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Resumen

Efectos del fitocannabinoide cannabidiol sobre la excreciéon
desodio en ratas Wistar

La excrecion de sodio a nivel renal en modelo murino, inducida por el CBD, esta mediada por la
union del ligando en este caso el fitocannabinoide con los receptores para cannabis. Esta
interaccion modula el Endocannabinoidoma a nivel renal, especificamente en la reabsorciéon de
sodio, modificando en cierta medida la tasa de filtraciébn glomerular. En referencia a lo
previamente explicado, este trabajo tuvo como objetivo identificar los efectos del
fitocannabinoide cannabidiol a diferentes dosis, sobre la reabsorcién de sodio a nivel renal.
Metodologia: Se estan utilizaron 30 ratas macho Wistar, adultas (3 meses de edad),
distribuidos en 4 grupos, grupo control, grupo vehiculo, grupo al os que se les aplicé via
intraperitoneal CBD disuelto en acetite de oliva extra virgen a diferentes dosis (15, 30 y 50
mg/Kg) 48 horas previo a la toma de la muestra. El método utilizado para tomar la orina fue
recoleccion directa puntual, que consiste en realizar un estimulo tactil sobre la espalda del
animal, colocando un vaso precipitado de 5ml cerca de la zona perineal. Las muestras se
almacenaron a -20°C, hasta su analisis por espectrometria de masas y andlisis estadistico
(ANOVA unifactorial; software spss, p=0.05). Resultados: los datos obtenidos indican que al
aumentar la dosis de cannabidiol, 48 horas después de su aplicacién, se evidencia un
incremento de la excrecién de sodio, Probablemente por una disminucién de la actividad de la
bomba Na+/K+ATPasa a nivel del tubulo proximal. Conclusion: Estos resultados apoyan la
hipétesis que sugiere que el CBD es un antagonista de los receptores CB1 y agonista de los

receptores TRPV1 a nivel renal, aumentando la excrecién de sodio a nivel renal.

Palabras clave: Reabsorcion de sodio a nivel renal, Endocannabinoidoma, filtracion

glomerular, receptor CB1, CBD



Resumen y Abstrac VI

Abstrac

Effects of the phytocannabinoid cannabidiol on sodium
excretion in Wistar rats

The excretion of sodium at the renal level in the murine model, induced by CBD, is mediated by
binding of the ligand in this case the phytocannabinoid to the receptors for cannabis. This
interaction modulates the Endocannabinoidome at the renal level, specifically in sodium
reabsorption, modifying to some extent the glomerular filtration rate. In reference to the
previously explained, this study aimed to identify the effects of the phytocannabinoid cannabidiol
at different doses, on sodium reabsorption at the renal level. Methodology: Thirty adult male
Wistar rats (3 months of age) were used, distributed in 4 groups, control group, vehicle group, to
which were administered intraperitoneally CBD dissolved in extra virgin olive oil at different
doses (15, 30 and 50 mg/Kg) 48 hours prior to sampling. The method used to collect urine was
direct collection, which consists of performing a tactile stimulus on the back of the animal,
placing a 5ml precipitated vessel near the perineal area. Samples were stored at -20°C until
analysis by mass spectrometry and statistical analysis (single-factorial ANOVA,; spss software,
p=0. 05). Results: the data obtained indicate that when increasing the dose of cannabidiol, 48
hours after its application, there is evidence of an increase in sodium excretion, probably due to
a decrease in the activity of the Na+/K+ATPase pump at the level of the proximal tubule.
Conclusion: These results support the hypothesis that CBD is an antagonist of CB1 receptors
and agonist of TRPV1 receptors at the renal level, increasing sodium excretion at the renal

level.

Keywords: Renal sodium reabsorption, Endocannabinoidome, glomerular filtration, CB1

receptor, CBD
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Introduccién

La situacion legal del uso médico y cientifico de cannabis y sus derivados en Colombia
se encuentra regulada por la ley 1787 del 2016. Dentro de este marco regulatorio, se determina
el acceso seguro e informativo del empleo médico y cientifico del cannabis y sus derivados. Por
otro lado, el Invima en cumplimiento a la normatividad antes mencionada, regula la licencia 'y
fabricacion de los derivados de cannabis con fines cientificos y medicinales. Por los anterior,
los médicos veterinarios en el territorio colombiano optan por utilizar el cannabis medicinal para

el tratamiento de enfermedades degenerativas, especialmente en pacientes caninos (1,2)

Un porcentaje considerable (aproximadamente el 75%) de pacientes caninos que
padece enfermedades neurodegenerativas, similares a la de los humanos (3,4), estan
consumiendo fitocannabinoide cannabidiol (CBD) como plan terapéutico coadyuvante. Hasta el
momento, no se han reportado efectos colaterales o terapéuticos de las diferentes dosis del
CBD a nivel renal, puntualmente sobre la reabsorcién de sodio en los mamiferos. Por ello, al
utilizar un modelo animal (ratas Wistar) que comparten funciones fisiologicas a nivel renal con
los caninos, ademas de ser una poblacién homogénea, facilita la interpretacion de los

resultados.

El sistema endocannabinoide se expuso por primera vez, entre 1960-1990 por el doctor
Raphael Mechoulam (5,6) . Este sistema cuenta con receptores para endocannabinoides
conocidos como receptor para cannabis tipo 1 (CB1) y receptor para cannabis tipo 2 (CB2) (6—
9). Estos receptores estan ligados a proteinas G, donde interactian con endocannabinoides
sintetizados a partir del acido araquidénico y diferentes acidos grasos en la membrana celular
(10). Los endocannabinoides principales son anandamida (AEA) y 2 araquidonil glicerol (2AG),
estos son acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, derivados de los fosfolipidos de
membrana (11), que se liberan a demanda cuando aumentan los niveles de calcio (12,13) .
Los endocannabinoides y sus receptores fueron aislados en primer lugar en el tejido neuronal

por el Doctor Mechoulam, en el que se describid la presencia de una sefializacién retrograda.
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Es decir, la AEA y el 2AG se sintetizan y liberan a demanda de la membrana celular de
la neurona postsinaptica, por el aumento de calcio en el espacio intersinptico. Luego, los
endocannabinoides interactian con los recetores CB1 y CB2 ubicados en la membrana
presinaptica, con el propésito de disminuir la sintesis, almacenamiento y liberacion de ciertos
neurotransmisores (7). También, el Doctor Raphael Mechoulam describio las enzimas que
sintetizan y degradan a la AEA y al 2AG. En el caso de la anandamida, las enzimas
responsables de su biosintesis son N -acilfosfatidiletanolamida-fosfolipasa D (NAPE-PLD),
fosfatidiletanolamina, y para su degradacion las enzimas a cargo son la enzima hidrolitica de

acidos grasos (FAAH), diferentes lipooxigenasas (LOX) y ciclooxigenasas-2 (cox2) (14).

Las enzimas que estan involucrada en la biosintesis del 2AG son la fosfolipasa C (PLC),
la fosfolipasa A (LPA), la fosfolipasa Al (LPAL), el diacilglicerol (DAG), el diacilglicerol lipasa
(DAGL) tanto a como B (DAGLa y DAGL B). Por su parte, las enzimas responsables de la
degradacién del 2AG son monoacilglicerol lipasa (MAGL), la FAAH y la monoacilglicerol
quinasa (MAGLK) (11).

En la década de los 2000, el Doctor Vi Marzo, junto con el doctor Mechoulam y
colaboradores aislan mas receptores que interactian con los endocannabinoides (15,16).
Algunos de estos receptores, son metabotropicos ligados a proteinas G (GRP 55, GRP 18,
GRP118), denominados receptores huérfanos, debido a que en la actualidad adn no se
conocen sus ubicaciones y funciones especificas (10,17-20). Luego, se aislaron canales
iGnicos conocidos como receptores de potencial transitorio tipo 1 o receptor Vaniloides tipo 1

(TRPV1), y el receptor nuclear activado por proliferadores de peroxisoma a (21-23).

Posteriormente, el Doctor Vi Marzo en el siglo XXI, dio el nombre de
Endocannabinoidoma a la compleja sefializacion bioquimica desencadenada por la interaccion
de los endocannabinoides con sus receptores, su sintesis, degradacion y transporte en las

diferentes membranas celulares de los organismos que poseen este sistema (23).

El acido cannabididlico (CBDA), es el segundo componente natural mas abundante
presente en la planta de cannabis, después del acido tetrahidrocannabindlico (THCA) (22).
Cuando se descarboxila el CBDA se convierte en cannabidiol, conocido por ser el componente
farmacologicamente activo de la planta de cannabis sativa (24). Este CBD, interactta con los

receptores del sistema endocannabinoide y con otros receptores, como lo son el receptor de 5-



hidrositriptamina 1 A (5-HT1A), receptores de serotonina, receptores de dopamina D2,

receptores de adenosina Al, receptores opioides, canales de sodio y canales de calcio (25).

El CBD al interactuar con los receptores GPR55, CB1 y CB2 se comporta como
antagonista; por otro lado, al interactuar con los receptores TRPV1 y el receptor nuclear se
comporta como agonista. Esta union a los diferentes receptores en el tibulo proximal modifica

el Endocannabinoidoma a nivel renal, puntualmente en la reabsorcion de sodio (26,27)

La distribucion del sistema endocannabinoide a nivel renal se ha descrito tanto en
humanos como en roedores; en humanos, varia levemente con respecto al de los roedores
(28). Los receptores CB1 en humanos se encuentran distribuidos en el tibulo contorneado
proximal, tdbulo contorneado distal y células intercaladas del tabulo colector (17,29). Por otro
lado, en roedores el receptor CB1 se localiza en las arteriolas eferentes, podocitos
glomerulares, extremidades ascendentes gruesas del ASA de Henle, glomérulos, células
epiteliales tubulares, y células mesangiales cultivadas (17,29). En cambio, la distribucion de los

ligandos y receptores CB2 a nivel renal no difiere entre humanos y roedores (28).

En la corteza renal, se encuentras niveles similares de AEA y 2AG, mientras que en la
medula los niveles de AEA duplican a los de 2AG (28). Por otro lado, la distribucién de los
receptores CB2 a nivel renal, se encuentran en la corteza renal, podocitos, células del tabulo
proximal y células mesangiales (26,28). La AEA es producida y metabolizada por las células
mesangiales y endoteliales, uniéndose al receptor CB1 para blogquear la produccion de éxido
nitrico sintasa y estimular la produccion de 6xido nitrico en el ASA de Henle (17,26). El 6xido
nitrico, a su vez, inhibe los canales de calcio-hidrogeno (Na * /H *), sodio/potasio, (Na * /K*), y 2
de cloro (CI) - . Por lo tanto, estos mecanismos regulan el flujo sanguineo renal, debido a que
permiten la vasodilatacién de las arteriolas aferentes yuxtaglomerulares y la reabsorcion de
solutos, alterando la tasa de filtracion glomerular (30,31). En la actualidad, se desconoce la

distribucion del sistema endocannabinoide a nivel renal en la especie canina.

La bomba sodio potasio ATP asa (Na* /K * -ATPasa), se encuentra ubicada en la
membrana basolateral de las células tubulares, su principal funcion es la reabsorcién de sodio,
manteniendo un gradiente de Na + a través del epitelio (26,27,32,33). El antagonismo del

receptor CB1 en la bomba produce una disminucion en la activacion de esta, regulando de eta
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manera la reabsorcion de sodio a nivel renal.

Como se menciond anteriormente, los estudios del sistema endocannabinoide a nivel
renal son pocos y el uso de fitocannabinoides en medicina veterinaria va en aumento. Por lo
anterior, es necesario evidenciar la relacion que tiene el CBD con la excrecion de sodio, lo que
permite comprender la importancia fisiol6gica del Endocannabinoidoma, en la reabsorcién de
sodio a nivel renal, y adicionalmente, en un futuro al desarrollo de estrategias terapéuticas en

caninos.



1.MARCO TEORICO

1.1. Anatomia renal comparada del roedor y del canino

El sistema urinario cuenta con un 6rgano vital, el rifién (34); el mantenimiento del
equilibrio hidrico, acido base y electrolitos del organismo depende esencialmente de este
organo. De igual manera, el riidn esta involucrado en el control de la osmolaridad, la
secrecién de desechos metabdlicos y sustancias nocivas; adicionalmente, participa en la
produccién de hormonas con funciones multivariadas como la renina, calcitriol, la
eritropoyetina, entre otras (35,36). La unidad funcional renal se denomina nefrona, compuesta
por el glomérulo y un sistema tubular, dentro del glomérulo se encuentra el penacho glomerular
el cual esta constituido por tres capas: endotelio fenestrado, membrana basal glomerular y

podocitos renales.

En los caninos el glomérulo esta compuesto por arteriolas aferentes y eferentes, las
primeras estan conformadas por la mayoria de los capilares fenestrados del penacho
glomerular, y las segundas se encargan de transportar la sangre filtrada a las nefronas

yuxtaglomerulares, para finalmente drenar la sangre al sistema venoso (37).

Al igual que en los roedores, en los caninos los rifiones son de estructura lisa; sin
embargo, durante el desarrollo embrionario el canino tiene un rifidn multilobular, estos I6bulos
discretos se fusionan (las pirdmides renales son un vestigio de la lobulacion embrionaria), por
ello, el rifidn del canino posee mas similitudes con el rifidn del humano que con el del roedor
(38). Por otro lado, la médula esta compuesta por pirdmides renales, que se fusionan para
formar la papila renal, que se extiende desde la pelvis renal hasta el uréter (existen

pseudopapilas), por lo anterior, se infiere que los rifiones de los caninos son unipapilares (39).

