de excitacion y emision, se seleccionaron Aex = 540 nm y
Aem = 564 nm ya que la sefal obtenida no presenta interferencias y muestra una buena
correlacién con la concentracidon de LDLox-Dil. La sefial fluorescente obtenida de las células
expuestas a LDLox en presencia de los tratamientos se corrigié por el contenido de proteina,
como analogo a la cantidad de células y se normalizé a la condicién con solo vehiculo (0.2% de
DMSO). Se determinaron las DEso para los extractos y fitocannabinoides aislados graficando el
logaritmo de la concentracion vs. respuesta normalizada, utilizando la siguiente ecuacion (Ec.
9):

100
(logDE5g—log(concentracién)) pend. Hill)

Ec.9: LDLox — Dilint. (%) =
1+10(
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Efecto de antagonistas y agonistas del SEC sobre la internalizacion de LDLox

Las células J774.1 fueron tratadas por 6 y 24 hs con LDLox-Dil (10 ug/mL) y extractos a dosis
~DE7o, E1 (2 pg/mL), E2 y E3 (5 pg/mL), ademas de antagonistas de los receptores CB1y CB2 y
antagonistas y agonistas de los receptores GPR55, TRPV1 y TRPV4: antagonista de CB1 AM251
3.5 uM, antagonista de CB2 AM630 3.5 uM, antagonista de GPR55 CID16020046 8 uM,
antagonista de TRPV1 AMG9810 5 uM, antagonistas de TRPV4 HC067047 10 uM, agonista de
GPR55 ML184 10 uM, agonista de TRPV1 capsaicina 50 uM, agonista de TRPV4 GSK1016792A
10 uM. Las muestras fueron procesadas como se detalla en el punto anterior y se obtuvo un
valor de sefial fluorescente corregida por el contenido de proteina, que se normalizé a la
condicién con vehiculo, 0.2% DMSO en todos los casos, salvo para CID16020046A y ML184
donde se requirid utilizar 0.4% DMSO.

Efecto de quelantes de Ca**intra y extracelulares sobre la internalizacién de LDLox

Para reducir el Ca®* intracelular, se incubaron las células J774.1 en semi-confluencia por 30
minutos con BAPTA-AM 5-20 uM a 37°C. Luego las células se incubaron por 30 minutos mds a
temperatura ambiente y posteriormente fueron lavadas tres veces con PBS. Una vez cargadas
las células con el quelante de Ca?*, se incubaron por 6 h con LDLox (10 pug/mL). Para eliminar el
Ca?* extracelular, se agregd EGTA 4 mM al medio de cultivo y se procedié a incubar las células
J774.1 por 6 h con LDLox, como se describidé previamente.

Ensayo de citotoxicidad

La viabilidad celular se determiné mediante la reduccion de MTT (Merck & Co™) a formazan. Las
células en semiconfluencia se incubaron en DMEM con concentraciones en aumento de
extractos (1-40 pg/mL), fitocannabinoides (1-10 pug/mL), el endocannabinoide AEA (0.001-125
KUM) o vehiculo (0.2% de DMSO) durante al menos 24 horas a 37°C. Los compuestos AM251,
AM®630, AMG, Cap, ML, CID, HC y GSK se testearon al menos a la concentracién maxima utilizada
en los demas ensayos para descartar citotoxicidad. El medio se reemplazé con DMEM + MTT
(0.1 mg/mL) y las células se incubaron a 37°C durante 4 horas. Después de retirar el medio, los
cristales de formazan se disolvieron en DMSO y se midié la absorbancia utilizando el lector de
placas Varioskan a 560 nm. Los resultados se normalizaron con respecto a la condicién con solo
vehiculo y se realizaron ajustes a la respuesta normalizada de la dosis expresada en logaritmo,
como se describid antes, para determinar la dosis letal al 50% (DLso).

100
(logDLgg—log(concentracién)) pend. Hill)

Ec. 10: Viabilidad (%) =

1+10(

El indice terapéutico (IT) [209], calculado como el cociente entre DLso y DEso, da cuenta de que
tan efectivo es un tratamiento, dentro de cierto modelo experimental, considerando su
toxicidad en el mismo. De esta manera, se calcularon los IT de los extractos E1, E2, E3 y los
fitocannabinoides THCA, THC, CBDA y CBD, utilizando los valores de DEso de internalizacion de
LDLox-Dil obtenidas.
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Activacidon macrofagica

Las células J774.1 se cultivaron en placas de 6 pocillos hasta semiconfluencia. Para activar el
fenotipo inflamatorio, las células se incubaron en medio completo en ausencia y en presencia
de LDLox (10 pg/mL) o LPS (5 pg/mL) e INF-y (400 U/mL) por 24 horas, a 372 Cy 5% CO.. La
combinacion LPS/INF-y se empled para activar la acumulacién de IL-1 y de NOS2, ya que este
efecto no se logrd con la incubacidn en presencia de LDLox.

Preparacion de lisados celulares

Las placas con células se colocaron en hielo y se lavaron 3 veces con PBS frio. A continuacidn, se
levantaron en PBS con rastrillos para células, se centrifugaron a 200 g y se re suspendieron en
una solucidén amortiguadora de lisis, compuesta de la siguiente manera: Tris-HCI (pH = 7.2) 50
mM; NaCl 100 mM; EGTA 1 mM; TX-100 1%; Na3VO4 0.5 mM y NasP,0; 2.5 Mm, ademas se
agrego el coctel de inhibidores de proteasas SIGMAFAST® previamente a lisar las células. El
contenido de proteinas de los lisados celulares se determind utilizando el kit BCA como ya ha
sido mencionado.

Analisis de proteinas por SDS-PAGE y Western Blot
SDS-PAGE

Se realizaron separaciones electroforéticas en geles de poliacrilamida (PAGE), con el detergente
aniénico SDS 0.1%, basado en el método descrito previamente [210]. De cada muestra, se cargd
25 ug de proteinas en una solucion amortiguadora compuesta de: Tris-HCl (pH 6.8) 50 mM;
glicerol 10%; SDS 2%; B-mercaptoetanol 1%, azul de bromo fenol 0.02%, en geles de
poliacrilamida al 12-15%. Las muestras se corrieron a 25 mA en una soluciéon amortiguadora
compuesta de: Tris (pH 8.3) 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1%. Se adiciond el marcador de peso
molecular Novex® (Thermo Fisher™)

Western Blot

Se realizd la inmunodeteccidn de proteinas, ajustando el método descrito por [211] y [212]. Las
proteinas se inmovilizaron en membranas de PVDF (Thermo Fisher™) utilizando una solucién de
transferencia compuesta de Tris (pH = 8.3) 25 mM, glicina 192 mM y metanol 20%, aplicando
100 V durante 1 h. Las membranas se incubaron en solucion de bloqueo, compuesta de Tris-HCl
(pH 7.5) 0.01 M, NaCl 0.075 mM, Tween20 0.1% (TBS-T) y leche descremada 5%, por 1 h a TA.
Luego se agregaron los anticuerpos primarios, en solucion de bloqueo diluidos 1/500-1/1000,
por 1 h a TA o hasta el otro dia a 4°C. Se realizaron 3 lavados de 5 min en TBS-T y se agregaron
los anticuerpos secundarios fluorescentes diluidos 1/10000 en solucién de bloqueo, por 1h a TA.
La sefial fluorescente fue registrada en un equipo G-Box (Syngene™), con tiempos de exposicion
entre 30 seg y 5 min. Se realizaron analisis densitometrico de las sefiales obtenidas utilizando el
software Imagel (U.S. NIH).

Anticuerpos primarios: CD36 de ratén y OLR1 de conejo (Antibodies™), SR-A1 de conejo, IL-1
de conejo y GAPDH de raton (ABCAM™), NOS2 de conejo (Novus Biologicals™), p(Ser536)-p65
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de conejo (cat#3033), p65 de conejo, p-IkBa de conejo e IkBa de conejo (Cell Signaling™), HO-1
de ratén (Enzo Lifescience™), B-actina de conejo y Nrf2 de conejo (Sigma-Aldrich™).

Anticuerpos secundarios fluorescentes: IRDye® 680LT anti IgG de ratén, IRDye® 800LT anti IgG
de ratén, IRDye® 680LT anti IgG de conejo, IRDye® 800LT anti IgG de conejo (Licor Biosciences™).

Cuantificacion de NO,

Se determind la concentracién de NO, acumulado en los medios de cultivo, como indicativo de
la activacion de la NOS2 y consecuente produccion de NO-, luego de incubar células J774.1 con
LPS e INF-y. Para la cuantificacidn, se realizaron curvas de calibracion de NaNO; realizando
diluciones seriadas con material volumétrico

Se adapté una técnica ya publicada [213] que se basa en la reaccién de diazotizacién descrita
por Peter Griess en 1858 [214]. Células J774.1 (2.5x10° cél/mL), en medio de cultivo sin rojo
fenol, se trataron con extractos de cannabis y se incubaron por 24 hs con LPS (5 pg/mL) e INF-y
(400 U/mL). Luego de la incubacidn, los medios de cultivo fueron recogidos y se centrifugaron a
14.000 g por 10 min para descartar desechos celulares. Los sobrenadantes obtenidos se hicieron
reaccionar 1:1 con el reactivo de Griess, compuesto en partes iguales de A) N-(1-naftil)
etilendiamina diclorhidrato (NEDD) 0.1% en H,0O m/v y B) sulfanilamida 2% m/v en 5% HCI (v/v).
La técnica se basa en la reacciéon del NO, presente en la muestra con la sulfanilamida y
consecuentemente con NEDD, para la generacién de un compuesto con maximo de absorbancia
a 543 nm.

