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Casa Abierta al Tiempo

Distinguido por risas despreocupadas y ruidosos choques de asientos, un salon de clases es origen
de incontables momentos extraordinarios. Un primer salon de clases es diario de la inagotable
energia de un estudiante ligero y despreocupado, siempre a la espera del descubrimiento. Curiosos e
imprudentes, entablamos amistad inmediata con la sorpresa, y la simplicidad infantil nos convierte
en recipientes idoneos de tantas ideas y mensajes como puedan imaginarse. Mas tarde, direcciones y
obligaciones nos llevan a un segundo salon de clases. Aunque disponemos ain de levedad,
acudimos también con un bullicio interior que emana rebeldia y un tanto de duda. Asi, a la
exigencia de esta aula se le suma una larga estancia, con lo que pacientemente atestigua una
metamorfosis que ha de distinguirnos mas alla de lo individual; la espera nos otorga personalidad y
caracter, y conocemos -y sobrevivimos- a las mas grandes emociones humanas. Aungue poco, la
energia ha menguado cuando llegamos a un ultimo saldn de clases. La ligereza se ha convertido
lentamente en un amasijo de interrogantes y planes cargados de direccion. Para entonces, el deseo y
el deber le otorgan una agridulce sensacion a nuestros dias en una convivencia cémica pero
emblematica de la adultez: la armonia de estos opuestos demanda nuestra entereza en relacion
inversa a nuestras pretensiones.

El recuerdo que tengo de mis dias en estas aulas esta vivo y muy presente en mi rutina; recurro a
mis primeros dias de escuela casi exclusivamente para despertar la felicidad gratuita de esos afios;
viajo en el tiempo para recuperar mis memorias de adolescente y recordar cdmo mi caminar acortd
el paso para llegar a un trote que se convirtio en la carrera que todavia no termina, pues ahi nacieron
las pautas que regirian mi destino como estudiante de Quimica; y finalmente, evoco las anécdotas
gue siguen alimentando el fuerte eco que cultiva mi insaciabilidad. El quehacer de mis Gltimos afios
se ha convertido paulatinamente en un porvenir; en este tiempo he sido honrada con las ensefianzas
de muchos Maestros, segundos padres para mi, y he cantado el lema de muchas Escuelas. En el
furor que nace al término de este propdsito, quiero ofrecer estas lineas a la Casa Abierta al Tiempo,
principio y fin de esta etapa. Su patrimonio, que no las palabras, me ha quedado claro apenas antes
de escribir esta dedicatoria; finitudes e infinitudes contenidas en un bien tan comdn como una casa,
ostentando un valiente desembarazo a consecuencia de su apertura tan gloriosa como dolorosa, a
expensas del inflexible paso del tiempo. Han pasado afios desde mis primeros arafiazos a esta gran
vision, y aunque mantengo todavia una gran distancia con todas sus dimensiones, reconozco que su
riqueza es ahora mia también. Con esto, el objeto de mis futuras aspiraciones, cientificas y no
cientificas, estaran por siempre inspiradas en este lema hecho a la medida de sus grandisimos
exponentes. En este dia, mi dltimo dia como su estudiante, asumo con honor el compromiso de
compartir los motores que mantienen las aulas que portan el emblema bicolor, adopto estos
simbolos que seran ejes para mi vida, y las raices formadas que me llevaran siempre de regreso a
Mi Casa Abierta al Tiempo.



A mi Familia

Aunque parezca mentira, hoy el arte de mi oficio ha dejado de ser eterno. En espacio de 15 afios me
he descubierto como cientifica ante el mundo, y me presento a responder a un acuerdo al que llegué
con esta Casa de estudios. Sin embargo, contraje una deuda el dia preciso en el que naci, y
diariamente recibo recordatorios de esta alianza: recibi un nombre, cuyo propdsito secundario es
diferenciarme de los demas. Segun el tono empleado, puedo distinguir una reprimenda, una orden,
un consejo, 0 una cortesia; mientras que el uso de tres silabas me sefiala a los que me llaman desde
la distancia, el descarte de tan solo una de ellas denota los dialogos cotidianos. Y a estas alturas,
hablar de los muchos diminutivos a los que respondo en mis circulos cercanos resulta innecesario.
Pero valga, pues, esta reflexion, porque solo en contadas ocasiones el uso de un nombre propio
acompafiado de un par de apellidos es motivo de inigualable contento. Es en ese escenario cuando
el nombre que nos fue asignado alcanza su propdsito esencial, pues le concede un merecido lugar a
nuestros padres y hermanos, y de ser actores invisibles los lleva al terreno protagénico.

Querida Familia, es evidente que no solo compartimos el nombre; en el universo de variables que
forman parte de la vida de cinco individuos hemos compartido también espacios, tradiciones y
memorias, y en estos transitos es que verdaderamente radica nuestra distincion. La esencia que ha
dominado mis proezas no nacié ni siquiera al inicio de las batallas; ese espiritu se gestd en el abrazo
de una familia que se ha esmerado en cultivar la educacion y el trabajo duro labrando un amor de
fibra, y enalteciendo los principios de honor y lealtad que tanto han esculpido nuestra historia. Con
este cierre humildemente retomo mi deuda todavia con saldo pendiente, pues este proyecto no
pretende ni remotamente satisfacer ese compromiso con ustedes; por el contrario, me limito a
refrendar la gratitud que siento de tenerlos en mi vida. Sepan que cuando las mas altas autoridades
académicas digan hoy mi nombre, yo estaré escuchando vibrar el suyo, y el de los que nos
acompafian ya en un plano inmortal. Con esto, el Titulo que recibo legitimamente los reconoce al
llevar el nombre que he recibido de ustedes, que nos une en este tiempo y este espacio, y que de
manera ciclica los recordard cuando de nosotros solo quede un legado escrito. Todas las palabras
estan debidas a ustedes; desde la primera que fui capaz de leer, hasta la Gltima que he escrito en
estas paginas.

Con todo mi carifio.
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1. RESUMEN

El sistema endocannabinoide (SEC) participa activamente en una gran cantidad de procesos
fisiologicos en el Sistema Nervioso Central. A la fecha se ha establecido su participacion en la
regulacion del receptor N-metil-D-aspartato (NMDAr) glutamatérgico a través del control
modulatorio en los receptores cannabinoides (CBr). De esta forma, el agonista enddgeno de estos
receptores, el acido quinolinico (QUIN), puede actuar como excitotoxina a traves de la
sobreactivacion selectiva de los NMDAr, participando por tanto en el inicio y desarrollo de
desordenes neuroldgicos. Con este antecedente, en este trabajo evaluamos si la inhibicion
farmacoldgica de hidrolasa de amidas de acidos grasos (FAAH) inducida por el URB597, y el
consecuente incremento en los niveles enddgenos de anandamida, puede prevenir el dafio
excitotdxico inducido por QUIN. El URB597 (0.3 mg/kg/dia por 7 dias, administrado antes, durante
y después de una lesion estriatal) ejercié efectos protectores en las alteraciones motoras (conducta
asimétrica) y bioquimicas (peroxidacién lipidica y carbonilacion de proteinas) inducidas por el
QUIN en el modelo de rata. Asimismo, el URB597 preservo la integridad estructural en el estriado,
y previno la pérdida neuronal (evaluada por localizacion de proteina asociada a microtdbulos 2, y
glutamato descarboxilasa) inducida por QUIN (1 pL intraestriatal, 240 nmol/uL), y modificd los
patrones tempranos de localizacion de CB1r y la subunidad NR1 del NMDAr. En conjunto, estos
hallazgos fundamentan que la manipulacién del SEC desempefia un papel neuroprotector frente a

los insultos excitotoxicos en el Sistema Nervioso Central.
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2. ABSTRACT

The endocannabinoid system (ECS) actively participates in several physiological processes within
the Central Nervous System. It has been involved in the regulation of the N-methyl-D-aspartate
receptor (NMDAr) through a modulatory input at the cannabinoid receptors (CBr). The endogenous
ligand of such receptors, the quinolinic acid (QUIN), can act as an excitotoxin through the selective
overactivation of NMDAr, leading to the onset and development of neurological disorders. In this
work we evaluated whether the pharmacological inhibition of fatty acid amide hydrolase (FAAH)
by URB597, and the consequent increase in the endogenous levels of anandamide, prevent the
excitotoxic damage induced by QUIN. URB597 (0.3 mg/kg/day for 7 days, administered before,
during and after the striatal lesion) exerted protective effects on the QUIN-induced motor
(asymmetric behavior) and biochemical (lipid peroxidation and protein carbonylation) alterations in
rats. URB597 also preserved the structural integrity of the striatum and prevented the neuronal loss
(assessed as microtubule-associated protein-2 and glutamate decarboxylase localization) induced by
QUIN (1 pL intrastriatal, 240 nmol/uL), while modified the early localization patterns of CBrl
(CB1) and NMDAr subunit 1 (NR1). Altogether, these findings support the concept that the
pharmacological manipulation of the endocannabinoid system plays a neuroprotective role against

excitotoxic insults in the Central Nervous System.

11



3. LISTA DE ABREVIATURAS

2-AG- 2-araquidonoilglicerol
2-AG-éter- 2-araquidonoilglicerol éter
3-HK- 3-hidroxikinurenina

3-NP- 3-nitropropiodnico

6-OHDA- 6-hiroxidopamina

AEA- anandamida

AINE- antiinflamatorios no esteroideos
ANOVA- Andlisis de varianza

ATP- adenosin trifosfato

BHE- barrera hematoencefalica
cAMP- adenosin monofosfato ciclico
CB1r- receptor a cannabinoides 1
CB2r- receptor a cannabinoides 2
CBD- Cannabidiol

CBG- cannabigerol

CBr- receptores a cannabinoides
CuZn-SOD- superéxido dismutasa Cu/Zn
Cx43- conexina 43

DA- dopamina

DAG- diacilglicerol

DLP- depresion a largo plazo

DMSO- dimetilsulfoxido

DNPH- dinitrofenilhidrazina

EA- enfermedad de Alzheimer

EH- enfermedad de Huntington

EP- enfermedad de Parkinson

ELA- Esclerosis Lateral Amiotrofica

FAAH- amida hidrolasa de &cidos grasos

GABA- 4cido y-aminobutirico

GAD- glutamato descarboxilasa

GSH:GSSG- glutation reducido/oxidado

HINT1 — proteina de histidina de unién a nucle6tidos

HTT- huntingtina

KYNA- &cido kinurénico

MAGL- monoacilglicerol lipasa

MAP-2- proteina asociada a microtubulos 2

mtCB1r- receptor a cannabinoides mitocondrial

NAD+- nicotin adenin dinucle6tido oxidado

NAPE- N-acilfosfatidil etanolamina

NAPE-PLD- N-acilfosfatidil etanolamina fosfolipasa selectiva
NAT- N-aciltransferasa

NEM- neuronas espinosas medianas
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NMDA- N-metil-D-aspartato

NMDAr- receptores para N-metil-D-aspartato
NPY- neuropéptido Y

nNOS- sintasa de 6xido nitrico neuronal

ODA- oleamida

OEA- oleiletanolamina

PEA.- palmitoiletanolamina

PLC- proteina cinasa A

polyQ- poliglutamina

PPAR- receptor activado por proliferacion peroxisomal
RXR- receptor X retinoide

SEC- sistema endocannabinoide

SED-supresién de la excitacion inducida por despolarizacion
SEM- error estandar de la media

SNC- Sistema Nervioso Central

SSTr2- receptor para somatostatina 2

SSTr5- receptor para somatostatina 5

TBARS- sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico
TCA- &cido tricloroacético

TGH- triacilglicerol hidrolasa

TH- tirosina hidroxilasa

THC- A®-tetrahidrocannabinol

TMPO- tetrametoxipropano

TRPV1- receptor de potencial transitorio V1

Trp- triptéfano

VK- Via de la kinurenina
AS-THCV-tetrahidrocannabivarina

13



4. LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estructura quimica de los dos endocannabinoides mas importantes, la AEA y el 2-AG. 19

Figura 2. Ciclos de biosintesis e inactivacion de los dos eCBs méas importantes a la fecha............. 21
Figura 3. Estructura quimica del URBS5I7 ........ccccovoiiiiic et 34
Figura 4. Mecanismos de accion de 105 CBS. ........coviviicie e s 49

Figura 5. Representacion esquematica de los mecanismos de toxicidad clasicos ejercidos por el
acido quinolinico (QUIN) en el Sistema Nervioso Central............cccovvvvveveniviiieveseeie e 52
Figura 6. Disefio experimental e infusion de reactivos ..o 59
Figura 7. Efectos del acido quinolinico (QUIN) y/o URRB597 (URB) en los cambios en el peso
corporal y alteraciones MOLOrAS €N FALAS. ......c.ccviiierriieiie e eiese et be e sresraesresne e 64
Figura 8. Efecto del acido quinolinico (QUIN) y/o URB597 (URB) en la morfologia estructural en
1 TP TP PP TR PR PP 65
Figura 9. Efectos del acido quinolinico (QUIN y/o URB597 (URB) en la inmunofluorescencia
estriatal de células (GABAErgicas) NEUIONAIES. ..........ccccveieiieiie i 67
Figura 10. Niveles estriatales de peroxidacion lipidica (porcentaje de dafio oxidativo a lipidos;
panel izquierdo) y carboNilacion ProteiCa .........ccoiiriieiiirie i 69
Figura 11. Efectos del URB597 (URB) y/o acido quinolinico (QUIN) en la expresién y
localizacion por inmunofluorescencia de CB1y NR1 en tejido estriatal de rata. ...........ccocceveeennne. 71

Figura 12. Resumen grafico de la estrategia experimental propuesta en este trabajo..................... 72

14


file:///C:/Users/aguil/Desktop/Tesis%20GA%20AS%20MK%20CZ.docx%23_Toc15979719
file:///C:/Users/aguil/Desktop/Tesis%20GA%20AS%20MK%20CZ.docx%23_Toc15979719

5. LISTADE TABLAS
Tabla 1. Ejemplos de estrategias de modulacion del SEC disponibles a la fecha. ...........cccccoue 32
Tabla 2. Efectos del URB597 en la union a receptores, canales ionicos, transportadores, y enzimas

BN BNSAYOS N VITEO....uiiveiiiiie ettt sttt st et e st e e st e s beete e besbe e b e beesseseesbeenbesreeteetesneeneenns 37

15



6. INTRODUCCION

6.1 Los cannabinoides y el sistema endocannabinoide
Los componentes activos del cannabis, los cannabinoides, han estado presentes en las civilizaciones
humanas por siglos. Sus primeras descripciones se encuentran documentadas alrededor del afio 70
a. C. en “De Materia Medica”, escrita por el botanico, farmacélogo y médico griego Pedacio
Dioscorides (Staub et al., 2016). La célebre farmacopea antigua referia propiedades interesantes a
las variedades del cannabis, entre las cuales se destacaba el uso de la raiz de Cannabis indica para
“disminuir la inflamaciéon y el edema”, mientras que las semillas de Cannabis sativa resultaban
“atiles para reprimir la concepcion” (Dioscorides, 1996). Después de la Edad Media, el primer
reporte publicado que referia los efectos del cannabis ocurre en 1843; en esta publicacion, el médico
inglés William Brooke O”Shaughnessy refirié diferentes preparaciones de una planta con “poderes
inequivocos, y probablemente un remedio de marcada eficacia en enfermedades hasta ahora
inmanejables” (Shaughnessy, 1840). Con esto quedd asentada su introduccion en Reino Unido dado
su perfil antiinflamatorio, antiemético y anticonvulsivante; casi de manera inmediata fue
incorporado a la medicina occidental y fue en este momento que alcanz6 su apogeo. Finalmente, las
Gltimas décadas del siglo XIX refrendaron el desuso de la planta con fines medicinales,
principalmente debido a la amplia disponibilidad de otras drogas sintéticas de mucha mayor

potencia (Robson, 2014).

Actualmente se reconocen tres clases de cannabinoides: los fitocannabinoides, los cannabinoides
sintéticos, y los cannabinoides de naturaleza enddgena. El grupo de los fitocannabinoides
comprende todos aquellos cannabinoides derivados de las plantas, y este grupo incluye los més de
80 compuestos liposolubles encontrados en la resina producida por la planta de cannabis (Galve-
Roperh et al., 2013). Existen cerca de 500 compuestos quimicos en la planta, de los cuales,

alrededor de 80 son considerados cannabinoides (Brenneisen, 2007). Principalmente hay dos
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compuestos en los fitocannabinoides que son los que poseen los mayores efectos, el A°-
tetrahidrocannabinol (THC) y que constituye el ingrediente psicoactivo principal y méas conocido, y
el cannabidiol (CBD) (Galve-Roperh et al., 2013). Actualmente se han descrito diversas posibles
aplicaciones a nivel terapéutico, lo que ha propiciado el estudio de la farmacologia de otros
fitocannabionoides y de sus efectos a nivel molecular; algunos ejemplos son la A°-
tetrahidrocannabivarina, el cannabinol, la cannabidivarina, el cannabigerol y el cannabicromeno

(Turner et al., 2017).