En los caninos los riflones estan cubiertos por peritoneo parietal, estos estan

localizados en la parte dorsal del abdomen, retroperitonealmente, el rifion derecho es mas



6 Efectos del fitocannabinoide cannabidiol sobre la excrecion de sodio en ratas Wistar

craneal ubicado entre la vértebra T13 a L 2, proximo al lI6bulo caudado del higado y cerca de la
vena cava caudal (39).El rifién del canino mide aproximadamente 6-9 cm de largo, 4 a 5 cm de
ancho y 3-4 cm de grosor; pesa entre 25-35 g. El tejido adiposo blanco también conocido como
capsula adiposa (ya que hace parte de la capsula fibrosa) reviste el area perineal y la pelvis

renal. Por su parte, la produccién de orina del canino varia entre 0.5-2ml/Kg/h (40)

Caracteristicas Morfologicas del sistema urinario del canino

° En el rifién del canino existen aproximadamente 500.000 nefronas.
° El diametro glomerular de un perro es de 170 um.
° La longitud del uréter depende del tamafio del animal, varia entre 12-16 cm en

un canino de 35 libras, el uréter derecho es un poco mas largo que el izquierdo debido a la
posicién del rindn derecho; en el macho los uréteres se encuentran dorsales a los vasos

testiculares y en las hembras se encuentran dorsales a la arteria y vena ovarica (40).

° La vejiga urinaria varia de forma, tamafio y posicién, dependiendo el contenido
de orina, por ejemplo, la vejiga de un perro de 25 libras es capaza de almacenar entre 100 a
120 It de orina; cuando esta relajada la vejiga mide 17.5 cm de didmetro y cuando se contrae
mide 2cm de didmetro. En la cavidad abdominal la vejiga esta en contacto con el intestino

delgado y colon descendente craneal (40).

En los roedores, los vasos rectos se fusionan para formar haces vasculares gigantes
gue ayudan a incrementar su capacidad, con el fin de aumentar la concentracién de orina. Las
glandulas adrenales, al igual que en los caninos se encuentran ubicadas en los polos craneales

y son unipapilares. La produccién de orina del murino varia entre 8.25-16.5ml (41).
Caracteristicas morfolégicas
° Los rifiones se ubican retroperitonealmente, su tamafio varia dependiendo del

sexo (de125-170 g en machos vs 115-255 g en hembras)

° Los uréteres, son muy pequeios, retroperitoneales y entran a la vejiga por el



trigono

° La vejiga urinaria se encuentra ubicada en la cavidad abdominal inferior ventral

al colon. Su orientacién permite acumulacion de proteinas y detritus en el apice

° El asa de Henle de las nefronas es predominantemente larga, en comparacion a

los del canino y contienen bastantes mitocondrias (42).

Caracteristicas

Murinos

Caninos

Riflones Bilateral, unilobular, liso Bilateral, unilobular, pero
puede ser multilobular, liso
Localizacion Retroperitoneal, el derecho Retroperitoneal, el derecho
mas craneal y préximo al mas craneal y préximo al
higado higado
Papilas Unipapilares Unipapilares
tejido adiposo blanco Perineal En pelvis renal y perineal

tejido adiposo pardo

En pelvis renal y perineal

Usualmente no hay

Muy pequefios,
retroperitoneales y entran a

Varian dependiendo el
tamafo del animal, entran a

Ureteres la vejiga en el trigono la vejiga en el trigono
Vejiga En cavidad abdominal En cavidad abdominal, en
inferior, ventral al colon contacto con el intestino
delgado y colon descendente
craneal
Nefrona Predominan las asas largas, | Predominante cortas, sus

con numerosas mitocondrias
en el asa de Henle

asas de Henle carecen de
mitocondrias

Tabla 1. Anatomia Renal del murino y el canino. Tomada y modificada de (39,41)

En la figura 1 se ilustra las similitudes y diferencias previamente mencionadas de las

nefronas en las ratas Wistar y de los caninos.
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llustracion 1. Comparacion entre la nefrona del canino y el murino. Se evidencia las
similitudes de la Unidad funcional renal (nefrona) del canino y el murino. A Nefrona del

canino. B Nefrona del murino. Tomada y modificada de:(39,41,43).



1.2 Fisiologiarenal

Las nefronas estan compuestas por glomérulos cuya funcion principal es el filtrado, un
tubulo contorneado proximal donde se reabsorbe el 100% de la glucosa y se estima queel
60%-80% de las sustancias filtradas se reabsorben en este nivel. Asi mismo, la reabsorcion de
solutos es consecuencia de diversos mecanismos de transporte, entre estos, el transporte

activo primario, activo secundario mediado por transportadores y difusién pasiva.

La reabsorcion de solutos en el tubulo proximal estd mediada principalmente por el
transporte activo, mediante la bomba sodio potasio ATPasa (Na*/K*ATPasa), ésta permite la
reabsorcién de sodio (Na*). Por su lado, la reabsorcién de glucosa es facilitada por transporte
pasivo secundario mediado por SGLT1 y SGLT2 (SODIUM Glucose Transporter). La
reabsorcién de bicarbonato en el tibulo proximal es posiblepor el cotransportador
sodio/hidrogeno (Na*/H*) (32,33).

La macula densa se localiza en la porcion distal de la rama gruesa ascendente del asa
de Henle, entre las arteriolas aferentes y eferentes y paralelo a la region mesangial
extraglomerular: estas cuatro estructuras forman el aparato yuxtaglomerular (37,41). A
diferencia del tibulo proximal cuyas células son ricas en mitocondrias, la rama delgada
descendente del asa de Henle presenta un epitelio plano y esta desprovisto de mitocondrias,
por lo tanto, el transporte activo en este segmento es nulo. De igual manera, el transporte en
este segmento es de tipo pasivo, caracteristica que favorece el aumento de la concentracion de
la orina. En cambio, el epitelio de la rama ascendente gruesa del asa de Henle y el tibulo
contorneado distal estd compuesto de numerosas mitocondrias, pues se lleva a cabo el
transporte activo, por medio de la bomba Na*/K* ATPasa y el cotransportador que favorece el

transporte de sustancias en contra del gradiente de concentracion (37).

El tabulo colector esta compuesto por diferentes tipos de células especializadas, que
varian segun la especie. Estas se clasifican en células intercaladas, que estan compuestas de
vesiculas intracitoplasmaticas y mitocondrias, por su parte, las células principales, contienen
menos vesiculas intracitoplasmaticas y mitocondrias. Asi mismo, las células principales de los

animales en la microgravedad conforman el conducto colector inicial, conducto colector cortical,
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y el conducto colector medular. En contraste, las células intercaladas se presentan en menor
proporcion a lo largo del tdbulo colector en humanos y roedores. Por otro lado, en el tibulo
distal y en el tubulo colector, la angiotensina Il y la aldosterona son las encargadas de la
reabsorcién de electrolitos (37,41). En la figura 2 se ilustra una comparacion del tejido

histoldgico renal de la rata Wistar y el canino, se observan similitudes entre los glomérulos, las
cortezas y las medulas renales.
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llustracion 2. Comparacion histolégica del tejido renal entre la rata Wistar y el canino.
Tomada y modificada de (41,44,45). A Glomérulo de la rata Wistar 10x. B Glomérulo del
canino 10x. Se observan similitudes en las estructuras tubulares y glomerulares, se
aprecia la capsula de Bowman y capilares glomerulares. En efecto, el glomérulo de los
mamiferos es un lecho vascular bastante desarrollado, su principal funcion es permitir la
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filtracién de pequefias moléculas como: agua, azlcar, electrolitos y proteinas de
pequefio peso molecular. C Corteza renal de rata Wistar 36x. Se observan nefronas
corticales, el tibulo contorneado distal, parte de la capsula de Bowman, tabulos y
capilares renales. D Corteza renal del canino 6x. Se observa el laberinto cortical,
tubulos contorneados distales y proximales, capilares peritubulares y pociones del Asa
de Henle. Adicionalmente, en el tibulo contorneado distal se presenta el mayor
porcentaje de reabsorcion de Na+ y otros solutos como glucosa, algunas proteinas de
bajo peso molecular, por ello, su gasto energético es muy alto. E Medula renal de Rata
Wistar 10x. Se visualizan nefronas yuxtamedulares, piramides renales, conductos
colectores de excrecién de orina, papilas renales, y tabulos distales del asa de Henle. F
Medula renal del canino 250x. se aprecian tlibulos colectores, segmentos gruesos y
delgados del ASA de Henle.

1.3. Bomba Na+/K+ATPasa a nivel renal

La bomba Na*/K*ATPasa es una proteina integral heterodimera, que utiliza la hidrolisis
de ATP para movilizar tres moléculas de Na* al espacio extracelular y dos moléculas de K* al
espacio intracelular (46). Esta bomba esta conformada por tres subunidades, la subunidad alfa
(a), la subunidad beta (B) y la subunidad gama (y), cada una de estas subunidades posee una

estructura diferente, vinculada a una funcion dentro de la bomba (33).

La subunidad a de la bomba Na*/K*ATPasa, presenta como funcion principal el cambio
conformacional de la bomba, esta subunidad se compone de diez segmentos transmembrana,
donde los amino carboxilos terminales estan dirigidos hacia el citoplasma. Asi mismo, el asa
citoplasmética une los segmentos 4 y 5, cada uno de estos segmentos posee dos dominios, el
dominio nucledtido (N) y el dominio de fosforilacién (P). EI dominio N liga el ATP en el lado
citosélico, mientras que el dominio P cataliza la transferencia del grupo y-fosforil de la
membrana (24). De igual forma el asa citoplasmética une los segmentos 2-3 y contiene el
tercer dominio, denominado actuador (A), este dominio es el responsable de generar cambios
conformacionales en el segmento transmembrana, como resultado aparecen 2 sitios de unién
para el K* en lacara extracelular de la bomba vy tres sitios de unién para el sodio en la cara

intracelular (46)

Por otro lado, la subunidad B posee un dominio transmembrana, su extremo carboxilo

terminal es altamente glicosilado y esta en contacto con la parte extracelular.
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Igualmente, esta subunidad participa en la correcta insercién de la subunidad a en la
membrana celular, regula la afinidad de los sitios de unién para los iones y el transporte de
estos (46). En cambio, la subunidad y es mas pequefia que la subunidad B, su extremo
carboxilo terminal esta del lado citoplasmatico; esta permite la afinidad 6éptima de los sitios de
union de la subunidad a a la membrana (46).

El funcionamiento de la bomba consta de 7 pasos tal como se ilustra en la figura 3:

1.  Tres iones de Na*del interior de la célula se unen a la bomba Na*/K*ATPasa
(37,46) .

2.  Se genera una hidrolisis de ATP, esto resulta en ADP + fosfato (desfosforilacion),
con el fin de proveer energia que permite cambiar la conformaciéon de la bomba (37).

3. Después del cambio conformacional de la bomba, los iones de Na* son
bombeados al espacio extracelular (46) .

4. Posteriormente, los sitios de unién para el Na* se inactivan con el objetivo de
evitarque este ion se vuelva a unir a la bomba (37,46).

5. Dos iones de K*se ensamblan en el espacio extracelular de la bomba (47).

6. Esta unién genera una desfosforilacion de la bomba por parte del K* con la
finalidad de regresar a la bomba a su forma original (46).

7.  Por ultimo, se liberan los dos iones de K* al citosol, produciendo la disminucion de

la afinidad de la bomba para este ion (46).
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llustracion 3. Ciclo de la bomba Na+/K+ ATPasa. Tomada y modificada de (37)

En el tabulo contorneado proximal, aproximadamente el 60-80% de las cargas filtradas
son reabsorbidas principalmente por funcionamiento de la bomba Na*/K* ATPasa (48). La
activacion de la bomba en este segmento depende de varios mecanismos, uno de ellos es la
presencia de la norepinefrina, pues esta sustancia es sintetizada por los nervios renales con el
objetivo de interactuar con los receptores adrenérgicos a del tibulo proximal, activando de
forma aguda la bomba Na*/K* ATPasa, por lo tanto, aumenta rapidamente la reabsorcion de la
orina y disminuye la diuresis (47). De igual manera, otro mecanismo es la activacion del Ca?*
intracelular, cuya funcién es desfosforilar la bomba a través de la proteina 23 dependiente de

Ca?*/calmodulina.

También, la activacion de la bomba del tibulo proximal esta mediada por la

estimulacion de los receptores CB1, mediante Fito cannabinoides y endocannabinoides (46,48)
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Al igual que la activacion de la bomba, la inactivacion de esta también estd mediada por
diversos mecanismos. El primero, es el aumento de los niveles de dopamina que interactia con
los receptores DAL del tibulo proximal, promoviendo la fosforilacion e inactivacion de la bomba
como consecuencia de una endocitosis de la misma (48). Otro mecanismo involucrado, es el
aumento de los niveles de Ca?* intracelular en el tibulo, lo que produce una activacion de la
proteinquinasa C responsable de la fosforilacién de la subunidad a 1 de la bomba, como

consecuencia se produce la endocitosis de esta.

Por ultimo, el antagonismo de los receptores CB1 inducen una inactivacion de la bomba

Na*/K* ATPasa en el tibulo proximal de la nefrona (48).

En los mamiferos existen 2 genes que regulan la bomba: el gen atp1a1 y el gen atp1p1,
responsables de codificar las subunidades a1y B1 en el reticulo endoplasmatico con la
finalidad de formar heterodimeros a/p. La regulacién de la activacion e inactivacién genética de
la bomba est4 mediada por diversos mecanismos:

1. Proteina de unién a los reguladores del elemento respuesta del AMPc (CBP).

El aumento de AMPc fosforila los reguladores del elemento respuesta de unién al AMPc
(CREB: cAMP response element binding), a través de la proteinquinasaA (PKA) dentro del
dominio inducible por quinasa (KID), permitiendo la unién de CBP a CREB, produciendo el

aumento de la actividad de la bomba (48).