Andlisis estadisticos

Los datos fueron analizados utilizando GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software™). Las
correlaciones fueron analizadas mediante regresién lineal, reportandose los coeficientes de
determinacidn (R2). Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo mediante andlisis de varianza
(ANOVA) de una via o de dos vias, seguin corresponda. Se realizaron comparaciones multiples
aplicando la correccién de Dunnett para comparar las condiciones tratadas contra una condicién
control sin tratamiento, o la correccion de Tukey para comparar entre distintas condiciones de
tratamiento. Las diferencias con p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativas.
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5. Resultados

Caracterizacién quimica de los extractos de Cannabis sativa

Obtencion y caracterizacion de extractos serie #1

Con el fin de comparar la evolucién temporal del contenido de cannabinoides en el tramo final
del periodo de floracién, se colectaron las muestras de flores de SB, EC y Mag, a diferentes
tiempos hasta completar el ciclo de cultivo. La recoleccidén de muestras se realizd en 3 ocasiones,
con un periodo de 5 dias entre la primera (e.g SB1) y la segunda (e.g SB2) recoleccién, y 10 dias
entre la segunda vy la tercera recoleccién (e.g SB3) corresponde con la cosecha final. También se
incluyé una cuarta muestra de partes florales secas (e.g SB4) en el muestreo con 30 dias de
secado posterior a la cosecha. En la Tabla 3 se detallan los rendimientos de extraccion, donde
se puede apreciar una tendencia al aumento junto con la maduracién. Las muestras secas
rindieron una mayor extraccién al partir de material vegetal deshidratado, como era de esperar.

Tabla 3. Efecto de la maduracion y secado de flores sobre el rendimiento de la extraccion con CHCIs de

metabolitos presentes en flores de cannabis, de la serie muestral #1

Rendimiento (%)*

Muestra SB EC Mag
1 dia-15 11.2+1.1 8.0x1.2 104+ 0.6
2 dia-10 13319 13.1+1.3 15514
3 cosecha 16.1+2.4 14.8+2.2 15.0+2.0
2 secado 26.2+1.4 26.4+3.2 16.0+0.8

2Rendimientos de extraccidon en porcentaje, calculado como la masa obtenida respecto a la masa total
de cada muestra, con su desvio estandar, n=2.

Los extractos se analizaron por *H-RMN vy la cuantificacion de fitocannabinoides se realizé a
partir de sefiales especificas en los espectros obtenidos, que en CDCls aparecieron entre 5.5y
6.8 ppm (Figura 9). Se integraron las areas de los picos con un desplazamiento quimico de 6.39
ppm para THCA y 6.14 ppm para THC, los Unicos cannabinoides encontrados, ya que a 5.5y 5.6
ppm (CBD y CBDA respectivamente [215]) no se registraron sefales (Figura 9).
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Figura 9. Espectro de H-RMN y cuantificaciéon de THCA y THC de extractos de la serie muestral #1. A. Se
muestra como ejemplo el espectro con detalles del extracto SB3. La sefial de H10 (6.39 ppm) para THCA
y la de H2 (6.14 ppm) para THC se utilizaron para la cuantificacion. B. Los mg de THCA y C. THC por gramo
de extracto determinadas en las muestras 1 (barras blancas), 2 (barras grises), 3 (barras punteadas), y la
muestra seca, 4 (barras negras). Los resultados se muestran como promedios + SD, n = 3. ANOVA de 2 vias
con Dunett post hoc (*p < 0.05, *** p < 0.001, **** p < 0.0001).

El cannabinoide predominante encontrado en los extractos fue el THCA (= 95 %) y en una
proporcién muy baja su producto de descarboxilacion, el THC, en concordancia con informes
anteriores [216]. Segun el andlisis de varianza de dos vias, se observa una acumulacién de
cannabinoides a través del tiempo, y es distinto para las tres variedades. En particular se observo
un aumento progresivo de THCA durante la maduracion en las variedades SB y Mag, mientras
gue el aumento de THC solo fue significativo para SB. El aumento en el nivel de cannabinoides
fue concordante con reportes anteriores, donde se encontré un aumento significativo en la
acumulacién de cannabinoides en las dos ultimas semanas antes de la cosecha [198,217]. Las
muestras secas (punto 4 de recoleccion) de SB y EC mostraron un aumento de THC. Sin embargo,
el contenido de THC de la muestra 4 en Mag se mantuvo constante y muy bajo (Figura 9C).
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Obtencion y caracterizacion de extractos serie #2

Los perfiles quimicos de estos extractos se analizaron mediante Tabla 4. Rendimiento de la extraccién
UPLC-DAD (Figura 10). Los rendimientos de extraccién de los con MeOH:CHCIs (9:1) de metabolitos

tres extractos se muestran en la Tabla 4. presentes en flores de cannabis de la
serie muestral #2
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Figura 10. identificacion de cannabinoides presentes en extractos de la seria muestral #2 por UPLC-
DAD. A. Elucion representativa de los diez cannabinoides estandar (50 pg/mL cada uno) utilizados
para determinar el contenido de cannabinoides presentes en los extractos. B, Cy D. Perfiles de elucidn
(270 nm) de los tres extractos analizados, E1, E2 y E3 respectivamente. Escala temporal en minutos.
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Tabla 5. Contenido de cannabinoides de los extractos de la seria muestral #2 determinados por UPLC-

DAD.

El E2 E3
Cannabinoide | RT (min)
(ng/mg) (%) (ng/mg) (%) | (ng/mg) | (%)
CBDV 4.65 3.43+0.01 0.6 ND 0.0 3.0+0.1 1
CBDA 5.52 255 4.3 301+9 60.1| 99.6+0.7 |32.4
CBGA 5.79 3.0+0.1 0.5 126+0.1 2.5 3.7+0.1 1.2
CBG 6.05 4.8+0.2 0.8 25+0.5 0.5 59+0.2 1.9
CBD 6.16 6.2+0.1 1.1 16.7+0.8 3.3 175+1 57.1
CBN 7.56 2.51+0.05 0.4 0.35+0.02 0.1 | 0.56+0.01 | 0.2
A°THC 8.27 735 12.8 301 5.9 11.8+0.1 3.9
ASTHC 8.40 29+3 51 3.0+£0.9 0.6 ND 0.1
A°THCA 8.67 422 +6 74.0 133 £5 26.6| 0.39+0.01 | 0.1
CBC 8.99 1.20+0.04 0.2 1.7+0.6 0.3 6.9+0.2 2.3
Cannabinoides totales 570 100 500 100 307 100
Cociente THC(A):CBD(A)® 16 0.5 0.03
Quimiotipo THC(A) dominante Intermedio CBD(A) dominante

@Porcentaje de cannabinoides relativo al total de cannabinoides detectados.
bCociente entre la suma de THCA+THC y CBDA+CBD.
‘No detectado.

Los resultados se muestran como promedios £ SD, n = 3.

Los perfiles quimicos de los extractos mostraron las siguientes relaciones THC(A)/CBD(A): E1 =
16 (THC(A) dominante), E2 = 0.5 (intermedio) y E3 = 0.03 (CBD(A) dominante (Tabla 5). Los
cannabinoides predominantes en el extracto E1 fueron el THCA y THC, que contribuyen en
conjunto a mas del 85% del contenido total de cannabinoides en esta variedad, confirmando asi
su propiedad psicoactiva. El contenido de los compuestos con potencial psicoactivo en el
extracto E2 fue inferior al 50% del total de cannabinoides, con un aumento significativo de CBDA
y una relacién THC(A)/CBD(A) inferior pero cercana a 1, lo cual es consistente con un quimiotipo
intermedio. El extracto derivado de cafiamo (E3) mostrd un perfil quimico rico en CBDAy CBD y
muy bajo contenido en peso de compuestos con potencial psicoactivo (THC(A) <1 % m/m).
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Extractos de cannabis sativa disminuyen la oxidacion de LDL in vitro
Efecto de los extractos de la Serie #1 sobre la oxidacién de LDL mediada por Cu?*

La generacién de dienos conjugados a partir de LDL tratada con Cu?* se evalué por absorbancia
a 234 nm. La fase de iniciacién, debida a los antioxidantes enddgenos presentes en la LDL, duré
alrededor de 30 min en ausencia de cannabinoides. Como se puede ver en la Figura 11A, la
duracidn de esta fase inicial aumentd linealmente con la cantidad de extracto SB3 (Figura 11B).
En este sentido, la fase de latencia aumenté mas del doble por cada ug de SB (CA/ug = 2.4-3.5)
y EC (CA/ug = 3.2-3.4).
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Figura 11. Efecto de extracto de la serie #1 sobre la oxidacién de LDL mediada por Cu?*. A. Se registré la
formacion de dienos conjugados a 234 nm con LDL (0.1 mg/mL) tratada con CuSOa4 (50 uM), en ausencia
(linea discontinua) o en presencia de extracto de cannabis (lineas continuas). Se muestran curvas
representativas obtenidas con el extracto SB3 (1.25-5 pg/mL) y un control sin CuSOas (linea punteada). B.
Ajuste lineal entre el cociente de Latencias (latencia/latencia control) vs. ug de extracto SB3. Los
resultados se muestran como promedios * SD, n = 3. C. Correlacién entre la AC/ug y la concentracién de
THC y THCA de todos los extractos de la serie muestral #1. D. Grafico dosis-respuesta del extracto SB3 y
la proteccion a la propagacion de la lipoperoxidacidn, expresado en porcentaje respecto al control sin
extracto. Los resultados se muestran como promedios + SD, n = 3.
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Tabla 6. Efecto de la maduracion y secado de flores de cannabis de la serie muestral #1, sobre el potencial

antioxidante de los extractos de CHCls obtenidos de estas muestas

Clso®
CA/ug?
(ng/mL)
SB EC Mag SB EC Mag

1 25+02 32+02 12402 | 26(2.13.1) 46(3.46.0) 2.1(1.9-2.3)
2 24+01 3.1+01 14401 | 3.1(2.8-3.4) 3.8(2.7-5.3) 2.2(1.8-2.6)
3 3.0£0.1 32+0.2 14+03 | 2.5(2.2-2.8) 2.6(2.3-29) 2.2(2.0-2.3)

4 3503 3.4+01 1.9%03 | 1.7(1.4-2.2) 2.3(1.9-2.8) 2.2(2.0-2.4)

2la capacidad antioxidante (CA) de los extractos se obtuvo a partir de la pendiente de los graficos de
relaciones de latencia frente al extracto en pgy se presenta como el promedio + SD, n = 3.