El segundo grupo lo forman los cannabinoides sintéticos. Cerca de 140 compuestos han sido
reportados hasta el 2014; el caracter psicoactivo de algunos de ellos aunado a una difusion de venta
en linea les ha otorgado gran popularidad. Desde hace aproximadamente 20 afios han sido
detectadas diferentes preparaciones herbales en forma de cigarrillo bajo los nombres “Spice”,
“Spice Gold”, “K”, “Yucatan Fire”, y probablemente muchos mas, que contienen una mezcla de las
hojas de la planta rociadas con cannabinoides sintéticos y que producen efectos que mimetizan
aquellos de la planta. Asi, su popularidad y facilidad de acceso ignoran una alta incidencia de
efectos adversos serios o incluso fatales tras su uso, de manera que para muchos autores constituyen
un auténtico fendmeno con gran impacto en términos de salud publica (Karila et al., 2016). Aunque
en menor medida, otro subgrupo de cannabinoides sintéticos incluye también compuestos
producidos a nivel de laboratorio que, por lo general, son sintetizados con objetivos de
investigacion concretos. Algunos ejemplos son: WIN-55,212-2, CP-55,940, JWH-184, AM-2233

(Martinotti et al., 2017).

El ultimo grupo es el de los cannabinoides enddgenos, y su descripcion es significativamente mas
extensa; el reconocimiento de estas moléculas sentd las bases para la definicion de lo que hoy en dia
se conoce como Sistema Endocannabionide (SEC). EI SEC es un complejo lipoproteico,
constituido por dos receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), los receptores cannabinoides tipo

1 (CB1r) y los receptores cannabinoides tipo 2 (CB2r); ademas, contiene una serie de agonistas de
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dichos receptores, tipicamente sintetizados “por demanda” tras estimulos fisiologicos y/o
patoldgicos y reciben el nombre de endocannabinoides (eCBs). Dentro de estos mediadores
lipidicos se encuentran el 2-araquidonoil glicerol (2-AG) y la anandamida (AEA), que constituyen
hoy en dia los dos eCBs mejor caracterizados. Por ultimo, una variedad de enzimas encargadas de la
biosintesis, transporte, y degradacion de estas moléculas se reconocen también como parte del SEC
(Piomelli, 2003; Di Marzo, 2008). El A°-tetrahidrocannabinol (THC) fue aislado, identificado y
sintetizado alrededor de 1970 (Gaoni y Mechoulam, 1971), lo que representa el antecedente clave
en la historia del SEC; sin embargo, no fue sino hasta 1990 que los receptores cannabinoides fueron
descritos y subsecuentemente clonados en el cerebro (Matsuda et al., 1990), con lo que no solo se
dio a conocer el mecanismo de accion de los extractos de cannabis, sino que se condujo a la
identificacion y aislamiento de muchos otros compuestos del SEC. En conjunto, la presencia del
SEC en el cerebro y estructuras periféricas, y la regulacion que ejercen en la funcion sinaptica
excitatoria e inhibitoria permite que los eCBs participen en muchos fenémenos fisiopatoldgicos que
comprenden, sin limitarse a los siguientes eventos: la regulacién de funciones basicas como la
cognicion, el control del movimiento, y las emociones (Kendall y Yudowski, 2016; Araque et al.,
2017), la proliferacién celular, la modulacion de la plasticidad sinaptica (Araque et al., 2017), la
antinocicepcion (Blazquez et al., 2011; Ulgol, 2014), el desarrollo neural (Keimpema et al., 2011),
la modulacion de los estados del animo (Kendall y Yudowski, 2016), y con certeza muchas

funciones mas.

La AEA y el 2-AG son los ligandos end6genos mejor caracterizados a la fecha, y sus estructuras
quimicas se presentan en la Figura 1. Sus ciclos de biosintesis y degradacion se conocen con

precision y se muestran en la Figura 2.
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Anandamida (AEA) 2-araquidonoilglicerol (2-AG)

Figura 1. Estructura quimica de los dos endocannabinoides mas importantes, la AEA 'y el 2-AG.
ACD/ChemSketch 2018.

El 2-AG se origina a partir del metabolismo de triacilgliceroles por la actividad de la enzima
diacilglicerol (DAG) lipasa, en respuesta a la activacion de receptores metabotrdpicos acoplados a
la fosfolipasa C (PLC) tipo B (grupo | de los receptores metabotropicos a glutamato mGIuR1/5, o
bien, los receptores muscarinicos de acetilcolina mACh tipos M1/M3). Con este paso, el DAG se
convierte en 2-AG. La presencia de transportadores de eCBs en la membrana facilita la entrada y
salida de cannabinoides y por lo tanto la activacién de los CB1r. La inactivacion del 2-AG se
alcanza a nivel presinaptico, donde la monoacilglicerol lipasa (MAGL) convierte el 2-AG en
glicerol y acido araquiddnico. Por otro lado, la biosintesis de la AEA comprende la conversion de
fosfolipidos en N-acilfosfatidiletanolamina (NAPE) a través de la N-aciltransferasa (NAT), que
requiere elevaciones de Ca?" intracelular tras la despolarizacién y/o activacion de receptores
ionotrdpicos. El NAPE es transformado en AEA por una NAPE-fosfolipasa selectiva (NAPE-
PLD). En la fase de inactivacion interviene la hidrolasa de amidas de acidos grasos (FAAH) que
transforma a la AEA en etanolamina y cido araquidénico (Blazquez et al., 2011; Alswat, 2013; Al
Kury et al., 2014; Chiarlone et al., 2014; Ulgol, 2014; Valdeolivas et al., 2014; Araque et al., 2017;
Basavarajappa et al., 2017). La probabilidad de liberacion de neurotransmisor se reduce
significativamente tras la activacion de los CBr. De acuerdo con la literatura, lo anterior puede

ocurrir a través de la inhibicion presinaptica del flujo de entrada de Ca?* a través de canales de Ca?
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dependientes de voltaje, la activacion de canales de K* presinapticos, y la sefializacién mediada por
adenosin monofosfato ciclico (CAMP)/ proteina cinasa A (PKA) (Castillo et al., 2012; Araque et al.,
2017). Dada su naturaleza lipofilica, se acepta que pueden dividirse y difundirse de manera efectiva
en las membranas celulares sin almacenarse en vesiculas (Basavarajappa et al., 2017). Por otro lado,
existe poca evidencia que refiere que los eCBs actlian de modo no retrogrado, donde el 2-AG activa
CB1r postsinapticos o CB2r, mientras que la AEA activaria a los receptores de potencial transitorio
V1 (TRPV1) (Castillo et al., 2012). Sin embargo, se acepta que una vez liberados de la estructura
postsinaptica, ambos eCBs actuaran fundamentalmente como mensajeros retrogrados al activar
CB1r presinapticos, lo que propicia un mecanismo de retroalimentacion o feedback inhibitorio para
regular la liberacién de neurotransmisores en el cerebro (Basavarajappa et al., 2017). Adicional a lo
anterior, hoy en dia se reconocen muchos otros compuestos como parte de la vasta familia de eCBs,
incluyendo al 2-araquidonoilglicerol éter (noladin éter, o 2-AG-éter), el o-araquidonoiletanolamina
(virodamina, o AEA invertida), y el N-palmitoiletanolamina (PEA), el N-oleiletanolamina (OEA)

(Lam et al., 2010; Brown et al., 2012).
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Figura 2. Ciclos de biosintesis e inactivacion de los dos eCBs méas importantes a la fecha, la
anandamida (AEA) y el 2-araquidonoilglicerol (2-AG). Se muestra la distribucién de las enzimas
encargadas de la biosintesis y degradacién de AEA y 2-AG. Con base en este arreglo, se evidencia
el rol de la AEA como transmisor intracelular anterdgrado, y el papel del 2-AG como transmisor
sindptico de tipo retrogrado. Las lineas punteadas denotan inactivacion. Tomado de
Gastroenterology 2016; 151:252-266 (Sharkey y Wiley, 2016).

Los CB1r se expresan abundantemente en el Sistema Nervioso Central (SNC) en neuronas

corticales, interneuronas, astrocitos, y oligodendrocitos (Galve-Roperh et al., 2013), asi como en
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estructuras como la corteza motora, talamo, hipotalamo, e hipocampo, con lo cual es evidente su
influencia en el procesamiento de emociones, activacion motora y demas funciones cognitivas
(Mackie, 2005). Inicialmente se pensaba que los CB2r se encontraban Unicamente en las células
inmunes como macréfagos o linfocitos T y B; sin embargo, su presencia es reconocida en neuronas
y astrocitos del tronco cerebral, en 6rganos inmunes como el bazo, timo, nodulos linfaticos, y
microglia (Atwood y Mackie, 2010; Chiurchil et al., 2015; Manera et al., 2016; Busquets-Garcia et
al., 2018). Si bien la distribucién es importante, la densidad de estos receptores resulta de especial
relevancia; se ha establecido que de la familia de los receptores GPCRs, el CB1r es el més
abundante, presente hasta 50 veces mas que aquellos receptores clasicos (Sanchez-Blazquez et al.,
2014). Los eCBs ejercen sus efectos a través de la activacion de los CB1r y CB2r, y actlan en
diferentes sitios moleculares como neuronas, astrocitos y microglia (tanto activada como inactiva),
hasta estructuras complejas como la barrera hematoencefélica (BHE) (Fernandez-Ruiz et al., 2015).
Mas aln, los eCBs liberados por las neuronas son capaces de efectuar un control modulatorio a
nivel pre y postsinaptico a través de la activacion de los CB1r expresados en astrocitos (Navarrete et
al., 2014; Metna-Laurent y Marsicano, 2015). Por otro lado, una publicacion reciente determind la
presencia de la maquinaria cannabinoide en la microglia; con esto, la expresion de los receptores
cannabinoides, en particular el CB2r, se relacionaria con el perfil de activacién de dichas células, y

resultaria en implicaciones terapéuticas de gran interés (Mecha et al., 2016).

La regulacion en la transmision sinaptica ejercida por la activacion de los CB1r y CB2r ocurre en
lapsos cortos de tiempo. Si la transmision ocurre en decenas de segundos, se propiciard una
supresion en la excitacion o inhibicion debida a una despolarizacion, mismas que dependeran del
blanco de los eCBs (terminales glutamatérgicas 0 GABAGérgicas). Por otro lado, la transmision
puede ocurrir en el orden de minutos o 1 hora; en este escenario, los cambios sinpticos en dicho
plazo derivados de la activacion de CB1r y CB2r ocurriran en respuesta a los tipos de actividad a

nivel pre o postsinaptico (Kano et al., 2009; Castillo et al., 2012; Araque et al., 2017).
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6.2 La enfermedad de Huntington

El estudio de los cannabinoides podria ser una alternativa terapéutica en enfermedades cuyos
tratamientos actuales no hacen frente a las necesidades de los pacientes. Entre estos ejemplos
destaca el caso de la enfermedad de Huntington (EH), un desorden neurodegenerativo que sigue un
patrén de herencia autosdémico dominante en el que se manifiestan sintomas motores, psiquiatricos
y cognitivos importantes. La enfermedad es causada por una mutacién en el gen codificante de la
huntingtina (HTT), y que consiste propiamente en un exceso de repeticiones del triplete CAG (por
arriba de 36) en el exon 1 del gen HTT. Asi, la porcién expandida del triplete es traducida en los
residuos repetidos de glutamina, o poliglutamina (polyQ), en el extremo N-terminal de la proteina
HTT en el cromosoma 4 (Rikani et al., 2014). De acuerdo con la literatura, la traduccion del
fragmento repetido es necesaria para que se ejerzan sus efectos toxicos. Por lo anterior, la presencia
del fragmento de repeticiones de CAG se convirtio en el criterio molecular confirmatorio de EH en
aquellos pacientes con signos sugerentes de la enfermedad (Kremer et al., 1994; Goldberg et al.,
1996; Kay et al., 2017). Como es sabido, en el curso de la enfermedad tipicamente se presentan
anormalidades motoras (coreas), asi como deterioro cognitivo y psiquiatrico (McGarry y Biglan,
2017). Estos sintomas se explican por la degeneracion y muerte neuronal en estructuras como el
globo palido, el estriado y la corteza cerebral en menor proporcion; dada la naturaleza progresiva de

la EH, estos sintomas se acentuaran gradualmente con el avance de la condicion.

Tras su descripcién original a finales del siglo XIX (Huntington, 1872) y la documentacion del
patron de herencia autosémico dominante a principios del siglo XX (Punnett, 1908), la EH ha ido
ganando reconocimiento a nivel clinico, lo que ha permitido documentar la presencia de la
enfermedad. De acuerdo con algunos autores (Harper, 1992), el estudio epidemiolégico de un
desorden que es por definicion mendeliano, como el abordado en este trabajo, requiere

invariablemente de estrategias de analisis basadas en estatutos procedentes de la genética clasica.
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Con esto, una gran cantidad de informacion ha sido colectada alrededor del mundo, y ha
contribuido significativamente con la definicion de los origenes y distribucion de la EH. Sin
embargo, las conclusiones derivadas de esta valoracion tradicional han sido superadas por la
naturaleza compleja de la enfermedad, y son necesarios méas enfoques; entre estos destaca el uso de
estudios a nivel molecular para determinar las tasas de mutacion en el locus especifico, el origen
(probablemente de gran antigliedad), o las mutaciones mas frecuentes en poblaciones Unicas

(Harper, 1992).

La repeticion de 36 o0 maés tripletes de CAG es criterio para presentar la enfermedad; a mayor
numero de repeticiones, mayor penetracién y menor edad de inicio de los signos y sintomas. Por
esta razén, algunos autores consideran que la epidemiologia de la EH recae importantemente en la
determinacion de los individuos con la mutacién de mayor repeticion del triplete, asi como un
seguimiento clinico apropiado para la deteccion y diagnéstico oportunos. Lo anterior resulta de
particular relevancia a la luz de algunos trabajos que exponen que la mayoria de los individuos que
padecen la enfermedad tienen la repeticion extendida del triplete y presentan manifestaciones
clinicas en la edad adulta. Asi, aquellos con la repeticién corta manifiestan un menor perfil
patogénico, lo que indica que la frecuencia en la repeticion extendida en la poblacion general es
probablemente mayor de lo que se ha considerado (Kay et al., 2017). Ademas, deben considerarse
las diferencias genéticas y demogréaficas que podrian incidir en la variacion geografica y étnica en
su presencia y distribucion; lo anterior se confirma al considerar que han existido diferencias
importantes en la prevalencia de la EH desde sus primeros registros, y algunos estudios apuntan a
diferencias en las nuevas tasas de mutacion como responsables de las discrepancias observadas en
poblaciones especificas a lo largo del tiempo. Determinar la prevalencia de la EH es una labor
complicada, y requiere del empleo simultdneo de muchas fuentes de informacion para alcanzar un
grado aceptable de confiabilidad. Sin embargo, cabe mencionar que los criterios clinicos para

considerar el inicio de la enfermedad no han seguido siempre el mismo rigor, y han tenido que
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adaptarse al desarrollo progresivo de los sintomas y la incapacidad para determinar la condicion en
individuos asintométicos con cualquiera de las extensiones del triplete. Por lo anterior, el registro
sistematico de los casos se centrd casi exclusivamente en un abordaje patoldgico tradicional, sin
incorporacién de pruebas a nivel molecular y sin considerar la aparicion de nuevas mutaciones,

pues se limitaban a caracterizarlas como eventos atipicos.

La definicion de la epidemiologia de la EH depende, en una primera etapa, de la evaluacion del
médico especialista, usualmente en el marco de los antecedentes heredo-familiares, y subsecuentes
pruebas confirmatorias post mortem; a este respecto, factores como la falta de familiaridad o
confusion con condiciones neuroldgicas de manifestacion semejante y la ausencia de historiales
clinicos certeros, han impactado seriamente en los indices reportados de la EH (Kay et al., 2017).
En el Reino Unido, en donde se ha realizado la labor mas extensiva para la determinacion de la EH,
la prevalencia reportada estd entre 1.6 y 12.3 casos por cada 100 000 habitantes, con un notable
aumento en la region este, y el norte de Escocia (Kay et al., 2017). De acuerdo con la Gltima
revision, la estimacion para Columbia Britanica (Canada) es de 13.7 por cada 100 000, y constituye
ademas la cifra mas alta reportada para la region norte de América (Fisher y Hayden, 2014). El
panorama en América Latina es el siguiente: Venezuela presenta el foco de mayor concentracion de
casos de EH en el mundo. Hace aproximadamente 20 afios se logro la identificacion de mas de 80
variantes independientes de la EH, mismas que se agruparon en un inicio alrededor del Lago de
Maracaibo, y que con el tiempo se dispersaron a regiones contiguas (Wexler et al., 2004). Lo
anterior generd valiosa informacion referente al origen de las variantes encontradas, lo que permitié
el mapeo del gen y el fragmento expandido de CAG; sin embargo, a pesar de estas condiciones, no
existen estudios formales que arrojen cifras certeras. De acuerdo con una publicacién de 2009,
fueron caracterizados 691 pacientes con la enfermedad en el Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia en la Ciudad de México; de acuerdo con las apreciaciones de Kay y colaboradores, la

prevalencia ajustada corresponde a 4 casos por cada 100 000 habitantes (Alonso et al., 2009).
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Finalmente, es importante recalcar que la prevalencia de la EH, aun en nuestros dias, esta
subestudiada, en especial en paises en desarrollo, lo que implica una falta de reconocimiento de la

enfermedad a nivel local y global.

El cuadro evocado por esta patologia se atribuye en parte a la toxicidad de la proteina HTT mutante
(condicion que incluye el plegamiento incorrecto, protedlisis anormal, agregacion y deposicion
proteica, etc.). No obstante, a pesar del progreso en la definicion del mecanismo patogénico que
caracteriza a esta enfermedad, la manifestacion clinica y evolucion son variables con cada paciente,
y no se explican Unicamente con la mutacion de la proteina, ya que en los procesos de progresion de
la misma y la muerte neuronal, convergen también otros procesos que inician con la alteracién en la
agregaciéon proteica y la funcién mitocondrial, y que resultan en excitotoxicidad, eventos
oxidativos, activacion glial, y eventos inflamatorios locales y citotoxicos (Tai et al., 2007; Pazos et

al., 2008; Quintanilla y Johnson, 2009; Arrasate y Finkbeiner, 2012).

