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L’activacié dels receptors cannabinoides, tant de tipus 1 (CB1) com de tipus 2 (CB2),
exerceix potents efectes analgeésics en diferents models animals de dolor. L'analgésia
derivada d’agonistes dels receptors CB1 s’associa a diversos efectes secundaris,
mentre que els agonistes selectius dels receptors CB2 alleugen el dolor sense

causar tants efectes adversos. D’altra banda, sabem que els efectes analgésics
locals dels opioides durant la inflamacio periférica es produeixen quan s’activa la via
de senyalitzacié de I’0xid nitric. En aquest estudi, mostrem que I'activacié d’aquesta
via per opioides també participa en els efectes analgésics produits per un agonista

CB2 durant un procés de dolor inflamatori cronic.

OXID nitric és una molécula endogena

, generada a partir de l'oxidaci6 de 'ami-
noacid r-arginina que porta a terme

I'enzim oxid nitric-sintasa (NOS), del

qual s’han identificat tres isoformes: neuronal,
induible i endotelial. L'oxid nitric actua com a
neurotransmissor del sistema nerviés central i
periféric, i participa en la regulaci6 de la infla-
maci6 ila nocicepci6é en mamifers. La seva accié
es produeix per activaci6 de l'enzim guanilat-
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ciclasa soluble (GC), que de-
sencadena un augment en la
sintesi de GMP ciclic (GMPc¢),
el qual, per lactivaci6 d’'una
proteina-cinasa dependent
de GMPc (PKG), produeix
l'obertura dels canals de po-
tassi dependents d’ATP (KATP). Aquests dar-
rers son els responsables principals del potenci-
al analgesic de I'0xid nitric durant la inflamacié
periférica.

Al principi dels anys noranta es va descriure
la primera evidencia que l'acci6é antinocicepti-
va local produida pels opioides durant la infla-
maci6 periferica es produia per estimulacié de
la via de senyalitzaci6 de 1'oxid nitric/GC/PKG
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amb l'obertura posterior dels canals KATP. En
conseqiiencia, els efectes analgesics dels opioi-
des eren significativament reduits en animals
tractats amb diferents inhibidors especifics de
Ienzim NOS o de la GC. Per contra, augmen-
taven en animals tractats amb substancies ca-
paces d’inhibir la degradacié del GMPc o amb
donadors d’oxid nitric.

El paper de I'0xid nitric sobre l'accié anti-
nociceptiva dels agonistes dels receptors CB2
durant el dolor inflamatori encara és descone-
gut. El nostre objectiu va ser avaluar si l'acci6
analgesica del JWH-015, agonista selectiu dels
receptors CB2, es produia per activacié mitjan-
cada per opioides de la via de senyalitzaci6 de
l'oxid nitric.

Per analitzar-ho, es van utilitzar dues soques
diferents de ratolins. D’'una banda, els animals
de tipus salvatge (wild type [WT]) per avaluar
el mecanisme habitual d’acci6é d’aquest agonista
i, de l'altra, una soca de ratolins deficients per al
gen que sintetitza I'enzim NOS1. En aquest dar-
rer cas, l'objectiu era valorar el paper de 'oxid
nitric sintetitzat per aquest enzim sobre l'acci6
del JWH-015. En ambdos genotips es va induir
una inflamaci6 periférica mitjancant 'adminis-
traci6 subplantar, a la pota dreta posterior dels
animals, d’'un agent inflamatori anomenat com-
plete Freund’s adjuvant (CFA). El CFA és una
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solucid que s’utilitza com a adjuvant, de manera
que estimula els macrofags i altres cel-lules me-
diadores de la immunitat al lloc de la injecci6,
fet que provoca l'increment de la resposta infla-
matoria. Totes les dades analitzades en aquest
estudi es van obtenir al cap de deu dies de I'ad-
ministracié de 'agent inflamatori.

En una primera tanda d’experiments vam
avaluar els efectes de 'administraci6 subplantar
de JWH-015, agonista dels receptors CB2, so-
bre l'alodinia mecanica i la hiperalgésia termica
induides per la inflamaci6 periferica. L'alodinia
mecanica és el dolor produit per un estimul que
normalment no causaria dolor, i es va avaluar
mitjancant el test dels filaments de Von Frey.
Aquesta analisi permet valorar el llindar de
pressi6 suportat per I'animal en aplicar una se-
rie de filaments de diferents forces sobre la zona
afectada. D’altra banda, la hiperalgesia termica
és el dolor provocat per un estimul térmic nociu
i percebut de manera exagerada. Aquest feno-
men es va mesurar amb el plantar test, que ava-
lua el temps que triga 'animal a retirar la pota