BClso para el efecto inhibitorio sobre la fase de propagacion de la oxidacién de LDL. Las estimaciones de
los Clso se obtuvieron realizando ajustes no lineales y se presentan con los intervalos de confianza del
95%, n =3.

Mientras tanto, el extracto Mag, con el contenido mas bajo de cannabinoides, mostré un efecto
menor (CA/ug = 1.2-1.9) (0 6). Se observé una correlacion débil pero significativa entre la CA/ug
y la concentracién de THC y THCA en los extractos, con valores de R? de 0.43 y 0.49,
respectivamente (Figura 11C). La fase de propagacion también se vio afectada por la presencia
de los extractos, con una disminucion significativa en la velocidad de formaciéon de dienos
conjugados (Figura 11D). Se obtuvieron valores de Clso de 1.7-4.6 ug/mL (Tabla 6) a la
propagacion de la lipoperoxidacién. Las muestras de las colectas mas tardias lograron una mayor
CA/ug y Clso mas bajas, sin embargo, este Gltimo pardmetro mostrd una correlacién muy baja
con la concentracion de THCA y THC (resultado no mostrado).

Efecto de los extractos de la serie #2 sobre la oxidacién de LDL mediada por Cu?*

Se ensayd la capacidad de los extractos con diferentes composiciones relativas de
fitocannabinoides de inhibir la oxidacién de LDL. Los tres extractos (E1, E2 y E3) actuaron como
antioxidantes efectivos, prolongando la fase de latencia de la oxidacién de LDL y también como
atrapadores de radicales, reduciendo la velocidad de la fase de propagacién (Figura 12). Los
valores de AC/ug fueron similares entre los tres quimiotipos con valores del rango de 3.7-4.9.
Por otro lado, aunque las tres variedades fueron capaces de disminuir la pendiente de la fase de
propagacion, el extracto E1 con concentracién mas alta de THC, fue el que mostré una mayor
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proteccion frente a la propagacion de la lipoperoxidacion (Clso = 2.2 pg/mL, intervalo de
confianza 95%: 1.9-2.4) (Tabla 7).
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Figura 12. Inhibicién de la oxidacién de LDL mediada por Cu?* por extractos de cannabis de la Serie
muestral #2. A, By C. La oxidacién de LDL (0.1 mg/mL) fue iniciada por el agregado de CuSOa (50 pM) y
monitoreada a 234 nm. Los ensayos se realizaron en ausencia o presencia de concentraciones crecientes
del extracto E1, E2 y E3 (0.5-3 pg/mL), respectivamente. D, E y F. Ajuste lineal entre el cociente de
latencias (latencia/latencia control) y los ug de extracto E1, E2 y E3 respectivamente. Los resultados se
muestran como promedios = SD, n = 3. G, H e I. Gréfico dosis-respuesta de proteccion a la propagacion
de la lipoperoxidacion, expresado en porcentaje respecto al control sin extracto.

Para comparar las propiedades antioxidantes de los extractos con la de fitocannabinoides
aislados, se analizé la oxidacidn de LDL en presencia de THC, THCA, CBD y CBDA. EI THC, CBDA y
CBD se comportaron como antioxidantes efectivos con indices de CA/ug de 21+2,94+0.8y
4.8 £ 0.1, respectivamente (Tabla 7). Por el contrario, THCA mostré un efecto bajo en la fase de
latencia de la oxidacion de LDL con un AC/ug de 1.6 + 0.5. La fase de propagacion del proceso
de lipoperoxidacién no cambid sustancialmente en presencia de THCA, CBD y CBDA. la
pendiente de formacidn de dienos conjugados solo se vio disminuida por THC con un Clso de 0.33
pg/mL (intervalo de confianza 95%: 0.32-0.37).
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Tabla 7. Efecto de extractos y fitocannabinoides sobre la oxidacion de LDL

Muestra CA/ug Clso (ug/mL)

E1 49+01  2.2(1.9-2.4)
E2 40+0.1  4.9(4.2-6.9)
E3 3.7+01  8.0(5.6-10.2)
THCA  16+05 NE®
THC 21+2  0.33(0.32-0.37)
CBDA  9.4+038 NE
CBD 4.8+0.1 NE

2NE, no efectivo en las condiciones ensayadas
Los resultados se muestran como promedios £ SD, n = 3.
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Inhibicion de la formacion de células espumosas
Oxidacion y marcado fluorescente de LDL.

Para caracterizar la LDLox obtenida por exposicion a CuSQO,, el grado de oxidacién lipidica de LDL
se determino por el contenido de MDA presente (Figura 13A) (6.1 £ 0.1 nmol/mg LDL). Ademas,
se corrobord el grado de oxidacién de la ApoB100 mediante la evaluacién del cambio relativo
en lamovilidad electroforética de LDL tratada con Cu?*, en comparacién a la LDL sin tratar (Figura
13B) (REM = 1.1). Los valores obtenidos son comparables a los de la LDL minimamente oxidada
segln reportes previos [205,218], sin embargo, la oxidacion con Cu®* genera productos de
lipoperoxidacién secundarios, por lo que en este trabajo se conciderard como LDL oxidada
(LDLox) a la mezcla heterogénea de particulas de LDL con modificaciones oxidativas ex vivo
inducidas por Cu?, sin llegar a ser extensamente oxidada. También se confirmé la presencia de
dienos conjugados, por un aumento de absorbancia a 234 nm (Figura 13C), indicando la
lipoperoxidacién de los acidos grasos insaturados.
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Figura 13. Caracterizacién del grado oxidacién de la LDLox producida al incubar LDL purificada y Cu?*. A.
Determinacion del contenido de MDA por TBARS, normalizado por la concentracién de ApoB100 presente
en LDL, n = 3. B. Electroforesis nativa en agarosa 0.5% de LDL o LDL oxidada (10 pg) a 90 V por 150 min. C.
Espectro UV (230-300 nm) de absorcidn de LDL (negro) LDL oxidada con Cu?* 20 uM (rojo).
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Para el estudio de la internalizacidon de LDL y LDLox por macréfagos, se procedio a etiquetar la
lipoproteina con la sonda fluorescente Dil. En la Figura 14A se muestra la incorporacion de la
sonda evidenciada por la aparicién de picos de absorbancia entre 520 y 560 nm,
correspondientes a los maximos reportados para Dil [219]. En la Figura 14B se muestra el
espectro de emision de fluorescencia al excitar la LDLox-Dil (8.5 pg/mL) con Aex = 540 nm, donde
se observa un maximo definido de emisién a 564 nm. Para observar el comportamiento de la
respuesta fluorescente a distintas concentraciones de LDLox-Dil, se construyd una curva de
calibracion (1.5-10 pg/mL), como se muestra en la Figura 14C, realizada a partir de tres lotes de
LDLox-Dil producidos. A partir del ajuste lineal (R?> 0.94) se obtuvo una pendiente de 122 + 4
URF/(pg/mL).
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Figura 14. Analisis espectroscopico de LDLox-Dil. A. Espectros de absorbancia de LDLox-Dil a 0.2 mg/mL
(linea continua) y LDLox sin la etiqueta fluorescente (linea discontinua). B. Espectro de emisién de
fluorescencia de LDLox-Dil (8.5 pug/mL) con longitud de onda de excitacién a 540 nm. C. Ajuste lineal (122
+ 4 URF/(ug/mL, R? = 0.94) entre la intensidad de fluorescencia (Aex = 540 nm, Aem = 564 nm) a
concentraciones crecientes de LDLox-Dil (1-10 pg/mL). Cada punto representa el promedio de tres
preparaciones independientes.

