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RESUMEN

M.C. Jesus Vélez Huerta Fecha de Graduacién: Diciembre 2022

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: Evaluacion in vitro del efecto neuroprotector de cannabidiol y su
metabolito activo en combinacibn con moléculas y farmacos presuntamente
neuroprotectores

NuUmero de paginas: Candidato al grado de Doctor en
Ciencias con Orientacion en Farmacia

Propésito y Método del Estudio: Se ha reportado que la actividad neuroprotectora
del CBD se debe a sus efectos antioxidantes, antiinflamatorios e inmunomoduladores,
en modelos in vitro e in vivo. Asimismo, existen otros farmacos que se utilizan con un
fin terapéutico especifico, pero con el tiempo y mediante el analisis de historias clinicas
se ha reportado que tienen efectos presumiblemente neuroprotectores, tal es el caso
del valproato, furosemida, bilobalida y metformina. Estas moléculas han tenido efectos
antiinflamatorios, antioxidantes y antiapopt6ticos. Sin embargo, no hay evidencia sobre
la posible sinergia que existe al combinarse con el CBD, ya que es una molécula cada
vez mas utilizada para tratar diferentes tipos de padecimientos. Los resultados
obtenidos en el presente proyecto demuestran la actividad neuroprotectora del CBD 5
MM, 7-OH-CBD 5 uM vy bilobalida 15.3 pM por inhibicion de ROS, disminucion de la
actividad de caspasa-3 en la linea celular PC12 al inducir dafio por glutamato 25 mM.
Sin embargo, no se observo ningun efecto sinérgico de las combinaciones con CBD.
En el caso del valproato 433,4 uM y la furosemida 604,7 uM, no tuvieron actividad
neuroprotectora, ya que fueron los farmacos que mas disminuyeron la viabilidad celular
a las dosis utilizadas, asi como aumentaron la produccién de ROS. La metformina
1548,4 uM no proporcioné una neuroproteccion significativa, pero disminuy6 la
generacion de ROS.

Contribuciones y Conclusiones: EI CBD y el 7-OH-CBD presentan actividad
neuroprotectora en células PC12 previamente expuestas a glutamato 25 mM. La
actividad neuroprotectora de CBD y 7-OH-CBD no mejora cuando cada uno se
combina con furosemida, valproato y metformina. Bilobalida mostr6 actividad
neuroprotectora, sin embargo, no mejora cuando se mezcla con CBD. CBD, bilobalida
y metformina disminuyen la produccion de ROS, pero solo el CBD disminuye la
actividad de la caspasa-3. Ninguna combinacion muestra efectos sinérgicos.

Firma de los directores de tesis

Dra. Ménica A. Ramirez Cabrera Dr. Omar Gonzalez Santiago

Director de Tesis Codirector de Tesis
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Generalidades

El efecto neuroprotector se define como la prevencion de la muerte de
células neuronales al intervenir e inhibir el proceso patolégico que provoca la
disfuncion 'y muerte neuronal (Farooqui 2022). Las enfermedades
neurodegenerativas se caracterizan principalmente por la pérdida de neuronas
(Lamptey et al. 2022) y aunque actualmente existen una gran variedad de
medicamentos, tratamientos herbolarios y métodos quirdrgicos aprobados para
el manejo y cuidado de enfermedades neurodegenerativas (Mitrofanis 2020), la
gran mayoria solo ayuda con la sintomatologia y no modifican la enfermedad
(Lamptey et al. 2022; Mitrofanis 2020). Dentro de las principales enfermedades
neurodegenerativas se encuentra la enfermedad de Alzheimer, en México,

actualmente existen aproximadamente 860 000 adultos con méas de 60 afos de



edad afectados por algun tipo de demencia, siendo la enfermedad de Alzheimer
la responsable del 50 a 70% de los casos de demencia (Reyes-Pablo et al.

2020).

La actividad neuroprotectora de diversos compuestos como efecto
afiadido ha sido documentada, de tal forma que el acido valpréico, un
antiepiléptico cuya estructura consiste en ser un acido graso de cadena
ramificada ha presentado actividad neuroprotectora en modelos in vitro e in vivo
mediante el mecanismo propuesto de inhibicién de histonas deacetilasa (Kanai

y Chen 2004; Siqueira et al. 2018).

Metformina, el antidiabético primariamente indicado como tratamiento de
Diabetes mellitus tipo 2, de igual manera ha demostrado tener actividad
neuroprotectora por propiedades antioxidantes, (Patil et al. 2014) inhibitoria de
apoptosis (Detaille et al. 2008) y antiepiléptica (Zhao et al. 2014). Furosemida
ha presentado actividad neuroprotectora y moduladora de procesos
inflamatorios de microglia ( Wang et al. 2020). Bilobalida es un sesquiterpeno
trilactona componente del extracto de Ginkgo biloba, ha demostrado tener
actividad neuroprotectora contra isquemia Yy actividad antiexcitotoxica,
(Chandrasekaran et al. 2003) asi como antioxidante y antiepiléptica (Abdel-

Waha y Metwally 2011).



1.2 Cannabidiol

CHa

Figura 1. Estructura del cannabidiol

Cannabidiol (CBD), es el principal fitocannabinoide no psicoactivo,
(Lazarini-lopes et al. 2020), ha sido propuesto como una alternativa para el
tratamiento de varias enfermedades neuropsiquiatricas y neuroldgicas,
incluyendo ansiedad, esquizofrenia, epilepsia y adicciones debido a su
capacidad para interactuar con varias dianas moleculares (Vitale y lannotti
2021). Ademas, tiene efecto neuroprotector a traves de interaccion directa con
el sistema endocannabinoide y su influencia con estas moléculas (anandamida,
2-araquinodilglicerol y amida hidrolasa de &cidos grasos), de tal forma que los
beneficios neuroprotectores, antiinflamatorios e inmunomoduladores le son
atribuidos, ya que, disminuye citoquinas inflamatorias e influencia células
microgliales para que retomen su estadio normal y asi mantener la circulacion
cerebral durante eventos isquémicos Yy reducir cambios vasculares vy

neuroinflamacion (Camposa AC, Fogac MV, Sonegoa AB 2016).



CBD es hidroxilado a 7-OH-CBD y 7-COOH-CBD por enzimas de
citocromo P450 especificamente las isoformas CYP3A4 y CYP2C9 en higado y
excretado en heces y en menor medida en orina (Chayasirisobhon 2020). Se ha
reportado que 7-OH-CBD inhibe débilmente la hidrdlisis de N-
araquidonoiletanolamina, (AEA) por amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH,
por sus siglas en inglés) (Bisogno et al. 2001), asi como efectos
antiinflamatorios como supresion de TNFa en ratones, inhibicion de NO, ROS y
actividad nociceptiva (Raphael, Mechoulam., Susana, Tchilibon., Ester, Fride.,

Lumir, Hanus., Aviva, Breuer., Ruth 2010).
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Figura 2. Mecanismos de neuroproteccién de CBD



1.3 Valproato

O._OH

H;C CHj

Figura 3. Estructura de valproato.

Es un farmaco de primera linea empleado como tratamiento para
epilepsia y desorden bipolar. Estructuralmente es un acido graso de cadena
corta cuyo mecanismo de accién aun no es del todo comprendido (Chapman et
al. 1982). Sin embargo, ha tomado importancia debido a los efectos observados
como farmaco neuroprotector en condiciones neurodegenerativas.
Principalmente por su actividad como inhibidor de histona deacetilasa (Kanai y
Chen 2004),(Siqueira et al. 2018), de las cuales, se ha reportado que en
alteraciones neuronales tienen un papel importante en inflamacién, asi mismo,
se ha reportado que el dicho efecto es debido a potenciacion de acetilacion del
factor de transcripcion SP1, cuya presencia es importante para la prevenciéon de
muerte neuronal oxidativa, mediante induccion de proteinas antioxidantes y
eliminacién de los efectos deletéreos de estrés oxidativo en neuronas (Lee et

al. 2003).



Valproato
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Figura 4. Mecanismos de neuroproteccion de valproato

1.4 Furosemida

OH

Figura 5. Estructura de furosemida.



Es un farmaco natriurético potente, ampliamente usado. Inhibe el
cotransportador de Na*-K*-2CI- 2 (NKCC-2) en el extremo ascendente del asa
de Henle empleado para reducir expansion de volumen de fluido extracelular
en corazon y riidn (Huang et al. 2016). Ademas, ha demostrado tener efecto
como tratamiento de neuroinflamacion en enfermedad de Alzheimer (Z. Wang et
al. 2020), actividad antioxidante (Hamelink et al. 2005a) y antiepiléptica
(Haglund et al. 2022). Algo importante a remarcar es el posible mecanismo que
consiste en inhibir la secrecién de TNF-a proinflamatorio, IL-6 y Oxido nitrico,
disminuye la expresion proteica de COX-2, INOS y promueve la actividad
fagocitica y potencia la expresion antiinflatoria de IL-1RA y arginasa, de esta
manera se disminuye el fenotipo pro inflamatorio microgial M1 y aumenta el
fenotipo antiinflamatorio M2 el cual es un efecto benéfico para enfermedades
inflamatorias como Alzheimer (Z. Wang et al. 2020). Otro efecto neuroprotector
importante es su efecto antiepiléptico mediado principalmente por la inhibicién
del transportador NKCC2, que disminuiria la entrada de Cl- a la neurona
ocasionando la diminucion de concentracion de CI~ neuronal lo que ocasionaria
que el potencial de reversion de GABAAa fuera mas negativo, aumentando la
eficacia de la inhibicion de GABA. Ademas, la inhibicion de NKCC2 disminuiria
el volumen de la célula al disminuir el ingreso de iones y agua, incrementando
el espacio extracelular y reduciendo las convulsiones al disminuir el

acoplamiento capacitivo (transmision efaptica) entre las neuronas (Staley 2002).
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1.5 Bilobalida

Figura 7. Estructura de bilobalida.



Ginkgdlidos y bilobalida son los principales componentes terpenoides de
los extractos de Ginkgo biloba. Los principales ginkgolidos reportados son A, B,
C, J, K, L y M. Existe un extracto estandarizado que ha sido evaluado y ha
representado efectos neuroprotectores contra varios desordenes neurologicos y
cardiovasculares, dicho extracto estandarizado tiene nombre de EGb761 el cual
tiene 2 grupos principales bioactivos: 24% de glicosidos flavonoides y 6% de
terpenos trilactonas (Feng et al. 2019). El contenido de bilobalida en el extracto
estandarizado es de tan solo 3.2% y se le han atribuido efecto reductor de
apoptosis y mejora de la angiogénesis mediante la ruta de sintesis de éxido
nitrico endotelial, aumento de captacion de glucosa y evitando disminucion de
ATP, alteraciones ibnicas y disfuncion mitocondrial, asi como mejoria de

funciones cognitivas (Nowak et al. 2021).
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1.6 Metformina

NH NH

e,

Figura 9. Estructura de metformina.

Es un farmaco de primera linea para el tratamiento de Diabetes mellitus
tipo 2 siendo efectiva en monoterapia o bien, combinada con otros
medicamentos reductores de glucosa (Baker et al. 2021). Estructuralmente es
una dimetil biguanida sintética cuyo mecanismo de accion propuesto es
mediante inhibicion de produccion de glucosa hepatica, disminucién de la
absorcion y mejoramiento en el consumo y utilizacion de ésta (Sheleme 2021).
A pH fisiolégico se encuentra como catidn y es pobremente absorbida a nivel
gastrointestinal mediante el transportador de cationes organicos Yy
practicamente excretada sin ser metabolizada en heces y en orina (Bouriche et
al. 2021). Ademas, ha demostrado tener efectos neuroprotectores debido a sus
propiedades antioxidantes, inhibitoria de apoptosis y antiepiléptica (Patil et al.
2014), (Detaille et al. 2008) , (Zhao et al. 2014). Se ha demostrado que puede
atravesar la barrera hematoencefalica (Labuzek et al. 2010) y logrado reducir la
fosforilacion y agregacion de a-sinucleina, disminuye autofagia e inflamacion,
procesos de los cuales se encuentran relacionados con patogénesis de

enfermedad de Parkinson y se ha asociado el uso de metformina con menor
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riesgo de empeoramiento cognitivo en paciente con DM2 (Rotermund,

Machetanz, y Fitzgerald 2018).
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1.7 Reposicionamiento farmacolégico

Es una metodologia también llamada “reutilizacion de medicamentos,
redisefio o bien, reasignacion de medicamentos enfocada en identificar nuevos
usos para farmacos aprobados o en investigacion que estan fuera del alcance
de la indicacion médica original y ofrece ventajas sobre el desarrollo de un
farmaco completamente nuevo para una determinada indicacion. Por ejemplo:
En primer lugar, el riesgo de fracaso es bajo, ya que, se ha determinado que el

farmaco reposicionado es lo suficientemente seguro en modelo preclinicos y
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humanos en caso de haber completado los ensayos de fase inicial. En segundo
lugar, el marco de tiempo para el desarrollo de farmaco puede ser reducido,
porque la mayoria de las pruebas preclinicas, evaluacion de seguridad y en
algunos casos, desarrollo de formulacién se encuentran completadas. En tercer
lugar, menos inversion es la requerida, aunque variara ampliamente
dependiendo de la etapa y proceso de desarrollo del candidato a
reposicionamiento. Finalmente, los farmacos reposicionados, pueden revelar
nuevos objetivos y vias que pueden explotarse aun mas (Pushpakom et al.