2. Interaccion entre CBP y CREB.
Provoca acetilacion de histonas debido a la activacion de la Histona acetiltransferasa
(HAT) de CBP, esto permite que se abra la estructura de la cromatina y se active la

transcripcién (46,48).

3. Coactivadores transcripcionales reguladores (CRTC).

Los CRTC, se unen a los CREB en el dominio bZP generando la union al ADN y la
dimerizaciéon de CREBP, sin embargo, no existe una activacién constante de CREB por parte
de CRTC, por esta razén CRTC es fosforilado por la quinasa 1 inducible por sal (SK1) y
trasladado al citoplasma (37,46,48).
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4. CRTC fosforilado en el citoplasma.

Se produce un aumento de Ca?* en el citoplasma activando la proteina fosfatasa2B
dependiente de Ca?* (PP2B[calmodulina)), también se produce un aumento de AMPc
citoplasmatico. Asi mismo, PP2B [calmodulina] fosforilan CRTC en el citoplasma, con el fin de
trasladarlo a nucleo donde interactia con CREB vy activa la subunidad de 31 a través del gen
atp1B1 y la subunidad a1 a través delgen atp1a1. De igual manera, CBP, CRTC y CREB

estimulan las subunidades a y B activando la bomba Na*/K* ATPasa (37).

5. Ca?'/proteina quinasa dependiente de calmodulina 1 (CaMK1).
Su principal funcién es disociar la proteina fosfatasa metiltransferasa 1 (PMEL1) del
complejo de la bomba. Posteriormente, activa la proteina fosfatasa 2A (PP2A) y desfosforila la

bomba, generando su activacion (47,48).

6. Proteina fosfatasa metiltransferasa 1 (PME1L).
Inactiva PP2A, bloqueando la desfosforilacion de la subunidad a1 de la bomba, como

consecuencia se produce endocitosis de esta (48).

7. Proteina fosfatasa 2A (PP2A).
Desfosforila la subunidad a de la bomba, y en consecuencia se produce un cambio

conformacional de la bomba activandola para continuar con el ciclo (48).
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1.4. Sistema endocannabinoide

La historia del uso medicinal del cannabis se remonta hace aproximadamente 12000
afos cerca de las montafias de Asia Central (49). Asi mismo, los registros del uso del cannabis

medicinal aparecen antes de la Era comun en China, Egipto y Grecia (8).

Algunos usos medicinales de la planta registrados en la época se enfocaban en reducir
el dolor, las nduseas, la ansiedad, inducir la relajacion muscular, mejorar el apetito, el suefio y
como sedante (50). Sin embargo, a pesar de que a mediados del siglo XIX y principios del siglo
XX el Medico J. Russel Reynolds en 1890 resumié mas de 30 afios de experiencia con el
cannabis (51), éste fue desplazado por el descubrimiento de otros farmacos sedantes como los
antiinflamatorios no esteroidales (AINES) y las restricciones de ley en Estados Unidos. Esta ley
de la Marihuana se establecié en 1973, eliminando el cannabis de la farmacopea y
declardndola droga ilegal en la década de los 70 (50).

No fue hasta 1964, que el Doctor Raphael Mechoulam caracterizo la planta mediante el
trabajo con humanos voluntarios, que fueron su objeto de estudio, impulsando la exploracion
de un nuevo sistema receptor denominado el sistema endocannabinoide (50). Este sistema,
esta conformado por varios endocannabinoides, los mas conocidos son la anandamida (AEA) y
2-araquidonil glicerol (2-AG). Igualmente, los dos receptoresprincipales de cannabinoides como
el receptor para cannabinoide CB1 presente principalmente en el sistema nervioso central y el
sistema digestivo, y el receptor CB2 presente en sistema nervioso periférico y responsable de

la inmunomodulacion.

Ademas, otros receptores como el receptor de potencial transitorio vaniloide de tipo 1
(TRPV1) el GPR55 y GPR 18, estos ultimos denominados de esta manera, ya que al igual que
los receptores CB1 y CB2 se encuentran ligados a proteinas G (52). También, el sistema
endocannabinoide lo conforman enzimas que degradan y sintetizan los endocannabinoides
como FAAH (Fat Amino Acid Hidrolase). Asi mismo, la sefializaciénde este sistema es
retrograda, es decir, la sefializacion inicia en las neuronas postsinapticas expulsando los
endocannabinoides, que se liberan en el espacio sinaptico y viajan a las terminales
presinapticas, actuando sobre los receptores CB1 y CB2 con el propésito de disminuir la

liberacidn de neurotransmisores por parte de la neurona presinaptica (53).
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Posteriormente, Devante y colaboradores caracterizaron el receptor CB1 en cerebros de

ratas y humanos (53).

1.4.1. Endocannabinoidoma

Se denomina endocannabinoidoma, a la complejidad de la interaccion de los
compuestos bioquimicos de la planta con el sistema endocannabinoide, dicho de otra manera,
comprende los procesos moleculares y bioquimicos desencadenados por la interaccién de
fitocannabinoides con la variedad de receptores para cannabis (CB1, CB2, TRPV1, GPR55y
GPR18) y la interaccién de estos receptores con las enzimas que sintetizan y degradan los
endocannabinoides 2-AG y AEA. (54). También, abarca la sintesis a demanda de los
cannabinoides end6genos dependientes del calcio, y la expresion de los receptores
dependientes de los diferentes estimulos, en diferentes partes del organismo vivo. En la figura
3, se ilustra la interaccion de los fitocannabinoides con los receptores del sistema

endocannabinoide y las sefalizacionesenzimaticas, con la liberacién de segundos mensajeros.
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llustracion 4. Endocannabinoidoma. Tomada de: (54).

En la figura 4, se ilustra las diferentes rutas biosintéticas activadas por los
fitocannabinoides para la sintesis y degradacién de endocannabinoides. De igual manera, se
ilustra la activacion de receptores nucleares activados por proliferadores de peroxisomas ay vy,
y también se observan la inhibicién de los canales de calcio tipo T (Cav3). Adicionalmente, se
ilustra los precursores biosintéticos del 2-AG que interactdan con sus Dianas por ejemplo la
proteina quinasa C (PKC), el receptor GPR55, receptores de &cido lisofosfatidico. De la misma
manera, los productos metabdlicos de las reacciones enzimaticas para la sintesis y
degradacién de los endocannabinoides interactian con diferentes receptores. En el caso de las
etanolaminas de prostaglandinas y los ésteres de glicerol de prostaglandina tienen sus propios
receptores. Por el contrario, las lipoxigenasas y el citocromo p450 oxigenasa aun activan

receptores CB1y CB2.

El sistema endocannabinoide, se descubridé después de hallar la estructura del

fitocannabinoide psicotrépico -A-9-tetrahidrocannabinol (THC). Ademas, el receptor
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cannabinoide 1 (CB1) se encontro durante el rastreo de los receptores de las células dianas
para el THC (22,54).

La planta de cannabis sativa produce naturalmente tetrahidropiranos, ciclohexanos y
terpenos (3). Estos compuestos forman estructuras carboxilicas que estan conformadas por

hidrocarburos arométicos, formadas por 3 anillos y un ciclo (12).

El sistema endocannabinoide est4 conformado por enzimas, ligandos y receptores. Las
enzimas mas estudiadas son la hidrolasa de acidos grasos (FAAH) y monoacilglicerol lipasa
(MAGL). Por otro lado, los ligandos endocannabinoides que se describen con frecuencia son la
anandamida (AEA) y el 2-araquidonil glicerol (2-AG). Por ultimo, los receptores
endocannabinoides més estudiados son el receptor cannabinoide 1 (CB1), elreceptor
cannabinoide 2 (CBD2) y el receptor de potencial transitorio vl TRPV1, los dosprimeros son

receptores metabotrépicos ligados a proteinas G y el ultimo el inotrépico (55-57).

La estructura y funcionalidad de los receptores CB y TRPV1 son similares en todos los
mamiferos, sin embargo, la afinidad del receptor CB2 al ligando es 30 veces menor quela
afinidad de los receptores CB2 del humano y la rata. Por lo tanto, esto depende principalmente

de la expresion en la membrana celular y el tipo de sefializacion implicada (22).

La localizacién anatdmica de los receptores CB1 en el canino se ha determinado
mediante inmunohistoquimica, descubriéndose ampliamente en tejido cerebral (58). Porsu
lado, las partes anatdmicas macroscoépicas y microscopicas del tejido cerebral en el que se
expresan los receptores CB1, son el hipocampo, mesencéfalo, cerebelo, bulbo raquideo,
médula espinal, globo palido, astrocitos, y en el sistema nerviosos periférico se localiza en

células de Schwann y ganglios de la raiz dorsal (58).

Al comparar el tejido nervioso de los caninos jovenes con el de los caninos gerontes, se
demostré que, en los caninos mayores de 10 afos la expresién del receptor CB1 es menor

comparado con los perros jévenes, similar a los que pasa en las ratas gerontes (58).
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1.4.2.Caracterizacion de los receptores CB1y CB2 acoplados a

proteinas G

Los receptores cannabinoides CB1 y CB2 son clasificados como receptores acopladosa
proteinas G. El receptor CB1, se expresa ampliamente en el tejido cerebral, sin embargo,
también se ha visto la expresion de este receptor en otros tejidos como la piel, el intestino y los
rinones de diferentes mamiferos (10,59). Por otra parte, el receptor CB2 se encuentra en
menor proporcion en el tejido cerebral, pero si esta presente de manera significativa en el

sistema inmunoldgico, piel y tejido renal (9,60).

El receptor CB1 se acopla a la proteina G tanto en el tejido cerebral, como en el tejido
renal (12,61-63). La sefalizacién que desencadenan los receptores cannabinoides depende
del acoplamiento a la subunidad de la proteina G y los diferentes farmacos que estimulan esta
cascada de sefializacion (60); por ejemplo, la unién a la subunidad Ga inhibe a la produccion

de Adenil ciclasa, por ende, produce la disminucion en la produccién de AMPc.

El receptor CB1, experimenta cambios conformacionales drasticos a nivel extracelular e
intracelular al ser activado. Por el contrario, el receptor CB2 experimenta cambios

conformacionales en la parte intracelular, al ser activado por agonistas (52).
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Cell survival/death

llustracion 5. Estructura del receptor CB1 ligado a proteinas G. Tomada y Modificadade: (52).

En la figura 5, se ilustra tanto la estructura del receptor cannabinoide 1 ligado aproteinas G en

forma de serpentina con los 7 dominios transmembrana.
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1.4.3.Caracterizacion del receptor TRPV1 (Receptor de potencial

transitorio V1)

El receptor TRPV1, se encuentra localizado en la pared pélvica renal, hace parte de las

fibras nerviosas, que forman esta red transversal que inervan la pelvis renal (28,62,64).

Por su lado, este receptor ionotrépico se activa por estimulacion quimica, como cambios
de pH, variaciones de temperatura (calor) y metabolitos lipidicos. Su principal funcién es
modular la excrecién renal, la diuresis y la nutrieres bilateral por el aumento de la tasa de
filtracién y la liberacién de sodio en los tubulos proximales y distales. Por lo tanto, el receptor
TRPV1 cumple un papel fundamental en la regulacién y homeostasis del sodio anivel renal
(22).

1.4.4.Produccién de ligandos endocannabinoides a partir de acidos

grasos

La AEA Yy el 2-AG, se consideran los principales ligandos y mediadores del sistema
endocannabinoide, derivados del acido araquiddnico. Ademas, debido a la similitud que existe
entre la AEA y los compuestos lipidicos, es probable que algunos complejos enzimaticos del

citocromo P450 estén implicados en el metabolismo de la AEA (62).

Tanto la AEA como el 2 AG, se generan en respuesta de una elevacion de calcio
intracelular o debido a la expresién de los receptores CB (65), de igual manera, su sintesis
depende de las enzimas (fosfolipasa C, fosfolipasa A y diacilglicerol). En 1992 seidentificé por
primera vez la anandamida en el cerebro como ligando enddgeno del receptor CB1 (66)). A
diferencia de los neurotransmisores, los cannabinoides enddégenos no son almacenados en
vesiculas y su mecanismo de liberacion aln no esté claro; sin embargo, se sabe que las
enzimas FAAH y MAGL son las responsables de su degradacion (57,58,66).
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La AEA Yy el 2AG, se consideran acidos grasos poliinsaturados de cadena larga
derivadosde los fosfolipidos de membrana (62). Como se menciond anteriormente, estos
endocannabinoides son liberados a demanda por aumento en los niveles de calcio (Ca?*). En
concreto, en el tejido nervioso los endocannabinoides anteriormente mencionados se sintetiza
a demanda en la membrana celular de la neurona posinaptica, luego son liberados al espacio
intersinaptico, donde interactian con los receptores CB1 y CB2 ubicados en la membrana
presinaptica, con el fin de disminuir el almacenamiento y liberacion de neurotransmisores
(57,58,67).