51



@)

LDLox-Dil (%)

Anilisis por microscopia de fluorescencia de la formacidon de células espumosas

Dado que, junto a la modificacidn oxidativa de la LDL, la internalizacién de esta forma modificada
por macréfagos subendoteliales constituye otro de los pasos claves en la formacion de la placa
de ateroma, nuestro siguiente objetivo fue analizar el efecto de los fitocannabinoides sobre la
formacién de células espumosas por macréfagos expuestos a LDLox. Los macréfagos murinos
(J774.1) fueron capaces de internalizar el complejo LDLox-Dil, como se muestra mediante
microscopia confocal (Figura 15). La acumulacién de LDLox mostrd un patrén vesicular en el drea
citosdlica de las células (Figura 15A). Para evaluar la capacidad de los extractos de inhibir la
formacidn de células espumosas se incubaron las células J774.1 en ausencia y presencia de
concentraciones crecientes (5-20 ug/mL) de los tres extractos (E1, E2 y E3) durante 1 h antes de
exponerlas a LDLox-Dil (10 pg/mL) por 4 h (Figura 15B). La sefal fluorescente correspondiente a
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Figura 15. Analisis por microscopia de fluorescencia de la inhibicion de la internalizaciéon de LDLox-Dil
en macrofagos J774.1. A. Las células J774.1 se incubaron con LDLox-Dil (10 ug/mL) durante 4 horas a
37°C. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI y las células fueron visualizadas mediante microscopia
confocal. Se muestra un zoom de 3.5x a la derecha para visualizar la distribucién de la lipoproteina
fluorescente. B. Las células J774.1 fueron tratadas con vehiculo (0.2% de DMSQ) o con concentraciones
crecientes (5-20 pg/mL) de los tres extractos de cannabis (E1, E2 y E3) durante 1 hora antes de ser
expuestas a LDLox-Dil (10 pg/mL) durante 4 horas. C. Las imagenes de tres experimentos independientes
fueron evaluadas utilizando Imagel. Los resultados se expresaron como porcentaje de la sefial
fluorescente obtenida en comparacién con la condicion con LDLox sin extracto y se expresa el promedio
+SD. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en comparacion con la condiciéon control
sin extracto mediante ANOVA de dos vias y Dunett post hoc (**** = p < 0.0001) con excepcion de E3 a
5 ug/mL.

laacumulacidn intracelular del complejo oxLDL-Dil disminuyé a medida que aumenté la cantidad
de extractos enriquecidos en cannabinoides (Figura 15C), observandose diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con la condicion control sin extracto, mediante
ANOVA de dos vias.
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Analisis por espectroscopia de fluorescencia de la endocitosis de LDLox-Dil

Para determinar cuantitativamente la actividad inhibitoria de los extractos de cannabis en la
internalizacién de LDLox, se puso a punto una técnica espectrofluorimétrica para medir la
acumulacidén de LDLox-Dil en la fraccidn celular. De esta manera, se evalud la captacion de LDL-
Dil y LDLox-Dil por los macrdéfagos y el efecto de los extractos (Figura 16). La incubacién de las
células con LDLox-Dil por 24 h indujo un aumento marcado de la sefial fluorescente, debido a la
internalizacién de la lipoproteina marcada. Por su parte, la incubacién de las células con la LDL
asociada a la sonda fluorescente, pero no oxidada (LDL-Dil), no generd un aumento significativo
de la fluorescencia.
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Figura 16. Determinacidon por espectrofluorimetria de la Internalizacion de LDL-Dil y LDLox-Dil en
macréfagos J774.1. Las células se incubaron con LDL-Dil y LDLox-Dil (10 pg/mL), en ausencia (-) y en
presencia de extractos E1, E2 y E3 (15 pg/mL) por 24 h a 37°C. Segun se determind por ANOVA de dos vias
con Dunett post hoc, el tratamiento con LDLox-Dil provocd una acumulacién de la lipoproteina marcada
fluorescentemente (Aex 540 nm, Aem 564 nm), diferente a la condicidén control y a las células incubadas
con LDL sin oxidar (& = p < 0.0001). Ademads, la coincubacion con los extractos disminuyd
significativamente la acumulacién de LDLox-Dil (**** = p < 0.0001). Los resultados se muestran como
promedios £ SD, n = 3.

Para comparar la efectividad de los extractos, se determinaron las DEsg como se puede observar
en la figura 17. El extracto con dominancia de THC(A) (E1) fue el mas efectivo en la disminucion
de la internalizacion de LDLox, con un DEso de 5 pg/mL. El extracto de la variedad intermedia
(E2) y el extracto derivado del cafiamo (E3) mostraron una menor efectividad, con DEsg de 12 y
10 pg/mL, respectivamente (Figura 17B, C y Tabla 8). Los fitocannabinoides aislados THCA, THC,
CBDA y CBD también inhibieron la endocitosis de LDLox en el modelo ensayado (Figura 17E-H),
con valores estimados de EDsp en el rango de 3.5-7.9 pug/mL (Tabla 8). Por otro lado, la
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anandamida (AEA), un agonista enddgeno con preferencia por el receptor CB1, no logré reducir

la captacion de LDLox por las células J774.1 (figura 17D).
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Figura 17. Efecto dosis-respuesta de fitocannaibinoides sobre la internalizacidon de LDLox-Dil en células
J774.1. Efecto dosis-respuesta del tratamiento con E1, E3 y E3 (0.1 - 15 pg/mL) A, B y C respectivamente.
D. AEA (0.001-125 puM). E y G: THCA y CBDA (0.1-5 pg/mL). F y H: THC y CBD (0.1-4 pg/mlL). La
fluorescencia de LDLox-Dil internalizada en cada condicién se evalud a Aex = 540 nm Aem = 564 nm. Los

resultados se expresan como porcentaje de una condicion control tratada con vehiculo (0.2% de DMSO).

Se realizaron tres experimentos independientes y se ajustaron curvas de dosis-respuesta para determinar
la DEso. n = 3.
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Adicionalmente, se confirmdé el efecto inhibitorio de los extractos de cannabis sobre la
internalizacién de LDLox en macréfago diferenciados por PMA de la linea celular de monocitos
THP-1. Como se puede ver en la Figura 18, el efecto de los extractos en las células humanas
parece ser analogo al observado en las células de ratén J774.1, obteniéndose una inhibicidn casi
total a altas concentraciones.
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Figura 18. Efecto ddsis-respuesta de fitocannaibinoides sobre la internalizacién de LDLox-Dil en células
THP-1 diferenciadas con PMA. Efecto del tratamiento con E1, E2 y E3 (10-30 pg/mL) sobre la acumulacién
de oxLDL por células THP-1 expuestas a LDLmox-Dil (10 pg/mL) por 24 hs a 37°C. La fluorescencia de LDLox-
Dil internalizada se evalud a Aex = 540 nm Aem = 564 nm. Los resultados se expresan como porcentaje de
una condicién control, solo con el vehiculo (0.2% de DMSO). Se muestran los promedios de tres
experimentos independientes con sus desvios estandar. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en comparaciéon con la muestra control mediante ANOVA de una via con Dunett post hoc (**
=p<0.01, ¥*** = p <0.0001).

Ensayo de citotoxicidad

Para descartar el potencial efecto de los tratamientos con extractos, fitocannabinoides,
agonistas y antagonistas del SEC sobre el estado metabdlico y la supervivencia celular,
repercutiendo en los efectos observados de inhibicién de la endocitosis de LDLox, se analizo la
capacidad de las células J774.1 para reducir la sonda metabdlica MTT, sustrato de la succinato
deshidrogenasa mitocondrial [220]. Los ensayos de MTT realizados en las mismas condiciones
que los experimentos de internalizacion de LDLox mostraron valores de DLso para los extractos
de cannabis varias veces mas altos que los valores de EDsg para la endocitosis de LDLox (Figura
19). En particular, para el extracto E1 la DLso fue mas de seis veces mayor que la DEso obtenida
para la endocitosis de LDLox (Figura A), mientras que con el extracto E2, las células se
mantuvieron metabdlicamente activas incluso a la concentracién mas alta de extracto (Figura
B). El extracto obtenido de cainamo mostré mayor toxicidad y tuvo el indice terapéutico mas
bajo (Figura 19C). El endocannabinoide AEA mostrd toxicidad a muy altas concentraciones, con
un valor de LDsp de 105 uM (Figura 19D). Los fitocannabinoides individuales tuvieron diferentes
niveles de toxicidad dependiendo de la presencia del acido carboxilico (Figura 19E-H). De hecho,
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las formas dcidas THCA y CBDA, no causaron ningun efecto en la viabilidad celular en el rango
explorado de concentraciones (1-10 uM). Por el contrario, los valores de DLso determinados para
los fitocannabinoides descarboxilados (THC y CBD) fueron cercanos a los valores de DEso para la
endocitosis de LDLox, con valores de IT muy proximos a 1 (Tabla 8).
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Figura 19. Efecto dosis-respuesta de extractos de cannabis, AEA y fitocannabinoides sobre la
viabilidad de macréfagos J774.1. La actividad mitocondrial, representada como acumulacion de
formazan (absorbancia a 562 nm), se evalud en las células J774.1 incubadas durante 24 horas con
concentraciones crecientes de E1 (A), E2 (B), E3 (C) (1-40 pg/mL), AEA (D) (0.001-125 uM), THCA (E),
THC (F), CBDA (G), CBD (H) (1-10 pg/mL). Los resultados de tres experimentos independientes se
expresan como porcentaje de la condicion control solo vehiculo. Se realizaron ajustes dosis-respuesta
para determinar DLso.
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Tabla 8. Efecto de los extractos y fitocannabinoides sobre internalizacion de LDLox

DEso DLso

IT
(ug/mL)

E1 5+1 33+2 6.6
E2 12+1 > 40 NT®
E3 10+1 28+3 2.8
THCA 4304 >11 NT
THC 35203 6303 1.8
CBDA 6.5+1.1 >11 NT
CBD 7.9+16 7.2+0.3 0.9

3indices terapéuticos (DLso/DEso).
No téxico a las dosis exploradas.
Los resultados se muestran como promedios + SD, n = 3.