Por otro lado, la tarea de estimacidn del nivel de deterioro en la calidad de vida de estos pacientes se
vuelve mas compleja y dificil. A nivel individual, el impacto en la calidad de vida por la EH es
significativo. Los antecedentes familiares aunados al diagnostico de la enfermedad representan un
reto mayor en la vida de los pacientes y familiares. El progreso de la enfermedad se refleja en el
proceso psicoldgico que acompafia al paciente (mismo que involucra el desconocimiento, negacion,
y en Gltimas etapas, aceptacion del diagnostico y sus consecuencias). Ademas, desafortunadamente
la terapéutica actual carece de una opcién viable para detener la progresion de la enfermedad
(Basavarajappa et al., 2017) y a la fecha ofrece Unicamente opciones a través de antidepresivos,
antipsicoticos y sedantes, mismos que se acompafian por rehabilitacion apoyo psiquiatrico,
nutricional y social (Lastres-Becker et al., 2005; Pintor et al., 2006; Ramaswamy et al., 2007;

Palazuelos et al., 2009; Galve-Roperh et al., 2013; Bates et al., 2015).
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6.3 Implicaciones del sistema endocannabinoide en la neurodegeneracion
Durante la Gltima década, ha aumentado el interés en esclarecer los mecanismos fisiopatoldgicos de
la EH y muchas otras enfermedades de caracter neurodegenerativo. En su mayoria, las
enfermedades de esta naturaleza se caracterizan por el deterioro cognitivo y otros rasgos
neuroldgicos. Por lo general, las causas de dichas enfermedades, y los mecanismos subyacentes son
mayormente desconocidos. Pueden desarrollarse de manera paralela o simultanea con otros eventos
patoldgicos, y diferiran dependiendo del tipo celular y la regién cerebral afectada. Como se ha
establecido anteriormente, el SEC se encuentra abundantemente distribuido en las estructuras que
forman a los ganglios basales, lo que sugiere que este sistema esta involucrado fuertemente a la
respuesta motora (Herkenham et al., 1991; Bisogno et al., 1999), y por tanto pudiera ser relevante
en el escenario patoldgico de estas condiciones. Varios reportes sefialan que existe una afectacion
en la sefializacién cannabinoide como parte del cuadro patoldgico de la EH. Una serie de estudios
post mortem demostraron una pérdida masiva de CB1r en estructuras de los ganglios basales en
pacientes con EH; de acuerdo con estos hallazgos, mientras que hace mas de 3 décadas se reporto la
pérdida de CB1r en sustancia nigra (pars reticulata) en el cerebro humano de pacientes con EH
(Glass et al., 1993), otros grupos reportaron pérdida aguda de CB1r en ganglios basales, con
especial selectividad en el globo palido (Richfield y Henkenham, 1994). En contraste, etapas
avanzadas de la EH se asocian a la expresion aumentada de CB2r en células gliales, en paralelo a la

degeneracion estriatal.

Por otro lado, los CB2r entrafian caracteristicas interesantes; han sido identificados principalmente
en astrocitos y microglia, y en menor proporcion en subpoblaciones neuronales; esta distribucion
los limit6 inicialmente a un rol periférico y asociado al sistema inmune. Sin embargo, se ha
demostrado que existe una induccion/sobrerregulacion de los CB2r en diferentes patologias, tales
como la enfermedad de Alzheimer (EA), la EH, la esclerosis lateral amiotréfica (ELA), etc.

Modelos experimentales han demostrado que la activacion de dichos receptores se asocia al retraso
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en la progresion de eventos neurodegenerativos (Fernandez-Ruiz et al., 2008), lo que encierra un

potencial incalculable a nivel terapéutico que requiere mas atencion.

El cuerpo estriado desempefia un papel fundamental en el movimiento de tipo involuntario y el
aprendizaje; paraddjicamente, es una de las estructuras de mayor disfuncion y compromiso en una
gran variedad de enfermedades psicomotoras. Asimismo, el cuerpo estriado, en particular su regién
dorsal, integra las sefiales de entrada de estructuras como la corteza y el tdlamo, mismas que
convergen en neuronas espinosas medianas (NEM) de las vias directa e indirecta, y que jugaran
distintos roles para llevar a cabo el control motor de salida (Bateup et al., 2010; Kravitz et al., 2012;
Cui et al., 2013; Tecuapetla et al., 2016; Vicente et al., 2016). La sefializacion estriatal de eCBs
involucra en primera instancia a las NEM, que sintetizan y liberan al espacio extracelular una
variedad de eCBs después de la activacion sinérgica de los receptores glutamatérgicos
metabotropicos (mGIuRs) tipo 1 y receptores dopaminérgicos D», y por la entrada de Ca?" via
canales de calcio dependientes de voltaje y via NMDAr (Yin et al., 2006; Uchigashima et al., 2007;
Lovinger y Mathur, 2012; Araque et al., 2017). Asi, los diferentes elementos que componen el SEC
tienen una presencia significativa en esta estructura, y de acuerdo con diversos estudios, los CB1r se
expresan ampliamente en las terminales corticoestriatales, donde la sefializacion cannabinoide es
fundamentalmente de tipo retrograda. Consecuentemente, los eCBs son capaces de modular la
funcién sinaptica a través de sus efectos sobre los receptores presindpticos en terminales
glutamatérgicas y GABAGérgicas. Adicionalmente, los eCBs estan asociados mayormente al control
de la excitabilidad neuronal y la regulacion de distintas formas de plasticidad sinaptica a largo
plazo; por ejemplo, en induccién de proliferacion y neurogénesis posterior al dafio excitotéxico, via
CB1lr (Aguado et al., 2007). Asimismo, se ha establecido anteriormente que la sefializacion
cannabinoide en el estriado constituye un eficaz sistema neuromodulador que actta deprimiendo las
vias de entrada corticoestriatales en dos ventanas de tiempo: la corta, via la inhibicién de la

liberacion de glutamato y la supresion de la excitacion inducida por despolarizacion (SED), y la
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larga, via de procesos de depresién a largo plazo (DLP) inducidos por eCBs, donde estos
compuestos serdn responsables del efecto inhibitorio producido por la liberacion transitoria de
GABA en terminales inhibitorias ricas de CB1r (Gerdeman y Lovinger, 2001, 2003; Gerdeman et

al., 2002).

El desarrollo de modelos animales de la EH ha permitido confirmar estos patrones de alteracion y
reduccion de receptores del SEC como parte de la fisiopatologia de esta condicién. Un estudio
realizado con el modelo de EH basado en el uso del raton transgénico R6/1 (que expresa el
fragmento extendido de CAG [>115 repeticiones]) revel6 una reduccion en el mMRNA del CB1r, asi
como menor union a ligandos de CB1r en tejido estriatal (Dowie et al., 2009). Asimismo, ratones
expresando esta mutacion también mostraron una reduccién de mRNA de CB1r en el cuerpo
estriado (en su region dorsal), hipocampo y en menor medida en tejido cortical en una etapa
temprana de la patologia (Denovan-Wright y Robertson, 2000). Las observaciones no solo se
centran en alteraciones en los receptores, sino gue también abarcan niveles diferenciales de algunos
de los ligandos de mayor relevancia. En 2009, un grupo de investigacién realizd un trabajo con
ratones R6/1 presintomaticos para determinar los niveles de algunos eCBs por cromatografia de
liquidos -espectrometria de masas en corteza, hipocampo y estriado. Observaron una disminucion
significativa en los niveles de AEA en hipocampo en el modelo de estudio y en contraste, los
niveles de 2-AG aumentaron importantemente en la corteza cerebral (Dowie et al., 2009). Un
trabajo en 2013 evalud los cambios en los niveles de actividad de las enzimas fosfolipasa selectiva
de N-acilfosfatidil etanolamina (NAPE-PLD) y diacilglicerol lipasa (DAGL), que en cerebro
completo de ratones R6/1 revelaron una actividad a la baja; los niveles bajos de actividad
enzimatica se repitieron para muestras de estriado aislado. Adicionalmente, los niveles de AEA en
cerebro completo no mostraron cambios respecto a los controles (Bari et al., 2013). La reduccion en
los niveles de la enzima FAAH, encargada de la hidrolisis de AEA, estan ademas correlacionados

con el incremento constitutivo de AEA, que a su vez se asocia con el efecto inhibitorio de los
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nociceptores (Malek et al., 2014). Por su parte, la hidrolisis del 2-AG es significativa puesto que
conlleva a la produccion de acido araquidonico libre, mismo que regula procesos
neuroinflamatorios (Cabral et al., 2015). Lo anterior genera un antecedente en el cual, aquellos
compuestos capaces de aumentar y mejorar la sefializacion mediada por los CB1r pueden ser
utilizados como un acercamiento terapéutico; ademas, el &rea de oportunidad en el contexto de esta
enfermedad es evidente. Asi, aunque inicialmente la pérdida de receptores CB1 se atribuy6 a un
efecto secundario de la destruccion progresiva de las neuronas GABAérgicas en las que residen
estos receptores, la evidencia indica que dicha pérdida estd presente también en condiciones de
ausencia de dafio estriatal, 0 bien con un grado de dafio menor. Ademas, al igual que el deterioro en
la EH es dependiente del grado de progresién y mantiene congruencia con los sintomas clinicos, las
alteraciones en el SEC son especificas de cada region cerebral y se asocian con el dafio tisular y
funcional de cada estructura. Estas observaciones confirman como la disminucién y pérdida de los
CB1r es en realidad un evento relacionado directamente con la patogénesis de la enfermedad, y no
una consecuencia; por lo tanto, estas alteraciones contribuirian activamente con su inicio y

progresion.

La evidencia recolectada de pacientes y modelos experimentales demuestra la reduccion en la
densidad y/o la hipofuncién de los CB1r -y algunos otros elementos del SEC-, en las estructuras
tipicamente afectadas por la enfermedad. Sin embargo, se ha establecido también que la
degeneracion intensa que exhiben las neuronas estriatales es una manifestacion del fenémeno de
“vulnerabilidad neuronal selectiva” a través del cual se explica la sobreactivacion de receptores
glutamatérgicos de tipo ionotrépico tras la accion de neurotransmisores excitatorios, 1o que resulta
en excitotoxicidad y dafio neuronal (Ina et al., 2011). Ademas de explicar parcialmente las bases del

dafio degenerativo, lo anterior expone la vulnerabilidad del grupo neuronal afectado.
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6.3.1 Antecedentes de terapias de origen cannabinoide en modelos de
enfermedades neurodegenerativas

En consideracion a la cantidad de reportes que demuestran la participacion del SEC en escenarios
fisioldgicos y patologicos, la modulacion de su actividad constituye una alternativa terapéutica
potencial debido a que los agentes cannabinoides son capaces de ejercer una funcién
neuroprotectora y pro-homeostatica en enfermedades cronicas y agudas en un rango muy amplio.
Entre las posibles enfermedades blanco para este tipo de tratamiento se incluyen los desérdenes de
los estados de &nimo y la ansiedad (Badgy et al., 2012; Hermanson et al., 2013), los desérdenes
motores como la enfermedad de Parkinson (EP) o la EH (Fernandez-Ruiz, 2009; Esposito et al.,
2012; Alswat, 2013; Pacher y Kunos, 2013), el dolor neuropético, y la esclerosis multiple (Ulgol,
2014), extendiéndose ademés a otro tipo de enfermedades como el céancer, ateroesclerosis,
accidentes cerebrovasculares, hipertension, obesidad, y el sindrome metabolico (Kogan y

Mechoulam, 2007).

Con estos criterios, se han explorado experimentalmente varias estrategias con eCBs sobre los
efectos toxicos de distintos agentes. Por ejemplo, para la EP, se ha demostrado su capacidad
reductora de estrés oxidativo en modelos de administracion de la neurotoxina 6-hidroxidopamina
(6-OHDA). En este escenario, el A>-THC y el cannabidiol atenuaron de forma contundente la
deplecién dopaminérgica, asi como los déficits de tirosina hidroxilasa (TH), enzima responsable de
catalizar la conversion de L-tirosina en dihidroxifenilalanina (Lastres-Becker et al., 2005).
Reforzando lo anterior, se reportdé que la administracion de cannabinoides como la
tetrahidrocannabivarina (AS-THCV) retrasa la progresion de la enfermedad y reduce la inhibicion
motora a través de cambios en la transmisién glutamatérgica, tanto en modelos de EP con
administracion de 6-OHDA, como de lipoporisacarido (LPS), el cual actia como agente
proinflamatorio (Garcia et al., 2011). Por otro lado, también se ha explorado el alcance de las
terapias con derivados cannabinoides en modelos preclinicos de la EH. A través de un mecanismo

dependiente de receptores cannabinoides, la administracion de cannabigerol (CBG) atenud la
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microgliosis reactiva y contrarresto la sobrerregulacion de marcadores inflamatorios en modelos de
administracion de toxinas, con lo que se demostrd una capacidad neuroprotectora importante
(Valdeolivas et al., 2014). Ratones transgénicos R6/1 exhibieron expresiones de toxicidad inferiores
cuando se encontraron bajo esquemas de administracion con cannabinoides sintéticos como el WIN
55,212-2 o el HU210, puesto que ambos atenuan la toxicidad asociada a la agregacion proteica de la
HTT a través de un mecanismo de acoplamiento de los CB1r a las proteinas Gi/o (Scotter et al.,

2010).

Mientras que una gran mayoria de disefios experimentales se basan en la administracién de un
sinnimero de agonistas de ambos receptores, en fechas recientes se han planteado algunas
estrategias alternativas para llevar a cabo la modulacion del SEC, mismas que se resumen en la
Tabla 1. Estas alternativas permiten potenciar los niveles de eCBs y mantener las respuestas
benéficas derivadas de la activacion directa de los CBr, limitando a la vez los efectos indeseados

asociados a la mayoria de los agonistas de estos receptores (Gado et al., 2018).

Tabla 1. Ejemplos de estrategias de modulacion del SEC disponibles a la fecha.

Estructura y nombre Actividad Efectos principales

Exhibe propiedades
Agonista de CB1r neuroprotectoras contra la
toxicidad inducida por
acido  3-nitropropiénico
(3-NP) en cerebro de rata
(Maya-Lopez et al,

[Nj 2017a).

WINS55,212-2
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Ejerce  alteraciones -
dependientes de la edad y

Potente agonista de CB1r | estructura- en el perfil
y CB2r lipidico cerebral

(Leishman et al., 2018).

CP 55-940

o O Ejerce efectos
W N neuroprotectores al
/\ NH reducir el volumen de
o Antagonista de CB1r infarto en ~40% a nivel
cl - experimental (Sommer et

Cl

SR141716A (rimonabant)

al., 2006).

OH
_ Reduce la presion arterial;
0 Y Agonista selectivo de | ejerce actividad periférica
S CB2r analgeésica y anti-
o inflamatoria (Hanus et al.,
\ 1999).
HU-308
i
0 O—Fl’—F Inhibidor de la | Mostro efectos
| o—[ biosintesis del 2-AG neuroprotectores en ratas
o— lesionadas con malonato
(Valdeolivas et al., 2013).
0-3841
Potencia el efecto de la
ﬁ Inhibidor de la FAAH AEA (Gifford et al., 1999;
ﬁ_F Avrizzi et al., 2004).
O
AM374

JZ1.184

Inhibidor irreversible de
la MAGL

Eleva selectivamente los
niveles de 2-AG en el
cerebro de rata (Tabrizi et
al., 2018).
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Inhibidor de la
recaptacion de AEA

Metabolito del
paracetamol que podria
aportar  evidencia  del
mecanismo de accién del
analgésico (Sharma et al.,
2017). Hiperfagia (Reyes-
Cabello et al., 2012).

6.4 EL URB597

6.4.1 Nomenclaturay propiedades quimicas

El KDS-4103 (éster 3’-carbamoilbifenil-3-il del acido ciclohexilcarbamico) posteriormente

denominado URB597, es un potente y selectivo inhibidor de la FAAH que se encuentra en forma de

polvo solido cristalino. Tiene un peso molecular de 338.407 g/mol,

y su férmula quimica es

C20H22N20s. Su estructura se presenta en la Figura 3. Su solubilidad en buffer de fosfatos (PBS, pH

7.4) es de 523 ng/ml, y un logD de 3.93 (n-octanol/PBS, pH 7.4). Tiene una densidad de 1.23 g/cm?,

y un punto de ebullicion de 276.3°C. Es estable bajo condiciones

simulaciones de fluido gastrico (Piomelli et al., 2006; TOCRIS, 2016).

OvNH
U T O

de calor, acidez, luz, y

Figura 3. Estructura quimica del URB597. ACD/ChemSketch, 2018.
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6.4.2 Parametros farmacocinéticos
EL URB597 es absorbido a una tasa moderada, con un pico de concentracion en plasma (Cmax)
alcanzado 1.2 horas después de la administracion. La vida media de eliminacién oral (ti) es de ~2
horas. Después de una dosis oral de 10 mg/kg, los niveles méaximos en el cerebro se alcanzan
aproximadamente 1 hora después de la administracion; y congruentemente, la inhibicion de la
FAAH se alcanza rapidamente (< 1 hora), y se mantiene en >90% por 12 horas, y >60% por 24

horas (Piomelli et al., 2006).