Las enzimas responsables de la biosintesis de la AEA son N-acilfosfatidiletanolamida-
fosfolipasa D (NAPE-PLD) y la fosfatidiletanolamina. Por otro lado, las enzimas que tienen
como funcién la biosintesis del 2 AG, son la fosfolipasa C (PLC), la fosfolipasa A (LPA) la
fosfolipasa A1 (LPA 1), el diacilglicerol (DAG), y el diacilglicerol lipasa tanto a como 3 (DAG ay
DAG B). Las enzimas responsables de degradar AEA son la enzima hidrolitica de &cidos
grasos (FAAH), diferentes lipoxigenasas (LOX) y las cicloxigenasas-2 (cox-2). Por el contrario,
las enzimas que participan en la degradacién de 2 AG son monoacilglicerol lipasa (MAGL), la
FAAH y la monoacilglicerol quinasa (MAGLK) (62).

1.4.5.Sistema endocannabinoide a nivel renal

La distribucion del sistema endocannabinoide a nivel renal ha sido ampliamente
estudiada en el rifién del humano, cerdo y rata (9,28,61,67,68). Sin embargo, no se han
reportado estudios de la distribucion de este sistema en el rifion del canino. Por otra parte, la
localizacion de los receptores CBL1 en el riidn del humano difiere con respecto al riidn de la
rata (13). Por ejemplo, en el humano los receptores CB1 se encuentran distribuidos en el tabulo
contorneado proximal, tubulo contorneado distal y células intercaladas del conducto colector
(65,68,69), en cambio, en los roedores los receptores CB1 se hallan en las arteriolas aferentes,
arteriolas eferentes, podocitos glomerulares, extremidades ascendentes gruesas del Asa de

Henle, glomérulos, células epiteliales tubulares y células mesangiales cultivadas (29,45).

La distribucion de los ligandos endocannabinoides, a nivel renal es la misma en
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roedores y en humanos (13). Asi mismo, en la corteza renal se encuentran niveles similares de
AEA y 2 AG, mientras que en la médula renal los niveles de AEA duplican los niveles de 2 AG
(62). Aunque, no existen controversias de la distribucion de los receptores CB2 (65), existen
evidencias de que la distribucién de los receptores CB2 en el rifién de la rata y el humano no
presentan diferencias significativas (29,69). Los receptores CB2 se localizan en la corteza

renal, podocitos, células del tibulo proximal y células mesangiales (27).

Receptor Localizacion Localizacion especifica Especie
general
CB1 Tejido Renal Humanos, ratas,
ratones
Region Arteriolas Ratas
Glomérulos Ratas, ratones
Tabulos Humanos, ratas,
ratones
Asa de Henle Ratas
Conductos colectores Humanos
Intersticio Humanos, ratas
Células Podocitos Ratas, ratones
Células mesangiales Ratas
Células epiteliales del Humanos, ratones,
tubulo proximal porcinos
Células epiteliales del Humanos y ratones
tubulo proximal
Células intercaladas Humanos
CB2 Tejido Renal Ratas
Region Corteza Ratas
Tipo celular Podocitos Ratas
Células del tubulo Ratas, humanos
proximal
Células mesangiales Ratas
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Tabla 2. Distribucion de los receptores cannabinoides en el tejido renal
de rata, raton, humano y porcino. Tomada y modificada de (65).

La anandamida, es producida y metabolizada por las células mesangiales y endoteliales
(28), se une al receptor CB1 (receptor metabotropico ligado a proteina Gi) bloqueando la
produccién de oxido nitrico sintasa y estimulando la produccion de éxido nitrico en el Asa
gruesa de Henle (17). En cambio, el 6xido nitrico inhibe los canales sodio/hidrogeno (Na*/H"),
sodio/potasio’ (Na*/K+), y 2 de cloro (Cl)- De esta manera, estos mecanismos regulan el flujo
sanguineo renal, ya que permiten la vasodilatacion de las arteriolas aferentes yuxtaglomerular

y la reabsorcion de solutos, alterando la tasa de filtracion glomerular (30,31,67,70).

1.4.6.Interaccion del sistema endocannabinoide con la bomba

Na+/K+ATPasay la hemodinamica renal

Los riflones, son el segundo érgano con mas consumo de oxigeno (O2) (48). Por su
lado,el tibulo contorneado proximal constituye aproximadamente la mitad de la masa renal y
utiliza la mayor parte de O2; su principal funcion es reabsorber ente el 60-80% de solutos que
pasan a través de la nefrona, mediante trasportadores de membrana especializados
dependientes de ATP. De manera que, en la obtencion del ATP se requiere una fosforilacion
oxidativa mitocondrial, por ello, una alteraciéon de la mitocondria puede producir dafios a nivel
renal (26,37,48).

La regulacién de la fosforilacién de la proteina 1 (DRP1) relacionada con la dinamina,
esta mediada directamente por receptores CB1 a nivel renal; esta proteina es la encargada de
producir fisibn mitocondrial, este mecanismo esta mediado por la fosforilacion de DRP1 en el
dominio S616 y la desfosforilacion de esta en el dominio S637 (71). Esto quiere decir, que los
mecanismos que inhiben la fisibn mitocondrial dependiente de DRP1 estan relacionado con el
aumento de la proteina quinasa A (PKA), cuya funcion es promover la fosforilacion en el

dominio S637 de DRP1, inhibiendo la fision mitocondrial. Igualmente, cuando se estimula el
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receptor CB1 en lamembrana, disminuyen los niveles de PKA, por lo tanto, se produce

fragmentacion mitocondrial descontrolada, produciendo lesiones a nivel renal (71).
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llustracion 6. Fision mitocondrial. Tomada de (73).

El receptor CB1, al ser estimulado por endocannabinoides como la AEA,

fitocannabinoides como el THC y cannabinoides sintéticos como el WIN, modula en el tibulo
proximal los niveles de AMPc y los niveles de PKA, favoreciendo la activacion de la bomba
Na*/K* ATPasa mediante la activacion de PP2A, (puede también disminuir la activacion de la
misma dependiendo del ligando) ademas promueve la fision mitocondrial como se mencioné
anteriormente (72,73). Por lo tanto, al bloquear el receptor CB1 en el tibulo contorneado
proximal, se disminuye significativamente la actividad de la bomba y se detiene la fision

mitocondrial, recuperando la estructura de la mitocondria, ocasionando la disminucion de las

especies reactivas de oxigeno en este tejido (71,72,74).
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1.4.7.Fitocannabinoide cannabidiol (CBD)

El acido cannabididlico (CBDA), es el segundo componente presente de manera natural
mas abundante de la planta de cannabis, después del &cido tetrahidrocannabinélico (THCA)
(50). Cuando se descarboxila el CBDA se convierte en cannabidiol, también conocido como el
componente farmacolégicamente activo de la planta de cannabis sativa (24). Por lo tanto, este
CBD interactta con los receptores del sistema endocannabinoide y con otros receptores, como
el receptor de 5-hidrositripamina 1 A (5-HT1A), receptores de serotonina, receptores de
dopamina D2, receptores de adenosina Al, receptores opioides, canales de sodio y canales de
calcio (25).

La interaccion del CBD con los receptores endocannabinoides se comporta de la

siguiente manera:

o Actllia como antagonista del receptor CB1, reduciendo las potencias del TCH y
2AG, expuesto en un ensayo de union Guanosina trifosfato gamma S (GPTyS) en membranas
de cerebro de ratén (79). Asi mismo, como modulador alostérico negativo, reduce
alostéricamente la sefializacion del receptor CB1 en las células HEK 2932 (25).

° Se comporta como antagonista del receptor CB2, disminuyendo la potencia del
agonista WIN55212, analizado en un ensayo de membranas celulares, donde se sobre
expresaban los receptores CB2 (75).

° Procede como antagonista del receptor GPR55, disminuyendo la potencia del
agonista CP55940 en membranas celulares donde se sobre expresan los receptores GPR55
(76).

. Se comporta como agonista de los canales TRPV1, aumentando los niveles de
calcio citosolico, del mismo modo que lo hace el agonista completo de capsaicina en las células
derivadas de rifibn humano HEX293 (77)

. Actlla como agonista de los receptores nucleares activados por peroxisoma; el
bloqueo del receptor del peroxisoma con el antagonista selectivo W9662, redujo
significativamente los efectos del CBD sobre la gliosis reactiva en cultivos astro gliales de rata

(78). También, es importante destacar que el receptor nuclear activado por peroxisomas esta
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estrechamente relacionado con el metabolismo dela glucosa y la sefalizacion de la insulina en

el musculo esquelético y el higado (25).

La interaccion del CBD con diferentes receptores que no hacen parte del sistema

endocannabinoide, se comportan de la siguiente manera:

. Como agonista del receptor 5-HT1A, desplazando la uniéon de [ 2 H]8-OH-DPAT
aumentando la actividad de la proteina G en la linea celular de ovario de hamsteres chinos,
gue sobre expresan el receptor (5).

. En el receptor de dopamina (D2), se desenvuelve como agonista parcial,
inhibiendo la union de la domperidona radiomarcada a los receptores D2, conconstante de
disociacién de 11mmol/L en membranas estriales de rata (79).

. Actlia como agonista del receptor de adenosina Al, generando efectos
antiarritmicos inducidos por isquemia debido a reperfusion en ratas(80).

. Procede como modulador alostérico de los receptores opioides, acelerando la
disociacion de [ 2 HIDAMGO en los recetores tipo Mu y acelerando la disociaciénde [ 2 H]-NTI
en los receptores tipo delta (81).

° Se comporta como inhibidor de los canales de sodio dependientes de voltaje e

inhibidor de los canales de calcio tipo | dependientes de voltaje (82,83).

Aunque no existen estudios especificos de la funcion del CBD en el transporte de Na* a
nivel renal, estaria contemplada la posibilidad que al interactuar directamente en el tibulo
contorneado proximal (estructura responsable en mayor medida de la reabsorcion de Na*
mediante la bomba Na*/K*ATPasa) aumente la excrecion de sodio a nivel renal. Por lo tanto,
esto se debe probablemente a que CBD bloquea el receptor CB1, que es responsable de

activar la bomba Na*/K*ATPasa en el tubulo proximal.
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1.5. Métodos para determinar la tasa de filtracion glomerular

La tasa de filtracion de glomerular es un parametro importante, que permite medir la
funcion renal y estadificacion de la enfermedad renal crénica (84), aunque existen varios
métodos para medirla, las ayudas diagnosticas mas utilizadas son: cuantificacion de creatinina
y urea, aclaramiento de creatinina en 24 horas, proteina beta trace (PBT o BPT), cisteina y

medicién de sodio en orina.

El aumento de la creatinina nivel sanguineo se empieza a evidenciarse cuando el 75%
del tejido renal se encuentra perdido, a causa de la enfermedad renal crénica (84). Por lo tanto,
se concluye que los parametros anteriores se consideran como diagnéstico tardio de la injuria
renal cronica (35,84,85).

El aclaramiento de creatinina en 24 horas, se determinan por la siguiente ecuacion:

.- o Cr orina * Vol urinario
Cleararice de Creatininag =

Cr sangre
Donde clerance de creatinina se mide por mililitro/minuto (ml/min), creatinina en orina se
determina en miligramos/decilitro (mg/dl), volumen de orina se cuantifica en mililitros (ml) y

creatinina en sangre determinada en mg/dl.

A pesar de que la creatinina se toma en orina durante 24 horas, no seria el parametro
ideal para evaluar la TFG (36) , debido que los niveles de dicho metabolito se pueden modificar
por diversos factores, como la masa muscular, la dieta, el porcentaje de deshidratacion,

diversos farmacos metabolizados a nivel renal, entre otros (34).

Se puede evaluar la TFG, mediante las proteinas de bajo peso molecular como la beta

trace proteina (BPT) y la cistina C. Por su lado, la BPT se produce de manera constanteen las
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células gliales del sistema nervioso, esta proteina se reabsorbe y cataboliza en elglomérulo
luego de ser filtrada, pero no se excreta por el tdbulo renal (36). Asi mismo, cuando se
presenta una alteracion en la TFG, la BPT se acumula, incrementando su concentracion
plasmatica (36,86). Por otro lado,la cisteina es secretada por la mayoria de las células a nivel
sistémico; esta proteina se filtra libremente en el glomérulo y es reabsorbida y catabolizada por

las células epiteliales tubulares, sin embargo, no es excretada (85).

La funcién principal del tibulo contorneado proximal es la reabsorcion de sodio,
aproximadamente el 90% de oxigeno es usado en esta porcion de la nefrona para esta funcién
(87). Igualmente, a pesar de que la excreciéon de sodio mide parcialmente la TFG, la fraccién

excretada de sodio es mas especifica para medir la funcion tubular y se debe tener precaucion

con el balance total de sodio, en el momento de interpretar los resultados (88).

En el cuadro 2, se ilustra las ventajas y desventajas de cada una de estas ayudas

diagnosticas.

Método Diagnostico

Ventaj
as

Desventaj
as

Creatinina y urea

Facil acceso, prueba econémica,
técnica facily levemente invasiva
para obtener los pardmetros

Diagndstico tardio de
enfermedad renal crénica

Aclaramiento de creatinina en
24
horas

Indicador mas temprano de
enfermedad renal cronica, en
comparacion a la medicién de urea 'y
creatinina en sangre

Los niveles se modifican por
metabolismo muscular, dieta, y
porcentaje de deshidratacion,
ademds para su cuantificacion
en Ratas senecesitan de
jaulas Metabolicas

BPT y cisteina

Método no invasivo, facil acceso y
diagnostico

Secrecidn y reabsorcion en

tabulos, .
costo elevado por la jaula
metabolica

FICT-sinistrina

Indicador de precision de la TFG, no
se reabsorbe, ni metaboliza o excreta
en los tdbulos renales, sus niveles no
se alteran por metabolismo muscular,
P,or enfermedades o uso de

armacos, detector temprano de
enfermedades renales, no es
invasivo

Elevado costo de parche
transdérmico y software

Niveles de Sodio (Na™) en
orina

Prueba econdmica, tiempo de
procesamiento corto, parcialmente
invasivo para obtener el parametro

Indicativo especifico de funcion
tubular, se debe conocer el

balance total deNa*

Tabla 3. Ventajas y desventajas de los métodos para medir la filtracion glomerular. Tomada y

modificada de (85,88).
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Como se ilustra en la figura 4, el sodio ademas de medir la tasa de filtracion glomerular

también sirve como pardmetro para determinar la estructura tubular.