La viabilidad celular en células J774.1 también fue ensayada en presencia de los agonistas y
antagonistas de receptores del SEC, al menos a la concentracion mas elevada que se utilizé en
los demds ensayos. Como se puede observar en la Figura 20, ninguna de los tratamientos
ensayados afectd la actividad celular de manera considerable, lo que excluye el compromiso de
la viabilidad celular en las condiciones ensayadas.
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Figura 20. Efecto de agonistas y antagonistas del SEC sobre la viabilidad de macréfagos J774.1. Células
J774.1 incubadas durante 24 horas con la concentracion maxima utilizada de cada compuesto. Los
resultados se muestran como promedios + SD de tres experimentos independientes se expresan como
porcentaje de la condicién control solo vehiculo para cada tratamiento.

Ademas, se corroboré el efecto de los extractos E1, E2 y E3 sobre la viabilidad en los macréfagos
THP-1 diferenciados con PMA. Notablemente, los tres extractos presentaron toxicidad nula,

incluso a la mayor concentracién ensayada (40 ug/mL) (Figura 21), a diferencia de lo ocurrido
con E1y E3 en los macrofagos murinos 1774.1.
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Figura 21. Efecto dosis-respuesta de extractos de cannabis sobre la viabilidad de macréfagos THP-1.
Células THP-1, previamente diferenciadas con PMA, se incubaron durante 24 horas con concentraciones
crecientes (0.05-30 ug/mL) de los extractos E1, E2 y E3. Los resultados se muestran como promedios + SD
de tres experimentos independientes se expresan como porcentaje de la condicion control solo vehiculo.

Participacion de los receptores de CB1 y CB2 en la inhibicion de la formacién de células
espumosas.

Con el fin de indagar en la participacion de receptores candnicos del SEC en el efecto inhibitorio
de los extractos sobre la internalizacion de LDLox, se repitid el mismo modelo experimental
realizando incubaciones con LDLox-Dil, utilizando concentraciones de extractos (E1 a 2 pg/mL,
E2 y E3, ambos a 5 pg/mL) de manera de generar una inhibiciéon de la internalizacién de
aproximadamente 30%, dado que a concentraciones mayores de los extractos no se vio ningun
efecto de los antagonistas. Ademas, se adicionaron concentraciones de antagonistas de los
receptores CB1 (AM251) y CB2 (AM®630) varias veces por encima de los Kd respectivos. En la
Figura 22 se muestra el efecto de los antagonistas sobre las células J774.1 expuestas por 24 hs
a LDLox-Dil y tratadas con los extractos E1, E2 y E3. Solo el antagonista de los receptores CB1
(AM251) revirtié parcialmente el efecto del extracto E1, sin afectar el efecto de los otros
extractos, mostrando solo una escasa o nula participacion de los receptores candnicos de
cannabinoides en el efecto observado. Basados en estos resultados pasamos a explorar otros
receptores que son reconocidos como blancos potenciales de fitocannabinoides.
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Figura 22. Efecto de antagonistas de los receptores CB1 y CB2 sobre la Internalizacion de LDLox en
macrdéfagos J774.1. Las células se incubaron por 24 h con LDLox-Dil (10 pg/mL), ademas de extractos E1 (2
pug/mL), E2 y E3 (5 pg/mL) y los antagonistas de los receptores CB1 (AM251) (A) y CB2 (AM630) (B) (3.5
KUM). La fluorescencia de LDLox-Dil internalizada se evalud a Aex= 540 nm Aem=564 nm. Los resultados se
expresan como porcentaje de una condicién control con vehiculo. Se muestran los promedios de tres
experimentos independientes y sus desvios estandar. Diferencias significativas se encontraron entre la
condicidn con extracto E1 solo (-) y la condicidn con extracto mas el antagonista AM251 (+) empleando
ANOVA de dos vias con Dunett post hoc (*, p < 0.05).
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Participacion de receptores no clasicos del SEC en la formacion de células espumosas

Los fitocannabinoides, ademds de actuar sobre los receptores candnicos, son también ligandos
del GPR55 y de varios TRPs. El GPR55, es un receptor acoplado a proteina G que al ser activado
induce el ingreso de calcio al citoplasma [221]. Por su parte, TRPV1 y TRPV4, son receptores tipo
vainilloide, cuya activacion induce el ingreso inespecifico de cationes a la célula [222]. Cuando
se incubaron las células con los antagonistas de GPR55 (CID16020046) y TRPV4 (HC067047) no
modificaron la cantidad de LDLox internalizada por si solos, ni alteraron el efecto inhibitorio de
los extractos (Figura 23). Por otro lado, el antagonista del receptor TRPV1 (AMG9810) disminuyd
la internalizacién de LDLox en un 20%, en ausencia de extractos (Figura 23B). En presencia de
extractos y el antagonista de TRPV1, el efecto final fue igual a la suma de los efectos de ambos
tratamientos por separado. Si bien no podemos descartar una accion independiente de estos
moduladores se podria estar produciendo una sumatoria de acciones antagdnicas sobre los
receptores TRPV1.

A Antagonista GPR55 B Antagonista TRPV1
~ 1254 ~ 125
2100 H 2 100{ % .
a a _— — T
5 5 s = ] ¥ I —I_
2 . _I_ = 2 2 3 F
- 507 2 504 _x_
Extracto I I Ell Ell EI2 EI2 EI3 EI3 Extracto l l Ell Ell EI2 EI2 EI3 EI3
CcID - + - + - + - + AMG - + - + - + - +
c Antagonista TRPV4
~ 125+
'§ 1004 % _I_
z = g 3 ¥
x 751 —-—— _;_
a
- 504
Extracto I I Ell Ell EI2 EI2 EI3 EI3

HC - + - + - + - +

Figura 23. Efecto de antagonistas de GPR55, TRPV1 y TRPV4 sobre la Internalizacion de LDLox en
macrofagos J774.1. Las células se incubaron por 24 h con LDLox-Dil (10 pug/mL), ademas de extractos E1
(2 pg/mL), E2'y E3 (5 pg/mL) y CID16020046 (CID, 8 uM) (A), AMG9810 (AMG, 5 uM) (B) y HCO67047 (HC,
10 uM) (C). La fluorescencia de LDLox-Dil internalizada se evalud a Aex = 540 nm Aem = 564 nm. Los
resultados se expresan como porcentaje de una condicién control con vehiculo. Se muestran los
promedios de tres experimentos independientes y sus desvios estandar. Diferencias significativas se
encontraron entre la condicidn sin (-) y con AMG9810 (+) empleando ANOVA de dos vias (**, p < 0.01).

De manera analoga, se realizaron incubaciones con LDLox, extractos E1, E2 y E3 y agonistas
especificos de los receptores GPR55 (ML184), TRPV1 (capsaicina) y TRPV4 (GSK1016790A). A las
24 h el efecto de los agonistas fue muy escaso (no mostrado), por los que se repitié realizando
incubaciones de 6 h (Figura 24). En este caso, los tres agonistas mostraron un claro efecto de
aumento (15-30%) sobre la internalizacion de LDLox cuando se incubaron con las células en
presencia de la lipoproteina oxidada y en ausencia de extractos. Cuando se adicionaron los
extractos de cannabis junto con los agonistas de los receptores TRPV1 y GPR55, se observod un
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nivel de internalizacién de LDLox-Dil idéntica a la condicidn sin antagonista. El agonista de TRPV4
indujo un aumento mayor al 30% de la internalizacidon de LDLox, en ausencia de extractos. En
presencia de los extractos de cannabis, este agonista revirtio solo parcialmente la inhibicidn de
la internalizacién de LDLox. Estos resultados infieren la participacion de los receptores no
candnicos y en particular del TRPV1 en la formacion de células espumosas y en el efecto
inhibitorio de los cannabinoides.
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Figura 24. Efecto de agonistas de GPR55, TRPV1 y TRPV4 sobre la Internalizacion de LDLox en
macréfagos J774.1. Las células se incubaron por 6 h con LDLox-Dil (10 pg/mL), ademas de extractos E1 (2
pg/mL), E2 y E3 (5 ug/mL) y agonistas de los receptores GPR55, TRPV1 y TRPV4: ML184 (ML, 10 uM) (A),
Capsaicina (Cap, 50 uM) (B) y GSK1016790A (GSK, 10 uM) (C). Los resultados se expresan como porcentaje
de la condicién control, con vehiculo (0.2% DMSO). Se muestran los promedios de tres experimentos
independientes y sus desvios estdndar. Empleando ANOVA de dos vias se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las diferentes condiciones y el control sin extractos ni agonistas (***,
p< 0.001, **** p<0.0001) y diferencias significativas entre la condicidn con extracto solo y extracto mas
el agonista de canales TRPV4 (GSK1016790A) (&, p<0.05, &&, p<0.001). ns, no significativo.