2018; Talevi 2016).

La estrategia general en la metodologia del reposicionamiento
farmacoldgico comienza con la identificacion de una molécula candidata para
una indicacién determinada; posteriormente, es la evaluacion del mecanismo
del efecto farmacolégico en modelos preclinicos y la evaluacion de la eficacia
en ensayos clinicos fase 2. Asi mismo, los enfoques sistematicos empleados
para la identificacion de una molécula candidata son principalmente dos, el

enfoque experimental y el enfoque computacional (Pushpakom et al. 2018).

1.8 Enfermedades neurodegenerativas

Son trastornos hereditarios esporadicos y raros del sistema nervioso
central, que provocan perdida de funcién lenta y progresiva de poblaciones de
neuronas especificas y sus conexiones. Con secuelas como deficiencia

cognitiva y dependencia de cuidado. La enfermedad de Parkinson y la de
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Alzheimer son las enfermedades neurodegenerativas con mayor prevalencia,
sin embargo también se incluyen padecimientos como la degeneracion lobular
frontotemporal, demencia con cuerpos de Lewy, demencia vascular,

enfermedad de Creutzfeldt-Jakob y la corea de Huntington (Reith 2018).

1.8.1 Enfermedad de Alzheimer

Es un trastorno neurodegenerativo irreversible que involucra la pérdida
de memoria y la funcion ejecutiva, asi como cambios en la personalidad.
Resulta en pérdida de sinapsis y atrofia neuronal predominantemente en
hipocampo y corteza cerebral. Ademas, existe la presencia de placas amiloides
y ovillos neurofibrilares de tau y agregados de proteinas mal plegadas en todo
el cerebro. Factores genéticos y ambientales juegan un rol importante en la
generacion y desarrollo de la enfermedad. Respecto a los factores ambientales
y metabdlicos, existe relacién con diabetes, enfermedad cerebrovascular, dieta
deficiente, dafio en cabeza y estrés, estos factores estan ligados al incremento
de riesgo de demencia. A pesar de la informacién existente, la hipotesis mas
aceptada sobre el inicio y progresion de la enfermedad de Alzheimer es la
hipétesis amiloide (Sheppard y Coleman 2020). La clasificacion se puede
realizar de acuerdo con el momento en que se manifiesta la enfermedad y si es
hereditaria. De esta manera si ocurre antes de los 65 afios, se clasifica como
enfermedad de Alzheimer de inicio temprano (EOAD, por sus siglas en inglés),

si el inicio es posterior a los 65 afios, se clasifica como Enfermedad de
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Alzheimer de inicio tardio (LOAD, por sus siglas en inglés). Cabe resaltar que
en el caso de EOAD, son en su mayoria relacionados con mutaciones en APP,
PSEN1 o PSEN2 (Talwar et al. 2016). La proteina precursora de péptido B-
amiloide, (APP) fue el primer gen que mostrO mutaciones autosomicas
dominantes que causan Alzheimer, desde su descubrimiento llevé a la hipotesis
amiloide en la que se establece la acumulacion toxica de AP inicia una cascada
de eventos que conducen a muerte neurona y desarrollo y progreso de la
enfermedad (Hardy and Allsop 1991). La presenilina 1 (PSEN1) y presenelina 2
(PSEN2) codifican los componentes cataliticos de y-secretasa, complejo
enzimatico involucrado en el procesamiento de APP y cuyas mutaciones
causan enfermedad de Alzheimer autosémica dominante, (Brunkan y Goate

2005).

18.1.1 Tratamiento farmacolégico para la enfermedad de Alzheimer

Las estrategias de tratamiento modificador de la enfermedad aun se
encuentran bajo investigacion. Actualmente, solo existen tratamientos
sintomaticos para este padecimiento, todos tratando de contrarrestar la
alteracion de los neurotransmisores. Para bloquear la progresion de la
enfermedad los agentes terapéuticos deben interferir con el proceso patogénico
responsable de los sintomas clinicos, principalmente enfocados en la
agregacion de placas extracelulares de B-amiloide y formacién de marafias

neurofibrilares intracelulares. Los medicamentos actualmente aprobados como
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tratamiento para Alzheimer son los inhibidores de la acetilcolinesterasa:
donepezilo, galantamina, rivastigmina y el antagonista de NMDA: memantina.
Los inhibidores de acetilcolinesterasa mejoran la neurotransmision colinérgica
central y finalmente tienden a mitigar la disminucién de la cognicion. Otros
mecanismos aun por explorar estan dirigidos por agentes metabdlicos, agentes
neuroprotectores, antiinflamatorios, promotores del factor de crecimiento y

terapia con células madre (Yiannopoulou y Papageorgiou 2020).

1.8.2 Enfermedad de Parkinson

Es el trastorno de movimiento neurodegenerativo mas comun. Los
factores de riesgo asociados son edad, género masculino y algunos factores
ambientales. La etiologia de la enfermedad en la mayoria de los pacientes es
desconocida. Los principales sintomas motores de la enfermedad son la
existencia de tremores, rigidez, bradiquinesia / aquinesia e inestabilidad
postural, sin embargo, se incluyen otros sintomas motores y no motores.
Patoldégicamente, se caracteriza por la pérdida de neuronas dopaminérgicas en
la sustancia negra pars compact y por acumulacion de a-sinucleina mal plegada
encontrada en inclusiones intra citoplasmicas llamadas cuerpos de Lewy
(Balestrino y Schapira 2020). Una caracteristica importante es la perdida de
pigmentaciéon a causa de la perdida de neuronas dopaminérgicas y la presencia
de cuerpos de Lewy, estos cuerpos son inclusiones eosinofilicas

intraneuronales redondas con nucleo hialino y halo periférico palido compuesto
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de mas de 90 proteinas (Wakabayashi et al. 2013). Ademas, el estrés oxidativo
ha sido ampliamente asociado con la muerte de rutas dopaminérgicas desde la
perspectiva de produccidén de especies toxicas a traves de la autooxidacion de
L-dopa y dopamina y la formaciéon de neuromelanina. Cabe recalcar que las
neuronas dopaminérgicas son vulnerables a estrés oxidativo (Schapira and
Jenner 2011). Otro efecto fisiopatologico relacionado con enfermedad de
Parkinson es la relacién directa con disfuncion mitocondrial, existen reportes
sobre defectos en el complejo | en musculo esquelético, plaquetas y
linfoblastos. Ademas, esta deficiencia parece estar confinada a la sustancia
negra, (Schapira 1994) . La sustancia negra tiene caracteristicas que la hacen
vulnerable al ataque de especies reactivas de oxigeno (ROS), como niveles
bajos de glutation y vitamina E, y niveles altos de hierro libre (pro oxidante),
mono amina oxidasa (MAQ), 6xido nitrico (radical pro oxidante neurotoxico) y
neuromelanina (resultado de auto oxidacion, condensacion y polimerizacion de

dopamina y de sus productos de oxidacién) (Dorado, et al. 2003).

1.8.2.1 Tratamiento farmacolégico para enfermedad de Parkinson

Ninguna terapia disponible altera el proceso neurodegenerativo
subyacente, las terapias sintomaticas pueden mejorar la calidad de vida del
paciente. Aunque la levodopa es el medicamento disponible mas efectivo para
tratar los sintomas motores de la enfermedad de Parkinson, principalmente los

sintomas leves, temblor como el Unico sintoma o méas destacado, menores de
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60 afios, inhibidores de monoaminooxidasa tipo B (IMAO), amantadina,
anticolinérgicos, bloqueadores B o agonistas dopaminérgicos pueden iniciarse
primero para evitar complicaciones motoras relacionadas con la levodopa. Las
fluctuaciones motoras se pueden controlar mediante la modificacion del régimen
de dosificacion de levodopa o agregando varios medicamentos como IMAO,
inhibidores de catecol-O-metiltransferasa o0 agonistas de dopamina. Los
trastornos del control de los impulsos generalmente se tratan reduciendo o
retirando la medicacion dopaminérgica, especialmente los agonistas de la
dopamina. Sin embargo, respecto a los sintomas no motores, existe escasez de
estudios positivos de alta calidad. Con base en evidencia sélida, se recomienda
el uso de levodopa y agonistas dopaminérgicos para sintomas motores en
todas las etapas de la enfermedad de Parkinson. Los agonistas dopaminérgicos
y farmacos que bloguean el metabolismo de dopamina son eficaces para
fluctuaciones motoras y la clozapina es eficaz para las alucinaciones. Respecto
a los inhibidores de la acetilcolinesterasa, pueden mejorar los sintomas
presentes en la etapa de demencia y los antidepresivos y pramipexol mejoran la

depresion (Connolly y Lang 2014),(Armstrong y Okun 2020).

1.8.3 Esclerosis lateral amiotrofica

Es una rara enfermedad neurodegenerativa fatal, idiopatica del sistema
motor humano que genera debilidad en los musculos voluntarios. El grado de

supervivencia en ELA es dependiente de varios factores entre los que se
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incluye fenotipo o presentacion clinica, progresion de la enfermedad, presencia
temprana de falla respiratoria y estado nutricional de los pacientes (Kiernan et
al. 2011). Entre las principales caracteristicas clinicas destacan las alteraciones
funcionales de las neuronas motora superior e inferior. Los sintomas de dafio
de la neurona motora superior incluyen enlentecimiento del habla, espasticidad,
hiperreflexia, signo de Hoffman o de Babinsky. Los signos de la neurona motora
inferior incluyen atrofia, fasciculaciones y debilidad (Fallas, et al. 2010). Es
importante mencionar que alrededor del 5 al 10% de la enfermedad es familiar
con patrén de herencia mendeliano y hasta hoy en dia, se han identificado 13
genes Yy loci involucrados en la etiologia de la enfermedad. De los genes
involucrados existen mutaciones en SOD1 (codifica para super oxido dismutasa
de unién a ién cobre/zinc), TARDBP 6 TDP-43 (codifica para proteina TAR de
unién a DNA), FUS (codifica fusién en sarcoma), ANG (codifica angiogenina,
ribonucleasa, RNasa familia 5) y OPTN (codifica optineurina) que causan un
fenotipo clinico tipico (Beleza-Meireles y Al-Chalabi 2009). Al estar involucradas
las mutaciones en SOD1 no esta clara la muerte prematura de neuronas
motoras con la generacion de radicales libres que desencadenan dafio y muerte
neuronal, adicionalmente, las mutaciones inducen inestabilidad y mal
plegamiento de SOD1 formando agregados intracelulares que interrumpen
sistemas de transporte y funciones celulares vitales (Kiernan et al. 2011). Asi
mismo, otro proceso parece estar implicado en la patogénesis de la
enfermedad, dicho proceso es la excitotoxicidad inducida por glutamato. El
glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio en el SNC y se une a los

receptores ionotropicos NMDA y AMPA en la membrana postsinaptica (Heath y
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Shaw 2002). La activacion continua de los receptores postsinapticos de
glutamato pueden generar neurodegeneracion mediante la activacion de rutas
enzimaticas dependientes de calcio asi como la generacioén de radicales libres
que dafan organelos intracelulares y generan mediadores de procesos

proinflamatorios (Meldrum y Garthwaite 1990), (Hensley et al. 2006).