Loop diuretic response
HFA-position statement

GOOD loop diuretic response if *:

a. Urinary sodium concentration
> 50-70 meq/L 2-hours after diuretic

b. Urinary Output >100-150 mi/hour
during first 6-hours after diuretic

¢. Total diuresis > 3-4 L first 24hours

llustracion 7. Evaluacion de la tasa de filtrado glomerular mediante el
sodio. Tomada y modificada de (89).
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1.5.1.Método de espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una técnica de analisis cuantitativo (masa molecular o
concentracion), y cualitativo (estructura) de las moléculas ionizadas previamente convertidas en
iones, su principal ventaja es el bajo costo y alta productibilidad, elevada sensibilidad y
precision de los resultados analiticos. De igual manera, las moléculas de interés, en este caso
el Na* en orina, no requiere separacion previa, la solucion problema se somete a una fuente de
ionizacion adquiriendo carga positiva y negativa. Luego, los iones atraviesan el analizador de
masas hasta alcanzar diferentes partes del lector, cuando los iones entran en contacto con el
lector, se generan sefales que son registradas y representan un espectro de masas, que

muestra la cantidad relativa de sefiales en funcién de la relacién masa/carga (49,90).

Las cuatro etapas para analizar sodio en orina mediante esta muestra comprenden:
ionizacion de la muestra, aceleracién de los iones por campo eléctrico, dispersion de los iones

segun masal/carga, deteccién de sodio y produccion de la sefial eléctrica correspondiente (49).
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llustracion 8. Técnica de espectrometria de masas. Tomada de (90).
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2. JUSTIFICACION

Actualmente en el area de la neurologia veterinaria se esta implementando medicina
canndbica como un coadyuvante para el manejo de epilepsias y enfermedades
neurodegenerativas, principalmente en caninos (3,61,91,92). El sistema endocannabinoide en
elsistema nervioso de los pacientes caninos y felinos se ha estudiado ampliamente en los
ultimos afos, realizando la caracterizacion de endocannabinoides y de los receptores CB1y
CB2 (93). Teniendo en cuenta que cada vez se emplea con mayor frecuencia las terapias con
cannabis (94), se considera relevante, pertinente y necesario identificar si el cannabidiol tiene
algun efecto sobre la fisiologia renal, como principal sistema de eliminacion. Debido a que es
dificil encontrar una poblacion homogénea de animales (caninos) que estén medicados con
cannabidiol y que no cursen con ninguna patologia renal, es necesario utilizar un modelo
murino, cuyo sistema renal es similar al del canino, donde es posible evaluar con precision los
efectos de los fitocannabinoides a nivel de la tasa filtracién glomerular, a través de la

reabsorcién de sodio (39,41).

Existen pocos reportes bibliograficos en roedores (26-28,55,68,95-97), que
evidencian el rol del sistema endocannabinoide sobre la homeostasis y el funcionamiento renal,
no existen estudios especificos que muestren las interacciones fisiol6gicas del
Fitocannabinoide cannabidiol con el sistema endocannabinoide renal y las alteraciones sobre la

reabsorcién de sodio a nivel renal en caninos, murinos y humanos.

En el territorio colombiano segun la ley 1787 del 2016 en su articulo primero (1), titulo 11 se
crea un marco regulatorio que permite el acceso seguro e informativo al uso médico y cientifico
del cannabis y sus derivados; dentro de esta misma ley, en el articulo 2.8.11.1.3. Se adoptan
definiciones en sus numerales 5, 6, 7, 10 y 11 para el cannabis, elcannabis psicoactivo, el
cannabis no psicoactivo, los derivados del cannabis psicoactivo y los derivados de cannabis no
psicoactivo. Asi mismo, en el articulo 6 de la presente ley en su péarrafo primero (1), el Invima
(Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos) regula la licencia y fabricacion

de los derivados de cannabis con fines medicinales y cientificos basandose en el decreto 780


http://normograma.invima.gov.co/normograma/docs/decreto_0780_2016.htm#2.8.11.1.3
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de 2016 del ministerio de salud y proteccion social, haciendoénfasis en el titulo 11 capitulo 1
ARTICULO De igual manera, el decreto 811 del 2021 amplia el uso medicinal de cannabis y

derivados.

Esta regulacion legal y los beneficios terapéuticos del cannabis en Latinoamérica,
especialmente en Colombia, ha motivado a los médicos veterinarios por implementar el uso del
cannabis y sus derivados para el manejo terapéutico de diversas enfermedades neurolégicas
en pequefias especies, principalmente en caninos, como enfermedad discal degenerativa,
Meningoencefalitis de origen desconocido, epilepsia idiopatica, distemper canino, entre otras
(1,2,10,98).

Estudiar el sistema endocannabinoide a nivel renal, no solo contribuira a la comprensién
cela importancia fisiolégica del endocannabinoidoma en nefrologia y sus diferentes funciones,
también, ayudara a entender cudl es su rol en la generacién de la enfermedad renal y como

implementar nuevas estrategias terapéuticas.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El aumento de cannabis como uso terapéutico en pequefias especies especialmente en
caninos va en ascenso (2), debido a la prevalencia de enfermedades neurodegenerativas
(epilepsias idiopaticas, meningoencefalitis de origen desconocido, enfermedad articular

degenerativa, sindrome cognitivo senil, entre otras).

Aproximadamente, el 75% (3) de pacientes caninos con estas enfermedades estan
consumiendo fitocannabinoide cannabidiol (CBD) como plan terapéutico coadyuvante; sin
embargo, no existen reportes de los efectos colaterales o terapéuticos de este fitocannabinoide

a nivel renal en especies caninas (99).

La funcién del sistema endocannabinoide en el tejido renal no se comprende en su
totalidad (26). Asi mismo, una de las principales funciones a nivel renal es la reabsorcion de
iones en el tibulo proximal, este tabulo, es el segmento de la nefrona responsable de la
reabsorcién del 70 al 80% del filtrado, de este filtrado, aproximadamente el 70% de sodio se
reabsorbe en esta porcion mediante trasporte activo, modulado por la actividad de la bomba
sodio/ potasio ATPasa (Na*/K* ATPasa) en las células LLC-PK1(27).

Para comprender como funciona el sistema endocannabinoide a nivel renal se han
realizado algunas investigaciones (27,28,64,65,100), su objetivo de estudio es describir la
distribucion del sistema endocannabinoide en el tejido renal y su rol en salud y enfermedad. De
igual manera, los modelos animales utilizados para los diferentes estudios fueron ratas, ratones
y porcinos, sin embargo, también se describi6 el sistema endocannabinoide en el tejido renal
humano (64,101). Adicionalmente, las enfermedades renales donde se reporta actividad del
sistema endocannabinoide son la nefropatia diabética, enfermedad renal relacionada con la

obesidad, fibrosis renal, injuria renal aguda e injuria renal cronica (28).

Sin embargo, se requieren mas estudios para determinar cudl es el rol especifico de los
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endocannabinoides y los receptores en el tejido renal en la salud y la enfermedad. De igual
manera, aun se discute como interactlan los endocannabinoides y fitocannabinoides con los
receptores en el tejido renal (68). Por ultimo, faltan mas estudios para describir el mecanismo
mediante el cual tanto los endocannabinoides como los fitocannabinoides son capaces de
alterar el flujo renal, la reabsorcién de solutos y disminuir o aumentar la tasa de filtracion

glomerular (TFG).

Aunqgue no existen reportes bibliograficos de los efectos del CBD en la reabsorcién de
sodio en caninos, esta especie presenta una distribucion significativa en el tejido nervioso y en
diferentes érganos como la piel huesos y tracto gastrointestinal (2,58), ademas el mecanismo
mediante el cual se reabsorbe sodio a nivel renal es similar al mecanismo de ratas y humanos
(26,27,39). Por lo anterior, se puede inferir que el tejido renal, especificamente en el tibulo

proximal deberia existir sistema endocannabinoide que regule el transporte de sodio.

Con base en estos antecedentes, surge la siguiente pregunta que se espera responder
durante el desarrollo del proyecto: ¢ Cual es el efecto del fitocannabinoide cannabidiol sobre la

excrecién de sodio en el tejido renal?

La hipotesis que se plantea es la existencia de cambios en la excrecion de sodio post
administracion del fitocannabinoide cannabidiol (CBD) a diferentes dosis, 48 horas después de
administrar el farmaco, tiempo que demora el CBD en metabolizarse y excretarse a nivel renal
(55,68,95).
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Analizar los efectos del fitocannabinoide cannabidiol (CBD) sobre la excrecion de
sodio en orina, mediante la técnica de espectrometria de masas, 48 horas después de la

administracion del CBD.

4.2. Objetivos especificos

eldentificar si a dosis altas (50 mg/Kg) de CBD se altera la excrecion de sodio en ratas
Wistar.

eEvaluar los valores de excrecion de sodio entre la poblacion de ratas control y las ratas

expuestas al CBD.

eDeterminar si hay diferencias en la excrecion de sodio, en ratas sometidas a la

administracion intraperitoneal del CBD a dosis de 15mg/Kg-50mg/Kg.
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5. PROCEDIMIENTOS Y METODOLOGIA

Para llevar a cabo este trabajo, se realiz6 un estudio de tipo experimental completo,
donde se utilizaron ratas Wistar a las que se les aplico el fitocannabinoide cannabidiol (CBD) full
espectrum (donado por la empresa ICAN de la Ciudad de México) a dosis del15-50mg/Kg ; estas
dosis se estandarizaron de esta manera de acuerdo con la metodologia utilizada en el estudio
de Hlozek y colaboradores en el 2017 donde evaluaron el perfil farmacocinético de diferentes
fitocannabinoides entre ellos el CBD administrados por via subcutanea en ratas Wistar con el
objetivo de determinar cambios comportamentales (102) (. Posteriormente, se midieron los
niveles de excrecion de sodio en orina, obteniendo esta, mediante el método de recoleccion

directa puntual en vaso precipitado (103), post administracion del CBD.

El estudio que se llevd a cabo es un estudio experimental con casos y controles.

5.1. DISENO EXPERIMENTAL

El siguiente grafico, ilustra la distribucion que presentaron los sujetos durante la
administracion del medicamento fitocannabinoide cannabidiol (CBD), el vehiculo y grupo

control.

5.1.1. Unidades experimentales

Se trabaj6 con treinta (30) ratas macho, adultas, de la especie Rattus Norvegicus, cepa
Wistar. Los sujetos se obtuvieron del bioterio central de la facultad de Medicina Veterinaria y
zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia. Adicionalmente, las ratas fueron
mantenidas en un ambiente con atenuacion de ruido, humedad al 40-45%, temperatura entre
20y 21 °C. La sala cuenta con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, y a los animales se les

suministré alimento y agua ad libitum.

Para determinar el nUmero de unidades de experimentacion para trabajar, se tuvo en
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cuenta el método de ecuacion recursiva. Este método, se utiliza cuando el objetivo principal del
experimento es encontrar diferencias entre los grupos, como es el caso delpresente estudio

(104). La férmula que se empled para estimar el nimero de sujetos fue (e = n-g) donde:

e = Grados de libertad del analisis de varianza; el cual debe estar entre 10-30
n = NUmero total de animales (30)

g =NUmero de grupos (5)

5.1.2. Procedimientos

Los niveles de sodio en orina se midieron 48 horas posterior a la administracion del
CBD. La orina se recolectdé de manera directa en vaso precipitado, tal como se ilustra en el
disefo experimental (figura 9). De igual manera, estas mediciones se realizaron mediante el
método de espectrometria de masas en el laboratorio veterinario mycrovet. Adicionalmente, se
tuvo un grupo control, al cual no se le suministré fitocannabinoide cannabidiol y se evaluaron

niveles de sodio en orina.

Para obtener las muestras de orina se realizé el siguiente protocolo:

5.1.3. Material Necesario para recoleccidon directa puntual en vaso
precipitado

e Vaso precipitado de poliestireno de 5 ml
e Guantes
e Micropipeta

e Tubo eppendorf
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5.1.4.

5.1.5.

5.1.6.

Sujecién del sujeto de estudio durante latoma de la muestra

Se tomo el animal por la cola, luego se realiz6é un estimulo tactil suave sobre la
espalda del animal, tal como se ilustra en la imagen en el disefio experimental.
El investigador nimero 2 sostenia el vaso precipitado, cerca de la zona perineal
(figura 9).

Se recolecté aproximadamente entre 0.1-0.5ml de orina, (algunos animales
excretaban la orina en 5 segundos, mientras que otros tardaban

aproximadamente 1 minuto).

Protocolo de toma de muestra

Se colocé el animal sobre la mesa de laboratorio, previamente desinfectada

Se sujetd al animal de la cola con una mano y con la otra se realizé un estimulo
tactil sobre la espalda

El investigador nUmero 2 sostuvo el vaso precipitado de 5ml, durante 1
minuto aproximadamente o menos, hasta que el animal excretara orina

Se obtuvo un volumen aproximado entre 0.1-0.5ml de orina

Con micropipeta se pipeteo la orina y se deposit6é en tubo eppendorf, las muestras
se mantuvieron en frio y posteriormente se congelaron.