6.4.3 Inhibicion de la FAAH
Se ha caracterizado la inhibicion de la FAAH por el URB597 en estudios in vitro e in vivo. Los
valores de concentracion inhibitoria méxima (ICso) del URB597 son de 3 nM en higado humano y 5
nM en cerebro de rata. De acuerdo con estudios publicados en el afio 2003, el URB597 previene la
hidrolisis de la AEA (catalizada por la FAAH) en cultivos primarios de neuronas corticales de rata,
con una ICsy de 0.5 nM (Kathuria et al., 2003). Por otro lado, existe evidencia disponible que
demuestra que el URB597 inhibe la actividad de la enzima y la consecuente prevencion en la
degradacion de AEA, sin generar efectos inhibitorios sobre el transporte de esta Gltima. De esta
forma, el URB597 promueve la acumulacion de AEA a nivel intracelular, la salida de AEA del
soma y el aumento en sus niveles extracelulares (Piomelli et al., 2006). La inhibicion de la enzima
FAAH se ha evaluado también en modelos experimentales in vivo, en los que ha quedado de
manifiesto una relacion dosis-dependiente, con una media-maxima de 0.15 mg/kg (Kathuria et al.,
2003). De esta manera, la administracion de URB597 (0.3 mg/kg, i.p.) en ratas demostr6 que la
inhibicion de la FAAH ocurre después de los 15 minutos de la administracion y con un tiempo de
persistencia que rebasa las 12 horas. Lo anterior coincide con un aumento en los niveles cerebrales
de AEA y, como se discutio anteriormente, con el aumento de otras etanolaminas de acidos grasos

sustratos de la enzima (Fegley et al., 2005; Piomelli et al., 2006). Fegley y colaboradores
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demostraron en 2005 el aumento en los niveles cerebrales de AEA en ratones FAAH™ (Fegley et
al., 2005). Por otro lado, los efectos de la AEA estdn mediados por el CB1r, dado que previas
publicaciones lo demostraron tras el bloqueo de estos mismos receptores con el agonista

rimonabant.

6.4.4 Selectividad del URB597
La Tabla 2 muestra la farmacologia in vitro del URB597 (Piomelli et al., 2006). Con base en la
informacién disponible, el URB597 no altera la actividad de enzimas de un rango amplio que
incluye a la MAGL, lo que resulta especialmente relevante al considerar la participacion de esta
enzima en la inactivacion de otro eCB de gran importancia, el 2-AG (Dinh et al., 2002; Makara et
al., 2005). Por otro lado, se encontrdé que el URB597 no interactia con otros receptores,
transportadores, canales ionicos, enzimas, e isoformas del citocromo P450 (a concentracion 10
MM). Tampoco tiene efectos sobre las enzimas triacilglicerol (TGH) hidrolasa y lipasa (TGL),
mientras que en esquemas experimentales in vivo inhibe significativamente la enzima FAAH, sin
propiciar alteraciones en los niveles de triglicéridos en higado de rata y tejido adiposo (Piomelli et

al., 2006).
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Tabla 2. Efectos del URB597 en la unidn a receptores, canales idnicos, transportadores, y enzimas

en ensayos in vitro (Piomelli et al., 2006).

Ensayo Resultado
Receptores

Adrenérgico: a1 (no selectivo), a, (no selectivo), 1 (h), B2 (h) NS
Benzodiacepinas: BZD (central), BZD (periférico) NS
Cannabinoides: CBL1 (h), CB2 (h) NS
Dopaminérgicos: D1 (h), Das (h), D3 (h), D4 (h), Ds (h) NS
GABAérgico (no selectivo) NS
Factores de crecimiento, citocinas, quimiocinas: CXCR;z (h), IL-8, TNF-a, CCRi(h) NS
Histamina: Hi (h), Hz (h) NS
Melatonina; MT: NS
Opiaceos 6 (h) (DOP), x (KOP), p (h) (MOP) (sitio de agonista) NS
Fenciclidina: PCP NS
Serotonina: 5-HTia (h), 5-HT1s, 5-HTza (h), 5-HTzc (h), 5-HTs (h), 5-HTsa (h), 5-htsa, 5-HT6 NS
(h), 5-HT7 (h).

Canales idnicos

Canal de Ca?* NS
Canal de K*, (dependiente de voltaje) NS
Canal de Na* (sitio 2) NS
Canal de CI NS
Transportadores

Transportador de dopamina (h) NS
Transportador de norepinefrina (h) NS
Transportador de serotonina (h) NS
Transportador de anandamida (células de astrocitoma humano) NS
Enzimas

COX-1 (h), COX-2 (h) NS
Acetilcolinesterasa (h) NS
MAGL (cerebro de rata) NS
Actividad en enzimas del citocromo P450 humano

Inhibicion de CYP1A2 NS
Inhibicion de CYP2C9 NS
Inhibicién de CYP2C19 NS
Inhibicién de CYP2D6 NS
Inhibicién de CYP3A4 NS
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6.4.5 Mecanismo de accién
El URB597 constituye un neuromodulador lipidico al promover la acumulacion de este
neurotransmisor en el SNC (Al Kury et al., 2014). La enzima FAAH, que fue identificada y
reportada en 1985 (Schmid et al., 1985) y clonada en 1995 (Désarnaud et al., 1995; Hillard et al.,
1995), es la principal responsable de la hidr6lisis de la AEA en el interior de la célula. Recibié su
denominacion ya que un gran numero de amidas de &cidos grasos actan de manera efectiva como
sus sustratos; de esta forma, la FAAH puede actuar como hidrolasa para etanolaminas de acidos
grasos como la AEA, amidas primarias (oleamida, ODA), o ésteres (2-AG) (Mechoulam et al.,
1995; Sugiura et al., 1995). ElI amplio perfil de los sustratos se debe a un inusual mecanismo de
reciente descripcién que muestra que los residuos de aminoacidos Lisina 142 y Serina 217 cooperan
para activar al residuo Serina 241, que acttia como nucledfilo; la metodologia basada en hibridacion
logré identificar las interacciones cataliticas en el sitio de accion, de las cuales derivara el disefio y

desarrollo de inhibidores potentes en el futuro (Lodola et al., 2005).

La enzima FAAH se expresa en abundancia en el SNC en las estructuras que forman a los ganglios
basales, el hipocampo y la corteza cerebral; se encuentra presente también, aunque en menor
medida, en amigdala, en las regiones ventral y posterior del tdlamo, en el nlcleo cerebelar, y en las
neuronas motoras de la médula espinal (Sugiura et al., 1995). En congruencia con el rol principal de
la enzima que implica la degradacion de AEA, muchas de las neuronas positivas a la FAAH se
encuentran en la proximidad de las terminales nerviosas con receptores cannabinoides, en especial
del CBL1r; sin embargo, debe reconocerse la participacion de la enzima en el catabolismo de muchos
otros acidos grasos no-cannabinoides, lo cual explicaria la presencia de la enzima en regiones con
baja o nula presencia de receptores cannabinoides. La inhibicion farmacoldgica de la actividad de la
enzima FAAH, o la disrupcion genética del gen faah, propicia un incremento significativo en los
niveles de AEA, al igual que de otras etanolaminas de acidos grasos, como la PEA y la

oleiletanolamina (OEA) (Cravatt et al., 2001). Como se ha revisado, la inhibicion de la enzima para
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propiciar un aumento endogeno de los niveles de AEA tiene un potencial importante a nivel
terapéutico, y se encuentra actualmente en su momento mas préspero. Se han descrito algunos otros
inhibidores de la FAAH, entre los que destacan compuestos tipo haloenol lactonas como el BTNP
(Patente EUA 5,925,672 del 07/20/1999) (Hazen et al., 1991; Balsinde et al., 1995),
sulfonilfluoruros como el palmitoilsulfonilfluoruro -denominado AM374- (Patente EUA 5,688,825
del 11/18/1997) (Alapafuja et al., 2012) y trifluorometilcetonas de &cidos grasos, fluorofosfatos, y
algunos anti-inflamatorios no esteroideos (AINES). Sin embargo, estas alternativas carecen de la
selectividad o actividad bioldgica deseables en un compuesto de este tipo (Piomelli et al., 2006),
mientras que las propiedades del URB597 sugieren una inhibicidn selectiva y de gran alcance

terapéutico.

6.4.6 Efectos asociados al URB597
Una serie de estudios realizados en décadas pasadas sugieren que el URB597 emula efectos
ansioliticos, antidepresivos, y analgésicos. A la fecha contamos con un alto nimero de reportes que
han asociado el uso de compuestos de naturaleza cannabinoide al favorecimiento de respuestas
emocionales (lversen, 2000); esto forma parte de un conglomerado de observaciones empiricas
asociadas al consumo de Cannabis. Como se ha mencionado anteriormente, los CB1r estan
expresados abundantemente en estructuras como el nicleo basolateral de la amigdala el cual tiene
un papel en la respuesta emocional, el control del &nimo y la ansiedad (Freund et al., 2003). A este
respecto, los modelos experimentales in vivo involucrando disefios con animales y humanos
sugieren que el bloqueo farmacolégico o genético del CB1r evoca conductas similares a la ansiedad
(Haller et al., 2004). Poniendo a prueba esta observacién, un estudio demostré que el uso del
URB597 en dosis de 0.1 mg/kg, i.p., genero efectos equiparables a los de un ansiolitico, mismos
que fueron antagonizados por el rimonabant (Kathuria et al., 2003). Por otro lado, estos hallazgos
sirvieron para considerar la posibilidad de que el bloqueo de la FAAH pudiera también favorecer la

aparicion de efectos similares a los detonados por antidepresivos. Para la medicion de dicho efecto,
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se utilizaron pruebas in vivo de rutina para la evaluacion de agentes antidepresivos como la
paroxetina; asi, la administracion de dosis desde 0.03 a 0.3 mg/kg, i.p., permitié concluir que el
URB597 propicié signos conductuales que resultan comparables con aquellos detonados por
agentes antidepresivos clasicos; ademas, estos efectos fueron blogueados por el antagonista de
CB1r rimonabant. Por otro lado, una segunda observacion de este trabajo relaciond un aumento
dosis-dependiente de actividad de disparo de neuronas del nucleo dorsal de rafé con la
administracion de URB597 en esquemas agudos y subcronicos, efecto que se inhibid con el uso de
rimonabant. Adicionalmente, el URB597 ha demostrado ejercer efectos antinociceptivos moderados
en estudios in vivo en la prueba de hot-plate; al igual que en las pruebas arriba mencionadas, los
efectos ejercidos por el URB597 fueron prevenidos por el rimonabant (Kathuria et al., 2003). Méas
aun, se ha asociado la administracion del URB597 a una potenciacion en la analgesia en un modelo
de shock, proceso mediado por la liberacion de AEA (Hohmann et al., 2005). En conjunto, estas
nociones dejan entrever el destacado perfil de acciones evocadas por el URB597, y que pudieran
aprovecharse al aplicarse en diferentes escenarios experimentales. Ademas de presentar esta triada
de acciones potencialmente benéficas, la administracion sistémica de URB597 parece no detonar las
respuestas farmacoldgicas producidas por cannabinoides exdgenos como catalepsia, hipotermia, o
hiperfagia. Méas importante aln es la ausencia de efectos inducidos por este compuesto en modelos
in vivo de abuso (Piomelli et al., 2006), con lo que el URB597 se postula como una clase novedosa
de agentes que inhiben la desactivacion de la AEA, al utilizar como blanco la actividad enzimatica

intracelular de la FAAH, propiciando los efectos arriba mencionados.

6.4.7 Perfil de seguridad
EL URB597 es un compuesto que en fechas recientes ha adquirido creciente importancia;
subsecuentemente, ha comenzado a emerger informacién sobre estudios preclinicos que refieren

evaluaciones de seguridad tras su uso. De acuerdo con una de estas publicaciones, estudios
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comparativos -todavia en desarrollo- en monos Cynomolgus y ratas, basados en esquemas de hasta
28 dias de dosis repetida, no han reportado toxicidad sistémica tras administraciones de dosis de
hasta 1500 mg/kg en los monos, y 2000 mg/kg en las ratas. Asimismo, se llevaron a cabo una serie
de evaluaciones terminales 7 dias después en monos, y 28 dias en ratas, incluyendo panel de
quimica sanguinea y hematologia, y necropsia, no encontrandose signos de toxicidad, a pesar de
que las dosis utilizadas se encuentran muy por arriba de la necesaria para ejercer la inhibicion de la
FAAH. Con certeza, los proximos afios seran clave para la generacion de nuevos estudios para
evaluar estos y otros marcadores de seguridad del URB597, que se sumaran al prometedor perfil

mostrado por el compuesto.

6.5 Mecanismos de accion de los endocannabinoides
Hasta el momento, una serie de trabajos han descrito la variedad de mecanismos a través de los
cuales actuan los cannabinoides. El concepto general de la participacion del SEC revela un papel
critico de la sefializacién endocannabinoide en la regulacion de la transmision sinaptica excitatoria,
misma gue tendria impacto en muchas funciones a nivel fisiolégico, asi como en la fisiopatologia de
muchas enfermedades del SNC. Sin embargo, la evidencia recolectada sugiere la intervencion de
algunos otros mecanismos todavia no descritos, o incluso, elementos del SEC no reconocidos a la

fecha (como pudieran ser receptores adicionales a los descritos hasta ahora).

En el SNC, los NMDAr permiten la entrada de Ca?* a la estructura postsinaptica, con lo cual estan
asociados a diversas funciones: plasticidad sinaptica, consolidacion de la memoria, aprendizaje, y
cognicion. La disfuncion del NMDAr, principalmente en areas corticales, podria causar alteraciones
en los procesos mencionados previamente, con una manifestacion clinica similar a aquella presente
en la esquizofrenia (Sanchez-Blazquez et al., 2014). De esta forma, se establece que el SEC,

principalmente a través del CB1r, mantiene un rol inverso a la funcion glutamatérgica via NMDAr
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mediante la reduccién de la liberacion de glutamato hacia el espacio sinaptico, o la inhibicion de los
receptores cannabinoides a nivel postsinéptico cuya via de sefializacion pudiera interferir con dichos
NMDAr; adicionalmente, algunos trabajos plantean también la prevencion en el incremento de Ca?*
enddgeno a través de la inhibicién directa del canal de los NMDAr (Zhuang et al., 2005; Li et al.,
2010). Por lo tanto, a la actividad que los CB1r tienen sobre la funcion de los NMDAr subyacen
efectos tanto neuroprotectores como neurotdxicos; en consideracién al reclutamiento de CB1r bajo
demanda de la sefial de NMDAr, la regulacién adecuada de esta sefializacion dependera entonces
del equilibrio de ambas actividades y la desregulacion conllevaria una hipofuncion persistente de

los NMDAr y sus funciones derivadas.

Se ha demostrado que el SEC lleva a cabo un control cardinal de la actividad de los NMDAr; asi, el
CBL1r se constituye como un regulador fisioldgico negativo al prevenir la sobreactivacion de los
receptores glutamatérgicos y proteger a las neuronas y células gliales contra el dafio excitotoxico.
La sobreactivacion de los NMDAr genera un exceso en el flujo de Ca?* hacia el interior de la
neurona y una subsecuente liberacion de Ca?* de organelos celulares internos (reticulo
endoplasmico o mitocondria); paralelamente, se incrementa la actividad de la sintasa de Oxido
nitrico neuronal (NNOS) y el 6xido nitrico (ON) reacciona en consecuencia con superdxidos para
formar una serie de agentes oxidantes como el peroxinitrito (ONOQO"), y especies reactivas de
oxigeno (ERO). Lo anterior constituye una sefial oxidante y nitrosativa que favorece la liberacién
de zinc, que a su vez contribuye al microambiente toxico al facilitar el desencadenamiento de
cascadas apoptdticas. A este respecto, algunos trabajos han explorado el rol del catién Zn?* en la
sefializacion a nivel intra y extracelular. De acuerdo a la literatura, la homeostasis del Zn?* seria
especialmente sensible al dafio oxidativo, con lo que esta condicion se adicionaria a condiciones ya
pro-oxidantes, actuando entonces como potenciador del dafio y generando més neurotoxicidad.
Adicional a su papel en este escenario, el entendimiento de la importancia neurofisiolégica del

cation Zn?* es clara, y seguiran estudiandose las rutas asociadas a su funcién en enfermedades
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neuroldgicas con un componente de neurotoxicidad (Knott y Bossy-Wetzel, 2009; Sensi et al.,

2009).

Se ha establecido (Sanchez-Blazquez et al., 2014) que el SEC es un mediador de la actividad de los
NMDAr que reduce el flujo de entrada de Ca?', y la liberacion subsecuente de Ca?* y Zn?" de
almacenes intracelulares. En lugar de estimular la depuracién de calcio o su redireccionamiento al
espacio extracelular, los cannabinoides controlan la actividad de los NMDAr activados actuando a
través del canal de calcio, lo que ocurre a través de la unién postsinaptica del CB1r y el NMDAr;
este mecanismo es, sin embargo, altamente sensible, y se regularia dependiendo del escenario. La
asociacion de ambos receptores requiere la interaccion directa del CB1r sobre el NMDAr para
reducir su actividad; para restringir adecuadamente la permeabilidad al Ca?*, el reclutamiento del
SEC tendria que alcanzarse en un tiempo corto, o de lo contrario, la respuesta modulatoria no se
lograria. Lo anterior resulta de particular relevancia al considerar que la funcion de los NMDAr
requiere de la actividad de PKA via Ca?*-CaM/adenil ciclasa/cAMP, lo que genera una accion

inhibitoria de los CB1r sobre la funcion NMDAr (Sanchez-Blazquez et al., 2013, 2014).