1.8.3.1 Tratamiento farmacoldgico para Esclerosis Lateral Amiotrofica

No hay cura para la ELA; sin embargo, las investigaciones en proceso se
centran en identificar los mecanismos de la enfermedad y asi encontrar
farmacos para lograr retrasar la progresion de la enfermedad. Actualmente, se
han aprobado dos medicamentos para el tratamiento de la enfermedad. El
riluzol, un agente antiglutamato al cual se le han demostrado beneficio de
supervivencia de aproximadamente 2 meses. Los efectos adversos mas
comunes de este farmaco fatiga, nausea y elevacion de enzimas hepaticas.
Otro farmaco recientemente aprobado, especificamente en el 2017, es la
edaravona; sin embargo, el mecanismo de accidon aun no es completamente
dilucidado, los datos actuales sugieren que actlia como un captador /eliminador
de radicales libres previniendo el dafio por estrés oxidativo de neuronas. No
existen datos sobre los beneficios de supervivencia, los efectos secundarios
reportados para el farmaco incluyen hematomas, alteraciones de la marcha,
dolor de cabeza, eccema y dermatitis de contacto. Ademas, se produjeron

reacciones de hipersensibilidad en pacientes con alergia al sulfito. Actualmente,

19



existen varios farmacos que se encuentran en ensayos clinicos para evaluar su
efectividad en el tratamiento de ELA, entre ellos se encuentran abacavir,
memantina, lonis-SOD1RX, células progenitoras gliales restringidas humanas y
células madre mesenquimales. Asi mismo, algunos ensayos clinicos con
diferentes moléculas han tenido resultados negativos o poco promisorios, entre
las moléculas evaluadas se encuentran factores de crecimiento, dexpramipexol,
creatina, litio, ceftriaxona, antagonistas del glutamato, celecoxib, bloqueadores
de canales de calcio y aminoacidos (Carter y Joyce 2018)(Willett y Norton

2014).

1.8.4 Enfermedad de Huntington

Es un trastorno progresivo de afectaciones motoras, cognitivas y
psiquiatricas, (Caron et al. 2019). La edad promedio de inicio es de 35 a 44
afios y la mediana de supervivencia es de 15 a 18 afios después del inicio. El
diagnéstico se basa en antecedentes familiares positivos, hallazgos clinicos
caracteristicos y la deteccion de una expansiéon de 36 0 mas repeticiones de
trinucleétidos CAG en el primer exén del gen IT15, situado en el cromosoma
4p16.3. Este gen se expande 210 kb y codifica para la huntingtina, una proteina
de 348 kDa, de expresion ubicua en el nacleo o citoplasma de las células de
diversos tejidos, incluidas las neuronas GABAérgicas de los ganglios basales

(neuronas que producen y secretan GABA y tienen principalmente funciones de
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inhibicion en los receptores de vertebrados adultos) ocasionando incremento en
los niveles de especies reactivas de oxigeno y especies reactivas de nitrdgeno,
lo que concluye en incremento de los niveles de glutamato con efecto
neurotdxico. La proteina mutante forma agregados nucleares, ademas el
cerebro presenta una atrofia cortical en relacion directa con el grado de
evolucion de la enfermedad (Michels 2008). El tratamiento es complejo y abarca
diferentes aspectos de las manifestaciones clinicas, se incluye el empleo de
neurolépticos como el haloperidol, olanzapina, benzodiazepinas o
tetrabenazina; agentes antiparkinsonianos para hipocinesia y rigidez;
psicotropicos o0 antiepilépticos para trastornos psiquiatricos como depresion,
sintomas psicoticos, arrebatos de agresion; valproato para la hipercinesia
mioclonica. Se hereda de forma autosémica dominante, los hijos de un individuo
con una variante patdgena tienen 50% de probabilidad de heredar el alelo
causante de la enfermedad y actualmente no existe cura para el trastorno. Las
manifestaciones fisicas que se pueden presentar o de las cuales se pueden
sospechar son la discapacidad motora progresiva con coreas, movimiento
voluntario afectado, trastornos mentales que incluyen deterioro cognitivo,
cambios en personalidad, depresion, asi como antecedentes familiares
compatibles con herencia autosomica dominante (Mason, et al. 2016;

Rodriguez, et al. 2013)(Reilmann, Leavitt, y Ross 2014).
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1.8.4.1 Tratamiento farmacoldgico para Enfermedad de Huntington

Actualmente no existe cura, ademds no hay terapia conocida que retrase
la degeneracion o la tasa de deterioro clinico, siendo esta una necesidad y
prioridad en la investigacion. Algunos sintomas pueden ser tratados
farmacoldgicamente y otros pueden ser dirigidos mediante medidas de soporte
no farmacologico. Los sintomas responden variablemente a los medicamentos,
en general los sintomas psiquiatricos son los mas aptos para farmacoterapia,
respecto a los sintomas motores, corea es el mas facilmente receptivo. Los
sintomas cognitivos y demencia son los menos receptivos. Muchos pacientes
con corea no son conscientes de sus movimientos involuntarios o no son
afectados por la corea. Desde el pasado, los bloqueadores del receptor de
dopamina han sido los mas ampliamente prescritos, entre los que destacan el
haloperidol, risperidona y olanzapina, estos agentes tienen la ventaja de
potenciar el tratamiento de la depresion y ayudar con irritabilidad, arrebatos y
psicosis. Una desventaja es que los antipsicéticos tipicos y atipicos incrementan
el riesgo de muerte cardiaca subita, sin embargo, empleados a dosis minimas
reducen riesgo de efectos adversos extrapiramidales. Otra opcion importante
para el tratamiento de corea es el agente agotador de dopamina tetrabenazina,
la cual reduce la corea de forma dosis dependiente. Sin embargo, de igual
manera disminuye otras catecolaminas incluyendo serotonina y norepinefrina,
de tal manera que es evitada para individuos con ansiedad y depresion

significativa, asi mismo empeora la disfagia. Estas terapias pueden empeorar la
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marcha y la bradicinesia, o causar somnolencia. El uso de amantadina ha
demostrado tener efectos modestamente benéficos en el control de corea. La
mioclonia siendo un caso raro en la enfermedad de Huntington puede
responder al empleo de acido valproico. La depresion aunada a EH
generalmente responde bien a los antidepresivos comunmente empleados,
como inhibidores de la recaptura de serotonina (IRS) de la misma manera que
los comportamientos obsesivos-compulsivos, ansiedad e irritabilidad. Los
estabilizadores del humor como valproato y carbamazepina pueden ayudar con
inestabilidad emocional e impulsividad. Buspirona puede ayudar con ansiedad

(Dayalu y Albin 2015), (Adam y Jankovic 2008).

1.8.5 Accidente cerebrovascular isquémico agudo

Se cree gue esta lesion cerebral es el resultado de una serie progresiva
de eventos que inician con el agotamiento de la energia hasta la muerte celular.
Entre los factores involucrados se pueden considerar un exceso de actividad
excitatoria por parte de aminoacidos extracelulares, formacion de radicales
libres e inflamacion. De manera inicial, una vez presentada la oclusion arterial,
un nucleo central de muy baja perfusion es rodeado por un area de disfuncion a
causa de alteraciones metabdlicas e idnicas, sin embargo, se conserva la
integridad estructural, este fendmeno también es conocido como “penumbra
isquémica”. En las primeras etapas que pueden abarcar de minutos u horas, los

cuadros clinicos no representan especificamente un dafio irreparable.
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Considerando factores como la duracion de la isquemia y la tasa de flujo
residual, la penumbra se podria incorporar al infarto si no se logra la reperfusion
en el menor tiempo posible. La probabilidad de mala evolucion tras el accidente
aumenta con la edad, ademas de la coexistencia de enfermedades como
cardiopatia isquémica y la diabetes mellitus, asi como con el aumento del
tamafo y del sitio del infarto. El accidente cerebrovascular agudo se caracteriza
por la aparicion repentina de un déficit neuroldgico focal, aunque algunos
pacientes tienen una gran progresion escalonada o gradual de los sintomas.
Los déficits mas comunes incluyen disfasia, disartria, hemianopsia, debilidad,
ataxia y pérdida sensorial. Los signos y sintomas son unilaterales y la
conciencia es generalmente normal o alterada solo levemente, excepto en el
caso de algunos infartos en la circulacion posterior (Van Der Worp, Bart H; Van

Gijn 2007).

1.9 Neuroproteccién

El fenébmeno de neuroproteccion se refiere a los mecanismos y
estrategias usadas para proteger contra dafio nervioso o degeneracion y asi
prevenir la perdida funcional del sistema nervioso central. Los neuroprotectores
no son capaces de revertir el dafio ocasionado, pero pueden proteger del dafio
adicional de las células nerviosas y retrasar su degeneracion (Cadet, et al.
2017). El dafo a nivel neuronal se debe a diferentes mecanismos, variando

para cada una de las enfermedades neurodegenerativas. Los mecanismos de
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dafio a nivel neuronal son: estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial, cambios
inflamatorios, acumulacién de hierro, sobreproduccion de proteinas cerebrales.
En los procesos que se llevan a cabo en las enfermedades neurodegenerativas,
estos mecanismos se encuentran estrechamente relacionados, siendo de esta
forma que el proceso de excitotoxicidad puede desencadenar cada uno de los

mecanismos de dafio neuronal (Cadet, et al. 2017; Stocchetti, et al. 2015).

1.9.1 Generalidades de efecto neuroprotector

Se han evaluado diferentes compuestos con propiedades de inhibir la
muerte neuronal, como factores de crecimiento y factores neurotréficos (FNTC,
factor neurotréfico ciliar) y anticuerpos (anti-VEGF), transferencia genética
(terapia génica) y antioxidantes. Ademas, neuroproteccién por antagonistas de
receptor de glutamato, como memantina. Es importante considerar algunos
factores clave sobre los neuroprotectores. Como el hecho de que la
neuroproteccion se refiere a un evento modificador de la enfermedad que
protege células de dafios patolégicos como dafio téxico o mutaciones
genéticas, ademas, existen gran cantidad de agentes herbales, métodos
quirdrgicos que han mostrado ser neuroprotectores en modelos animales de
enfermedad de Parkinson, desafortunadamente ninguno ha podido ser
trasladado a la parte clinica. Actualmente, no hay opcion de tratamiento
neuroprotector para pacientes ya que todos son tratamientos sintomaticos con
poca evidencia de modificacion de la enfermedad. El ejercicio, ultrasonido y

fotomodulacién ofrecen diferentes enfoques promisorios de neuroproteccion,
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son no invasivos, seguros de usar y estimulan mecanismos intrinsecos de
autoreparacion. Clinicamente, los neuroprotectores pueden ser mas exitosos si
los tratamientos se combinan, como por ejemplo terapia farmacologica y

ejercicio, ultrasonido y fotomodulacion (Mitrofanis 2020).