En base a la participacion de los receptores vainilloides, que son canales catidnicos, decidimos
explorar la dependencia de la internalizacién de LDLox en la presencia del Ca?* citosélico. En la
Figura 25 se puede ver como la presencia del quelante a nivel intracelular (BAPTA-2AM) que
lleva a una disminucién del Ca?* intracelular repercute muy considerablemente sobre la cantidad
de LDLox internalizada por las células J774.1 a las 6 h de incubacién. Por su parte, al secuestrar
el Ca%** extracelular por el agregado de EGTA 4 mM, la internalizacién de LDLox se hace
despreciable, mostrando la relevancia de este catién en el proceso de endocitosis de la
lipoproteina modificada.
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Figura 25. Efecto de quelantes intra/extracelulares de Ca?* sobre la Internalizacién de LDLox en
macroéfagos J774.1. A. Se incubaron células J774 semiconfluentes durante 6 h en ausencia o presencia
de oxLDL-Dil (10 ug/mL) mas BAPTA-AM (5 uM) y/o EGTA (4 mM). Las células vivas se observaron
mediante campo claro (imagenes superiores) y fluorescencia utilizando el canal rojo del ZOE
Fluorescent Cell Imager. B. Células incubadas con LDLox-Dil y tratadas con BAPTA-AM (5-20 uM), EGTA
(4 mM) o una combinacién de ambos quelantes. La fluorescencia de LDLox-Dil internalizada se evalué
a Aex=540 y Aem=564 nm. Los resultados de tres experimentos independientes se normalizaron por la
concentracidn de proteina y se expresan como porcentaje de una condicidén control sin quelantes.
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Efecto de los extractos de cannabis sobre la acumulacion de los receptores scavenger

Con el fin de dilucidar el mecanismo involucrado en la inhibicion de la internalizacion de LDLox,
se exploré el efecto de los extractos de cannabis sobre la acumulacién de receptores scavenger
gue median la internalizacién de LDL con modificaciones oxidativas en células J774.1. Se
determind mediante Western Blot el contenido relativo de las proteinas SR-A1, CD36 y OLR1,
tras exponer las células 24 h a los extractos E1, E2 y E3 (15 pg/mL) en presencia y ausencia de
LDLox (10 ug/mL). Como se puede observar en la Figura 26A, la cantidad relativa del receptor
SR-A1, que permanecié inalterada en presencia de LDLox, disminuyé moderadamente con E2 y
E3. En el caso del receptor CD36, la sintesis basal en estas células resulté ser indetectable. La
incubacién de las células con LDLox por 24 h indujo a la aparicion de 2 bandas que corresponden
al receptor (65 KDa) y el receptor altamente modificado postraduccionalmente (100 KDa) [223]
(Figura 26B), y la presencia de los extractos de cannabis disminuyé la sefiales obtenidas para
CD36. Por otro lado, el receptor OLR1 aumentd su sintesis en los macréfagos tratados con LDLox
(p < 0.05), y se observd que disminuye en presencia de los extractos de cannabis tanto en las
células estimuladas como no estimuladas por la presencia de LDLox. (Figura 26C). Estos
resultados apuntan a que la acumulacién de los receptores scavenger es un importante punto
de accién de los fitocannabinoides, siendo responsables, al menos en parte, de la inhibicién de
la formacidn de células espumosas encontrada.
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Figura 26. Efecto de extractos de cannabis sobre la acumulacion de los receptores scavenger. Células

1774.1 se incubaron por 24 hs con 15 pug/mL de los extractos o vehiculo (-) (0.2% DMSO), en ausencia

y presencia de LDLox (10 pg/mL). Se muestran imagenes representativas de las sefiales

correspondientes a las proteinas SR-A1 (A), CD36 (B), OLR1 (C) obtenidas por inmunodeteccién. Se

realizd el anadlisis densitometrico de las sefiales obtenidas y se utilizd la sefial de GAPDH para

normalizar. Se muestran los promedios + SD de al menos tres experimentos independientes (& = p <

0.05, * =p <0.05, ** =p <0.01). Para CD36 se utilizé la sefal a 100 KDa.
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Efecto de los extractos de cannabis sobre la respuesta inmune celular
Efecto de los cannabinoides sobre la polarizacion M1 de macréfagos

Generacion de citoquinas por macréfagos activados con LPS/INFy

Dado que la formacién de la placa de ateroma, como describimos, involucra la invasién del
espacio subendotelial por células del sistema inmuney, dada la variabilidad encontrada respecto
al efecto de los cannabinoides en la generacion de citoquinas [224], decidimos evaluar el efecto
de los extractos de cannabis sobre la acumulaciéon de una de las principales citoquinas
proinflamatorias, la IL-1B en los macréfagos J774.1. En la Figura 27 se observa el efecto inductor
de LPS e INF-y sobre la sintesis de prolL-1p (31 KDa) y ademds el efecto inhibitorio de los
extractos de cannabis sobre dicha induccidn.
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Figura 27. Efecto de extractos de cannabis sobre la acumulacién de pro-IL-1B. Células J774.1 se trataron
por 4 h con LPS e INF-y, ademas de extractos E1, E2 y E3 (2-20 ug/mL). Se muestran imagenes
representativas de las sefiales correspondientes a la proteina prolL-13 obtenida por inmunodeteccion.
Analisis densitometrico de las sefales obtenidas, se expresan los valores normalizados al control sin
extracto, correspondientes a los promedios + SD de cuatro experimentos independientes (* = p < 0.05,
*** = p <0.001, ¥*** = p <0.0001).

Por otro lado, no fue posible detectar la forma activa IL-1B (17 KDa) en los sobrenadantes, ni
siquiera agregando ATP 5 mM a los ultimos 30 min de incubacidn de las células con LPS e INF-y
para estimular el ensamblaje del inflamasoma [225], suponiendo a que nuestras condiciones de
estimulaciéon solo llegaran al priming, sin inducir la activaciéon del inflamasoma y el
procesamiento y secrecion de la citoquina. Asimismo, en nuestras condiciones experimentales
no observamos la induccidn de la citoquina (priming) por LDLox ni en 24 h de incubacién a 100
ug/mL.
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Activacion y sintesis de NOS2

Para continuar evaluando la accién antiinflamatoria de los extractos de cannabis, se procedié a
cuantificar el NO2 acumulado en los medios de cultivo, luego de exponer las células J774.1 a un
estimulo proinflamatorio (LPS e INF-y). La activacién de la via NF-kB por LPS e INF-y lleva a la
activacion de la NOS2 [226] y consecuente produccién de ‘NO, que se vera reflejada en la
acumulacién de NO, disuelto en el medio de cultivo. En la Figura 28 se muestra el efecto
inhibitorio de los extractos E1, E2 y E3, donde se puede apreciar un efecto significativo segun se
determind por ANOVA. El extracto E3, con dominancia de CBD(A), fue el que mostré un mayor
efecto a altas concentraciones, contrariamente a lo observado en el efecto inhibitorio de la
internalizacidn de LDLox de los extractos.
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Figura 28. Efecto de extractos de cannabis sobre la activacion de NOS2 en macrdfagos 1774.1. Se
incubaron las células por 24 hs con LPS (5 pug/mL) e INF-y (400 U/mL) en ausencia (control) o presencia de
los extractos E1, E2 0 E3 (5-15 pg/mL). Los resultados se expresan como el porcentaje de NO2  acumulado
en el medio de cultivo respecto al control sin extracto, determinado por la técnica de Griess. Se realizaron
tres experimentos independientes y se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
comparacion con la muestra control mediante ANOVA de una via (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001,
***¥p < 0.0001).

De manera complementaria, se analizé la acumulacién relativa de la NOS2 por Western Blot,
con el fin de elucidar si la disminucidn en la acumulacion de NO; se debe a una disminucidn en
la sintesis de la enzima inducible. Como se puede observar en la figura 29, los extractos de
cannabis disminuyen la cantidad relativa de la proteina NOS2 determinada por inmunodeteccion
tanto a las 4, 6 o0 24 h de incubacion.
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Figura 29. Efecto de extractos de cannabis sobre la acumulacion de la enzima NOS2. Células J774.1 se
incubaron por4, 6y 24 hs con 15 pg/mL de los extractos E1, E2, E3 o vehiculo (0.2% DMSO), en presencia
de LPS (5 pg/mL) e INF-y (400 U/mL). Se muestran imagenes representativas de las sefiales
correspondientes a las proteinas NOS2 a 140 kDa y GAPDH a 37 kDa obtenidas por inmunodeteccion.
Se realizé el analisis densitométrico de las sefales obtenidas y se utilizd la seifal de GAPDH para
normalizar. Se muestran los promedios * SD de tres experimentos independientes (& = p < 0.05, * = p
<0.05, ¥* = p < 0.01, *** = p < 0.001, **** = p < 0.0001).

Activacion de la via NF-kB

La sintesis de prolL-1p y NOS2 esta regulada por la traslocacién nuclear del factor NF-kB, por lo
que se procedid a explorar la via de activacidon candnica que involucra la fosforilacion del
inhibidor IkBa por IkK,. Ademds se explord la fosforilacion de la serina 356 de la subunidad p65
de NF-kB, que indica inespecificamente la actividad de quinasas como la IkKy/e, la quinasa de la
proteina ribosomal S6 A1 (RPD6KA1) o la quinasa de unién a TANK (TKB1) [227]. La fosforilacion
de IkBa fue evidente incluso en células no estimuladas, siendo mas elevada en las células
tratadas con LDLox. Los tres extractos fueron capaces de disminuir significativamente el cociente
de fosforilacion de IkBa en ausencia de LDLox, pero solo E3 fue capaz de disminuir dicha relacion
en presencia de LDLox (Figura 30A). Por otro lado, solo en las células tratadas con LDLox fue
posible detectar a la proteina p65 fosforliada (p-p65), observdndose una disminucién en la
relacion p-p65/p65 total al tratar con los extractos, aunque solo se observan diferencias
estadisticamente significativas con E1 y E2 (Figura 30B). En ambos casos, se observa mayor
intensidad en las bandas correspondientes a las proteinas totales.
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Figura 30. Efecto de extractos de cannabis sobre la activacion de la via Nf-kB. A. Células 1774.1 se
incubaron por 4 hs con 15 pg/mL de los extractos o vehiculo (-) (0.2% DMSO), en ausencia y presencia de
LDLox (10 pug/mL). Se muestran imagenes representativas de las sefiales correspondientes a la proteina
IkBa total a 38 kDa y la fraccion fosforilada (p-IkBa) obtenidas por inmunodeteccion. B. Células 1774.1 se
incubaron por 4 hs con 15 pg/mL de los extractos o vehiculo (-) (0.2% DMSO) en presencia de LDLox (10
pg/mL). Se muestran imdagenes representativas de las sefiales correspondientes a la proteina p65 total a
65 kDa y la fraccion fosforilada (p-p65) obtenidas por inmunodeteccién. Se realizé el andlisis
densitometrico de las sefiales obtenidas y se obtuvieron los cocientes p-lIkBa/IkBa total y p-p65/p65 total
correspondientes. Se muestran los promedios + SD de cuatro experimentos independientes (* = p < 0.05,
** =p<0.01, *** =p <0.010, **** = p <0.0001).