Los cannabinoides que modulan la funcion de los NMDAr promueven la internalizacion y eventual
reciclaje del CB1r para reducir la estabilidad del receptor glutamatérgico a través de la co-
internalizacion de subunidades NR1 del NMDAr, lo que propicia un desensamblaje de dicho
receptor y su consecuente disfuncion (Garzén et al., 2009; Sanchez-Blazquez et al., 2013). La
asociacion CB1r-NR1 en la membrana celular es dependiente de la proteina de histidina de unién a
nucledtidos 1 (HINTL), de tal manera que el receptor CB1 activado es co-internalizado con HINT1
y la subunidad NR1. La proteina HINT1 se localiza principalmente a nivel nuclear; estd asociada a
la hidrolisis de nucledtidos, a la estabilizacion de complejos actuando como proteina de andamiaje y
la modulacion de la degradacion proteosomal de diferentes proteinas. A nivel intracelular, se
mantiene Unicamente el vinculo entre CB1-HINTZ1, mismo que se recicla y regresa a la membrana

celular para asociarse nuevamente con otras subunidades NR1; asi, la subunidad NR1 es degradada

43



via proteosomal. La proteina HINTL1 es critica para esta regulacion, y en su ausencia, el CB1r no
puede establecer una relacion funcional con la subunidad NR1 del NMDAr, por lo que el estimulo
cannabinoide no es suficiente para reducir la sobreactivacion glutamatérgica. La unién del CB1r a
HINT1 se hace mediante la proteina RGSZ2, un regulador de la sefializacién a proteinas G, que a su
vez se une a la NOS neuronal, y controla la produccion de ON via activacién de CB1r (Marsicano
et al., 2002). El estimulo por agonistas cannabinoides activa una gran cantidad de receptores, que
generan la respuesta antes mencionada y causan inestabilidad y disrupcion de muchos NMDAr
(Sanchez-Blazquez et al., 2014). Sin embargo, reforzando el concepto inicial, la adecuada
regulacion de los NMDAr tiene un limite fisiolégico, de manera que el estimulo que propicie una
disminucién persistente de los NMDAr en la superficie celular resultara en la hipofuncion
glutamatérgica. Como es evidente, la regulacién que el SEC ejerce sobre los NMDAr es de gran
importancia, ya que su activacion constante produce alteraciones moleculares y celulares que
convergen en el desarrollo de un rango significativo de enfermedades, entre las que destacan las

neurodegenerativas.

La cadena de eventos descritos anteriormente constituye uno de los mecanismos mas sofisticados
del SEC sobre la actividad glutamatérgica. Sin embargo, muchos otros blancos y mecanismos de
accion de cannabinoides estan siendo estudiados. El receptor activado por proliferacién peroxisomal
(peroxisome proliferator-activated receptor, PPARs) es una subfamilia de receptores nucleares que
funcionan como factores de transcripcion activados por ligandos. Actualmente se reconocen tres
isotipos: PPARa, PPARB, y PPARY, mismos que se heterodimerizan con el receptor X retinoide
(RXR) y se unen a secuencias especificas de ADN denominadas “elementos de respuesta PPAR”,
que a su vez conducen a la transcripcion de genes tras su activacion. La union de ligandos a los
PPAR genera el reclutamiento de proteinas reguladoras, que a su vez se unen a un tercer sitio en los
receptores, y que en Ultima instancia modularan la transactivacion. Todos se encuentran codificados

en distintos genes, y se asocian a funciones relacionadas esencialmente a la homeostasis energética,
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al catabolismo de &cidos grasos, a procesos inflamatorios, y a diferenciacion celular (Bishop-Bailey,
2000; Ferre, 2004; Glass, 2006; Dionisi et al., 2012). De acuerdo con la literatura, las tres isoformas
de los receptores se expresan en el cerebro, y pudieran estar involucradas en diferentes funciones
dependiendo de su distribucion en los distintos tejidos cerebrales (Cimini et al., 2005; Lenman y
Fowler, 2007). Algunos de los ligandos enddgenos de estos receptores son &cidos grasos y sus
metabolitos. Dada esta condicion, se ha establecido que una gran variedad de cannabinoides es
capaz de unirse y activar estos receptores nucleares; de hecho, algunos eCBs prominentes como la
AEA vy la virodamina actuarian como activadores naturales de los PPARa; asimismo, la AEA vy el
2-AG activarian a los PPARy, y aparentemente esta unioén seria en parte responsable de sus
propiedades anti-inflamatorias (O’Sullivan, 2007). Evidencia creciente demuestra una relacion
estrecha entre los cannabinoides y los diferentes isotipos de PPAR; en todos ellos se establecen

mecanismos de accion independientes que hoy estan solo parcialmente descritos.

Por otro lado, el concepto de sefializacién plasmatica de los CBr cambié drasticamente en fechas
recientes. A inicios de esta década, se demostro la presencia del CB1r en la membrana mitocondrial
de neuronas de ratdn (mtCB1r), donde ejerce funciones criticas, tales como el control en la
respiracion celular y la regulacién en la produccion de energia; més adn, la activacion de los
receptores mitocondriales incidiria repetidamente sobre la actividad de los eCBs, lo que sugiere que
la actividad de los mtCB1r en la fisiologia cerebral es regida por nuevos mecanismos moleculares
(Bénard et al., 2012). Segun la literatura, la activacion de los mtCB1r es requerida para la
disminucién en la transmisidon sinaptica glutamatérgica dependiente de cannabinoides, lo cual
transforma radicalmente el alcance del SEC y su participacion a nivel fisiolégico. La activacion de
mtCB1 modifica los niveles de Ca?*, ERO e incluso del adenosin trifosfato (ATP). La informacion
disponible hasta este momento permite ver que la activacion de los mtCB1r estd involucrada en
muchos procesos, mismos que convergen en funciones mitocondriales clave para la funcion

energética cerebral (Bénard et al., 2012; Fisar et al., 2014; Djeungoue-Petga y Hebert-Chatelain,
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2017). Mayor entendimiento de la fisiologia de los mtCB1r serd indispensable para dimensionar su
impacto en condiciones fisioldgicas, y comorbilidades entre patologias cerebrales vy

cardiometabdlicas.

El escenario de los procesos en los que participan los CBr, y por tanto los mecanismos de accion
subyacentes, estd en constante actualizacion. Asi, al estar constituido primordialmente por
moléculas de sefializacion lipidica, el SEC estard& modulando un sinfin de procesos en varios
niveles, y con moléculas distintas, para evocar diversas respuestas celulares. A este respecto, las
cadenas largas de amidas de &cidos grasos han emergido en fechas recientes como moléculas de
sefializacion de interés; en una primera etapa, la AEA fue el blanco mas relevante de estudio; sin
embargo, muchos otros como la oleamida (ODA) ha empezado a ganar reconocimiento. La ODA es
otro ligando enddgeno de los CB1r y CBr2 asociado a importantes roles en procesos de suefio,
memoria, termorregulacién, y locomocién (Basile et al., 1999; Huitron-Resendiz et al., 2001,
Murillo-Rodriguez et al., 2001). A pesar de que no se ha identificado un receptor especifico para la
ODA, se ha reportado recientemente para este cannabinoide un mecanismo de accion celular. De
acuerdo con este trabajo, la ODA inhibe la comunicacion de las uniones gap, mejor conocidas como
gap junctions, que son canales proteicos que se forman entre células adyacentes y permiten el
acoplamiento eléctrico y el intercambio de moléculas pequefias (Bernstein y Morley, 2006). De
acuerdo con algunos reportes, el aumento en la produccion de ODA esta acompariado del cierre de
estas uniones gap. La ODA tiene ademas un efecto sobre la mitocondria al aumentar la liberacion
de citocromo c y otros factores apoptéticos via conexina 43 (Cx43), una proteina de unién gap, con
lo que se acelera la muerte celular (Mueller y Driscoll, 2009). Lo anterior se ha establecido en
diferentes modelos celulares: en neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo (SiuYu Leung et al.,
2001), en neuronas motoras (Coleman y Sengelaub, 2002), en preparaciones organotipicas de
células del giro dentado (Boitano y Evans, 2000), y en células endoteliales (Nagasawa et al., 2006).

Sin embargo, se desconoce aun si este efecto es regulado por receptores especificos de la ODA, o0 a
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través de interacciones alostéricas con estas proteinas de unidn. Las uniones gap promueven la
sobrevivencia celular a través de la creacion de un sincitio quimico y eléctrico, mismo que participa
en la liberacion de diversos nutrientes y factores de crecimiento, la remocion de metabolitos en
exceso, y el amortiguamiento de moléculas potencialmente toxicas. Asimismo, se ha propuesto que
la ODA puede actuar como un mensajero intracelular capaz de vincular el papel metabdlico
mitocondrial con la comunicacion entre las uniones gap, de manera que el esclarecimiento de los
mecanismos detrds de los efectos ejercidos por la ODA sobre las uniones gap resulta de gran

importancia para este y muchos otros eCBs a nivel fisiologico.

Mas recientemente, un estudio proximo a ser publicado expone un interesante mecanismo que
involucra a los receptores para somatostatina 2 y 5 (SSTr2 y SSTr5). El factor inhibidor de la
liberacion de somatotropina, o SST, es un péptido inhibidor de la hormona de crecimiento que
suprime el crecimiento celular; el SST actia como neurotransmisor y neuromodulador. Esta
involucrado en funciones neuronales de gran importancia que se traslapan con aquellas de los CBr:
procesos cognitivos, sensoriales, o locomotores (Kumar y Grant, 2010). La evidencia que vincula
este sistema a la neurodegeneracion es clara: en el pasado se encontré que una subclase de
interneuronas no-espinosas medianas que expresan STT, neuropéptido Y (NPY), y nNOS, son
selectivamente preservadas en el proceso inicial de neurodegeneracion en la EH, y el nivel de
expresion de SST aumenta en los ganglios basales (Aronin et al., 1983; Ferrante et al., 1985).
Adicional a lo anterior, en afios pasados se demostré la co-localizacién de los CB1r y SST en
hipocampo e hipotalamo de rata; posteriormente, el mismo equipo expuso la interaccion funcional
del CB1ry el SSTr5 para constituirse como heterodimeros capaces de disociarse tras la activacion
los receptores. Sin embargo, este mecanismo de susceptibilidad neuronal selectiva es todavia
desconocido. A este respecto, se ha propuesto una disrupcion en la expresion de SST como una
alteracion que converge con las muchas otras abordadas en este trabajo, y que en consecuencia esta

asociada a la patogénesis de la EH. De acuerdo con las observaciones de los autores, la activacion
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independiente de los receptores protege a las células contra dafio excitotdxico inducido por acido
quinolinico (QUIN). Por su parte, la co-activacion de los SST2r, SST5r, y el CB1r inhibe estos
efectos protectores, resulta en la fosforilacion tardia de ERK1/2, y en una composicion alterada del
complejo de receptores. Lo anterior representa la primera evidencia del papel protector del SSTr, y
por tanto, el posible lenguaje entrecruzado entre estos dos receptores en la modulacion de la

excitotoxicidad en enfermedades neurodegenerativas (Zou y Kumar, n.d.).

La Figura 4 muestra un resumen gréafico que engloba los mecanismos de accién descritos
anteriormente. De esta forma, la quimica cannabinoide en el cerebro ofrece todavia un gran terreno
de estudio sobre la participacion de los PPAR, los mtCBr, los SSTr, y las uniones gap en la
fisiologia mediada por estos receptores, y muchas preguntas se mantienen sin respuesta a la fecha;
por lo tanto, aunque el enfoque de este trabajo se centrd inicialmente en el estudio del mecanismo
postsinaptico, no se descarta la participacién de los PPAR y los CB1r, asi como otros posibles

ejecutores, en los resultados presentados.
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Figura 4. Mecanismos de accion de los eCBs. Se representan a los receptores cannabinoides 1
(CB1r) y su posible mecanismo de accion (1) a nivel nuclear con los receptores PPAR, (2) en la
membrana externa mitocondrial para posiblemente intervenir en la regulacion de diferentes
funciones energéticas, (3) en su asociacion con los receptores NMDA (NMDAr) para la modulacién
de la sobreactivacion glutamatérgica, y (4) su posible influencia sobre el cierre de uniones gap.
Inkscape, 2017.
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6.6 Excitotoxicidad y el modelo de acido quinolinico
Como ya se sugirio, una evaluacién apropiada del papel que desempefian los elementos del SEC en
el inicio y desarrollo de una enfermedad tan compleja como la EH requiere del uso de modelos
experimentales de estudio que permitan cuantificar los efectos producidos por una determinada
terapia experimental a la escala pertinente (molecular, celular, tisular, etc.). Por lo tanto, la
seleccion del paradigma correcto resulta primordial para estimar adecuadamente el potencial de las
estrategias empleadas y la elaboracion de disefios experimentales a futuro. Para el caso especifico
de la EH, existen disponibles una gran variedad de modelos genéticos: roedores con insertos
transgénicos de la mutacién humana, expansiones del gen codificante de la HTT, o vectores virales
generados para la expresién de la proteina mutada (Lelos y Dunnet, 2018). Los anteriores son
ejemplos de modelos que, si bien han probado arrojar informacion valiosa relacionada con los
procesos moleculares y celulares asociados a la mutacion, no logran replicar la intensa degeneracién

en los ganglios basales, misma que constituye una caracteristica distintiva de la enfermedad.

El &cido 2,3-piridin-dicarboxilico, denominado cominmente como QUIN, es una molécula
enddgena sintetizada en la Via de la Kinurenina (VK), una ruta vinculada a la catalisis del
triptéfano (Trp) en nicotina adenina dinucledtido (NAD*) en mamiferos. Ademas de la degradacion
de este aminoécido esencial, esta via favorece la formacion de dos metabolitos neuroactivos: el
acido kinurénico (KYNA), que actla como antagonista enddgeno de los NMDAr y el QUIN, un
agonista enddégeno de los NMDAr. En condiciones normales, el QUIN es producido
transitoriamente como metabolito del aminoéacido esencial y es detectable en concentraciones
nanomolares en tejido cerebral humano y de rata (Chen et al., 2009) y, en concentraciones
micromolares en liquido cefalorraquideo (Schwarcz y Pellicari, 2002). El aporte de Trp en
mamiferos se obtiene principalmente de la dieta, y es catabolizado por la VK. Adicionalmente, la
VK esté asociada a la formacion de otros metabolitos con actividad redox, entre los que destacan la

3-hidroxikinurenina (3-HK), un compuesto de carécter pro-oxidante, que inversamente ha exhibido

50



actividad tipo scavenger (Backaus et al., 2008). El desarrollo de la via puede verse alterado por
distintas condiciones patoldgicas que resultardn en su estimulacion, y en consecuencia, en el
aumento en la producciéon de QUIN y 3-HK. Como evidencia de lo anterior, se han observado
niveles alterados de la VK en una serie de desérdenes inflamatorios del SNC, que cuentan con el
componente de sobreactivacion de los NMDAr (Schwarcz et al., 2010; Pérez-De La Cruz et al.,
2012). Las concentraciones mas bajas que se han asociado a la induccién de muerte neuronal por
mecanismos excitotdxicos se encuentran en el orden submicromolar (Schwarcz et al., 2010). De
esta manera, condiciones patolégicas (como el aumento de la inflamacion) que favorezcan el
aumento en la concentracién de este metabolito seran la antesala de un patron neurotdxico derivado
de las propiedades excitotoxicas y pro-oxidantes del QUIN, asi como estimulos inflamatorios; esto
Gltimo incrementa aln mas sus niveles, y justifica alteraciones en la respuesta inflamatoria en

distintos desérdenes del SNC (Chiarugi et al., 2000).