1.9.2 Tratamientos potencialmente neuroprotectores

El desarrollo de nuevos tratamientos incluye agentes farmacéuticos
potenciales es de gran importancia debido a las complejas respuestas del tejido
cerebral antes distintos tipos de dafio. Generalmente inicia con estrés oxidativo
el cual juega un papel importante en la patogénesis de distintas afectaciones
neuronales en los cuales se incrementa la produccion de ROS, disminuyendo la
actividad de enzimas y sistemas protectores antioxidantes (Grochowski et al.
2018). Ademas, los niveles de glutamato, ya que es el neurotransmisor
excitatorio mas abundante que actla como potente neurotoxina bajo
condiciones patoldgicas. Los niveles altos de glutamato extracelular juegan un
rol esencial en citotoxicidad neuronal a través de receptores ionotrépicos de
glutamato (NMDA y AMPA). En algunas afectaciones neuronales, como inicio
de isquemia, una serie de eventos inflamatorios son activados continuando la
activacion de células como la microglia, varias sefiales contribuyen a la
activacion de los dos principales fenotipos: M1, clasicamente activados y
alternativamente activado M2 (Khanna, Briggs, y Rink 2015). Las células

microgliales son especialmente sensibles a la sefalizacion mediante receptores
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TLR y PPAR-y (Kim, Kim, y Yenari 2015). El fenotipo M1 promueve la liberacion
de mediadores inflamatorios como Oxido nitrico y ROS lo que lleva al
incremento de muerte celular y disfuncion de la barrera hematoencefalica,
desencadenando la liberacion de quimiocinas, activando la metaloproteinasa de
matriz extracelular (MMP)-9 y regulando el incremento de moléculas de
adhesion. El fenotipo M2 es activado por citoquinas antiinflamatorias como
interleucina-4 la cual puede inhibir inflamacién y promover reparacion tisular y
cicatrizacion de heridas (Bonaventura et al. 2016). Considerando cada uno de
los efectos desencadenados en los padecimientos neurodegenerativos y la
cascada de dafio por isquemia se consideran de importancia como blancos
para opciones terapéuticas, de tal manera que para el desarrollo de estrategias

neuroprotectoras se incluyen opciones como:

Inhibidores de NADPH oxidasa (NOX). La inhibicion de produccién de ROS
puede ser una estrategia viable para el tratamiento neuroprotector. Las
ciclooxigenasas y las mitocondrias general ROS como subproducto de
actividades enzimaticas; en cambio, la generacion de ROS es la principal
funcién de NOXs, conformada por subtipos NOX1-4. De los cuales NOX2 y
NOX4 son los principales generadores de estrés oxidativo posterior a dafio
neuronal (Carvalho y Moreira 2018). El inhibidor mas comdn es apocinina
(Genovese et al. 2011), capaz de disminuir niveles de apoptosis e inhibir estrés
oxidativo, otro inhibidor de NOX es difenil yodonio capaz de atenuar el dafio a
barrera hematoencefélica y mejorar el resultado después de isquemia cerebral.

Un compuesto mas especifico es Gp91lds-tat, siendo un inhibidor de NOX mas
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especifico capaz de penetrar en las células, sin embargo, al tratarse de un
péptido su utilidad es limitada. Otro inhibidor de NOX es ebselen, es un
antioxidante organico con baja toxicidad que puede ser benéfico para inhibir

apoptosis (Yang et al. 2019).

Farmacos hipoglicemiantes. EI mecanismo importante de neuroproteccion es
mediante inhibicidon de estrés oxidativo y respuesta excesiva inflamatoria. Se ha
demostrado que tiazolidinedionas y agonistas de PPAR reducen accidentes
cerebrovasculares recurrentes y otros eventos vasculares, mejorar sensibilidad
a la insulina y estabilizar placas carétidas (Liu and Wang 2019). Metformina y
sulfonilureas han reportado efectos benéficos mediante modulacién de estrés
oxidativo y mediadores inflamatorios, glibenclamida mejor6 edema cerebral

después de accidente cerebral (Sheth et al. 2016).

Minociclina. Es un antibiético semisintético de segunda generacion derivado de
la tetraciclina que ha demostrado tener efectividad como neuroprotector en
modelos animales y ensayos clinicos. EI mecanismo de accién puede ser por
actividad antiinflamatoria e inhibicion de metaloproteinasas de la matriz

(Malhotra et al. 2018).

Fingolimod. Es un analogo del receptor de esfingosina-1-fosfato empleado para
tratar esclerosis mudltiple remitente recurrente disminuyendo la entrada de
linfocitos, reduciendo inflamacién del sistema nervioso central siendo una

opcion prometedora como neuroprotector (Tsai y Han 2016).
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Dimetil fumarato. Farmaco empleado para tratar esclerosis multiple. Monometil
fumarato, metabolito activo de DMF modula respuestas inflamatorias
(disminucion de citoquinas proinflamatorias), estimula rutas antioxidantes y
también puede ser efectivo para tratar dafio cerebral. Estos efectos pueden ser
logrados mediante potenciacion de la sefializacion de factor 2 relacionado con
factor nuclear eritroide 2. Como ruta de supervivencia enddgena que ejerce

efectos antioxidantes y anti inflamatorios (Yang et al. 2019).

1.9.3 Principales procesos fisioldgicos relacionados con neurodegeneracion

Las enfermedades neurodegenerativas constituyen un conjunto de
condiciones patoldogicas que causan perdida de funciones progresiva, lenta e
irreversible, asi como perdida de neuronas y sinapsis en determinadas areas
del sistema nervioso lo que determina la presentacion clinica y curso. Los
principales mecanismos que conducen a neurodegeneracion son considerados
multifactoriales causados por cuestiones genéticas, ambientales y factores
endodgenos relacionados al envejecimiento, pero su rol patogénico y su
mecanismo molecular no son completamente entendidos. Los principales
mecanismos patogénicos que subyacen en enfermedades neurodegenerativas

son:

e Dinamica anormal de proteinas con mal plegamiento, degradacion
defectuosa, disfuncion proteosomal y agregacion, a menudo con

acciones y mutaciones de chaperonas moleculares.
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e Estrés oxidativo y formacion de radicales libres o especies reactivas de

oxigeno.

e Deterioro de la bioenergética, disfunciones mitocondriales y dafio de

ADN.

e Fragmentacion de aparato de Golgi neuronal.

e Alteracion del transporte celular a través del axon.

e Disfuncion de neurotrofinas

e Procesos neuro inflamatorios y neuroinmunes

Estos mecanismos estan interrelacionados en circulos viciosos complejos que
finalmente conducen a disfuncion y muerte neuronal, cuyas cascadas

moleculares basicas aun se encuentran en investigacion (Jellinger 2010).

1.10 Excitotoxicidad y neurodegeneracién

La excitotoxicidad es un fendmeno que describe las acciones toxicas de
los neurotransmisores excitatorios, principalmente glutamato, donde Ia
activacion exacerbada o prolongada de los receptores de glutamato inicio una
cascada de neurotoxicidad que finalmente conduce a la pérdida de la funcién
neuronal y muerte celular. El desbalance entre la funcion fisioldégica normal y la

excitotoxicidad estd controlado en gran medida por los astrocitos, ya que son
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los encargados de controlar los niveles de glutamato en la hendidura sinaptica y
su reciclaje posterior a través del ciclo glutamato-glutamina. EI mecanismo
molecular desencadenante del proceso de excitotoxicidad involucra alteraciones
en el metabolismo del glutamato y el calcio, asi como disfuncién de los
transportadores y receptores de glutamato, principalmente los receptores de
NMDA. Por otro lado, la excitotoxicidad puede considerarse como consecuencia
de otros eventos celulares, como disfuncién mitocondrial, dafio fisico y estrés
oxidativo. Aun asi, es sabido que la sobreactivacion de los receptores de
glutamato dan como resultado entrada constante de calcio que desencadena
disfuncion mitocondrial, sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno,
deterioro de amortiguacion de calcio, liberacién de factores proapoptoticos que

culminan en muerte neuronal.

1.10.1 Excitotoxicidad y ELA

La neurodegeneracion es el producto de combinacion de diferentes
mecanismos concomitantes. Para el caso de ELA existen dos hipétesis sobre el
origen de la enfermedad. La primera es la hipbtesis de la muerte hacia
adelante, en la que se propone una degeneracion anterégrada de las neuronas
motoras a través de la excitotoxicidad del glutamato a nivel de corteza. La
segunda hipétesis es sobre muerte regresiva, que sugiere que ELA puede
comenzar distalmente en la terminal nerviosa o en la unién neuromuscular,

progresando hacia el cuerpo celular (Kiernan et al. 2011). A pesar de las
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diferentes hipotesis, las alteraciones de la neurotransmision excitatoria parecen
tener papel clave en progresion de la enfermedad. Una forma sugerida en la
gue puede ocurrir la excitotoxicidad del glutamato es a través de disminucion en
los niveles de los transportadores responsables de la eliminacién del glutamato
en la sinapsis. En ELA, un desencadenante probable de la neuroinflamacion es
la liberacion astrocitica y neuronal motora de proteinas mal plegadas, como
SODL1 aberrante y otras moléculas toxicas. Esta liberacion estimula la activacion
de microglia, desencadenando acciones proinflamatorias y neurotoxicas que
desregulan la comunicacion entre neuronas motoras y células gliales. Las
células microgliales se consideran las células inmunitarias del cerebro y
capaces de adoptar fenotipos polarizados activados siendo los fenotipos M1 y
M2 los mas aceptados. El fenotipo M1 se asocia con liberacion de moléculas
proinflamatorias y activacion de receptores, el fenotipo M2 se relaciona con
secrecion de mediadores antiinflamatorios y factores de crecimiento (Pinto et al.
2017). Las células gliales también juegan un papel en la excitotoxicidad
mediada por glutamato, especialmente la regulacién a la baja mediada por
transportador 2 de aminodacidos excitadores de astrocitos que conduce a
disminucién en absorcion de glutamato y posterior potenciacion de efectos
excitotoxicos en ELA (Howland, Taepavarapruk, y Phillips 2002), (Armada-

Moreira et al. 2020).

1.10.2 Excitotoxicidad y enfermedad de Alzheimer
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Existe evidencia que sugieren que los oligdmeros AB1-42 son las especies
AB mas tdxicas y ejercen sus acciones patoldgicas al interrumpir la transmision
glutamaérgica principalmente al actuar sobre receptores de NMDA y mGlu.
Ademas, puede incrementar liberacion de glutamato de neuronas y astrocitos
dando como resultado niveles anormalmente altos de glutamato extracelular
capaces de activar receptores de NMDA y de tal manera activar vias favorables
a la muerte y consiguiente excitotoxicidad. Por lo tanto, los efectos nocivos de
pueden estar mediados por activacion excesiva de receptor NMDA que contiene
predominantemente subunidades GIuN2B (Brito-Moreira et al. 2011). También
se ha demostrado que puede inducir entrada sostenida de calcio via NMDA que
puede desencadenar una cascada de eventos que llevan a disfuncion
mitocondrial y sinaptica, excitotoxicidad, produccién de ROS y muerte neuronal
(Ferreira et al. 2012). Bajo condiciones fisiologicas, la sefalizacion de calcio
mitocondrial estimula fosforilacion oxidativa y sintesis de ATP en EA los niveles
de calcio exacerbados derivados de la activacion de NMDAR, las mitocondrias
forman un poro no especifico en su membrana interna, denominado poro de
transicion de permeabilidad mitocondrial (Leung, Varanyuwatana, y Halestrap
2008). La evidencia existente resalta la importancia de astrocitos reactivos
como factor clave en excitotoxicidad mediada por glutamato pues la astrogliosis
provoca perdida de funcion fisiologica de astrocitos y deterioro de transmision
sinaptica neuronal. Asi mismo, AB induce disfuncion astrocitica funcional,
morfologica y metabdlica (Brawek y Garaschuk 2014), asi mismo reduce la
expresion de GLT-1 a través del mecanismo de calcineurina/factor nuclear de la

via de células T activadas y estrés oxidativo. Dicha reduccion de GLT-1 resulta
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en un aumento de niveles de glutamato en sinapsis que al actuar sobre NMDAR
contribuye a progresion de la patologia de enfermedad de Alzheimer (Simpson

et al. 2010).

1.10.3 Excitotoxicidad y epilepsia

La epilepsia puede considerarse como una familia de trastornos que
comprende varias enfermedades y condiciones. Puede definirse como aparicion
no provocada de al menos dos crisis con mas de 24 horas de diferencia y como
una crisis convulsiva no provocada y probabilidad de nuevas crisis convulsivas
de al menos el 60%. Existen multiples tipos de crisis que se caracterizan de
acuerdo con su inicio, manifestacion fisica y nivel de conciencia,
diferenciandose en los correspondientes mecanismo fisiopatoldgicos (Fisher et
al. 2017). No obstante, todas las crisis epilépticas implican cambios persistentes
en los eventos sindpticos, como la liberacion de neurotransmisores y la
actividad de receptores y transportadores que presentan actividad neuronal
anormal, excesiva 0 sincronica, que generalmente resulta de un desequilibrio
entre los procesos excitadores e inhibidores mediados por los
neurotransmisores glutamato y GABA. La activacidn neuronal excesiva se
acompafna de un aumento de los niveles extracelulares de glutamato, lo que
provoca excitotoxicidad, una de las principales fuentes de dafio neuronal en la
epilepsia (Soukupova et al. 2014). La epilepsia de I6bulo temporal es el tipo de
epilepsia con mayor presencia que afecta a mas de 40 millones de personas en

el mundo. El aumento de la excitacion local y la citotoxicidad en el foco
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epileptogénico se encuentra relacionado con incremento de niveles de
glutamato extracelular. Ademas, se ha reportado cambios en niveles de
glutamato en hipocampo de pacientes epilépticos antes, durante y después de
las convulsiones, lo que puede ocurrir debido a una mayor liberacion de
glutamato o su recaptacion alterada (Hubbard et al. 2016). Asi mismo, la
absorcion de glutamato es un determinante importante de los niveles de
glutamato extracelular y la evidencia muestra que la alteracion de las
concentraciones de glutamato en la epilepsia puede resultar de una expresion o
funcién aberrante del transportador de aminoacidos excitatorios (Armada-

Moreira et al. 2020; Proper et al. 2002).