Efecto de los cannabinoides sobre la polarizacion M2 de macréfagos

La activacion de la bateria de defensas antioxidantes reguladas por el ARE tiene un efecto
favorable en la evolucién de la lesién ateroesclerética, evitando el daifo causado por la
generacion de moléculas oxidantes. De esta manera, nos propusimos determinar si los extractos
de cannabis logran activar el ARE a través de la via Nrf2, midiendo la produccion relativa de HO-
1, como efector directo del ARE, ademads de la acumulacién relativa de la proteina Nrf2. Como
se puede ver en la figura 31A, los tres extractos con quimiotipos distintos logran aumentar la
acumulacién de HO-1 respecto a la producciéon basal, pero lo hacen de distintas formas segun
se registro a 4, 6 y 24 hs de incubacién. Por un lado, el extracto E1 tiene un efecto marcado a las
24 hs. Por el contrario, el extracto E3 produce un répido efecto que se observa alas 4y 6 h,
atenudndose a las 24 h. En el caso del extracto intermedio E2, el efecto parece ser bajo y
sostenido durante el tiempo de incubacidn. Por su parte la cantidad relativa de Nrf2 (figura 31C)
parece aumentar a las 4 h en presencia de E3, aunque no significativamente segin ANOVA de 2
vias, lo que seria coherente con la rapida induccidn de HO-1 observada el tratar las células con
E3. En el caso de los macréfagos tratados con LDLox, los extractos de cannabis generaron un
patrdon de induccién de la HO-1 similar al observado cuando LDLox no estaba presente, aunque
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el tratamiento con E2 no fue estadisticamente significativo segun ANOVA de dos vias (figura
31B).
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Figura 31. Efecto de extractos de cannabis sobre la activacion del ARE. Células J774.1 se incubaron por
4, 6y 24 hs con 15 pg/mL de los extractos E1, E2, E3 o vehiculo (0.2% DMSO), en ausencia (Ay C) o
presencia (B) de LDLox (10ug/mL). Se muestran imagenes representativas de las sefales
correspondientes a las proteinas HO-1 a 32 KDa, Nrf2 a 100 KDa y B-actina a 42 KDa obtenidas por
inmunodeteccidn. Se realizo el analisis densitométrico de las sefiales obtenidas y se utilizo la sefial de B-
actina para normalizar. Se muestran los promedios + SD de cuatro experimentos independientes (& = p
<0.05, * =p<0.05 **=p<0.01, ¥** =p <0.001, **** = p < 0.0001).

El conjunto de estos resultados, que involucran una disminucién de la sintesis de prolL-1f y
NOS2, aparentemente a través de una inhibicion de la via NF-kB, junto al aumento en la
acumulacién de HO1, indican que los extractos ricos en cannabinoides podrian estar induciendo
un comportamiento tipo M2 o prorresolutivo en los macréfagos 1774.1.
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6. Discusion
Efecto antioxidante in vitro de extractos de Cannabis sativa

La modificacion oxidativa de la LDL, mediada directamente por oxidantes derivados del oxigeno
y nitrégeno, enzimas (e.g. lipooxigenasa, mieloperoxidasa) o iones metalicos, es uno de los
primeros pasos en la formacién de la placa ateromatosa [228]. En este trabajo, se evalud la
capacidad de extractos de Cannabis sativa de inhibir la oxidacién de LDL mediada por Cu?,
variando el tiempo de cosecha y la composicién relativa de cannabinoides. Todos los extractos
ensayados fueron capaces de retardar el inicio del proceso de lipoperoxidaciéon (AC/ug > 1),
observandose una tendencia al aumento con la maduracién de las partes florales. El grado de
maduracién de las partes florales, la cantidad y el tipo de cannabinoide tuvieron impacto en las
propiedades antioxidantes de sus extractos derivados. Solo los extractos con presencia de THC
fueron altamente efectivos en disminuir la propagacion de reacciones de radicales en los lipidos
de la LDL. Esto es concordante con los resultados obtenidos para los fitocannabinoides aislados,
donde el THC se destaca por su alta CA/ug y sobre todo una baja Clso, reflejando un
enlenteciendo de la fase de propagacién de la lipoperoxidacién, muy por debajo los demas
cannabinoides ensayados (Tabla 7).

La actividad antioxidante de los fitocannabinoides presentes en los extractos y del THC puro se
relaciona con la capacidad del hidroxilo fendlico de reaccionar con oxidantes. Se reporté que el
THC es capaz de reaccionar con especies radicalares, como las generadas durante la oxidacién
de LDL (L y LOO®), convirtiéndose el cannabinoide en un radical estable y menos reactivo
[229,230]. Empleando la metodologia de teoria del funcional de la densidad (DFT) [231] se
reporté que el THC tendria una capacidad antioxidante mayor que el CBD [232]. En el THC, la
densidad de espin calculada mostré una contribucién alta del hidroxilo fenélico como dador de
hidrégeno (reductor) (Ec. 11y 12):

Ec.11: L'+THC—-OH —->LH+THC -0
Ec.12: LOO +THC — OH —» LOOH +THC — O

Explicandose la capacidad antioxidante por la estabilidad del producto (THC-O°®) debido a la
resonancia del electron desapareado en los restos éter y alquilo, asi como en el anillo benceno
[232].

Extractos de Cannabis sativa y fitocannabinoides inhiben la endocitosis de LDLox

El siguiente paso en el desarrollo de la placa aterosclerdtica es el reconocimiento y endocitosis
de LDL modificada a cargo de receptores scavenger, ubicados en la superficie de macréfagos
subendoteliales [233]. Los extractos de diferentes quimiotipos de Cannabis sativa fueron
capaces de inhibir la internalizacidon de LDLox por células J774.1 (Figura 17A-C) y THP-1 (Figura
18). Los fitocannabinoides aislados también lograron inhibir la internalizacién de LDLox por los
macroéfagos (Figura 17E-H). Los fitocannabinoides que tienen el grupo carboxilico (THCA y CBDA)
no mostraron toxicidad a las concentraciones ensayadas, mientras que el THC y CBD (neutros)
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presentaron indices terapéuticos muy cercanos a 1, indicando un compromiso del estado vital
de las células a las DEsg determinadas (Tabla 8).

Con el fin de identificar a los receptores del SEC sobre los que actuan los fitocannabinoides,
empleamos antagonistas y agonistas especificos de varios de ellos. Los receptores cldsicos, CB1
y CB2, no estan involucrados en la sefializaciéon ya que los antagonistas especificos de estos
receptores no tuvieron efecto (Figura 22). Tampoco fueron efectivos los antagonistas de los
receptores GPR55 y TRPV4. Por su parte, el antagonista del TRPV1 disminuyd la internalizacién
de LDLox en ausencia de los extractos, senalando el involucramiento de estos receptores en la
formacién de las células espumosas. La exposicidn simultanea de las células a los extractos de
cannabis y al antagonista de TRPV1 produjo un efecto inhibitorio sobre la internalizacién de
LDLox casi idéntico a la suma de los efectos observados por separado (Figura 23). En este
sentido, ha sido reportado que en células HEK-293 que sobreexpresan de forma estable TRPV1
recombinante humana, algunos fitocannabinoides son capaces de estimular los receptores
TRPV1 induciendo un aumento de Ca?* citosdlico, aunque la mayoria de los compuestos fueron
poco (CBD y CBDA) o nada efectivos (THCy THCA). Adicionalmente, varios compuestos, incluidos
CBD, CBDAy THCA, desensibilizaron las células del efecto estimulador de capsaicina sobre TRPV1
y consecuentemente sobre el ingreso de Ca?* [234]. Esta disminucidn en el ingreso de Ca?* podria
explicar la inhibicion de la internalizacién de la LDLox provocada por los extractos, al
desensibilizar a las células del efecto estimulador de la LDLox.