El QUIN detona una serie de eventos neurotoxicos de gran complejidad, y con la participacién de
muchos mecanismos distintos; lo anterior se expresa en la Figura 5. Inicialmente, el QUIN ejerce
una excitacion excesiva sobre los NMDAr y recluta Ca?* citoplasmico en concentraciones por arriba
del limite funcional; entonces, se generan importantes eventos dafiinos, tales como la disfuncion
mitocondrial iniciada por la activacion de enzimas proteo- y lipoliticas, la consecuente disminucién
en los niveles de ATP y la liberacion de citocromo c. Ademas, este escenario se relaciona con la
pérdida eventual de neuronas GABAérgicas y colinérgicas (Pérez-De La Cruz et al., 2007). El
QUIN promueve la formacién de ERO y ERN y las implicaciones de este Gltimo evento se
enfatizan tras considerar la susceptibilidad de este tejido al ataque por especies reactivas derivadas
de un sistema de defensa disfuncional, mismo que contrasta con la alta dependencia del
metabolismo redox del SNC (Pérez-De La Cruz et al., 2012). Lo anterior se suma a la alta demanda
de oxigeno requerida para el funcionamiento del cerebro y al elevado contenido de cadenas de

acidos grasos poli-insaturados en las membranas celulares cerebrales. En su conjunto, estos
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procesos conducen finalmente a la muerte celular por apoptosis y/o necrosis. La exposicién a
QUIN, en particular en la corteza cerebral o el estriado de roedores, conduce a la muerte neuronal

por mecanismos excitotoxicos (McLin et al., 2006).
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Figura 5. Representacion esquematica de los mecanismos de toxicidad clasicos ejercidos por el
acido quinolinico (QUIN) en el Sistema Nervioso Central. Los altos niveles de QUIN a nivel
extracelular se alcanzan tras la activaciéon glial inducida por estimulos inflamatorios. EI QUIN
estimularad al NMDAr, y junto con el glutamato, inducirdn eventos excitotoxicos que dirigen al
aumento en la sefializacion intracelular de Ca?*, y al reclutamiento del mismo de depdsitos en
organelos. EI QUIN puede actuar también directamente con iones Fe?* libres para formar complejos
que exacerban la formacion de ERO y ERN a través de la reaccion de Fenton, estrés oxidativo y
excitotoxicidad. Estas sefiales alcanzaran a su vez a células adyacentes (neuronales, y gliales), lo
que perpetla el dafio celular. Tomado de International Journal of Tryptophan Research 2012:5 1-8
(Pérez-De La Cruz et al., 2012).
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Las respuestas toxicas inducidas por el QUIN no estan limitadas a las neuronas, ya que afectan
también a los astrocitos y otras células gliales, lo cual ratifica la importancia de definir aquellos
desordenes que se desarrollan bajo estas mismas condiciones (Guillemin et al., 2005; Pérez-De La
Cruz et al., 2012; Lugo-Huitron et al., 2013). Estudios previos han demostrado que, ademas, el
QUIN forma complejos con el Fe (II) para formar ERO, especialmente radical hidroxilo (-OH),
principal responsable del rompimiento de cadenas de ADN y el dafio oxidante a lipidos (Platenik et
al., 2001). El exceso de radicales libres se asocia, desde hace varias décadas, al aumento en la
liberacion de glutamato (Pellegrini-Giampietro et al., 1988); por lo tanto, estos mecanismos se
suman al patron de dafio ejercido por el QUIN de manera independiente a la sobre-estimulacion de
los NMDAr, y de presentarse simultineamente, participaran en la potenciacion del dafio
excitotdxico. Con fundamento en el concepto de excitotoxicidad como un evento dafiino asociado al
aumento en las concentraciones intracelulares de Ca?* generadas en respuesta a la exposicion
persistente a aminoacidos excitatorios 0 agonistas para estos mismos receptores, se ha descrito la
aplicacién del QUIN, mismo que se ha consolidado como agente excitotoxico y modelo
neurodegenerativo. De hecho, condiciones experimentales basadas en el uso de QUIN exhiben
patrones de degeneracion neuronal similar a la observada en la EH (Schwarcz et al., 1983). El uso
recurrente del QUIN como herramienta de dafio excitotéxico ha arrojado valiosas observaciones
con relacion a sus efectos en modelos experimentales. Modelos in vivo han demostrado que la
exposicion a QUIN propicia la deplecion en la actividad de la enzima superéxido dismutasa
cobre/zinc (CuzZn-SOD)-dependiente, una desregulacion en el balance redox al alterar la tasa
glutation reducido:glutation oxidado (GSH:GSSG) (Rodriguez-Martinez et al., 2000a), y la
formacion de ONOO, el producto de la reaccion bioldgica del superéxido (O2-7) con el ON, y que

acttia como un potente oxidante (Pérez-De La Cruz et al., 2005).

La evidencia revisada sobre este tema es abundante y define el aporte del QUIN como herramienta

excitotoxica en modelos experimentales, especialmente al inducir un cuadro de dafio estriatal severo
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que permite replicar algunas de las caracteristicas de la EH. De esta forma, la relevancia adquirida
por el QUIN como herramienta toxicoldgica es retomada en este trabajo, pues representa el

paradigma ideal para el estudio sobre el papel del SEC en el contexto de la EH.

Por lo tanto, en este proyecto se explora el efecto de la inhibicion de la FAAH inducida por el
URB597, que propiciara un aumento en los niveles enddgenos de anandamida, sobre el dafio

excitotoxico generado en un modelo experimental de EH en ratas.
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7. JUSTIFICACION

La modulaciéon de algunos elementos del SEC constituye una diana terapéutica de interés y
potencial aplicacion como tratamiento en la EH; esto se enfatiza por la falta, hasta la fecha, de una
terapia eficiente que sea capaz de paliar los sintomas motores y cognitivos, a la vez que atienda la
raiz de esta patologia. Una terapia experimental de este tipo considera los cambios que tienen lugar
en la sefializacion del SEC durante la progresion de la enfermedad, y la respuesta farmacoldgica
generada como resultado de la activacion de sus receptores. A través de una terapia eficaz de este
tipo, seria posible aliviar sintomas especificos y retrasar el inicio de la degeneracion neuronal en el
cuerpo estriado; o bien, reducir los efectos degenerativos sobre los cuerpos neuronales gracias a las
propiedades neuroprotectoras de los agentes a emplear. Por lo tanto, este proyecto evalGa las
propiedades neuroprotectoras del compuesto URB597 como propuesta de tratamiento para las
alteraciones observadas en el modelo de la EH. Debido a su naturaleza y alcances, un trabajo
preclinico como éste proporcionara informacion mecanistica esencial del papel del SEC en procesos
neurodegenerativos, y sustentard la viabilidad de la modulacién endocannabinoide como estrategia
terapéutica. El presente trabajo sienta los fundamentos para continuar elucidando las bases
fisiologicas, bioquimicas y moleculares que explican los sucesos que tienen lugar en el desarrollo
de la EH y por lo tanto, brindara conocimiento basico para desarrollar estrategias que combinen
elementos preventivos y esquemas de tratamiento que contemplen amplios espectros de proteccién

vinculados al SEC.
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8. HIPOTESIS
La modulacién del sistema endocannabinoide (SEC), a través del efecto inhibidor de la FAAH
desplegado por el URB597, promoverad neuroproteccion contra la toxicidad inducida por el acido

quinolinico (QUIN), en un modelo animal de la enfermedad de Huntington (EH).

9. OBJETIVOS

9.1 Objetivo General
Evaluar el impacto del URB597 como agente promotor de neuroproteccion en un modelo

excitotdxico de la EH en ratas generado por la toxicidad del QUIN.

9.2 Objetivos especificos

En animales lesionados estriatalmente con QUIN y/o expuestos previamente a los compuestos

cannabinoides:
1.- Determinar los efectos de la terapia cannabinoide propuesta en la funcién motora.

2.- Evaluar los posibles efectos preventivos y protectores del URB597 sobre las alteraciones

morfoldgicas.
3.- Evaluar los posibles efectos protectores delURB597 ante el dafio oxidativo a lipidos y proteinas.

4.- Confirmar las posibles asociaciones NR1-CB1 como mecanismo de neuroproteccion de la

terapia cannabinoide.
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10. MATERIALES Y METODOS

10.1 Reactivos
Todos los reactivos utilizados fueron elegidos con grado analitico. EI URB597 fue adquirido de
Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, MI, EUA). La apomorfina, el QUIN, y el &cido tiobarbitdrico
(TBA) fueron adquiridos de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Los anticuerpos anti-
GADG65 (monoclonal) y anti-proteina asociada a microttbulos 2 (anti-MAP-2) (policlonal) fueron
también comprados a Sigma Chemical Co. Los anticuerpos policlonales anti-NMDAR1 (NR1) y
anti-CB1 fueron comprados a Abcam (Cambridge, UK). Todas las soluciones requeridas para el
desarrollo de los experimentos fueron preparadas utilizando agua desionizada de un sistema Milli-

RQ (Millipore, MA). El resto de los reactivos fue adquirido de otras fuentes comerciales conocidas.

10.2 Animales
A lo largo del estudio se utilizaron ratas macho de la especie Wistar (Ratus norvegicus) adultas en
un rango de peso entre 280 y 320 gramos de peso (N=72). Todos los animales fueron obtenidos del
bioterio de la Universidad Auténoma Metropolitana-lztapalapa (UAM-I1), México. Las ratas fueron
distribuidas en grupos de seis por cada caja, y fueron alimentados con una dieta estandar comercial
(Rodent Chow, St. Louis, MO) y agua ad libitum. Adicionalmente, los animales fueron
sincronizados con ciclos 12:12 de luz-oscuridad, bajo condiciones estandar de temperatura (25 +
1°C), y 50% de humedad relativa. Todos los procedimientos que requirieron el uso de animales
fueron estrictamente desarrollados para cumplir con los lineamientos locales para el uso y cuidado
de animales de laboratorio (Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-2001), y las “Guias para el
Uso de Animales en la Investigacion en Neurociencias” de la Sociedad de Neurociencias. Todos los
experimentos realizados fueron aprobados oportunamente por el Comité de Etica del Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia. Se hicieron todos los esfuerzos necesarios para minimizar

el sufrimiento animal durante los experimentos.
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10.3 Disefio experimental e infusion de reactivos
Este estudio comprendid cuatro grupos experimentales (n=4-6 por grupo, lotes independientes por
cada prueba). Las ratas fueron asignadas aleatoriamente a uno de estos grupos: a) Grupo Sham
(administracién de vehiculo intraperitoneal compuesto por 5% de Tween 80 + 10% de
dimetilsulféxido (DMSO) 50 mM + 85% de solucidn salina, administrado en los dias 1 a 7, méas
administracion unilateral intraestriatal de solucion salina (1 pL) en el dia 4, 1 hora después de la
administracion de vehiculo); b) Grupo QUIN (administracion de vehiculo intraperitoneal en los dias
1 a 6, y administracion unilateral intraestriatal de QUIN (1 pL, 240 nmol/ pL) en el dia 4, 1 hora
después de la administracién de vehiculo); ¢) Grupo URB597 (administracion intraperitoneal de
solucion de 0.3 mg/kg de URB597 + 0.5 ml de vehiculo en los dias 1 a 7, y administracion
unilateral intraestriatal de solucién salina (1 pL) en el dia 4, 1 hora después de la administracion de
vehiculo). Las dosis y esquemas de administracién de QUIN y URB597 fueron elegidos con base en
reportes previos (Colin-Gonzalez et al., 2013; Escamilla-Ramirez et al., 2017; Maya-L6pez et al.,
2017b). EI URB597 fue administrado antes, durante y después de la infusién de QUIN (y el resto de
los grupos experimentales) para crear un escenario protector alrededor de la lesién estriatal. Los
animales pertenecientes a los diferentes grupos experimentales fueron sacrificados en tres tiempos
distintos, dependiendo de la naturaleza de la prueba a la que fueron asignados: 8 dias post-cirugia
para los ensayos histolégicos y de inmunofluorescencia (para determinar la degeneracion estriatal),
24 horas post-cirugia para los ensayos bioquimicos (para conferir el rol causal del estrés oxidativo
en la consecuente degeneracion celular), y 1.5 horas post-cirugia para ensayos de
inmunofluorescencia adicionales (para evaluar la regulacién de distintas proteinas y su localizacion
como componente elementos del mecanismo tdxico o preventivo). Por lo tanto, los experimentos
fueron llevados a cabo en tiempos cortos o largos para determinar en primera instancia la
degeneracion tisular y/o preservacion (8 dias postcirugia), y luego la naturaleza causal de dichos

eventos (24 y 1.5 horas postcirugia).
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QUIN [240nmol/pl], 1pl unilateral
GRUPOS URBS597 [0.3mg/ke, ip]
EXPERIMENTALES QUIN [240nmol/pl], 1y unilateral + URB597 [0.3mg/kg, ip]
(n=4a6 porgrupo)

PRUEBAS
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Figura 6. Disefio experimental e infusion de reactivos. (Garcia, et al, 2011; Valdeolivas, et al,
2014; Scotter, et al, 2010; Al Kury, 2014; Slusar, et al, 2013; Hakimizadeh, 2012; Khasabova,
2013; Chiarlone, et al, 2014).

10.4 Cirugia estereotaxica
Previo a los procedimientos quirirgicos, las ratas fueron anestesiadas (0.2 U por 250 g de
pentobarbital sodico, i.p.) y colocadas en el aparato estereotaxico (Stoelting Co., IL). Utilizando un
atlas de cerebro de rata (Paxinos y Watson, 1998), el vehiculo o la toxina fueron inyectados en el
estriado derecho a una tasa de 0.5 puL/1 min, utilizando una microjeringa Hamilton de 10 pL, a las
siguientes coordenadas: AP: +0.5 mm, L: -2.6 mm, DV: -4.5 mm. Posterior a la infusion, la aguja se
mantuvo en el lugar de administracion por 2 minutos antes de retirarla. Después de la cirugia, los

animales se colocaron individualmente en cajas limpias hasta su recuperacion completa.
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10.5 Prueba de conducta de rotacion
Las ratas lesionadas fueron evaluadas con la prueba de conducta de giro después de 5 minutos de
recibir hidrocloruro de apomorfina (1 mg/kg), por 60 minutos, en el dia 7 después de la cirugia. Esta
prueba permite evaluar el grado de alteraciones motoras derivadas de la degeneracion del tejido
estriatal. Como es sabido, posterior a la inyeccion unilateral intraestriatal de QUIN, los animales
exhiben una conducta de rotacién en respuesta a la apomorfina dada su naturaleza como agonista
dopaminérgico. Este método se basa en que la degeneracion estriatal compromete la transmision de
DA, que ejerce una influencia tdnica en las neuronas estriatales; por lo tanto, los compuestos
qguimicos que alteren la transmisién dopaminérgica también modularan la actividad locomotora
(Borlongan et al., 1995). EI numero de rotaciones ipsilaterales al hemisferio lesionado fueron
contados y comparados entre grupos. No se observaron rotaciones contralaterales al hemisferio

lesionado en los animales en este estudio.

10.6  Evaluacion histologica
Se realizé el procedimiento de perfusion intracardiaca en el dia 8 post-cirugia con paraformaldehido
al 4%. Los cerebros completos de los animales fueron colectados y embebidos en parafina para la
obtencion de secciones coronales (5 um de espesor) con un microtomo Leica RM2255 (Leica
Geosystems AD, St Gallen, Suiza). Las secciones fueron fijadas, desparafinadas, y rehidratadas.
Posteriormente, se utilizo la tincion de Hematoxilina-Eosina para el andlisis histologico del estriado.
Se obtuvieron iméagenes digitales (40x) con un microscopio Nikon ECLIPSE E200 (DiaMedical
USA, West Bloomfield, MI) utilizando el software Q-capture Pro 7. Ademas, la tasa de dafio celular
fue calculada a través del conteo del nimero de ndcleos celulares dafiados vs. el nimero total de

células por campo, por triplicado.
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10.7 Ensayo de inmunofluorescencia para la MAP-2, GAD, y localizacion de
CB1y NR1en el estriado

Se llevaron a cabo ensayos de inmunofluorescencia en secciones coronales de tejido cerebral a nivel
estriatal (area dorsal) con los bloques de parafina obtenidos de ratas de todos los grupos
experimentales. Todas las secciones fueron incubadas con los anticuerpos primarios para la
identificacion y localizacion de CB1 (Abcam ab3558), NR1 (Abcam abl17345), MAP-2 (Sigma
M3696) y GAD (Sigma SAB4200232). Para CB1 y NR1, los cerebros fueron procesados 1.5 horas
post-cirugia para identificar cambios tempranos en la expresion de estas proteinas; en contraste, la
tincién con MAP-2 y GAD se llevo a cabo en secciones obtenidas de cerebro de rata 8 dias post-
cirugia para evidenciar la pérdida neuronal. Las secciones cerebrales fueron desparafinadas y
rehidratadas con soluciones de concentracion decreciente de alcohol. Los antigenos fueron
desenmascarados con buffer de citratos (0.1 M &cido citrico monohidratado/ 0.1 M citrato trisddico
deshidratado). Las secciones fueron blogqueadas con solucién de blogueo universal (Biogenes,
Fremont, CA). Posteriormente, las secciones fueron incubadas durante toda la noche con los
anticuerpos correspondientes (anti-CB1, anti-NR1, anti-GAD, o anti-MAP-2, todos a dilucién
1:200) para posteriormente lavar por triplicado con PBS-TWEEN (0.2%, pH 7.2) por 10 minutos
cada uno. Las secciones fueron incubadas con glicina 0.6 M por 20 minutos para remover
autofluorescencia de aldehidos, y lavadas por triplicado con PBA 0.5% (PBS-albimina). Los
anticuerpos secundarios anti-conejo acoplados con Alexa-488 (Thermo Fisher, Waltham, MA) y
anti-ratén acopados con rodamina (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) fueron diluidos
(1:400) e incubados por 60 minutos a temperatura ambiente. Las secciones fueron lavadas por
triplicado con PBS-TWEEN (0.2%, pH 7.2). Los nucleos fueron tefiidos en azul con DAPI (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), y fueron montadas con solucién fluorescente
(DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca). Las imagenes (20x) fueron obtenidas con un Microscopio
Confocal (LSM-780 NLO (Carl Zeiss, Alemania), utilizando un diodo laser a 405 nm para DAPI, y

uno Ar/ML 458/488/514 nm para los fluor6foros Alexa 488 y rodamina. Para el analisis de las
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iméagenes se utilizo el software ZEN 2010 6.0 (Carl Zeiss, Alemania). Asimismo, el método de Otsu
(algoritmo de segmentacion) se utilizé para contrastar células positivas a las proteinas CB1, NR1,
GAD o MAP-2 de acuerdo con reportes previos (Gonzalez y Woods, 2008). El &rea se represent6
como unidades de intensidad relativa diferentes del fondo en una imagen binaria. La intensidad de
la fluorescencia fue calculada utilizando el software Matlab (version 7.10.0, MATLAB, Natick,

Massachusetts: The MathWorks Inc., Natick, Massachusetts, EUA, 2010).

10.8 Ensayo de peroxidacion lipidica
En tejido homogenizado de estriado dorsal obtenido 24 horas post-cirugia, se estimd la
peroxidacion lipidica como la formacion de sustancias reactivas al &cido tiobarbitdrico
(thiobarbituric acid-reactive substances, TBARS), siguiendo un protocolo estandarizado (Rangel-
Lopez et al., 2015). Alicuotas de los homogenados (50 pL) fueron adicionadas a 100 pL de reactivo
de TBA (0.75 g de TBA + 15 g de &cido tricloroacético (TCA) + 2.54 ml de HCL 1N) y luego
incubadas a 96°C por 20 minutos. Las muestras fueron centrifugadas a 12,000 rpm por 10 minutos a
4°C. La densidad éptica de los sobrenadantes fue estimada a 532 nm en un Cytation 3 Image Reader
(Biotek). Los resultados fueron calculados como nmoles de TBARS por mg de proteina por la
previa interpolacién de absorbancia en una curva estdndar construida con tetrametoxipropano

(TMPO) y expresados como porcentaje de peroxidacion versus el grupo Sham.