1.11 Tipos de neuroproteccion

El objetivo de un neuroprotector es limitar la muerte neuronal después
del dafio al sistema nervioso central y protegerlo de degeneracién prematura y
otras causas de muerte neuronal. Los agentes neuroprotectores deben
contrarrestar los efectos de la neurodegeneracion o perdida de la funcionalidad
neuronal (Stocchetti et al. 2015). Los agentes con propiedades

neuroprotectoras se han agrupado en las siguientes categorias:

e Captadores de radicales libres: Estos agentes convierten los radicales
libres inestables en moléculas mas estables con menor o nula capacidad

de dafiar a la célula ya que pueden ser metabolizadas por el cuerpo.
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Entre los principales captadores de radicales libres se encuentran los

agentes antioxidantes (Cadet, et al. 2017).

Agentes antiexcitotoxicos: Son agentes que pueden bloquear los
receptores de glutamato y de esta manera, prevenir la excitotoxicidad y
neurodegeneracion. La amantadina, parece ser un ejemplo de
antiexcitotoxico en la enfermedad de Parkinson al cambiar la manera en

gue interacciona el glutamato con su receptor (Cadet, et al. 2017).

Inhibidores de apoptosis: Se refiere a inhibir un proceso de muerte
natural de las células conforme la edad avanza y el cuerpo crece.
Tedricamente, los agentes antiapoptoéticos disminuirian este proceso en
neuronas. Actualmente este tipo de terapia esta siendo empleada en la

investigacion de tratamiento contra el cancer (Clark, et al. 2016).

Agentes antiinflamatorios: Generalmente empleados para alivio del dolor,
pero también pueden verse involucrados en el proceso inflamatorio
involucrado en el empeoramiento de la enfermedad de Parkinson y de

Alzheimer (Stocchetti, et al. 2015).

Factores neurotroficos: Este grupo de biomoléculas promueve el
crecimiento neuronal. Sin embargo, aun no es posible establecer un

tratamiento clinico para este tipo de moléculas (Clark, et al. 2016).

Quelantes de iones metalicos: Al existir niveles elevados de hierro en los
padecimientos de enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,

esclerosis lateral amiotrofica, se consideran opciones terapéuticas a las
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sustancias que puedan disminuir de manera gradual dichas
concentraciones de hierro. Sin embargo, aln existe escasa evidencia de

su posible uso de manera terapéutica (Arun, et al. 2013).

1.12 Antecedentes

1.12.1 Actividad neuroprotectora de CBD

En 2000, Hampson et al. evaluaron la actividad neuroprotectora de CBD
(EC50: 2-4 uM) y otros cannabinoides en cultivos de neuronas corticales de rata
expuestos a niveles tdéxicos de glutamato (100 pyM). Los resultados obtenidos
establecieron que THC y CBD redujeron los efectos neurotéxicos mediados por
el receptor NMDA, AMP y Kainato. La neuroproteccion no se vié afectada por
antagonismo de receptor cannabinoide, lo que sefiala un mecanismo
independiente de receptor. Por voltamperometria se determiné que CBD y los
otros cannabinoides son fuertes antioxidantes y CBD fue superior a a-tocoferol

y ascorbato (Hampson et al. 2000).

En 2005, Hamelink et al. Evalué el efecto neuroprotector de CBD (20 6
40 mg/Kg/dia), BHT (40 mg/Kg/dia), a-tocoferol (80 mg/Kg/dia), dizocilpino
(0.02 y 0.6 mg/Kg/dia), memantina (30 mg/Kg/dia), furosemida (10 mg/Kg/dia) y

bumetanida (1 mg/Kg/dia), en hipocampo y corteza entorrinal de ratas Sprague-
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Dawley sometidas a consumo de alcohol como modelo de neurodegeneracion.
Los resultados obtenidos demuestran la actividad neuroprotectora de CBD fue
similar a la de los otros dos antioxidantes y de forma dosis dependiente.
Furosemida en comparacion de los otros diuréticos empleados, también
neuroprotegido por actividad antioxidante en el modelo de neurotoxicidad

inducida por etanol in vitro (Hamelink et al. 2005).

En 2008, Alvarez, et al. evaluaron actividad neuroprotectora de CBD 0.1
mg/Kg en lechones posterior a evento hipoxico-isquémico por dafio cerebral
evaluado por espectroscopia infrarroja y electroencefalografia. Obtuvieron que
CBD redujo el dafio a neuronas viables en 50%. Ademas la administracion se
asoci6 con efectos benéficos cardiacos, hemodinamicos y ventilatorios (Alvarez

et al. 2008).

En 2009, Castillo et al. investigaron los mecanismos involucrados en
neuroprotecciéon mediada por CBD en cerebro inmaduro hipoxico-isquémico en
rebanadas del prosencéfalo, las cuales experimentaron deprivacion de oxigeno
y glucosa en presencia de vehiculo o CBD solo o con un antagonista selectivo
de receptores CB1 y CB2, A1 y A2. Ademas, reduce el dafio agudo en cerebro
hipoxico-isquémico mediante reduccion de concentracion de glutamato e IL-6, y
reduccion de expresion de factor de necrosis tumoral alfa, COX-2 y sintasa de

oxido nitrico inducible.(Castillo et al. 2010)

En 2011, Martin-Moreno, et al. evaluaron las propiedades
antiinflamatorias de CBD (100 nM) y otros cannabinoides en funciones de

células microgliales (N13) y en cultivo primario de microglia in vitro y en
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comportamiento de aprendizaje, asi como la expresion de citocinas posterior a
la administracién intraventricular de AB en ratones, determinando que CBD y los
receptores de adenosina Aza pueden estar involucrados en el efecto de CBD.
Ademas disminuy6 la generacion de nitrito inducido por lipopolisacarido y
finalmente existi0 prevencion de aprendizaje de navegacion espacial y
disminucién de expresion de citocinas inducidas por inyeccion de AB (Martin-

Moreno et al. 2011).

En 2020, Kamkaen, et al. aislaron y evaluaron actividad neuroprotectora
de CBD, CBN y THC en modelo de privacion de suero y coadministracion de
H202. Dentro de los resultados obtenidos, CBD (10 ng/mL, 31.8 nM) y CBN
(100 ng/mL, 322 nM) neuroprotegieron significativamente las neuronas
cultivadas por dafio debido a estrés oxidativo inducido por H202, (Kamkaen,

Samee, y Tadtong 2020).

En 2021, Kim, et al. evaluaron la actividad neuroprotectora de CBD
contra estrés oxidativo inducido por peréxido de hidrégeno in vitro en cultivo
primario de neuronas hipocampales de crias de ratas Sprague-Dawley
mediante andlisis morfolégico con microscopio confocal y cultivos tratados con
CBD (0.1 — 100 pM) y H202 (0.1 — 50 uM). Como resultados reportaron LC50 de
CBD: 9.85 uM y la neuroprotecciéon de CBD 5 pM contra H202 10 pM resulté en
un incremento de la viabilidad celular de 24% a 57% y en el analisis morfdlico
se establecié que CBD no rescaté completamente las alteraciones morfoldgicas

como degeneracion de neuritas (Kim et al. 2021).
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1.12.2 Actividad neuroprotectora de valproato

En 2006, Berjeijk et al. evaluaron los efectos de valproato en linea celular
PC12 como sistema modelo para diferenciacion neuronal con respecto al
crecimiento de neurita y expresion de gen de proteina de supervivencia de
motoneuronas (SMN) relacionada con la enfermedad neurodegenerativa atrofia
muscular espinal. Determinaron que VPA a concentracion de 50 yM no hubo
incremento de longitud de neuritas, mientras que a 500 y 1000 uM valproato

promovié el crecimiento de neuritas (Van Bergeijk et al. 2006).

En 2010, Biermann, et al. evaluaron el efecto neuroprotector de valproato
en células glanglionares de la retina mediante aplastamiento de nervio 6ptico y
evaluaron tejido retinal, cuantificaciébn de crecimiento de axoén, evaluacion de
actividad de caspasa 3, analisis de transcripcidon de CREB y determinacion de
histona 3 y 4 acetiladas asi como pERK 1/2. Determinaron que después del
tratamiento con valproato subcutaneo existi6 mayor supervivencia de células
ganglionares en comparacioén al control. Ademas, administracion intravitreal
retardé apoptosis, de igual manera se observd mayor regeneracion de axones
en cultivo que en aquellos tratados con control. Se establecié neuroprotecciéon y
neuroregeneracion mediada por valproato acompafada por disminucién de
actividad de caspasa-3, induccion de CREB, activacion de pERK1 / 2, sin
embargo no hubo alteracién de la acetilacion de histonas (Biermann et al.

2010).
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En 2010, Dash, et al. evaluaron el efecto de valproato en modelo de dafio
traumatico cerebral mediante evaluacion de la disminucion de permeabilidad de
barrera hematoencefalica, disminucion de dafio neuronal y mejora desarrollo
cognitivo post dafio. Como resultados se obtuvo que a dosis de 400 mg/Kg
incrementaba acetilacion de H3 y H4 y disminuyo la actividad de GSK-3 en
hipocampo. 30 min después del dafio, valproato mejoré la integridad de la
barrera hematoencefalica mediante reduccion de extravasacion de colorante
azul Evans. Ademas, se redujo dafio dendritico hipocampal, volumen de
contusiéon cortical reducido, asi como mejoria de funcion motora y memoria

espacial (Dash et al. 2010).

En 2019, Iranapak et al evaluaron la inhibicion de muerte celular,
apoptosis, potencial de membrana mitocondrial y estrés oxidativo en linea
celular PC12 por valproato de sodio (50 — 400 yM) mediante induccién de dafo
por maltolato de aluminio (IC50: 1090 uM. Obtuvieron que valproato disminuyo
la muerte celular y apoptosis. Asi mismo, disminuy6 significativamente la
generacion de ROS, actividad de catalasa y reduccion de MMP, estableciendo
qgue la atenuacion del dafio fue por disminucién de estrés oxidativo (Iranpak et

al. 2019).
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1.12.3 Actividad neuroprotectora de furosemida

En 2007, Luszczki et al. estudiaron la influencia de furosemida en la
accion de farmacos antiepilépticos nuevos y convencionales (carbamazepina,
lamotrigina, oxcarbazepina, fenobarbital, topiramato y valproato, en el modelo
de MES vy obtuvieron que furosemida (100 mg/kg, i.p.) no alteré el umbral para
electroconvulsiones en ratones macho albino suizos. Sin embargo, potencio el
efecto anticonvulsivo de VPA en el ensayo MES mediante la reduccion del valor
de ED50 que cambio de 230.4 a 185.4 mg/kg y no presento efecto significativo

en el resto de los farmacos evaluados.(Luszczki et al. 2007)

En 2020, Wang, et al. reportaron la actividad de furosemida 50 yM en la
reduccion de la neuroinflamacion en la linea celular SIM-A9, ya que, inhibe
secrecion de TNF-a, IL-6 y 6xido nitrico; ademas disminuye el nivel de Cd86 y
la expresion de proteina COX-2, INOS y promueve actividad fagocitica, ademas
como potenciar la expresion de factores antiinflamatorios como IL-1RA y
arginasa. Mediante dafio inducido por lipopolisacéarido de pared bacteriana (LPS
5 ng/mL). Asi mismo, se reportd la capacidad para disminuir el fenotipo

microglial M1 y potenciar el fenotipo antiinflamatorio M2 (Z. Wang et al. 2020).
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1.12.4 Actividad neuroprotectora de bilobalida

En 2007, Mdzinarishvili, et al. evaluaron la propiedad de bilobalida de
prevenir formacion de edema in vitro en modelo de privacion de oxigeno-
glucosa en rebanadas de hipocampo de rata. Se obtuvo que la privacion de
oxigeno-glucosa causo formacién de edema por un incremento en el contenido
de agua de la rebanada en 30 minutos mientras que bilobalida (1 — 10 yM)
redujo el contenido de agua de las rebanadas de forma dosis dependiente.
Como un modelo de isquemia in vivo se realizo la metodologia de oclusion de la
arteria media cerebral en ratones y el pretratamiento con bilobalida 10 mg/Kg
disminuy6 el area de infarto por 43% y la formacion de edema en 70%.
Ademas, se atenud el contenido de agua en hemisferio isquémico en 57%

(Mdzinarishvili et al. 2007).