Administracion del CBD

Se distribuyeron 5 grupos de 6 roedores de la siguiente manera:

Grupo 1 Dosis minima: Administracion de CBD por via intraperitoneal a una dosis
de 15mg/Kg de peso vivo, aproximadamente 0.06ml

Grupo 2 Dosis estandar: Administracion de CBD por via intraperitoneal a dosis
de 30mg/Kg de peso vivo, aproximadamente 0.1ml

Grupo 3 Dosis maxima: Administracion de CBD por via intraperitoneal de 50
mg/Kg de peso vivo, aproximadamente 0.15ml

Grupo 4: Administracion del vehiculo (aceite de oliva extra virgen 1 ml) por via
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intraperitoneal

e Grupo 5: Grupo control

5.1.7. Envio de orina a laboratorio para medicion de sodio

¢ Las muestras se tomaron 48 horas después de inyectar el medicamento o
vehiculo

e Se depositd la orina en el tubo eppendorf cubriéndolo de la luz

e Las muestras se colocaron en una nevera portatil, y se transportaron a la nevera
del laboratorio del departamento de fisiologia, donde estuvieron congeladas hasta
su analisis

e Todas las muestras se enviaron el mismo dia al laboratorio mycrovet, para

analisis de sodio, mediante la técnica de espectrometria de masas.
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llustracion 9. Disefio experimental y cronologia de grupos de trabajo. Tomada de Biorender.
Adaptada por la autora.

Se establecieron cinco (5) grupos, cada uno con 6 ratas adultas, a cada grupo se le
aplicé dosis diferentes de CBD por via intraperitoneal. La concentracion del producto es de
100mg/ml diluido en aceite de oliva extra virgen. En concreto, se administré el medicamento o
vehiculo 48 horas antes de la medicién de sodio, ademas los sujetos fueron sometidos a
sujecion manual, para la obtencién de las muestras de orina, mediante el método de

recoleccion directa puntual en vaso precipitado.

La administracion del vehiculo y el farmaco (CBD) se realizd por via intraperitoneal.
Adicionalmente, se establecié un grupo control (a este grupo no se les administré ni el vehiculo
ni el CBD), un grupo a los que solo se les aplico el vehiculo, y 3 grupos mas, a los que se les

administro diferentes dosis de CBD como se ilustra en la figura 9.
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5.2. Definicidon de variables

Tabla 4. Definicion operacional y escala de medicién de variables.

Variable

Definicion operacional

Escala de medicion

Tratamiento (Administracion
de cannabidiol)

Se administré el medicamento CBD,
gue viene en vehiculo de aceite de
oliva, porvia intraperitoneal a dosis
variables en grupos diferentes Grupo
1: 15mg/Kg, Grupo 2: 30 mg/Kg, grupo
3:50 mg/Kg

Cuantitativa Continua

Momento (antes del
tratamiento, 48 horas
después

del tratamiento)

Se administrd el vehiculo o
tratamiento, 48 horas antes de tomar
niveles de sodio

Cuantitativa Continua

Vehiculo (Administracion de
aceite de oliva)

Se administré 1ml de aceite de oliva
via intraperitoneal

Cuantitativa continua

Excreciéon de sodio en orina

48 horas después de administrar el
tratamiento o el vehiculo en diferentes
grupos de sujetos: Grupo control a los
gue no se les aplico nada, grupo a los
gue se les administré el vehiculo, y
grupo de unidades experimentales se
les aplico el medicamento a diferentes
dosis. Luego, se tomo la muestra y se
almacené en un tubo eppendorf, para
su respectivo traslado

al laboratorio

Cuantitativa continua

Tabla 5.Tipo y definicién conceptual de variable.
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5.3. Analisis estadistico

Tanto para el analisis de los datos como analisis estadistico se utilizé el programa
SPSS. Para cada grupo se hall6 la media y la desviacion estandar. Se realiz6é un analisis de
varianza (ANOVA) unifactorial, y el test de normalidad de Shapiro Wilk, con prueba de
homocedasticidad; los factores fijos son el tratamiento, el vehiculo y el momento.
Posteriormente, se realizd pruebas post hoc, como la prueba de Tuckey. Elumbral de

significancia establecido fue del 5% (P<0.05).

5.4. Consideraciones éticas

El presente estudio fue avalado por el comité de ética de la facultad de Ciencias, en
reunion realizada el dia 7 de abril del 2022 (Acta 15 -2022).

Los experimentos que se realizaron durante este trabajo se desarrollaron teniendo en
cuenta la ley 84 de 1989, capitulo VI: del uso de animales vivos en experimentos e
investigacion. De igual manera, los experimentos se rigieron por la reglamentacion estipulada
en la resolucién N° 0008430 de 1993 del Ministerio de Salud y Proteccion Social de Colombia,
por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la
administracion en salud, cumpliendo especialmente lo mencionado en el titulo V: investigacion

biomédica con animales.

Este estudio, se baso en revisiones bibliograficas referentes a la administracion de
cannabis y la evaluacion de la funcién renal en modelos animales y su importancia en el
avance médico veterinario. De igual forma, para el desarrollo de este estudio se selecciond y
se obtuvieron legalmente las ratas de cepa Wistar, ademas, se tuvo presente el nimero
minimo requerido para obtener resultados que representaron validaciones estadisticas y
cientificamente aceptables. Asi mismo, los animales se mantuvieron en adecuadas condiciones

sanitarias, cumpliendo la reglamentacion sanitaria vigente (el nimero de animales a utilizados
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se describid en el apartado de Metodologia). Todos los desechos generados se dispusieron de
acuerdo con la norma y en el caso de los anatomopatoldgicos, se almacenaron en bolsa roja
para su posterior incineracién. Ademas, este estudio fue de riesgo minimo y no duplicativo por

su cardcter cientifico.

Para optimizar los recursos de los individuos y para futuros proyectos de investigacion,
los sujetos de experimentacion fueron sacrificados y perfundidos para conservar tejido renal y
cerebral, con el objetivo de ser empleados para futuros estudios. Asi mismo, seutiliz6 anestesia
farmacoldgica y se procedié a perfundir, para la sedacion y la anestesia se le suministré una
dosis de ketamina al 10% (400 mg/Kg) y xilacina al 2 % (5mg/Kg) 10 veces mayor a la dosis

terapéutica para cada individuo, generando un plano anestésico profundo. (105).

Para la perfusion, una vez los sujetos alcanzaron un plano anestésico profundo, se
ubicaron en posicion dorsoventral y se ubicé el esternén, luego se realiz6 una incision en la
cavidad toracica a la altura del esternén y se cort6 lateralmente hasta la linea media clavicular
derecha e izquierda; fracturando costillas y ascendiendo hasta segundo-tercer espacio

intercostal.

Posteriormente, al hacerse visible el corazén, se procedioé a introducir la aguja de
perfusién con el flujo de solucién salina en el ventriculo izquierdo, inmediatamente se corto la
auricula derecha para permitir la salida de sangre y demas fluidos. Al mismo tiempo, el goteo
fue regulado por gravedad y se permitié fluir la solucion salina durante 15 minutos
aproximadamente (volumen de 250ml). Al finalizar, se realiz6 la fijacion de los tejidos, mediante

inyeccion de paraformaldehido al 4% por 20 minutos (unos 150ml).

Finalizado el proceso de fijacion, se realiz6 la decapitacion post-mortem. Por Ultimo, se

resalta que en este proyecto se evitd con mucho empefio el sufrimiento de los sujetos.
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6. RESULTADOS

El estudio incluy6 30 ratas Wistar, divididas en 5 grupos, cada uno conformado de 6
unidades experimentales distribuido de la siguiente manera: grupo control (no se aplicé nada),
grupo vehiculo (se aplicé aceite de oliva a 1ml), grupo de dosis minima (se aplic615mg/Kg de
CBD, 0.06ml), grupo de dosis media (se aplicé 30mg/Kg de CBD, 0.1ml) y grupo de dosis
maxima (se aplic6 50mg/Kg CBD, 0.15ml). De igual manera, a cada una de las unidades
experimentales se les tomé muestra de orina, en caso del grupo vehiculo, dosis minima, media
y méxima se recolecto la orina 48 horas después de la aplicacion intraperitoneal del vehiculo y
CBD. Por su parte, el andlisis de sodio se realiz6 por medio de la técnica de espectrometria de

masas, los resultados se muestran en la tabla 6.

Control Vehiculo Dosis min Dosis media Dosis Max
158,5 mmol/l 79 mmoll/l 151,3 mmol/l  181,6 mmol/l 217.9
mmol/l
73,7 mmoll/l 61,2 mmol/l 1155 mmol/l  202,4 mmoll/l 183,5
mmol/l
63,9 mmol/l 89,3 mmol/l 199,8 mmol/l 141,8 mmol/l 201,2
mmol/|
81,5 mmol/l 144 mmoll/l 140,9 mmol/l  182,4 mmoll/l 231,55
mmol/|
55,8 mmol/l 62,7 mmol/l 105 mmol/l 158,5 mmol/l 2454
mmol/l
120,2 mmol/l 50,3 mmol/l 82,4 mmol/l 206,9 mmol/l 205,3
mmol/l

Tabla 6.Resultados de sodio. muestra los resultados de los niveles de sodio de acuerdocon la
distribucion de los grupos.
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La tabla 7 resume los estadisticos descriptivos (media varianza y desviacion
estandar) de cada uno de los grupos

Estadisticos descriptivos

Desviacio
N Minimo Maximo Media n Varianza Asimetria
estanda
r
Error Error
Estadistico | Estadistico| Estadistico | Estadistico | estandar Estadistico| Estadistico | Estadistico | estandar
Sodio
30 50,30 245,40 139,7800 10,96034 60,03225 3603,871 ,029 ,427
mmol/L
CBD mg/dI 30 ,00 50,00 19,2000 3,50645 19,20560 368,855 ,541 427
N valido (por
30
lista)

Tabla 7.Estadisticos descriptivos para cada variable.
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Para determinar la normalidad de la distribucién de los datos de
realiz6 la prueba de Shapiro-Wilk (tabla 8)

Dosis CBD Shapiro-Wilk
Estadistico Gl Sig.
CONTROL 970 6 ,889
VEHICULO ml 848 6 ,150
DOSIS MINIMA 967 6 874
Sodio
Orina DOSIS MEDIA 935 6 618
DOSIS MAXIMA ,986 6 977

Tabla 8.Prueba de Shapiro-Wilk. Con una p >0.05 no se puede rechazar la Ho, lo que

significa que los datos presentan una distribucion normal.

Por su parte, para determinar la homocedasticidad de los datos se realiz6 la prueba de

homogeneidad de varianzas tabla 9
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Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico
de Levene gl gl2 Sig.
sodioCrina Se basa en la media ,red 4 28 5d4
Se basaenla mediana 453 4 258 769
Se basaenla medianay 453 4 19,085 769
con gl ajustado
Se baszaen la media 730 4 25 580

recortada

Tabla 9.Prueba de homogeneidad de varianzas. Con una p>0.05 no se puederechazar la Ho,
por lo tanto, las variables presentan homocedasticidad

La prueba estadistica que se utilizd en este estudio para el analisis de los datos fue

ANOVA, en la que se observo una diferencia estadisticamente significativa (tabla 10).

ANOVA
sodioOrina
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos T6304,751 4 19226188 17,410 Q0o
Dentro de grupos 27607 517 25 1104301
Total 104512268 29

Tabla 10. ANOVA. Se observa una diferencia estadisticamente significativa con una p< 0.05 al
aplicar ANOVA, lo que indica que existen diferencias en al menos 2 de los grupos analizados

Para determinar que grupos presentan diferencias estadisticamente significativas, se

realizé una prueba post hoc, y prueba de Tukey (tabla 11)
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Comparaciones multiples
Wariahle dependiente: sodioOrina

Intervalo de confianza al 95%

Diferencia de ) Limite

() DosisCBD (J) DosisCED medias (I-J) Desv. Error Siq. Limite inferior superior
HSD Tukey COMNTROL VEHICULD ml 11,1833 19,1859 O76 -45163 67,530
DOSIS MIMIMA -40,2167 19,1859 253 -06 563 16,130
DOSIS MEDIA —Bﬁ,ﬁﬁﬁ?x 19,1859 ,0m -143013 -30,320
DOSIS MAXIMA -121,866?’== 19,1859 000 -178,213 -65,520
VEHICULO ml CONTROL -11,1833 19,1859 a76 -67,530 45163
DOSIS MIMIMA -51,4000 19,1859 086 -107.747 4947
DOSIS MEDIA -EIT",E!SE]E]== 19,1859 000 -154197 -41,503
DOSIS MAXIMA —133,(.'!5(](]3c 19,1859 ,000 -189,3497 -76,703
DOSIS MIMNIMA -+ CONTROL 40,2187 19,1859 253 -16,130 96,563
VEHICULO ml 51,4000 19,1859 086 -4.947 107,747
DOSIS MEDIA -46,4500 19,1859 143 -102797 9,897
DOSIS MAXIMA -81,650{]== 19,1859 002 -137,997 -25,303

Tabla 11. Prueba te Tukey. Se observa diferencias estadisticamente significativas
p<0.05, entre grupo control y dosis media, entre grupo control y dosis alta. Diferencias
estadisticamente significativas p<0.05, entre grupo vehiculo y dosis media, entre grupo
vehiculo y dosis alta. Se observa diferencias estadisticamente significativas p<0.05,
entre grupo dosis minima y dosis alta.
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6.1. SODIO EN ORINA
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llustracion 10. Cajas y bigotes. Cajas y bigotes de valores de excrecion de sodio a nivel
renal, 48 horas postadministracion del CBD a diferentes dosis o vehiculo. Las mediciones de
sodio se registraron en 5 grupos (control, vehiculo, dosis minima, dosis media y dosis maxima).
Por lo tanto, la parte superior e inferior de cada cuadro representa los percentiles 25y 75
respectivamente, la linea horizontal dentro de cada caja representa la mediana, y losbigotes
representan los valores minimo y maximo. De manera similar, los * representan las diferencias
estadisticas **(p=<0.001), ***(P=<0.0001). Se evidencian diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control (sin dosis de CBD) y el grupo de dosis media (30 mg/Kg de
CBD), entre control y grupo de dosis méaxima (50 mg/Kg de CBD), también se observa este
comportamiento entre el grupo vehiculo (1ml de aceite de oliva) y dosis media, entre el grupo
vehiculo y dosis maxima. Finalmente, se observan diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo de dosis minima (15 mg/Kg de CBD) y el grupo de dosis maxima.
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llustracion 11. Cajas y bigotes de valores de excrecion de sodio a nivel renal, 48 horas
post administracion del CBD a diferentes dosis o vehiculo. A Grafica comparativa del
grupo de dosis media vs el control. (p=0.001) entre el grupo control y el grupo de dosis
media. B Grafica comparativa entre el grupo control con respecto al grupo de dosis
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maxima (p=0.000) C Grafica comparativa entre el grupo vehiculo y el grupo de dosis
media (p=0.000). D Grafica comparativa entre el grupo vehiculo y el grupo de dosis
maxima (p=0.000). E Grafica comparativa (p=0.002) entre el grupo de dosis media con
respecto al grupo de dosis maxima.