inflamada en resposta a un estimul térmic. En
aquests experiments es va observar una clara
accié antinociceptiva local del JWH-o015, ates
que inhibia l'alodinia mecanica i la hiperalgesia
térmica induides pel dolor inflamatori depen-
dent de dosi.
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V Figura. Esquema del
mecanisme per mitja del qual els

efectes antinociceptius del JWH-
015 durant el dolor inflamatori
cronic sén produits per activacié
de la via de I'd0xid nitric/GC/PKG/
KATP i mediats per opioides.
Llegenda: CB2R: Receptors
cannabinoides de tipus 2. POE:
Péptids opioides endogens. OR:
Receptor opioide. nNOS: Sintetasa
neuronal d'oxid nitric. NO: Oxid
nitric. GMP: Monofosfat de
guanosina. sGC: Guanilat-ciclasa
soluble. PKG: Proteina-cinasa
dependent de GMPc. K*: 16 potassi.
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Aixi mateix, i per assegurar que aquest efec-

te analgesic del JWH-015 es produia per l'ac-
tivaci6 especifica dels receptors CB2 i no pas
dels CB1, es van valorar els efectes produits per
aquest agonista combinat amb un antagonista
especific dels receptors CB2 (AM630) i un dels
receptors CB1 (AM251). D’altra banda, i a fi de
comprovar el possible paper del sistema opioide
endogen sobre l'acci6 analgesica del JWH-015
durant el dolor inflamatori, es van valorar els
efectes produits per aquest agonista combinat
amb un antagonista dels receptors opioides pe-
riférics (naloxona metiodada). La reversi6é com-
pleta dels efectes de l'agonista dels receptors
CB2 amb AM630, pero no amb AM251, va con-
firmar que el potencial analgesic del JWH-015
durant la inflamaci6 es produeix per activaci6
dels receptors CB2 i no dels CB1. Van ser més
interessants els resultats obtinguts amb nalo-
xona metiodada, que també va bloquejar l'accié
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analgésica del JWH-015, fet que indica la parti-
cipaci6 del sistema opioide endogen en els seus
efectes.

Posteriorment, vam avaluar si hi havia algu-
na relaci6 entre els efectes produits pel JWH-
015 durant la inflamaci6é periférica i possibles
canvis en l'expressi6 dels receptors CB2 localit-
zats al sistema nervios periferic (ganglis de l'ar-
rel dorsal). La valoraci6 de I'expressiéo d’aquests
receptors es va efectuar mitjancant tecniques de
biologia molecular. Es van determinar els nivells
de RNA missatger (mRNA) per PCR a temps
real i els nivells de proteina per transferencia de
proteines (western blot). Les dades obtingudes
van demostrar que la inflamaci6 periférica no
va alterar ni la transcripcié (mRNA) ni I'expres-
si6 (proteina) dels receptors CB2 en els ganglis
de l'arrel dorsal. Un cop arribats a aquest punt,
ens vam plantejar si hi podria haver algun altre



Imatges: © Grup de Neurofarmacologia Molecular, Institut de Recerca de I'Hospital de Sant Pau i Institut de Neurociencies, UAB.

mecanisme capa¢ d’explicar l'accié analgesica
augmentada de l'agonista dels receptors CB2
durant la inflamaci6.

Estudis recents publicats pel nostre grup
mostren que els nivells d’0xid nitric sintetitzat
per I'enzim NOS1 augmenten durant la inflama-
ci6 periferica, aixi com el paper rellevant que té
aquest neurotransmissor sobre l'acci6 antinoci-
ceptiva produida pels opioides durant el dolor
cronic. Aquests resultats ens van fer valorar la
possibilitat que I'0xid nitric pogués tenir un pa-
per important sobre els efectes antinociceptius
del JWH-015 durant la inflamacié. Aixi, en ava-
luar els efectes d’aquest agonista sobre I'alodinia
mecanica i la hiperalgesia térmica en animals
genéticament deficients per a 'enzim NOS1, no
es va observar cap efecte analgesic per part de
lagonista. Aquest fet confirmava la nostra hipo-
tesi, segons la qual I'0xid nitric sintetitzat per la
isoforma NOS neuronal participava en els efec-
tes antinociceptius del JWH-015 durant el dolor
inflamatori cronic.

Amb l'objectiu de valorar la possible impli-
caci6 de la via de l'oxid nitric/GC/PKG/KATP
—activada per NOS1— sobre els efectes del
JWH-o015, es van avaluar els efectes antialodi-
nics i antihiperalgesics d’aquest agonista CB2 en
animals cotractats amb dosis creixents de dife-
rents inhibidors selectius de la via de senyalitza-
ci6 de 'oxid nitric. Vam fer servir, d'una banda,
ODQ com a inhibidor de la guanilat-ciclasa (un
dels punts inicials de la via) i, de l'altra, Rp-8-
pCPT-cGMPs com a inhibidor de la PKG. Final-
ment, es van bloquejar els canals de potassi de-
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