10.9 Ensayo de carbonilacién de proteinas
En tejido homogenizado de estriado dorsal obtenido 24 horas después de la administracion
intraestriatal de toxina (o vehiculo), se estimo la carbonilacion de proteinas como el indice de dafio
oxidante a proteinas, siguiendo un protocolo estandarizado (Colin-Gonzélez et al., 2013). Un total
de uL de sulfato de estreptomicina (10 mg de sulfato de estreptomicina/100 mL de agua destilada)
fueron agregados a los homogenados (250 pL) la noche previa al experimento. Posteriormente, cada

muestra fue agitada vigorosamente con un vortex y centrifugada a 5000 rpm a 4°C por 10 minutos.
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Los pellets fueron descartados, y se agregd un total de 300 pL de dinitrofenilhidrazina (DNPH)
(0.05 g de DNPH/25 mL de HCL 2.5N); las muestras fueron mantenidas a temperatura ambiente y
protegidas de la luz por una hora. Un total de 300 pL de TCA al 20% fue agregado
subsecuentemente y se agitd vigorosamente con vortex; las muestras fueron colocadas en el
congelador por 10 minutos; los pellets fueron resuspendidos, y las muestras fueron centrifugadas a
5000 rpm a 4°C por 10 minutos; este Gltimo paso se llevd a cabo por triplicado, y las muestras
fueron recolectadas claras y sin trazas amarillas del DNPH. La densidad Optica de los sobrenadantes
fue estimada a 280 y 370 nm en un Cytation 3 Image Reader (Biotek). Los resultados fueron
calculados y expresados como nmoles de DNPH por mg de proteina por la previa interpolacién de

la absorbancia en una curva estandar construida con DNPH.

10.10 Anélisis estadistico
Se expresaron los resultados como las medias de los valores + error estandar (SEM). Los datos
fueron analizados estadisticamente por andlisis de varianza de dos vias (ANOVA), seguido de la
prueba de Tukey. Valores de P<0.05 fueron considerados de significancia estadistica. El analisis
estadistico fue realizado utilizando el software cientifico de estadistica GraphPad Prism 5

(GraphPad Scientific, San Diego, CA, USA).

11. RESULTADOS

11.1 ElI URB597 previene la disminucion en el peso corporal inducido por
QUIN

Como practica estandar, el peso de todos los animales fue registrado diariamente previo a la
administracion de reactivos. Como se observa en la Figura 7 (panel izquierdo), los animales
lesionados unilateralmente con QUIN exhibieron una disminucion significativa en el peso corporal

a lo largo de los 12 dias de experimentacion en comparacion con el grupo Sham (20% por debajo
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del grupo Sham; P<0.05). En contraste, los animales lesionados con QUIN que recibieron también
URB597 exhibieron una ganancia de peso similar a la del grupo Sham (3% arriba del grupo Sham,
y 82% por encima del grupo QUIN; P<0.05). EI URB597 per se no afectd la ganancia de peso

corporal comparada con el grupo Sham.

11.2 EI' URB597 atenud la asimetria motora inducida por QUIN
Se evalud si la administracion de URB597 (como pretratamiento por 3 dias, antes de la
administracion de la toxina, y como tratamiento de seguimiento por 3 dias) podria prevenir o
reducir la asimetria motora en animales lesionados unilateralmente con QUIN. Los resultados de
esta prueba conductual de (60 minutos de duracion) estan representados en el panel derecho de la
Figura 7. El grupo de animales con la lesion estriatal inducida por QUIN exhibi6 una asimetria
motora significativa comparada con la del grupo Sham (230% sobre Sham; P<0.05), y este efecto
fue prevenido por el URB597 (89% por debajo del grupo QUIN; P<0.05), casi alcanzando los

niveles control. El URB597 per se no afectd la conducta de rotacion comparada con el grupo Sham.
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Figura 7. Efectos del acido quinolinico (QUIN) y/o URRB597 (URB) en los cambios en el peso
corporal y alteraciones motoras en ratas. El panel izquierdo muestra la ganancia de peso general de
los animales (peso inicial de 280-320 gramos) expuestos a QUIN y/o URB en 12 dias. El panel
derecho muestra el numero total de giros ipsilaterales inducidos por la administracion de
apomorfina (1 mg/kg, s.c.) durante 60 minutos en animales expuestos a QUIN y/o URB. Se
representan los valores promedio £ SEM de n= 4-6 ratas por grupo. +P<0.05, diferente del grupo
Sham; *P<0.05, diferente del grupo QUIN; ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Tukey.



11.3 ElI URB597 disminuy0 el dafio celular estriatal inducido por QUIN
Las secciones de estriado dorsal tefiidas con Hematoxilina & Eosina evidenciaron que el QUIN
produjo un dafio severo en el neurdpilo y picnosis, e indujo un gran nimero de nucleos celulares
dafados (Figura 8, panel izquierdo, inciso B) comparado con el grupo Sham (panel izquierdo,
inciso A). En contraste, el URB597 ejercio una proteccion efectiva en el tejido estriatal de ratas
lesionadas con QUIN (panel izquierdo, inciso D), como se evidencia con la preservacion de un
namero de nucleos celulares, neurdpilo, y estriosomas. EI URB597 per se (panel izquierdo, inciso
C) no afectd la integridad estructural estriatal, como se observa al compararlo con el grupo Sham.
La evaluacion de la tasa general de dafio celular (nimero de células dafiadas/nimero total de células
por campo) se muestra en la Figura 8 (panel derecho). EI QUIN increment6 significativamente la
tasa de dafio celular comparando con el grupo Sham (117% sobre el Sham; P<0.05), y este efecto
fue parcialmente prevenido por el URB597 en ratas lesionadas con QUIN (27% por debajo del

grupo QUIN). EL URB597 per se no afect6 la tasa de dafio celular comparada con el grupo Sham.
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Figura 8. Efecto del acido quinolinico (QUIN) y/o URB597 (URB) en la morfologia estructural en

ratas. El panel izquierdo muestra fotomicrografias de tejido estriatal dorsal de animales expuestos a
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QUIN y/o URB. (A) Sham; (B) QUIN; (C) URB597; (D) URB597+QUIN. Las flechas denotan
células vivas (nucleo preservado), y los asteriscos denotan nucleo celular dafiado. EI panel derecho
exhibe la tasa de dafio celular (células dafadas/ total de células por campo) de tejido estriatal de
animales expuestos a QUIN y/o URB. Se representan los valores promedio + SEM de n= 4-6 ratas
por grupo. +P<0.05, diferente del grupo Sham; *P<0.05, diferente del grupo QUIN; ANOVA de
dos vias seguido de la prueba de Tukey (40x).

11.4 EI' URB597 atenud la pérdida neuronal (inducida por QUIN) de la GAD
y MAP-2 en el estriado

La expresion y localizacion de MAP-2 y GAD evaluada por inmunofluorescencia fue evaluada en
secciones de tejido estriatal obtenidas en el dia 8 post-lesion como indices de los niveles de pérdida
celular (GABAGérgica) y/o preservacion; se puede observar en la Figura 9. (A) Sham; (B) QUIN;
(C) URB597; (D) URB597+QUIN. Mientras que el panel superior izquierdo muestra imagenes
representativas de nicleos celulares (tefiidos con DAPI en azul) superpuestos con GAD (en verde),
los paneles inferiores izquierdos muestran imagenes de nucleos (también en azul) superpuestos con
MAP-2 (en rojo). Para ambas proteinas, los grupos Sham y URB597 muestran intensa fluorescencia
mayormente localizada a nivel de estriosomas, y ocasionalmente rodeando nucleos (paneles
superiores e inferiores). En contraste, el tejido lesionado con QUIN exhibe fluorescencia difusa y de
menor intensidad para ambas proteinas (verde y rojo), mientras que las intensidades de
fluorescencia fueron parcialmente recuperadas en el tratamiento de URB597 + QUIN. Los paneles
al centro muestran las imagenes contrastadas con el procedimiento de segmentacion. Un contraste
intenso se exhibe en los grupos Sham y URB597, mientras que un contraste reducir se muestra en el
grupo QUIN. Este contraste fue parcialmente recuperado para ambas proteinas en el grupo URB597
+ QUIN. Los paneles derechos muestran el analisis densitométrico (normalizado) para las
imagenes, calculado después del procedimiento de segmentacion. Los niveles de expresion de las

proteinas GAD y MAP-2 disminuyeron en un 48 y 60 porciento comparados con el grupo Sham,
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respectivamente). EI URB597 per se no modifico los patrones de expresién de GAD y MAP-2 (17 y

24% por debajo del grupo Sham, respectivamente).
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Figura 9. Efectos del acido quinolinico (QUIN y/o URB597 (URB) en la inmunofluorescencia
estriatal de células (GABAGérgicas) neuronales. Los paneles a la izquierda muestran
inmunofluorescencia en fotomicrografias de rebanadas coronales del estriado dorsal de animales
expuestos a QUIN y/o URB597. La inmunofluorescencia fue dirigida a la proteina GAD
GABAérgica (en verde) y la proteina neuronal MAP-2 (en rojo). (A) Sham; (B) QUIN; (C)
URB597; (D) URB597+QUIN. Se muestran las imagenes representativas colectadas de cuatro ratas
(3 secciones de estriado dorsal por rata). Cuadros pequefios muestran detalles magnificados de
células inmunopositivas. En blanco y negro se muestran imagenes de las mismas micrografias
muestran el proceso de segmentacion. Los paneles a la derecha corresponden al analisis
densitométrico obtenido después del analisis de segmentacion. Las barras en las gréaficas
representan unidades de intensidad de fluorescencia relativa. No se representan dispersiones dado

que las barras exhiben valores normalizados (20x).
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11.5 EI URB597 previene el dafio oxidante (inducido por QUIN) en lipidos y
proteinas

La medicién del grado de dafio oxidativo a lipidos se realizd en muestras de tejido estriatal de
animales expuestos a QUIN y/o URB597. El nivel de peroxidacion lipidica inducida por QUIN se
incrementd comparando con el grupo Sham (974% sobre el Sham, P<0.05) como respuesta al
patrén toxico temprano ejercido por el QUIN (muestras obtenidas 24 horas post-lesion; se muestran
en la Figura 10, en el panel a la izquierda). En contraste, el URB597 previno significativamente el
efecto toxico del QUIN (72% por debajo del grupo QUIN; P<0.05). EI URB597 no afect6 los

niveles estriatales de peroxidacion lipidica comparando con el grupo Sham.

Los efectos del QUIN y/o URB597 fueron también evaluados en los niveles de carbonilacion
proteica en muestras de tejido estriatal. La Figura 10 (panel derecho) muestra que los niveles
promedio de la carbonilacion de proteinas inducida por QUIN después de 24 horas de exposicion
aumento significativamente en comparaciéon con el grupo Sham (94% sobre Sham; P<0.05). En
contraste, el URB597 redujo significativamente el dafio oxidativo a proteinas inducido por QUIN
comparando con la toxina (37% por debajo de QUIN; P<0.05). EI URB597 per se no afectd los

niveles estriatales de carbonilacion proteica comparados con el grupo Sham.
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Figura 10. Niveles estriatales de peroxidacion lipidica (porcentaje de dafio oxidativo a lipidos;
panel izquierdo) y carbonilacion proteica (nmol de dinitrofenilhidrazina (DNPH)/ mg proteina;
panel derecho) de animales expuestos a &cido quinolinico (QUIN, por 24 horas) y/o URB597
(URB). Se representan los valores promedio + SEM de n= 4-6 ratas por grupo. +P<0.05, diferente
del grupo Sham; *P<0.05, diferente del grupo QUIN; ANOVA de dos vias seguido de la prueba de
Tukey.

11.6 EIQUIN Yy el URB597 modifican la expresion estriatal y localizacion del
CBlyNR1

La inmunofluorescencia contra las proteinas CB1 y NR1 fue evaluada en secciones coronales de
tejido cerebral de rata obtenidas 1.5 horas post-lesion. Los ensayos de inmunofluorescencia fueron
realizados para estudiar la distribucion de las proteinas dentro de esa ventana de tiempo debido a
gue los eventos intracelulares de naturaleza tdxica pueden ocurrir de manera temprana, en los
primeros minutos/horas del insulto téxico; eventos compensatorios y regulatorios detonados por el

URB597 pueden ocurrir de igual forma en los primeros minutos/horas después del insulto toxico.

La Figura 11 muestra imagenes de los nucleos tefiidos con DAPI (en azul) superpuestos con la
tincion de CB1 y NR1 (ambos en rojo). En las dos lineas superiores de las micrografias (cuatro
paneles izquierdos), la localizacién de CB1 en el grupo Sham (A) se observa punteado, difuso y

mayormente distribuido de forma homogénea; en contraste, la lesion con QUIN (B) produjo una
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localizacion de menor densidad y mayor agregacién de CB1 en las secciones estriatales, mientras
que el tratamiento de URB597 + QUIN (D) indujo una disminucion de la sefial para CB1
comparada con la del grupo Sham (similar al grupo QUIN), remitida a algunos puntos agregados.
Estas imagenes fueron contrastadas de igual forma con el método de segmentacion de imagenes,
confirmando las tendencias de localizacion y distribucion descritas arriba (los cuatro paneles a la
derecha). En las dos lineas inferiores de micrografias (cuatro paneles a la izquierda), la localizacién
de NR1 en el grupo Sham (A) parece homogéneamente distribuida y localizada en los estriosomas.
El tratamiento con QUIN (B) presenta también una localizacion organizada de NR1, aparentemente
remitida a algunos estriosomas, pero con una tincion de menor densidad (B) que aquella del grupo
Sham. EI URB597 per se (C) indujo una menor densidad, y una mayor distribucion y localizacion
difusa de NR1 en las secciones estriatales, mientras que el tratamiento de URB597 + QUIN (D)
indujo una marca de menor intensidad para NR1 comparada con la del grupo Sham (pero de mayor
densidad que la del grupo QUIN), preservando la localizacion de la proteina mayormente en
estriosomas. Estas imagenes fueron también contrastadas con el método de segmentacién de
imagenes, confirmando las tendencias de localizacién y distribucion descritas anteriormente (cuatro
paneles derechos). Para cada tratamiento, la densidad promedio de NR1 para varios campos fue
contrastada con aquella de CB1 para obtener la relacion de NR1/CB1 (grafica derecha).
Notablemente, en contraste con las densidades crudas arriba descritas, el QUIN incrementé la
relacion NR1/CB1 por 98% sobre el grupo Sham (normalizado a 1), mientras que los tratamientos
URB y URB597 + QUIN disminuyeron esta relacion por 50% y 46% por debajo del grupo Sham,

respectivamente.

70



CB1 -

Balance NR1/CB1
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Figura 11. Efectos del URB597 (URB) y/o &cido quinolinico (QUIN) en la expresion y
localizacion por inmunofluorescencia de CB1 y NR1 en tejido estriatal de rata. La tincion de
nucleos con DAPI se observa en azul; la tincidn de proteinas se observa en rojo para ambos casos
(CB1 y NR1). Se muestran las imagenes representativas recolectadas de tres ratas (3 secciones del
estriado dorsal por rata). En la composicion superior (primeras dos lineas) se muestra la
inmunofluorescencia para CB1; en la composicion inferior (lineas tercera y cuarta) se muestra la
inmunofluorescencia para NR1. En los ocho paneles de la izquierda ((A) Sham; (B) QUIN; (C)
URB597; (D) URB597+QUIN) las sefiales tipicas de inmunofluorescencia se muestran en secciones
coronales; en los ocho paneles de la derecha se muestran las imagenes obtenidas por la técnica de
segmentacién contrastando las sefiales de fluorescencia real. La intensidad de la sefial de
fluorescencia fue calculada usando el software ImageJ (version 1.47, NIH, Bethesda, Maryland,
EUA). Los tratamientos se muestran en los paneles de acuerdo con la siguiente relacion: A) Sham;
B) QUIN (por 1.5 horas); C) URB; y D) URB+QUIN. En la gréafica se muestra la relacion
NR1/CB1 en el estriado dorsal de ratas de los diferentes tratamientos. No se representa dispersion

dado que las barras muestran valores normalizados (20x).

12. DISCUSION
Despueés del reconocimiento del SEC como un complejo molecular de sefalizacion lipidica con

funciones fisioldgicas —tales como la coordinacion motora, la respuesta inmune, o la cognicién-,
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este sistema modulador emerge como un objetivo significativo de aproximaciones terapéuticas bajo
diversos escenarios patoldgicos. Entre las posibles estrategias detrds de dichos efectos, la
modulacion del sistema, a través de los CB1r y CB2r con sus respectivos agonistas, constituye una
alternativa recurrente que también puede incluir moléculas capaces de alterar el proceso de
degradacion de cannabinoides enddgenos. Considerando este antecedente, en este trabajo hemos
evaluado por primera vez el papel protector del URB597, un inhibidor selectivo de la FAAH, en los
eventos excitotoxicos ejercidos por el QUIN en el estriado, lo cual se representa en la figura 12.

Para este propdsito, se exploraron marcadores de toxicidad conductual, morfoldgica, y bioquimica.