En el caso de los agonistas selectivos de los receptores GPR55, TRPV1y TRPV4, los tres indujeron
un rapido aumento de la acumulacién de LDLox a 6 h de incubacidn y en ausencia de extractos
(Figura 24), posiblemente involucrando un aumento en el ingreso de Ca* necesario para
impulsar el proceso endocitico [235]. El efecto de los agonistas de GPR55 y TRPV1 desaparecio
en presencia de los extractos de cannabis, indicando que los fitocannabinoides podrian estar
compitiendo por la asociacion de estas moléculas a sus respectivos receptores, o interfiriendo
en procesos de sefalizacidon posteriores. Distinto es el caso del agonista de TRPV4, donde la
presencia de los extractos compitié parcialmente con el efecto del agonista, indicando una
posible interaccién, aunque de menor magnitud entre el receptor TRPV4 y los fitocannabinoides
presentes en los extractos. La relevancia de los receptores TRPV4 en la formacion de células
espumosas por macréfagos expuestos a LDLox, ha cobrado visibilidad al reportarse una
disminucién en la formacidon de células espumosas al emplear inhibidores especificos o ratones
knockout para este receptor [236]. Por su parte, los cannabinoides derivados de plantas,
incluidos CBD, CBDA y THCA, son capaces de desencadenar el aumento de Ca? intracelular,
aunque este incremento fue bajo o muy bajo comparado por el inducido por el agonista tipico
de TRPV4, el 4-a-forbol-12,13-didecanoato (4a-PDD) [237]. Sin embargo, los fitocannabinoides
se mostraron efectivos en desensibilizar este canal tras la activacion por 4a-PDD [237]. En este
trabajo, la activacion de los canales que median procesos de sefializacién que involucran al Ca?*
mostré un efecto significativo y opuesto al de los extractos de cannabis, aumentando la
internalizacion de LDLox. Estos resultados apuntan al involucramiento del Ca?* y de receptores
no candnicos, incluidos los receptores vainilloides (TRPV1 y TRPV4) y GPR55, en la accién de los
fitocannabinoides sobre la formacion de células espumosas [234,236,237].

Existe una clara dependencia de la internalizacién de LDLox y la movilizacion de Ca?*[238-241]
(Figura 25). La asociacién de LDL oxidada a los receptores scavenger estimula el aumento de Ca%
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intracelular [241], lo que conduce a la reorganizacidon localizada y dinamica de F-actina,
necesaria para la formacién del fagosoma y su posterior maduracion [242,243]. Ademas, la
induccion de los receptores scavenger, responsables de la internalizacién de LDL modificada,
también depende de procesos de sefializacién que involucran al Ca%* [244]. El tratamiento con
los extractos E1, E2 y E3 provocé una disminucidn en la cantidad relativa de receptores OLR1 y
CD36 y SR-A1l en células J774.1 estimuladas con LDLox (Figura 26). La sintesis de estos receptores
es inducida por ligandos de los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) como la LDL
modificada [245], a través de vias de sefializacién que involucran a NF-kB, PKC y cationes,
incluidos K* y Ca?* [244,246,247)], apoyando la idea del efecto antagénico de los
fitocannabinoides sobre los mecanismos de sefializacién mediados por Ca%*.

Efecto anti-inflamatorio de extractos de Cannabis sativa en macréfagos 1774.1.

La infiltracién del espacio subendotelial por leucocitos emigrados de la sangre es uno de los
eventos caracteristicos del proceso inflamatorio y forma parte del desarrollo de la placa de
ateroma [248,249]. Disminuir la respuesta inflamatoria han sido uno de los objetivos
fundamentales de los desarrollos terapéuticos recientes [250,251]. En este sentido, se investigd
el potencial de fitocannabinoides sobre este componente impulsor de la aterosclerosis. Los
extractos de los tres quimiotipos mostraron ser efectivos en disminuir la acumulacién del
precursor proinflamatorio prolL-1B (Figura 27) y de la enzima inducible NOS2 (Figura 29) en
células J774.1 expuestas a LPS e interferdn y (INF-y). Estas vias efectoras de la respuesta inmune
innata estan bajo la regulacion del factor de transcripcion NF-kB. En la figura 30 se puede ver
como los extractos interfieren en la activacion de la via NF-kB inducida por LDLox, destacandose
el efecto de E3 (CBD/A dominante) a nivel de la via clasica, que involucra la fosforilacién del
inhibidor de NF-kB (IxBa) por su respectiva quinasa (lkKy). Por su lado, los extractos E1 y E2
generaron una leve, aunque estadisticamente significativa, disminucion de la fraccidon
fosforilada NF-kB (p-p65). La disminucidn en la activacidn de la via NF-kB por cannabinoides ya
ha sido reportada, aunque el mecanismo por el cual se ejerce la inhibicidon no es del todo claro.
En este sentido se han reportado efectos sobre la via NF-kB dependientes de los receptores CB1
[252] y CB2 [253], asi como independientes de los receptores candnicos [254], mostrando
diferentes respuestas en distintos tipos celulares. Estos efectos antiinflamatorios de los
extractos de cannabis podrian estar relacionados con la modulacién de los receptores
vainilloides y por tanto de las sefiales de Ca%. En este sentido, la activacion del receptor TRPV1
ha sido asociada con efectos proinflamatorios en estudios donde los receptores TRPV1 estaban
alterados genéticamente en ratones knockout para TRPV1 [255], mediante interferencia de ARN
[256] o después del tratamiento con antagonistas selectivos [257]. Se conoce que los
fitocannabinoides y en particular el CBD, disminuyen el dolor y la inflamacidon actuando
principalmente sobre estos receptores [234,258].

Adicionalmente, los extractos de cannabis indujeron la acumulacion la HO-1 (Figura 31), uno de
los efectores de la via Nrf2. Se conoce de la interaccidn entre las vias de sefializacién de Nrf2 y
NF-kB, ambos estan regulados por factores sensibles redox y el bloqueo de la via Nrf2 se asocia
con un aumento del estrés oxidativo y nitrosativo, lo que conduce a una amplificacién de la
produccién de citoquinas regulada por NF-kB [259]. Existen varios estudios sobre fitoquimicos
con cualidades eletrofilicas activadores de Nrf2, como el sulforafano (SFP) que abunda en
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vegetales cruciferos [260]. Asimismo, existen reportes del CBD como activador de la via Nrf2,
pero el CBD también interactia con el factor de transcripcion de la familia Cap n’ collar con
dominio de unién a proteina Broad-Complex homdlogo 1 (Bach-1), por lo que también podria
inducir la sintesis de HO-1 por esa via [261]. La estimulacidn previa de Nrf2 en macréfagos
peritoneales primarios amortigua la produccién de COX-2, TNFa, NOS2 e IL-1f en respuesta al
LPS. Este efecto se ha atribuido a la activacién de Nrf2, ya que los macréfagos Nrf27/-no exhiben
esta capacidad antiinflamatoria [262]. La activacidn de Nrf2 y los genes regulados por este factor
de transcripcion se encuentran vinculados a la polarizacidn tipo M2 de macréfagos [263]. La
sintesis de HO-1 esta regulada por Nrf2 y es de fundamental importancia en la inhibicién de NF-
kB mediada por Nrf2. Esta enzima participa en la metabolizacion del hemo, cataliza la escision
del anillo porfirina de los grupos hemo en Fe?*, CO y biliverdina, que se convierte en bilirrubina.
Los aumentos en la actividad de HO-1 en las células endoteliales conducen a la inhibicién de la
transcripcién mediada por NF-kB de moléculas de adhesion como la E-Selectina y VCAM-1, a
través de la accién de la bilirrubina y posiblemente por la disminucién en el reservorio de iones
hierro intracelulares libres [264].

En suma, los extractos enriquecidos en cannabinoides inhiben la activacidon de la respuesta
inflamatoria en macréfagos 1774.1, posiblemente a través de la inhibicién de la via NF-Kb.
Ademas, impulsan un comportamiento prorresolutivo al inducir la acumulaciéon de HO-1.
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Figura 32. Esquema globalizador de las vias de seiializacion activadas por y puntos de accién de los

extractos enriquecidos en cannabinoides. Los extractos de cannabis fueron efectivos al inhibir la
oxidacién de LDLy el ingreso de Ca?* a través de receptores TRPV y el GPR55. De esta manera, los extractos
de cannabis inducen una disminucion en la internalizacion de LDLox y en la activacién de NF-kB,
consecuentemente impactando en la acumulaciéon de mediadores proinflamatorios y SR. Los extractos
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también inducen un aumento en la acumulacién de HO-1, la cual podria estar mediada por la activacion
la via Nrf2.
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7. Conclusiones

Los extractos de inflorescencias de Cannabis Sativa fueron capaces de interrumpir y/o
enlentecer los eventos iniciales en la formacidn de la placa de ateroma, incluidos:

e La modificacion oxidativa de LDL
o Prolongaron la fase de latencia de la lipoperoxidacién

o Enlentecieron las reacciones en cadena de la fase de propagacién de la
lipoperoxidacion.

e Laformacion de células espumosas por macréfagos J774.1 expuestos a LDL oxidada

o Redujeron la internalizaciéon de LDLox y la consecuente formacidn de células
espumosas. Efecto que fue mediado, al menos en parte, por receptores de
cannabinoides no cldsicos, en particular por TRPV1.

o Disminuyeron la acumulacion relativa de los receptores scavenger (OLR1, CD36
y SR-A1) inducida por LDLox.

e Larespuesta inmune de macréfagos J774.1 expuestos a un estimulo inflamatorio (INF-y
y LPS) y aterogénico (LDLox)

o Disminuyeron la induccién de la sintesis de prolL-1 y de la NOS2 al estimular
con LPS e INF-y

o Redujeron la activacion de la via NF-kB tras la estimulacion con LDLox

o Promovieron la acumulacién de HO-1 en células tratadas y sin tratar con LDLox,
destacandose en el dltimo caso el extracto derivado del quimiotipo CBD/A
dominante

En suma: los extractos ricos en fitocannabinoides mostraron efectos favorables in vitro sobre
procesos de relevancia en las etapas tempranas del desarrollo de la placa de ateroma, apoyando
el uso de cannabinoides y moduladores del SEC como insumo para el desarrollo de tratamientos
que prevengan o detengan el avance de la ateroesclerosis.
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