En 2011, Lang, et al. determinaron las propiedades neuroprotectoras de
bilobalida en modelo de oclusion de arteria media cerebral determinando que
bilobalida (10 mg/Kg) disminuy6 areas de infarto en la region central en un
rango de 40-50% administrada 1 h antes de la oclusion. Ademas, se observé a
dosis menores o cuando se administrd 1 h posterior a la induccion del dafio
cerebral. La funcion sensorial motora de los ratones mejoré por en los ensayos
de esquina y chimenea. Los niveles extracelulares de glutamato en tejido
estriatal e hipocampal y bilobalida disminuy6 estos valores en ambas regiones.

Ademas, disminuydé la isquemia inducida por glutamato en rebanadas de
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cerebro in vitro. De esta manera establecieron que es capaz de reducir el

proceso de excitotoxicidad, (Lang et al. 2011).

En 2013, Schwarzkopf, et al. evaluaron efectos neuroprotectores en
ratones envejecidos mediante modelo de isquemia transitoria por oclusion de
arteria  media cerebral por 60 minutos. Determinando que bilobalida
administrada localmente en el cuerpo estriado por microdialisis existio reduccién
significativa del tamafio del infarto casi 70% observado. Ademas, el incremento
extracelular de glutamato observado en animales no tratados fue fuertemente
reducido. Los niveles de glucosa no se vieron afectados. En otro tipo de
experimentos, se administro bilobalida via intraperitoneal (10 mg/Kg) 1 h antes
de la oclusién. Los niveles de ATP fueron significativamente reducidos pero,

bilobalida previno dicha perdida (Schwarzkopf, Koch, y Klein 2013).

En 2014, Jiang, et al. investigaron el papel de bilobalida (5, 10 mg/Kg) en
modelos de oclusion de arteria media cerebral y reperfusién y privacion de
oxigeno-glucosa y reoxigenacion de dafio cerebral mediante modelo de
isquemia y reperfusion en ratas Sprague-Dawley sometidas a oclusion de
arteria media cerebral por 2 horas seguida por reperfusion por 24 h. Bilobalida
fue administrada 60 minutos intraperitonealmente antes de la oclusion y los
resultados que obtuvieron demostraron que el pretratamiento con bilobalida
disminuyo volumen de infarto, peso de infarto, edema cerebral y concentracion
de MDA, oOxido nitrico, TNG-a, IL-1B e incrementd la actividad de superoxido

dismutasa. Ademas, disminuyo significativamente la expresion de p-JNK1/2 y p-
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p38 MAPK, pero no cambid expresion de p-ERK1/2 en neuronas corticales

después del dafio (Jiang et al. 2014).

1.12.5 Actividad neuroprotectora de metformina

En 2016, Khallaghi et al. evaluaron el efecto protector de metformina
(0.1, 05, 1, 3, 5 y 7 mM) ante el dafo inducido por H202 150 uM mediante
ensayo de MTT. De acuerdo con la morfologia y MTT se establecio la existencia
significativa contra dafio inducido por H202 en concentraciones de 0.1 y 0.5
mM. Ademas, existié proteccion de acuerdo a actividad elevada de PI3K / Akt /

MTOR / S6K asi como potenciacion de niveles de GSH, (Khallaghi et al. 2016).

En 2016, Zhou, et al. se evalu6 el efecto atenuador de apoptosis inducida
por glutamato (30 pM) en neuronas cerebelares granulares mediante bloqueo
de actividad de caspasa-3 y fosforilacion de JNK o p38. Se sugiere que
metformina (20, 50 y 100 uM) podria proteger directamente las neuronas
cerebelares granulares de apoptosis inducida por glutamato por inhibicién

caspasa-3 o independiente de rutas JNK/p38, (Zhou et al. 2016) .

En 2018, Zhao, et al. evaluaron la actividad protectora de metformina
(0.25 — 8 mM) en linea celular PC12 de dafio inducido por H202 100 uM.
Demostraron que metformina disminuyd muerte celular debido al dafio por H20:2
por restauracion de cambios anormales en morfologia nuclear, especies

reactivas de oxigeno intracelular, lactato deshidrogenasa y potencial de
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membrana mitocondrial. Ademas, hubo reduccion de apoptosis y estimulacion
de fosforilacion y activacion de proteina cinasa activada por AMP (AMPK)
estableciendo de esta forma que metformina es capaz de proteger neuronas de

dafio oxidativo al menos en parte activacion de AMPK , (Zhao et al. 2019).
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1.13 Hipotesis

Al menos una combinacién de los tipos de CBD o su metabolito activo
con &cido valproico, furosemida, metformina o bilobalida presentan efecto

neuroprotector y sinérgico

1.14 Justificacion

Considerando el extenso tiempo de investigacion y desarrollo de
moléculas nuevas con actividad neuroprotectora y las ventajas que ofrece la
metodologia de reposicionamiento farmacol6gico, asi como la informacién
existente de moléculas presuntamente neuroprotectoras y el uso de CBD en
conjunto y como coadyuvante, cuya actividad neuroprotectora se encuentra
documentada y con el amplio espectro de mecanismos de accion entre los que
destaca su actividad antiinflamatoria. Su uso en combinacién con moléculas
presuntamente neuroprotectora como acido valproico, furosemida, bilobalida y
metformina, presentarian efectos benéficos en la disminucion de la muerte

neuronal a causa de procesos neurodegenerativos.
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1.15 Objetivo general

Evaluar el efecto neuroprotector de dos tipos de cannabidiol y su
metabolito activo en combinacion binaria con farmacos presuntamente

neuroprotectores en modelo in vitro.

1.15.1 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto neurotéxico de tres formas de cannabidiol (CBD, 7-OH-
CBD y CBD/AGCM) en combinacion binaria con &cido valproico,
furosemida, bilobalida y metformina en linea celular PC12, mediante

ensayo de MTT

2. Evaluar el efecto neuroprotector de tres formas de cannabidiol (CBD, 7-
OH-CBD y CBD/AGCM) en combinacién binaria con acido valproico,
furosemida, bilobalida y metformina en linea celular PC12, mediante

proceso de excitotoxicidad por glutamato y ensayo de MTT

3. Evaluar la capacidad antioxidante de tres formas de cannabidiol (CBD, 7-
OH-CBD y CBD/AGCM) en combinacion binaria con acido valproico,

furosemida, bilobalida y metformina mediante ensayo de DPPH

4. Evaluar la actividad inhibidora de especies reactivas de oxigeno de tres
formas de cannabidiol (CBD, 7-OH-CBD y CBD/AGCM) en combinacion
binaria con acido valproico, furosemida, bilobalida y metformina en linea

celular PC12, mediante ensayo de DCFDA
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5. Evaluar la actividad antiapoptotica de cannabidiol, bilobalida vy
metformina en combinacién binaria en linea celular PC12, mediante

evaluacion de actividad de caspasa-3

6. Realizar el analisis estadistico de los resultados obtenidos.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Material y reactivos

2.1.1 Material biolégico

Los ensayos de neuroproteccién y neurotoxicidad, se realizaron en la
linea celular PC12 (ATCC®, CRL-1721), correspondiente a glandula adrenal de
rata y considerada como linea celular neuronal. Las lineas celulares empleadas
se conservaban congeladas a -80°C en el ultracongelador del Laboratorio de

Farmacologia Molecular y Modelos Bioldgicos.
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2.1.2 Equipos e instrumentos

Agitador / Placa de calentamiento (Corning), balanza analitica HR200
(AND), bomba de vacio A530 (HSENG), cAmara Neubauer, campana de flujo
laminar CFL102V (VICHI México), centrifuga refrigerada Sorvall ST16R
(Thermo-Scientific), congelador horizontal -20°C CH10 (Torrey), esterilizador
eléctrico autoclave 25x (All American), Incubadora MIDI 40 CO2 Incubator
(Thermo-Fisher), frascos de vidrio 1 L (Kimax), frascos de vidrio 250 mL
(Kimax), frascos de vidrio de 100 mL (Pyrex), invertoscopio TCM 400
(Labomed), lector de microplaca ELISA ELx800 (Biotek instruments), lector
fluorémetro de microplaca Fluoroskan ascent (Thermo-Fisher), microcentrifuga
Micro CL 17R (Thermo-Scientific), microplaca de 96 pocillos fondo plano
(Costar), microplaca de 96 pocillos fondo redondo (Costar), pipetas estériles
desechables 10 mL (Costar), potenciometro pHep tester (Hanna instruments),
sistema de purificacion de agua Simplicity UV (Millipore), tubos Falcon 15 y 50
mL (Corning), ultracongelador horizontal -80°C HERA FREEZE HFC series

(Thermo-Fisher).

2.1.3 Reactivos

CBD (Spex CertiPrep), 7-OH-CBD (MilliporeSigma Supelco), acido valproico,

metformina, bilobalida, trolox, glutamato, DCFDA, xantina oxidasa, DPPH,
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DMSO, MTT, (Sigma-Aldrich), furosemida (PiSA Ilaboratorios), RHOIil 5
(HempMeds), 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH) D9132 (Sigma-Aldrich), acido
ascorbico (Sigma-Aldrich), acido clorhidrico, agua destilada, alcohol etilico,
alcohol isopropilico, alcohol metilico, bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) M5655 (Sigma-Aldrich), cloruro de potasio CP170126-01
(DEQ), cloruro de sodio 561-1 (DEQ), dimetilsulfoxido D4540 (Sigma-Aldrich),
dodecil sulfato de sodio DSS170126-01 (DEQ), fosfato de potasio dibasico
anhidro FPDA170126-01 (DEQ), fosfato de sodio dibasico anhidro
FSDA170126-01 (DEQ), L-Acido glutamico G8415 (Sigma-Aldrich), medio
Esencial Minimo de Eagle (EMEM) MEP12-10LT (Caisson), medio Roswell Park
Memorial Institute 1640 (RPMI-1640) RPP12-10LT (Caisson), penicilina —
estreptomicina 1%, Suero fetal bovino (SFB) (Caisson), tripsina (Caisson),

Triton X-100 H5142 (Promega).

2.2Métodos

Las concentraciones empleadas para cada compuesto han sido
previamente evaluadas, CBD, 7-OH-CBD y CBD disuelto en &cidos grasos de
cadena media fue de 5 pM, (Kim et al. 2021), en caso de &cido valproico de
inicio a dosis de 200 pg/mL (Brunn et al. 2014), sin embargo, en la linea celular
PC12 present6 neurotoxicidad importante en ensayos previos, asi que la dosis
final se ajust6 a 62.5 pg/mL (216.7uM). Bilobalida 5 pg/mL(15.3 pM)

(Chandrasekaran et al. 2003). Furosemida se evalu6 de manera inicial a 16 500
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Mg/mL(Z. Wang et al. 2020), sin embargo la dosis se disminuy6é a 200 ug/mL
(604.7 uM) debido a la disminucion importante de la viabilidad celular en la linea

celular PC12. Metformina 200 ug/mL(1548.4 uM) (Gabryel y Liber 2018).

Para la evaluacion del efecto neuroprotector y el establecimiento del
mecanismo principal relacionado a este efecto, se realizaron una serie de
ensayos enfocados en medir las respuestas fisiopatologicas del proceso de
excitotoxicidad y establecer la manera en la que la exposicion a
concentraciones controladas de CBD en combinacion con acido valproico,
furosemida, bilobalida y metformina, afectaban el comportamiento de éstas.
Entre los efectos existentes en el proceso de excitotoxicidad, destacan la
produccion de especies reactivas de oxigeno, incremento de la concentracion
de calcio intracelular y activacién de las vias de sefalizacion que culminan en

apoptosis celular.