/ fca*]

cBir =
HINTI? RGSZ2 Eventos neurodegenerativos

Disfucién R
l Prevencion de mitocondrial ‘Exc'tab'"dad
'Excitabilidad activacion de Eventos

*Oxidacién de

$Flujo Naz*/ca?* vias apoptéticas inflamatorios proteinas

Eventos Modulacion de Proteasas"
$Inflamatorios/ la sobreactivacién Fosfolipasasft 4 Formacién de ROS
Oxidativos glutamatérgica Endonucleasas§
Proteccion Celular Daiio Celular
* Apoptosis
Muerte Celularé Necrosis
Autofagia

Figura 12. Resumen grafico de la estrategia experimental propuesta en este trabajo, asi como las
posibles implicaciones en el mecanismo postsinaptico de proteccion.
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El patron téxico inducido por el QUIN incluye una disminucion significativa en la ganancia de
peso, acompariada de un aumento en la conducta de rotacion de ratas inducida después del reto con
apomorfina. Se ha demostrado que la lesion estriatal unilateral inducida bajo el paradigma
excitotoxico producido por el QUIN en ratas es responsable de la estimulacion de una conducta
asimétrica debida al severo dafio unilateral al tejido estriatal (Dunbar et al., 1992). Por lo tanto, esta
prueba claramente representa el grado de dafio alcanzado después del insulto téxico en el modelo
animal, que es producido por el desbalance de los sistemas neurotransmisores entre los hemisferios
lesionado y no lesionado (Trigo-Damas et al., 2018). EI URB597 fue capaz de prevenir la pérdida
de peso corporal y la asimetria motora inducida por QUIN, sugiriendo por tanto que la preservacién
estructural del tejido estriatal debida a las acciones protectoras de este agente fue suficiente para
ejercer un funcionamiento adecuado de los procesos fisioldgicos regulados en el estriado,
preservando en ultima instancia, la integridad motora. Las propiedades protectoras del URB597
observadas en este estudio estdn bien fundamentadas en evidencia que demuestra que el agente
produce efectos positivos que previenen la pérdida del peso corporal en ratas en otros modelos
neurotoxicos, incluyendo el modelo producido por la toxina mitocondrial &cido 3-nitropropionico
(3-NP) (Maya-Lo6pez et al., 2017b). Asimismo, se ha reportado recientemente evidencia
demostrando la capacidad del URB597 de mejorar el efecto motor en ratas sujetas a insultos
toxicos. Esta evidencia incluye las acciones positivas de este agente en las alteraciones motoras
(campo abierto) inducidas por el 3-NP y la neurotoxina parkinsoniana 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) en ratas (Maya-Lopez et al., 2017b), asi como en los déficits motores (campo abierto)
producidos por la neurotoxina también parkinsoniana 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina

(MPTP) en ratones (Escamilla-Ramirez et al., 2017).

Con relacion a los cambios morfolégicos mayores inducidos por el QUIN en el estriado, la toxina
produjo picnosis, vacuolizacion, y neurdpilo degradado. Efectos similares se han reportado en

estudios previos que demuestran la agresividad del insulto excitotoxico inducido por QUIN
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(Santamaria et al., 2003). Se asume que una preservacion en la funcién motora mantendria una
estrecha relacion con la defensa de la integridad estructural en el estriado. De esta forma, el
URB597 fue capaz de proteger al estriado contra la actividad toxica del QUIN, como se evidencia
por la conservacién en la apariencia del tejido y la proporcion de células preservadas. Este efecto
fue confirmado por el célculo de la tasa de dafio celular, que muestra que el severo dafio producido
por el QUIN fue prevenido por el URB597. Evidencia de soporte de esta capacidad neuroprotectora
del URB597 se ha reportado recientemente para el modelo tdxico inducido por el 3-NP y las
alteraciones morfoldgicas generadas por la 6-OHDA en tejido estriatal y nigral de rata (Maya-

Lopez et al., 2017b).

Para fundamentar una correlacion entre la preservacién conductual (funcional) y morfoldgica
(estructural) ejercida por el URB597 en el paradigma téxico inducido por QUIN, es pertinente
considerar que, ademas de otras células contribuyentes, como las de la glia, la estructura celular que
requiere proteccién de forma preferente es la neurona. Se ha mostrado anteriormente que el estriado
estd enriquecido con neuronas GABAGérgicas medianas con innervaciones corticales de tipo
glutamatérgico (Holley et al., 2015); por lo tanto, a través de la evaluacién de la expresion y
localizacion de la proteina neuronal MAP-2 y el marcador GABAérgico especifico GAD,
brindamos un acercamiento preciso para evidenciar proteccion especificamente neuronal.
Encontramos que la intensidad y localizacion de la fluorescencia para estas dos proteinas disminuyd
en el estriado de ratas expuestas a QUIN. Reportes previos concuerdan con estos hallazgos, dado
gue se ha demostrado que el QUIN puede reducir la fluorescencia a MAP-2 en cultivos neuronales
humanos (Kerr et al., 1998) y la marca de inmunofluorescencia a GAD65 y GAD67 en estriado de
rata (Qin et al., 1992), lo que valida estas estrategias considerando el dafio neuronal GABAérgico
en el paradigma toxico. En contraste al efecto del QUIN, el URB597 preservo parcialmente la
marca y localizacion de ambas proteinas, sugiriendo que la estrategia protectora desplegada por este

compuesto involucra la preservacion neuronal. Este concepto se sustenta también por la
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conservacion funcional (motora) en el estriado de animales tratados con URB597+QUIN descrita
anteriormente, asi como las acciones neuroprotectoras ya descritas para este agente en otros

modelos neurotoxicos (Escamilla-Ramirez et al., 2017; Maya-L06pez et al., 2017b).

Los indices de peroxidacion de lipidos y carbonilacion de proteinas fueron estimados 24 horas post-
lesidn en tejido estriatal de ratas sujetas a tratamientos distintos. Estos tiempos de evaluacion fueron
seleccionados para determinar si el dafio oxidativo puede ser un evento causal en el compromiso
morfol6gico y conductual tardio inducido por QUIN. La toxina aumentd los niveles de dafio
oxidativo en lipidos y proteinas, sugiriendo que las alteraciones oxidativas tempranas podrian ser
una parte integral del patron excitotdxico evocado por este metabolito toxico. Reportes previos han
demostrado que estos dos marcadores son estimados por el QUIN en tiempos cortos después de la
infusion intraestriatal (Colin-Gonzalez et al., 2013; Santana-Martinez et al., 2014). A este respecto,
la produccion del radical hidroxilo, y la consecuente peroxidacion de lipidos inducida por la toxina,
puede tomar algunos minutos después de la inyeccion intraestriatal (Rios y Santamaria, 1991;
Santamaria et al., 2001), sustentado el concepto de que el estrés oxidativo ya sea asociado a
excitotoxicidad o independiente de la sobreactivacion de los NMDAr, contribuye significativamente
a los eventos neurodegenerativos ya en desarrollo. Mas aun, el QUIN es capaz de inducir cambios
significativos en diferentes sistemas antioxidantes de importancia critica (enziméticos y no
enzimaticos) que son dependientes del metabolismo celular, contribuyendo al dafio celular via
estrés oxidativo (Rodriguez-Martinez et al., 2000b; Maya-L06pez et al., 2017b). Asi, el URB597
previno contra el dafio oxidativo a lipidos y proteinas ejercido por QUIN. Este hallazgo permite
sugerir tres posibles escenarios, no excluyentes entre si, para explicar el efecto protector del
URB597: esta molécula podria reducir el dafio oxidativo via la inhibicién de la FAAH y posterior
acumulacion de AEA y activacion de CB1r (Howlett y Abood, 2017), misma que podria
indirectamente regular procesos metabdlicos para reducir el dafio oxidativo; el URB597 podria

también ejercer un efecto indirecto a través de rutas independientes a la estimulacion del CB1r
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(pendientes a ser demostradas); adicionalmente, el URB597 podria evocar un efecto antioxidante
directo como posible atrapador de radicales, dado que se ha mostrado su capacidad para reducir la
formacion de radical superdxido en el modelo tdxico de consumo de etanol (Pelicao et al., 2016),
mientras que disminuye la peroxidacién lipidica en otros modelos tdxicos (Escamilla-Ramirez et al.,
2017; Maya-L6pez et al., 2017b). El ultimo escenario descrito es una propiedad del URB597 que
amerita ser investigada con mayor detenimiento; mientras tanto, esta cualidad no puede ser

descartada como propiedad clave en el patrén protector ejercido por esta molécula.

Con el objetivo de caracterizar e identificar el posible mecanismo de proteccién inducido por el
URB597 en la neurotoxicidad ejercida por el QUIN, la sefial de inmunofluorescencia para las
proteinas CB1 y NR1 fue evaluada y cuantificada en el estriado dorsal de animales bajo todos los
esquemas de tratamiento. EI QUIN alter6 los patrones de expresion y localizacion de CB1 y NR1
comparados con el grupo Sham. Sin considerar la disminucién en la sefial de inmunofluorescencia
para NR1 inducida por QUIN, la relaciébn NR1/CB1 -un marcador méas funcional del balance entre
estos dos receptores denot6 un incremento general en la expresion de NR1 sobre CB1 en el estriado
de animales lesionados con la toxina, sugiriendo condiciones propicias para la detonaciéon de
eventos excitotdxicos. A este respecto, es necesario considerar que los patrones crudos de
localizacion de la proteina NR1 no necesariamente reflejan el estado funcional de la excitabilidad
inducida por QUIN; en cambio, podrian reflejar una compensacion temprana de la estimulacion
excitatoria persistente ya en desarrollo, y/o una reorganizacién temprana de estos receptores en
preparacion para los eventos excitatorios futuros. Notablemente, el URB597 administrado a ratas
lesionadas con QUIN disminuyé la tasa NR1/CB1, llevando el balance de estas dos proteinas a un
esquema similar al de la condicion Sham, sustentando asi el concepto de que estos animales fueron
menos propensos a desarrollar episodios excitotoxicos. Como era esperado, EI URB597 per se
disminuyd el patron de expresion de CB1. Por lo tanto, aunque la tasa de NR1/CB1 obtenida de

todos los grupos experimentales sustenta la excitotoxicidad temprana aumentada asociada a la
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desregulacion de CB1 y su prevencion por URB597, con los datos preliminares presentados en este
trabajo no es posible confirmar categéricamente este mecanismo; seran entonces necesarios mas
estudios detallados que caractericen la regulacién de CB1 y NR1 ejercidos por el URB597. En un
reporte previo, se mostré una alteracion en el mapeo de CB1 en el caudado-putamen de ratas
recibiendo QUIN, como fue sugerido por la baja regulacion del receptor in vivo evaluada a través
del marcador de recaptura [18F]JMK-9470 por PET (Casteels et al., 2010). Esta evidencia respalda
las alteraciones inducidas por QUIN en los patrones de expresion y localizacion de CB1 observadas
en este estudio. Ademas, se ha mostrado que la manipulacion del SEC a través de agonistas
sintéticos y enddgenos de CBr puede reducir los eventos nocivos producidos en respuesta a la
excitotoxicidad inducida por QUIN. Nuestro grupo observo recientemente que la incubacion de
cultivos primarios de neuronas estriatales de rata y fracciones sinaptosomales con AEA enddgena, y
los agonistas WIN 55,212-2 y CP 55,940, todos en presencia de QUIN, resultan en la prevencion de
diferentes marcadores téxicos en ambas preparaciones bioldgicas, incluyendo la pérdida de
viabilidad celular, reduccién en la sefial de inmunofluorescencia para el marcador neuronal Neu-N y
CB1, disminucion de la funcion mitocondrial y dafio oxidativo (Rangel-Lopez et al., 2015).
Notablemente, el QUIN nuevamente, demostrd su capacidad para disminuir CB1r, sugiriendo que
este efecto podria ser considerado como una caracteristica temprana de la toxicidad del QUIN con
implicaciones potencialmente causales. En efecto, la baja regulacion de CB1r en el cerebro humano
esta bien caracterizada como un rasgo de pacientes con la EH (Dowie et al., 2010), y ha servido
para postular este evento como parte de los procesos degenerativos que toman lugar en la
progresion de la enfermedad. Como tal, terapias basadas en cannabinoides se encuentran
actualmente bajo investigacion para la mejoria de diferentes sintomas de los pacientes con la

enfermedad (Sagredo et al., 2012).

Otros grupos han mostrado que la estimulacién del SEC resulta en respuestas eficientes en el

modelo de excitotoxicidad inducida por QUIN. ElI WIN55,212-2 ha demostrado reducir el
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incremento inducido por QUIN de los niveles de glutamato extracelulares, y ha atenuado el dafio
estriatal a través de mecanismos que pueden atribuirse al CB1r (Pintor et al., 2006). Experimentos
validando el rol protector de una poblacion limitada de CB1r localizada en terminales
glutamatérgicas contra insultos excitotoxicos fue reportada posteriormente (Chiarlone et al., 2014).
Evidencia sustentando el rol positivo de los agentes con perfil cannabinoide contra la toxicidad del
QUIN ha sido provista mas recientemente con el uso del derivado de CBG VCE-003.2, un
compuesto que actua sobre el receptor PPAR-y (Diaz-Alonso et al., 2016). EI VCE-003.2 atenud la
muerte neuronal inducida por QUIN y redujo los agregados de HTT mutada en células estriatales.
En conjunto, la evidencia descrita valida la exploracién del compuesto con un perfil cannabinoide

distinto para la reduccién de los insultos excitotdxicos asociados a efectos dafiinos del QUIN.

Hasta este punto, el principal mecanismo a través del cual agentes con perfil cannabinoide pudieran
ejercer acciones neuroprotectoras es atribuible a sus propiedades para la disminucion en la
liberacion de neurotransmisores a nivel presinaptico y/o la reduccion de estimulos excitatorios a
nivel postsinaptico. Se ha demostrado que la activacion de CBr lleva al acoplamiento de estos
receptores con el NMDAr en un proceso dirigido a la neuroproteccion en condiciones excitotoxicas
via la regulacion en la proteina HINT1. (Sanchez-Blazquez et al., 2013). Esta interaccion entre
receptores ha sido descrita a detalle como un switch de ENCENDIDO - APAGADO compuesto por
el complejo o1R-HINTL, que controla la regulacién cruzada entre proteinas G-NMDAr; entre estas
proteinas se encuentran los receptores cannabinoides, y eventualmente, podria ser responsable de la
reduccidn de la actividad de los NMDAr (Rodriguez-Mufioz et al., 2015). Asimismo, la inhibicion
de la FAAH tendré efectos en la acumulacion de otras moléculas como la ODA; a recientes fechas
se encontrd que la ODA es responsable de algunos efectos neuroprotectores en un modelo murino
de EA (Ano et al., 2015), y en un modelo de excitotoxicidad inducida por &cido kainico (Nam et al.,
2017); de esta forma, el efecto de otras moléculas acumuladas por efecto de la inhibicién de la

FAAH puede sumarse al efecto neuroprotector exhibido por la AEA. La relevancia de este
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sofisticado sistema que establece el control ejercido por los CBr sobre los NMDAr, ha sido
discutida recientemente y es valida como mecanismo terapéutico potencial a nivel experimental
(Rodriguez-Mufios et al., 2016). Por lo tanto, nuestro grupo sugiere que el URB597 podria ejercer
los efectos protectores observados en este estudio via la acumulacion de AEA después de la
inhibicion en la actividad de la FAAH (Panlilio et al., 2010), con la regulacion subsecuente de estos
receptores. Sin embargo, a la luz de otras propiedades ya reportadas del URB597, como su perfil
antioxidante (Pelicao et al., 2016; Escamilla-Ramirez et al., 2017; Maya-L6pez et al., 2017b), no es
posible descartar un posible escenario en el que reclute otros muchos mecanismos para evocar las
respuestas protectoras contra los insultos excitotdxicos. Mientras que este escenario es investigado
con detalle, nuestro equipo sugiere que los farmacos y estrategias basadas en cannabinoides
disefladas para inducir una acumulacién fisioldégica de agonistas enddgenos de CBr seran
herramientas farmacolégicas muy promisorias para mejorar la expectativa clinica de los pacientes

cursando con episodios excitotdxicos.

13. CONCLUSIONES
Los resultados de este trabajo demuestran el efecto neuroprotector del URB597 en diferentes
eventos neurotoxicos evocados por el QUIN en el cuerpo estriado de rata. Estos eventos
comprendieron marcadores conductuales, morfoldgicos y bioquimicos de toxicidad, mismos que
fueron prevenidos por el URB597 con aparente contribucion de una reduccion potencial de la
excitabilidad glutamatérgica excesiva. Se asume que el URB597 podria ejercer sus acciones
parciamente via la inhibicién de la FAAH y la subsecuente acumulacion de AEA enddgena,
posiblemente induciendo la regulacion de receptores cannabinoides y glutamatérgicos a través de
mecanismos ya descritos. Sin embargo, dado que el URB597 posee ademds una actividad
antioxidante per se, no es posible descartar una posible participacion de esta propiedad en su patrén

neuroprotector. EI URB597 es una herramienta farmacoldgica util para explorar mecanismos
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bioquimicos y moleculares en modelos de enfermedades neurodegenerativas, 1o que permitira el
disefio de terapias alternativas contra las enfermedades neurodegenerativas basadas en la

manipulacion del SEC.

14. PERSPECTIVAS

1.- Determinar el posible perfil atrapador de radicales libres del URB597.

2.- Evaluar los efectos del URB597 sobre los perfiles neuroquimicos en tejido cerebral
(neurotransmisores glutamato y GABA).

3.- Caracterizar los mecanismos de sefializacién involucrados en el patron de neuroproteccion del
URB597.

4.- Estudiar los mecanismos de accién del URB597 a largo plazo en un sistema de cultivo
organotipico de rebanadas corticales.
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