6.2. GRAFICA DE MEDIAS
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llustracion 12. Grafica de medias. Se evidencié un aumento de las medias de excrecion
de sodio conrespecto al aumento de dosis de CBD.
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7. DISCUSION

El uso de productos a base de cannabis en medicina veterinaria, principalmente en
caninos, se ha incrementado en los ultimos afios (3,4,99,106,107). Asi mismo, en diversos
estudios (11,26,27) se ha demostrado que antagonistas del receptor CB1, inhiben la activacion
de la bomba Na*/K*ATPasa en los tubulos renales, alterando posiblemente la excrecion de
sodio, este mecanismo probablemente sea similar en el tibulo proximaldel canino, dado que la
distribucion del sistema endocannabinoide a nivel renal es similar en los mamiferos estudiados
(16,25,75,108); sin embargo no existen reportes que tipifiquen la distribucion del sistema

endocannabinoide en el tejido renal de esta especie .

El CBD se considera uno de los medicamentos mas seguros, debido a que los
mamiferos poseen una distribucién baja de receptores endocannabinoides en el tronco
encefélico (51). Ademas, no se ha establecido una dosis letal 50 para este farmaco, sin
embargo, se sugiere que esta podria ser de 5000 mg/Kg (109). EI CBD es un antagonista de los
receptores CB1y CB2 (78,79), y se comporta como agonista de los receptores TRPV1 (77)(.
Por su lado, en los tlbulos renales, los receptores CB1 tienen como funcion la activacion de la
bomba Na*/K*ATPasa. Comprendiendo, que los antagonistas del receptor CB1 bloguean de
manera indirecta esta bomba. Cuando se incrementa la expresién de este receptor, es indicador
de injuria del tubulo renal (26). Por ello, los antagonistas de este receptor se emplean como
posibles focos terapéuticos en lesiones renales (26,27). Por el contrario, los receptores TRPV1
(77,110) aparentemente son los responsables de inactivar la bomba Na*/K*ATPasa en los

tubulos, aumentando probablemente la excrecion de sodio a nivel renal (21,27).

La bomba Na*/K*ATPasa, es una proteina integral de membrana heterodimera
compuesta por tres subunidades a, By y (37,47). La subunidad a permite el cambio
conformacional de la bomba, mientras que la subunidad B facilita la correcta insercionde la
subunidad a a la membrana celular, regula la afinidad de los sitios de unién para los iones y
regula el transporte. Por otro lado, la subunidad y facilita la correcta afinidad de los sitios de

union de la subunidad a a la membrana (46).
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La bomba Na*/K*ATPasa, utiliza hidrolisis de ATP para movilizar 3 moléculas de Na*al
espacio extracelular y 2 moléculas de K* al compartimiento intracelular. Por su lado, la enzima
adenilato ciclasa, produce niveles de AMPc que activan la PKA. Tanto el AMPc como las PKA
son los responsables de activar la bomba, mediante el estimulo de la proteina de union a
elementos reguladores de AMPc (CRE) (48), coactivadores transcripcionales regulados del
elemento respuesta del AMPc (CBB) y los coactivadores transcripcionales regulados (48). Este
mecanismo mediado por uno de los sitios de union al receptor CB1 a nivel renal (71). Como se
menciond anteriormente, los receptores CB1 ubicados en el tubulo contorneado proximal, son
los responsables de la activacion dela bomba, mediado por la via del AMPc , como resultado, el
sodio que se encuentra en el tibulo se moviliza a la circulacion (reabsorcion de Na*) y el K*, se

moviliza desde la circulacién hasta el tabulo renal (71).

La regulacién de la bomba Na*/K*ATPasa, en el tubulo contorneado proximal esta
mediada por diversas proteinas, por ejemplo, la quinasa 1 inducible por sal (SIK1) (35), la
principal funcion de esta proteina es bloquear la trascripcién, inhibiendo los coactivadores
transcripcionales regulados del elemento respuesta del AMPC (CREB), lo que estimula la
sefalizacién del factor 2 del potenciador de miocitos (MEF2), activando el factor nuclear de
genes regulados por células T activadas (NFAT). Es decir, CREB, MEF2 y NFAT
desencadenan efectos reguladores que alteran la tasa de transcripcion de la subunidad a de la
bomba Na*/K*ATPasa (48,111).

Otras proteinas involucradas en la regulacion de la bomba Na*/K*ATPasa, son la
Ca?*/proteina quinasa dependiente de calmodulina (CaMK1), la proteina fosfatasametilesterasa
(PME1) y la proteina fosfatasa A2 (PPA2). En el caso de la CaMK1 fosforila y activa SIK1,
debido al aumento de sodio en la luz de la nefrona, generando un aumento de Ca?* intracelular,
como consecuencia, se presenta la fosforilacion de PMEL por parte de SIK1, la disociacién de
PMEL1 del complejo de la bomba y por ultimo la activacion de PP2A encargada de la
desfosforilacion de la subunidad a1 de la bomba Na*/K*ATPasa, activandola de manera aguda
(111) la PP2A, desfosforila la subunidad a1 de la bomba Na*/K*ATPasa y la activa de manera
aguda (48). Por otro lado, la principal funcion de PME1 es inactivar PPA2, blogueando la
desfosforilacion de la subunidad a1 de la bomba Na*/K*ATPasa, generando endocitosis de
esta. Este mecanismo podria explicar una de las posibles vias del aumento de la excrecion de

sodio a nivel renal en el presente estudio. Por otra parte, una disminucién significativa del
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AMPc y PKA debido al antagonismo del receptor CB1 por parte del CBD (25,75), podria
disminuir la reabsorcién de sodio en el tibulo proximal,por consecuencia aumenta la excrecion
de sodio (112), como se observa en los resultados expuestos anteriormente de este estudio.
Esto disminuye la activacién de la bomba pudiendo ser un posible foco terapéutico en
pacientes con enfermedad renal cronica; sin embargo, es necesario determinar el tono

endocannabinoide a nivel renal en el canino.

En el presente estudio, de acuerdo con la grafica de los resultados de medias, se
evidencia un incremento, entre la dosis de CBD (eje x) y niveles de excrecion de sodio en orina
(eje y). Es decir, que después de 48 horas de la administracién del fitocannabinoide cannabidiol
(CBD) en ratas Wistar, disminuye la reabsorcién de sodio a nivel del tibulo proximal, de
manera significativa por una disminucién en la actividad de la bomba Na*/K*ATPasa, pues se
sugiere, que el CBD es un antagonista de los receptores CB1 a nivel renal. Janaik y
colaboradores demostraron que al bloquear el receptor CB1 en el tubulo contorneado proximal
disminuian las lesiones provocadas por isquemia y reperfusion en el riidn. Comparandolo con
este estudio,posiblemente el CBD al ser antagonista del receptor CB1 podria disminuir a corto
plazo las lesiones renales en el modelo de ratas Wistar. Por lo tanto, si este estudio se
extrapolara a caninos, quiza el CBD, se comporte como un farmaco nefro protector a corto

plazo

Los resultados del presente estudio tienen un comportamiento similar a los de Sampaio
y colaboradores, ellos utilizaron cultivo celular de tabulo contorneado proximal de cerdo y rata,
aplicando un antagonista de los receptores CB1 (AM251), generando una disminucion de la
actividad de la bomba Na*/K*ATPasa, disminuyendo la reabsorcion de sodio a este nivel. Por su
parte, Li y colaboradores utilizaron ratas Wistar y cultivo celular de cerdo, aplicaron capsaicina
un agonista selectivo de los receptores TRPV1, comprobando un aumento significativo de la
excrecién de sodio anivel renal en ratas, (112), esto coincide con el presente estudio y es uno
de los probables mecanismos que podrian explicar el aumento de excrecion de sodio, teniendo

presente que el CBD se comporta como un agonista en esos receptores.

Asimismo, un antagonista de los receptores TRPV1 (Capsazepina) revirtié los efectosde
un agonista de los receptores CB1 (WIN55) (27). Por ello, es de interés para futuros estudios el
efecto del CBD en otros receptores que pueden influir de manera indirecta en el receptor CB1y

asi mismo, en la actividad de la bomba Na*/K*ATPasa. Por otro lado, se sugiere que el
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mecanismo por el cual se pueda explicar el aumento de la excrecidn de sodio se da por la
interaccion de la molécula de CBD con los receptores TRPV1 en los podocitos (110).
Adicionalmente, Ambrus y colaboradores en el 2017, comprobaron la activacion de canales
TRPV2 y TRPV4 en podocitos renales humanos a través de concentraciones 10.6 £ 1,3 uM de
CBD, observando un incremento moderado de las concentraciones de calcio intracelular,
produciendo la alteracion del funcionamiento de la bomba en esa regién, sin embargo, aun se

desconoce el mecanismo (110).

En el presente estudio, se determin6 que hubo diferencias estadisticamente
significativas en la excrecion de sodio a nivel renal, 48 horas post administracion del CBD, a
diferentes dosis (15mg/Kg, 30mg/Kg y 50mg/Kg) por via intraperitoneal con un valor p=<0.05.
De igual manera, este resultado puede ser producto de la interaccién del CBD con los
receptores CB1 en el tibulo contorneado proximal en la bomba Na*/K*ATPasa, provocando
una inactivacion de esta bomba, lo que conlleva a una disminucion de la reabsorcién de sodio
en el tibulo aumentando la excrecién de este ion en la orina (27). En enfermedad renal crénica
se busca bloquear la bomba con el fin de reducir las especies reactivas de oxigeno provocadas
por la misma (59);por lo anterior, es tentador pensar que el presente estudio podria ser un foco
terapéutico para pacientes con lesiones renales, sin embargo, como se mencioné
anteriormente aun no se encuentra establecido la distribucion del sistema endocannabinoide en

el rifidn del canino.

La prueba post hoc de tukey, evidencia que existen diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control y el grupo de dosis media, donde se present6 un incremento
de la excrecion de sodio en el grupo de dosis media (178.93 + 10.24), conrespecto al grupo
control (68.35 + 14.03) y con un valor p=0.001. Asi mismo, se presentaron diferencias
estadisticamente significativas con el grupo control y el grupo de dosis maxima, donde se
presentd un incremento de la excrecién de sodio en el grupo de dosis maxima (214.13 + 9.08),
con respecto al grupo control (68.35 + 14.03) y con un valor de p=0.000. También, se
evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de vehiculo y dosis
media, donde se presentd un incremento de la excrecion de sodio en el grupo de dosis media
(178.93 £ 10.24), conrespecto al grupo vehiculo (81.08 + 13.79) y con un valor p=0.000.
Igualmente, se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo vehiculo y
dosis maxima, donde se observé un incremento de la excrecion de sodio en el grupo de dosis

maxima (214.13 + 9.08), con respecto al grupo vehiculo (81.08 + 13.79) y con un valor p=0.000.
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Por ultimo, se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de dosis
minima con respecto al grupo de dosis maxima, donde se presenté un incremento del grupo de
dosis maxima (214.13 + 9.08), con respecto al grupo de dosis minima (132.48 £ 16.84) y con
un valor p=0.002. Por ello, estas diferencias estadisticamente significativas, demuestran que a
medida que se aumenta la dosis de CBD, se acrecienta la excrecién de sodio a nivel renal. De
manera concreta, el mecanismo fisiolégico que explica dicho comportamiento consiste en el
antagonismo del receptor CB1 en la bomba de Na*/K*ATPasa y el agonismo de los receptores
TRPV por parte del CBD (26,27,110). Estos resultados demuestran que a corto plazo el CBD
podria revertir la lesion renal, posiblemente por el bloqueo del receptor CB1, esta hipotesis
coincide con los estudios de janiak y colaboradores, donde demostraron que al silenciar el

receptor CB1 se revertian las lesiones por isquemia y reperfusién(9).