El cultivo de la linea celular PC12, se realiz6 en medio RPMI-1640
suplementado con 20% de SFB. Dicha linea celular se mantuvo en condiciones
de 37 °C, 5% de CO:2 por 48 horas o hasta formacion de monocapa (ATCC®,

2018).

Para los ensayos de actividad neurotdoxica y evaluacion del efecto
neuroprotector se prepararon placas de 96 pocillos una vez alcanzada la
confluencia de 70%-90% en los frascos de cultivo de linea celular PC12. La
concentracion celular empleada fue de 10 000 células / 0.1 mL, las cuales se

colocaron en cada uno de los pocillos y se incubo a condiciones de 37 °C, 5%
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de CO2 de 24 a 48 horas o hasta la formacion de monocapa, para el posterior

tratamiento con los compuestos a evaluar.

Para el ensayo de actividad de caspasa-3 se realizo por la metodologia
descrita en el inserto propio del kit comercial (EnzChek™ Caspase-3 Activity
Assay Kits, cat: E13183) se prepararon cajas Petri de 35 mm. Una vez
alcanzada la confluencia de 70%-90% en los frascos de cultivo de linea celular
PC12. La concentracion celular empleada fue de 1 000 000 células / 0.1 mL, las
cuales se colocaron en cajas Petri y se incubd a condiciones de 37 °C, 5% de
CO2 de 24 a 48 horas o hasta la formacion de monocapa, para el posterior

tratamiento con los compuestos y combinaciones a evaluar.

La parte experimental correspondiente a la evaluacion de la respuesta
neurotoxica y neuroprotectora de los compuestos se realizaron en el cuarto de
cultivo numero dos del Laboratorio de Farmacologia Molecular y Modelos
Biologicos de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autonoma de

Nuevo Ledn.

2.2.1 Evaluacion de la actividad neurotéxica mediante el ensayo de MTT

Se colocaron 10 000 células / pocillo, cumplido el lapso de 24 h y
formada la monocapa se colocaron las moléculas solas y en combinacion
binaria de CBD con valproato, furosemida, bilobalida y metformina a las

concentraciones mencionadas anteriormente. El mismo procedimiento se
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realizd con las evaluaciones de 7-OH-CBD y CBD (RHOIl). Transcurrido el
periodo de 24 h, se retir6 el medio de cultivo y se reemplazé con solucion de
MTT (0.5 mg/mL). Posteriormente, se incub6é durante 3 h a 37°C, CO2 5%.
Cumplido el periodo de incubacién se retird la solucion de MTT y se coloco una
solucion de alcohol isopropilico / HCI (10%) y se incubd en oscuridad durante
30 minutos para posteriormente leer absorbancia a 550 nm y obtener el
porcentaje de viabilidad celular (Denizot y Lang 1986). Como control positivo de
neurotoxicidad se emple6 glutamato 25 mM. Células sin tratamiento se
consideraron control de 100% de viabilidad. Cada ensayo fue realizado por

triplicado.

La siguiente ecuacion fue usada para calcular el porcentaje de viabilidad:

(ABSx — ABSo) * 100
(ABSctl — ABSo)

Viabilidad celular (%) =

ABSx = Absorbancia de la muestra

ABSo0 = Absorbancia del blanco

ABSctl = Absorbancia del control

2.2.2 Ensayo de neuroprotecciéon mediante el ensayo de MTT

Se inicié el procedimiento de la misma manera que el ensayo de

neurotoxicidad hasta formada la monocapa, pero se realizd un pretratamiento
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de 2 h, (Patel et al. 2019) con los compuestos solos y en combinacién como se
indicoé con anterioridad. Transcurrido el pretratamiento, se colocaron 0.1 mL de
glutamato 25 mM (Chen et al. 2017) y se incubo la microplaca durante 22 h a
37°C, CO2 5%. Cumplido el periodo de incubacion se retird el medio de cultivo y
se reemplazé con solucién de MTT (0.5 mg/mL), e incubacion durante 3 h a
37°C, CO2 5%. Posteriormente, se retird la solucion de MTT, se coloco una
solucion de alcohol isopropilico / HCI (10%) y se incubd en oscuridad durante
30 minutos para posteriormente leer absorbancia a 550 nm para obtener el
porcentaje de viabilidad celular. Como control positivo de neuroproteccion se
empled Trolox ® a concentracion de 50 uM (Xin 2019). El ensayo se realizd por

triplicado.

La siguiente ecuacion fue usada para calcular el porcentaje de viabilidad:

(ABSx — ABSo) * 100

Viabilidad celular (%) = (ABSctl — ABSo)

ABSx = Absorbancia de la muestra

ABSo0 = Absorbancia del blanco

ABSctl = Absorbancia del control
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2.2.3 Ensayo de capacidad antioxidante mediante inhibicion de DPPH

Para la realizacion de la actividad antioxidante se realizé conforme al
protocolo de captacion del radical libre estable DPPH a concentracion de 100
MM (Okawa et al. 2001). Se colocaron 0.1 mL de las combinaciones y las
moléculas solas a concentraciones de CBD, 7-OH-CBD y CBD (RHOQIl) 5
MM,(Kim et al. 2021), acido valproico 62.5 ug/mL. Bilobalida 5 pg/mL.
Furosemida 200 pyg/mL y metformina 200 yg/mL. Posteriormente, se colocaron
0.1 mL de solucion de DPPH en cada pocillo y la microplaca se incubd a
temperatura ambiente en oscuridad durante 15 minutos. Cumplido el periodo de
incubacion se realizé la lectura de absorbancia a 517 nm. Como control
negativo de actividad antioxidante se emplearon pocillos que contenian solucién
de DPPH 100 pM. El ensayo se realizd por triplicado y se empled la siguiente

férmula para obtener el porcentaje de inhibicion de DPPH.

((ABSctl — ABSx) + 100)

Inhibicién (%) = ABSctl

ABSctl = Control absorbance

ABSXx = Test absorbance

2.2.4 Actividad de inhibicion de especies reactivas de oxigeno

Para el ensayo de inhibicion de produccién de especies reactivas de

oxigeno se emple6 el método de 2',7'-Diacetato de diclorofluoresceina,
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(H,DCFDA) (Tarpey et al. 2012). A placas de 96 pocillos con 10 000 células /
pocillo de la linea celular PC12 se le coloco los compuestos solos y en
combinacion previamente descritos. Se incub6d durante 2 horas las microplacas
como pretratamiento y posteriormente se afadieron 0.1 mL de H202 0.1 mM
Ademas, se afiadi6 soluciéon de H,DCFDA (0.05 mg/mL) y se incubé durante 1
h. Se realiz6 lectura a 485 nm de excitacion y 530 nm de emisibn. Como
control negativo se empled celdas con células PC12 y H202 0.1 mM, como
control positivo se empled Trolox ® 50 uM. Se realizé el célculo de los valores
promedios y desviacion estandar de lectura de fluorescencia emitida por las
células PC12 sometidas a tratamiento con las moléculas solas y en

combinacion, asi como los controles.

2.2.5 Evaluacion de la actividad de caspasa-3

La activacion de la caspasa 3, (CPP32/apopaina), tiene un substrato
especifico para la secuencia de aminoacidos Asp-Glu-Val-Asp (DEVD), y rompe
diferentes proteinas incluyendo poli(ADP-ribosa) polimerasa (PARP), proteina
quinasa DNA-dependiente, proteina quinasa C® y actina (Molecular Probes,

2003).

La evaluacion de la actividad antiapoptotica se realizé con el empleo del
kit EnzChek® Caspase-3 Assay Kit #2, el cual permite la deteccion de
apoptosis, por el incremento de la actividad de caspasa-3 y otras proteasas

especificas de la secuencia DEVD (p.ej. caspasa 7). El fundamento del ensayo

58



se basa en el rompimiento del sustrato rodamina 110 bis-(amida N-CBZ-L-
aspartil-L-glutamil-L-valil-L-acido aspartico) (Z-DEVD-R110). Este sustrato es
una bisamida derivada de rodamina 110 (R110) que tiene unidos
covalentemente los péptidos DEVD a cada grupo amino de R110. De este
modo, se suprime la absorcion visible del colorante y su fluorescencia. Por
rompimiento enzimatico, el substrato bisamida no fluorescente es convertido a
la monoamida fluorescente y después al mas fluorescente R110, en un proceso
de dos pasos. Ambos productos de la hidrélisis exhiben propiedades
espectrales similares a los de fluoresceina, con picos de excitacién y emision a
longitudes de onda de 496 nm y 520 nm, respectivamente. Ademas, del
sustrato Z-DEVD-R110.

Para la realizacién del ensayo de actividad de caspasa-3 se considero
los compuestos con mejores resultados de actividad neuroprotectora y su
combinacion con CBD, siendo asi que se realizd la evaluacion de CBD,
metformina y bilobalida con su respectiva combinacion.

Formada la monocapa de la linea celular PC12 en las cajas Petri, se
retird el medio y se colocaron 1 mL de medio RPMI-1640 fresco en cada pocillo
y posteriormente se realizo el pretratamiento de las células depositando 1 mL
de los compuestos solos y em combinacion, asi como el control positivo de
neuroproteccion (Trolox 50 pM) y como control negativo se emplearon células
sin tratamiento. Ademas, como inductor de apoptosis se empled glutamato 25
mM; con posterior incubacion a 37°C, 5% de CO:2 que fue depositado 2 h
después de colocados los compuestos a evaluar, a continuacion, se incubé por

2ha37°C, 5% de CO..
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2.2.5.1 Ensayo de caspasa-3

Transcurrido el tiempo de exposicion de las células a los compuestos y
los controles, se retir6 el medio de las cajas Petri y se cosecharon las células,
posteriormente se lavaron con PBS. Se preparé una solucion de trabajo de
buffer de lisis celular 1X, agregando 50 L del buffer de lisis 20X (componente
C) a 950 pL de agua des ionizada. Se resuspendido cada muestra celular o
control en 50 pL del buffer de lisis celular 1X y se sometieron a ciclos de
congelamiento-descogelamiento por 30 minutos. Se prepardé una solucion de
buffer de reaccion 2X, agregando 400 pL de buffer de reaccion 5X (componente
D) y 10 puL de DTT 1M a 590 uL de agua des ionizada. El lisado celular fue
centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos.

Se realizd la cuantificacion de proteinas por metodologia de Bradford
para hacer los ajustes de concentracion de proteinas y establecer la actividad
debida a caspasa-3. De acuerdo con la concentracion total de proteina
obtenida; se ajusté a concentracién de 50 ug y se complementd con buffer de
lisis 1X para obtener un volumen final de 50 pL.

Una vez realizado el ajuste de concentracion proteica; se transfirieron 50
uL del sobrenadante de cada muestra a pocillos individuales de microplaca (por
triplicado), respetando el orden de exposicion a los compuestos. Se cubrié e
incubd por 10 minutos a temperatura ambiente. A la par de incubaciéon de las
muestras, se preparé una solucion de trabajo del substrato 2X, mezclando 10
uL de Z-DEVD-R110 5 mM con 990 pL de buffer de reaccion 2X. Transcurrido

el tiempo de incubacién, se depositaron 50 pL de la soluciéon de trabajo del

60



substrato 2X a cada muestra y control. La microplaca fue cubierta e incubada a
temperatura ambiente por 30 minutos.

Se prepard una curva de estandar R110, diluyendo la solucién stock de
R110 5 mM en buffer de reaccion 1X a concentraciones de 0 a 25 pM. Se
depositaron 0.1 mL de la solucién estandar en pocillos vacios antes de la
medicion de fluorescencia.

La fluorescencia fue medida a 496 nm/ 520 nm usando filtros de
excitacion y emisién. Los resultados se expresaron como promedios Yy
desviaciones estandar. Se realiz6 la prueba de ANOVA para establecer la
existencia de diferencias estadisticamente significativas entre los compuestos y

el grupo control.

2.3 Manejo de los residuos

Los residuos generados durante la fase de cultivo celular, como fueron
frascos de cultivo, cajas de 96 pocillos y cajas Petri, fueron esterilizados y

colocados en bolsas rojas para su posterior recoleccion.

Los contenedores empleados fueron:

A: Soluciones salinas pH 6.8, soluciones de sales inorganicas, acidos

inorganicos, organicos y bases inorganicas.