Con respecto al grafico de medias, la diminucién en la excrecion de sodio podria indicar
una activacion de la bomba mediante el receptor CB1; Se conoce de ante mano que la
anandamida es agonista de los receptores CB1 (55), su expresion en el glomérulo disminuye
la tasa de filtracion glomerular (55); como se menciond anteriormente la regulacion de la
excrecion de sodio a nivel renal esta mediada por la activacién de la bomba Na+/K+ ATPasa a
través del receptor CB1 (26,27) y la tasa de filtrado glomerular, a través de la activacion del
receptor TRPV1 en lapelvis renal (21). Por lo anterior, la hipétesis que podria llegar a explicar
la disminucion de la excrecion de sodio al aplicar el vehiculo sugiere un aumento de la sintesis
de anandamida a nivel renal por parte del aceite de oliva, lo que implicaria una disminucién en
la TFG, y un aumento en la reabsorcion de sodio; esto tendria repercusiones negativas en
pacientes que cursen con enfermedad crénica; sin embargo, se necesitan estudios que

confirmen dicha hipotesis

Es importante resaltar, que la bomba Na*/K*ATPasa no es el Unico mecanismo
responsable de la reabsorcién de sodio, el antiportador Na * /H * y el cotransportador NaPi2a,
también realizan esta funcién, sin embargo, se ha estudiado ampliamente la interaccion de los
receptores cannabinoides con la activacion de la bomba Na*/K*ATPasa (48). Por su parte,
Golosova y colaboradores detectaron que la AEA regulaba el transporte de Na* en el ASA de
Henle, bloqueando el intercambiador Na * /H *, a través de los receptores CB1 (113). Sin
embargo, la AEA al ser agonista parcial de los receptores CB1, estimula la activacion de la

bomba en el tibulo contorneado proximal facilitando a reabsorcion de Na* (74).
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En el presente estudio, utilizamos CBD full sprctrum como antagonista de receptores
CB1, evidencidndose un aumento de la excrecidén de sodio a dosis medias y altas. Esto difiere
del estudio de Golosova y colaboradores, que utilizaron un agonista parcial de los receptores
CB1 yencontraron una mayor excrecion de sodio (113) y concuerda con los resultados de
Sampaio y colaboradores (27). Por otro lado, aun no es claro como interactia el sistema
endocannabinoide y los fitocannabinoides con los otros transportadores de sodio a nivel renal.
En futuros estudios, se recomienda medir niveles de endocannabinoides en sangre y
correlacionarlos con la distribucién de receptores cannabinoides en los diferentes mecanismos

de transporte en el rifidn.
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llustracion 13. cascada de sefializacion del receptor CB1. Modificada del programa Biorender.
Al activar el receptor CB1, modulan los niveles de adenilato ciclasa, como resultado aumentan
los niveles de AMPc, activando los coactivadores transcripcionales regulados del elemento
respuesta del AMPc (CREP), responsables de aumentar la activacion de la bomba; a su vez,
esto permite la estimulacion la proteinfostatasa A2 (PP2A), responsable de desfosforilar la
subunidad a de la bomba y activarla. Asi mismo, Cuando se bloquea el receptor CB1, decrecen
significativamente los niveles de AMPc, como consecuencia se bloquea la cascada de
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sefalizacién y no se produce la activacién de la bomba. Por el contrario, se genera una
endocitosis de esta. Adaptada por la autora.

La reabsorcion de sodio en caninos, al igual que en la mayoria de los mamiferos esta
mediada principalmente por la activacion de la bomba Na*/K*ATPasa, en el tibulo contorneado
proximal de la nefrona, aproximadamente el 60-80% de este segmento es el responsable de la
reabsorcién de la mayoria de los solutos, en especial el sodio (27,71). Asi mismo, otros
segmentos de la nefrona como la rama gruesa ascendente del asa de Henle y el tubulo colector
son responsables en menor medida de la reabsorcién de sodio, principalmente por activacion

de la bomba seguido de otros transportadores (26).

En la actualidad, no existen estudios que demuestren la distribucion del sistema
endocannabinoide a nivel renal en los caninos, sin embargo y de acuerdo con el presente
estudio, es importante establecer una adecuada dosificacién de los diferentes fitocannabinoides

en dicha especie.

Ademas, la presente investigacion demostrd que a mayor concentracion de CBD se
presentd un incremento de la excrecién de sodio de manera aguda posiblemente por una
disminucién de la activacion de la bomba, comportandose como un posible farmaco nefro
protector, sin embargo, aln se desconocen los efectos de este fitocannabinoide a largo plazo.
De igual manera, se necesitan estudios futuros que midan la filtracion glomerular y la
reabsorcién de sodio en caninos que consuman CBD y THC de manera aguda y cronica, con el
objetivo de estandarizar las dosis. Adicionalmente, se recomienda realizar una estandarizacion

de la distribucion del sistema endocannabinoide a nivel renal en esta especie.
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8. CONCLUSIONES

El presente estudio, evalu6 el efecto del fitocannabinoide cannabidiol (CBD) en la
reabsorcién de sodio a nivel renal en ratas Wistar, donde se evidencié que al utilizar una mayor
concentracion de fitocannabinoide (entre 30-50mg/Kg), aumentaba la excrecion de sodio,
posiblemente por un bloqueo directo del receptor CB1 en el tibulo proximal, inactivando la
bomba Na*/K* ATPasa (mecanismo de transporte primario para la reabsorcién de este ion). Por
otro lado, al utilizar una dosis minima (15 mg/Kg) de CBD, no se observé ningln cambio sobre

la excrecion de sodio.

Este estudio, brinda soporte experimental de los efectos del CBD a diferentes dosis
sobre la excrecién de sodio 48 horas después de su aplicacion, evidenciandose cambios
estadisticamente significativos sobre la excrecién de este ion, permitiendo abrir puertas a
futuros estudios, para establecer dosis terapéuticas de este componente a nivel renal, tanto

para caninos como para humanos.

Los resultados del presente estudio comparando los efectos del CBD a dosis altas
(50mgKg) con respecto al grupo control, difieren de Suzuki y colaboradores, donde utilizaron
modelo de enfermedad renal crénica por cisplatino y aplicando CBD a dosis de 10mg/Kg (como
Unica dosis) en ratones, estas diferencias se deben posiblemente a la concentracion y dosis del

farmaco utilizado en nuestro estudio con respecto al estudio de Suzuki



63

9. RECOMENDACIONES Y PRODUCCION

ACADEMICA

En este trabajo, se evidencio que el CBD influye de manera aguda sobre la reabsorcion
de sodio a nivel renal, sin embargo, se desconocen los efectos del fitocannabinoide sobre la
reabsorcion de solutos cuando son utilizados por un largo periodo de tiempo. De manera
adicional, se recomienda realizar estudios en modelos animales o0 en pacientes caninos, donde
sea posible visualizar los efectos crénicos del CBD sobre la excrecién de sodio a nivel renal y

la depuracién de creatinina en 24 horas.

Las principales limitaciones de este estudio son la falta de herramientas como jaulas
metabdlicas para medir la produccién de orina en 24 horas, en el caso delfiltrado glomerular no
contar con un monitor transdérmico de fluorescencia que permite medir los niveles de inulina
horas después de ser aplicada. Otra de las principales limitaciones del presente estudio son la
falta de pruebas molecularesque permitan medir la actividad de la bomba Na/K/ATpasa a nivel
renal con respecto a los receptores cannabinoides. Por lo anterior se recomienda para futuras

investigaciones profundizar sobre los siguientes aspectos:

e Interaccién del CBD sobre la produccion de orina en 24 horas

e Explicar la interaccién del CBD con el receptor CB1 en la bomba del tejido renal
de rata y canino.

e |dentificar los cambios sobre la tasa de filtracion glomerular que produce el CBD
mediante la medicién de inulina tanto en ratas como en caninos.

¢ Identificar los efectos del CBD sobre la reabsorcion de sodio a nivelrenal de
manera crénica.

e Estandarizar dosis de CBD terapéuticas a nivel renal en caninos.

Por ultimo, se recomienda la aplicacion del CBD en cultivos celular de epitelio renal de

ser posible canino, con el fin, de evaluar la interacciéon de este componente sobre la actividad
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de la bomba Na*/K* ATPasa en el tubulo proximal.
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A. Anexo: Certificado de trazabilidad del CBD

Lider en la confiabilidad de sus analisis

Informe Analitico .1
No. 57941 Bogota, 2023-06-21 G !

BuasSFAR
MAF A

Producto: Prepamx_:iﬁun Magistral CBD 1% Lote Mo LC-1-182-DB-23
Solucion Oral
Presentacion: FRASCO X 30mL Y 15mL Forma Farmacéutica:  Solucion Oral
Cliente: CAMNNABIAN PHARMA SAS Tamanio del Lote: 481.3g
Direccion: CR28A53A66 AP 412 Procedencia: CANMNABIAN PHARMA 5AS
Fecha de Ingreso: 2023-08-13 Cotizacion No.: 202385339
Muestra No.: 182487 Fecha de Expiracion: 2023-00-D6
Fecha de Fabricacion:  2023-08-08 Fecha de Analisis: MZ306-20
Tipo de Analisis: Fisicoquimico/Microbiclagico Tipo de Estabilidad: BLA.
Comentario (Muestral: M.A Tiempo de Estabilidad: MN.A.
METODO EM SAND ESPECIFICACION RESULTADO CONCEPTO
Qussfar Apariencia Solucicn a bass de aceite, color Resultade: Cumple Cumple
amarilke, clor caracternistico 3 Dbservacion: Solucion a bass de acsite,
cannahbis. color amarille, clor caracteristico a
cannabis.
Cruasfar Identificacicn de El tiempao de retencion de cada Identificacion THC-48: Cumple Cumple
Cannabinoides (UHPLC) Cannabincide en la muestra, Identificacicn THCA: Cumple
cormesponde al tiempo de retenci Identificacion CED: Cumple
on de cada Cannabincide en la Identificacidn CBOA: Cumple
solucidn del estandar. Identificacidn CBN: Cumple
Cuasfar | Valoracion de CBD Total | 1.0% +- 107% piv M1 CBD {Conc): 005 % pfw Cumple
UHPLC) 90.0% - 110.0% M1 CBD (%) 88.9 %

M2 CBD {Conc): 0.6 % pfv
M2 CBD (%) 289 %
Promedic CBD: 0.6 % piv
Promedio CBD %) 89.9 %
RSO CBD {¥%): 0.9 %

M1 CBDA (Conc): 0.4 % piv
M2 CBDA (Conc): 0.5 % piv
Promedic CBOA: 0.5 % piv
Promedic CBDA (%): 0.0 %
RS0 CBOA(%:): 1.4 %
Total CBD (Cenc): 1.0 % piv
Total CBD (%): 99.8 %
Cuasfar | Valoracion de THC Total | Menor de 1% en base seca Promedio THCdS: 0.0 % piv Cumple

UHPLC) RS0 THCHE (%): 0.1 %
Promedic THCA: 0.0 % pfv
RSO THCA (%) 0.3 %
Total THE (Conc): 0.0 % piv
Quasfar ‘aloracicén de CBN { Infermativa Promedio CBN: 0.00 % p'v Cumple
UHPLC)

e SEA, 830224 "wrgue
Emgreswnsl Sen Caywisno 2
IEE; $4T [T
Bogoti, 0.0, - Colombme
. At ter com.co

F1-10-014
Pigina 1 de 130 Revisién: 05



67

W
Lider an I8 conflabiBdad de 8us anallsls  suscres
METODO EMSAYD ESPECIFICACION RESULTADO CONCEPTOD
Quasfar Mesdfilos aerobios < 1000 LFCig Resultade: 20 UFCg Cumple
Quasfar Hongos y Levaduras < 100UFC/g Resultado: <10 UFCig Cumple
Quasfar | Bacteras Gram Megativas Ausentalg Ausentelg Cumple
Tolerantes a la Bilis Fecha Andlisis: 2023-05-14
Fecha Lectwra: 2023-08-20
Quasfar 5.aureus Ausentalg Auzenteig Cumple
Quasfar E.cali Ausenta/g Auzenteig Cumple
Quasfar Salmonella sp Ausentalpg Auszenteig Cumple
Quasfar P.a=mugnosa Ausentalg Ausenteig Cumple

Concepto Final: LAMUESTRAANALIZADA CUMPLE CON LAS ESPECIFICACIOMNES DEL LABORATORIO
PROPIETARIO PARA LOS ENSAYOS REALIZADOS.

Anexos:
Se adjuntan las hojas de ruta (hojas de datos primarics de los anélisis) las cuales hacen parte integral del presents
informe en las gue se puede verificar |3 frazabiidad de los estandares, reactivos, medios de cultivo, materiales de
vidrio, equipos usados en cada uno de ks analisis, asi como las fechas de micio de incubacion v leciuras de los an
alisis microbioldgicos; en caso gue aplique (n).

Analista[s) Responsable|s): MANGARITA, MALVRREZ

Reviso | Aprobd:

. P 4
rrs "'III F ) Letaadaa
Ly £ Cealdn b AL LG
[ 7

&

Mercedes Ferrer
Director Técnico y de Estudios

Muestros procesce analiicos estan respaldados por Labwere LIMS, eielema de Wformaclon que slgue estricto cumplimisnto  de
datos primarios, trazabliidad, Infagridad y seguridad da k3 Informacldn, cumplisnde con FOA CFR 21 parte 11.

Los resuitados cuantitativos que =8 reporien en el Informe como cerc (0U0) comesponden 3 eesales Que BB encuentren por debajo
dil limite de cuantifcacisn o no se detactaron (LLG. o LL.DL

Este cartificado no pusde ser reproduckda sin previa autorzacion escrita de la Direcclon Tacnica de Guastar MAF 5.4,
Lo resultados son walldos para la musetra analizada y no para ofra de ka mlema procedencia.
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