E: Muy tdéxico, cancerigeno organico.

Bolsa roja: Frascos de cultivo, microplacas de 6 y 96 pocillos, reservorios para

medios de cultivo, combitips, tubos Falcon de 50 y 15 mL, tubos eppendorf.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1Actividad neurotdxica

El CBD y los deméas farmacos evaluados no mostraron actividad
neurotdxica y los resultados de viabilidad celular oscilaron entre 77.3 y 109.9%
para furosemida y CBD, respectivamente. La furosemida presenté menor
viabilidad celular que el CBD (77.3 vs 109.9%). Las combinaciones de CBD con
los otros farmacos tampoco mostraron neurotoxicidad. ANOVA mostré una
diferencia estadisticamente significativa entre el control positivo de glutamato 25
mM (47 %) y los otros farmacos solos y combinados (p > 0.05). La furosemida
mostré una diferencia significativa con el CBD y la combinacion de CBD mas
furosemida (94.6 %). Los demas farmacos y sus combinaciones mostraron

resultados superiores al 80% (Figura 11).
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Figura 11. Actividad neurotdxica de CBD, solo y combinado con farmacos

El metabolito del CBD, el 7-OH-CBD, no mostré6 neurotoxicidad a la
concentracion evaluada, oscilando la viabilidad celular entre 77,3 — 116,4% para
furosemida y combinacién de 7-OH-CBD mas metformina, respectivamente. La
combinacion de este metabolito con los demas farmacos tampoco mostré
neurotoxicidad y los valores de viabilidad celular estuvieron por encima del 80%

y el control positivo de neurotoxicidad del glutamato 25 mM fue del 47%, (p

>0.05) (Figura 12).
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Figura 12. Actividad neurotdxica de 7-OH-CBD, solo y combinado con farmacos

El CBD en presentacion disuelto en acidos grasos de cadena media de
coco (RHOQIl), obtuvo valor de viabilidad celular de 83.2 £ 11.9%; siendo menor
gue las otras dos presentaciones de CBD y su metabolito. Sin embargo, existe
diferencia estadisticamente significativa entre RHOIl y el control positivo de

neurotoxidad de glutamato 25 mM siendo el valor obtenido de la combinacion

64



de RHOIl con furosemida el de menor porcentaje de viabilidad (82.6%) y

existiendo diferencia estadisticamente significativa respecto al control de

neurotoxicidad de glutamato (47.0%) (p >0.05) (Figura 13).
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Figura 13. Actividad neurotoxica de RHOIl, solo y combinado con farmacos
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3.2 Actividad neuroprotectora

El CBD solo aumenté la viabilidad celular en un 20 % (69.6 %) de las
células expuestas previamente a glutamato 25 mM, que mostré una viabilidad
celular del 47 %, sin embargo, fue menor que el control positivo, Trolox 50 uM
(109 %). ANOVA mostro diferencia significativa entre el control positivo Trolox
50 uM y otros farmacos solos y mezclados con CBD 5 uyM (p >0,05), excepto
con bilobalida 15.3 yM (97,6%) y la combinacién con CBD (112.5%). La
bilobalida mostré una diferencia significativa con el glutamato 25 mM vy la
combinacion con CBD fue mayor que el CBD solo (112.5 % frente a 69.6 %,

respectivamente).

Para compuesto solo y en combinacion con CBD a dos dosis, (siendo la
dosis menor la mitad de la dosis mayor. CBD: 2.5 y 5 yM; valproato: 216.7 y
433.4 uM; furosemida: 302.4 y 604.7 uM; bilobalida: 7.7 y 15.3 yM y metformina
7742 y 1548.4 uM) demuestra que no hay efecto sinérgico o aditivo
estadisticamente significativo (ANOVA), entre el CBD y las otras moléculas en

el modelo evaluado (Figura 14).

66



A) Neuroproteccion CBD-Valproato B) Neuroproteccion CBD-Furosemida

150- 150-
E 100 £ 100
& £
a o
8 8
2 50 2 50
[ [}
(3] (3]
0..
“ %
&‘b o\"’
< Ny
NS S @
NN N
o o
«‘O «‘O
Compuestos Compuestos
C) Neuroproteccion CBD-Bilobalida D) Neuroproteccion CBD-Metformina
150- 150-
3 3
< 100 < 100
£ £
o o
8 s
2 50 2> 50
[ [
o o
0
“ %
&q, o\"’
o o
IR R
oY oY &
o "
«‘0 «‘O
Compuestos Compuestos

Figura 14. Actividad neuroprotectora de CBD, solo y combinado con farmacos

Los valores de neuroproteccion de 7-OH-CBD (49.4 %) fueron como el
control negativo de glutamato 25 mM (47.0%) y no mostré efecto
neuroprotector. ANOVA mostré que otros farmacos solos y combinados fueron
significativamente diferentes con el control de neuroproteccion positivo de
Trolox 50 yM (p > 0,05). Solo bilobalida 15.3 yM mostré efecto neuroprotector

solo (97.6 %) y mezclado con 7-OH-CBD (105.9 %). Asi como la existencia de
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diferencias estadisticamente significativas con respecto al glutamato 25 mMy 7-

OH-CBD 5 uM, (Figura 15)
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Figura 15. Actividad neuroprotectora de 7-OH-CBD, solo y combinado con farmacos

B) Neuroproteccion 70HCBD-Furosemida
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La evaluacion del efecto neuroprotector de RHOIl a dosis alta y dosis

baja fue similar y al combinarse con las otras moléculas solo se observé mayor

efecto al combinarse con bilobalida 15.3 uM (Figura 16)
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3.3 Capacidad antioxidante

la evaluacion de la actividad antioxidante del CBD solo y en

las otras moléculas supuestamente neuroprotectoras, se
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realizd el ensayo de inhibicion de radical DPPH. Siendo el CBD 5 uM el que

tuvo mayor actividad antioxidante con un porcentaje de inhibicion de 9.37%. Los

Figura 16. Actividad neuroprotectora de RHOQIl, solo y combinado con farmacos

combinacién con



otros compuestos solos y en combinacion obtuvieron porcentajes en un rango
de 3.87% a 8.21%, (valproato y CBD con furosemida, respectivamente). Sin
embargo, el ANOVA realizado determin6 que habia diferencias
estadisticamente significativas con el control de la actividad antioxidante Trolox

50 uM el cual, tuvo resultados de 71.35% de inhibicién de radical DPPH (p

>0.05) (Figura 17).
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Figura 17. Capacidad antioxidante de CBD, solo y combinado con farmacos
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El metabolito activo 7-OH-CBD 5 yM obtuvo un porcentaje de inhibicion
de radical DPPH de 4.62 %, siendo menor que el resultado obtenido por el CBD
5 UM de 9.37%. Los resultados de los otros compuestos en combinacion fueron
menores en comparacion de los compuestos combinados con CBD, en un
rango de 4.44 % a 5.34 % (correspondientes a 7-OH-CBD con valproato y 7-
OH-CBD con metformina). Ademas, también el resultado de ANOVA determiné
que hubo diferencias estadisticamente significativas respecto al control de

actividad antioxidante Trolox 50 uM (Figura 18).
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Figura 18. Capacidad antioxidante de 7-OH-CBD, solo y combinado con farmacos
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La actividad antioxidante del CBD disuelto en acidos grasos de cadena
media de coco (RHOIl) fue menor en comparacion con los otros dos tipos de
CBD con porcentaje de inhibicion de 3.5% (CBD: 9.37%, 7-OH-CBD: 4.62) y al
combinarse con los otros farmacos la actividad antioxidante no incremento

significativamente respecto al grupo control de Trolox 50 uM (Figura 19).
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Figura 19. Capacidad antioxidante de RHOQIl, solo y combinado con farmacos
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3.4 Actividad inhibidora de especies reactivas de oxigeno (ROS)

La inhibicibn de especies reactivas de oxigeno (ROS) se evalué
mediante el ensayo con DCFDA. Se inici6 con 2 horas de pretratamiento con
los compuestos y las combinaciones, asi mismo, se emple6 H202 0.1 mM como
inductor de ROS y control de 100% de produccion. CBD disminuyd la
produccion de ROS 38.2%. La capacidad de CBD se afecté al mezclarse con
las otras moléculas evaluadas. Valproato y furosemida no presentaron actividad
inhibidora de ROS, ya que, sus valores fueron superiores a 100%. Por otro lado,
bilobalida disminuyd 50% la produccién de ROS mientras que metformina
disminuyo 39.5%. El control positivo de inhibicion empleado fue Trolox 50 yM
logrando disminucién de 78%, mediante ANOVA se obtuvo diferencia
estadisticamente significativa respecto al control positivo y la combinacion de
CBD mas valproato y furosemida; mientras que para el caso de CBD vy
bilobalida o metformina, la diferencia estadistica fue entre el control positivo y

H202 0.1 mM (p >0.05) (Figura 20).
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Figura 20. Actividad inhibidora de produccién de ROS de CBD solo y en combinacién con
farmacos

La diminucién de ROS por parte de 7-OH-CBD fue de 46.5%, dicha
actividad disminuyd por la combinacion con las otras moléculas. Sin embargo,
con valproato y furosemida se afect6 la propiedad inhibitoria de 7-OH-CBD, ya
que, fueron valores similares o superiores al control de H202 0.1 mM. Para el
caso de bilobalida y metformina, la disminucion de ROS fueron los
mencionados previamente y no se vié mejorada al combinarse con 7-OH-CBD

ya que, se obtuvieron valores similares a los obtenidos por los compuestos
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individuales. La prueba de ANOVA establecié diferencias significativas entre el

control positivo de Trolox y H202, valproato, furosemida y sus combinaciones,

sin embargo, no se observo diferencia entre Trolox y 7-OH-CBD, bilobalida y

metformina, asi como con sus combinaciones (p >0.05) (Figura 21).
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Figura 21. Actividad inhibidora de produccion de ROS de 7-OH-CBD solo y en

combinacién con farmacos

La inhibicién de ROS por parte de RHOIl fue menor que la de las otras

formas de CBD pues no hubo diferencia estadisticamente significativa entre el

control de H202 0.1 mM y el RHOIil 5 yM. En comparacién con el control de
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H202, valproato y furosemida generaron mayor cantidad de ROS, bilobalida y

metformina disminuyeron la generacion de ROS en mayor proporcion que

RHOIl 5 uM. La diferencia estadisticamente significativa obtenida por ANOVA,

se observo entre el control de Trolox vs H202, valproato, furosemida, asi como

la combinacion de RHOIl con valproato (p >0.05) (Figura 22).
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Figura 22. Actividad inhibidora de produccién de ROS de RHOIl solo y en combinacion

con farmacos
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3.5 Actividad de caspasa-3

De acuerdo con los resultados obtenidos de neuroproteccion, se escogio
al CBD para la evaluacion de disminucion de la actividad de caspasa-3 solo y
en combinacion con bilobalia y metformina siendo estos los compuestos que
mejores resultados presentaron. Para dicha evaluacion se realiz6 la evaluacion
de la actividad de caspasa-3, los resultados obtenidos muestran que CBD y su
combinacion con bilobalida, disminuyen los valores de fluorescencia en
comparacion con el control de glutamato 25 mM. Mientras que, para
metformina, bilobalida y la combinacion de CBD con metformina, no se observa
disminucién de la actividad de caspasa-3 y es similar a glutamato 25 mM. El
ensayo de ANOVA, existe diferencia significativa entre el control de Trolox y
metformina, bilobalida, CBD con metformina y glutamato 25 mM (p >0.05)

(Figura 23).
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Figura 23. Evaluacion de la actividad de caspasa-3
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CAPITULO 4

DISCUSION DE RESULTADOS

4.1Actividad neurotdxica

Se han realizado evaluaciones sobre la actividad neurotoxica de CBD en
diferentes tipos celulares relacionados con enfermedades neurodegenerativas
como es el caso de su actividad citotoxica observada en células progenitoras de
oligodendrocitos (CPO), donde se menciona que la actividad citotdxica fue
observada a concentraciones de 2.5 y 5 yM; sin embargo, este efecto no se
observd a concentraciones de 0.1y 1 uM, (Mecha et al. 2012). Se ha reportado
actividad citotdxica en oligodendrocitos de nervio Optico por elevacion de calcio
intracelular a dosis de 100 nM a 10 uM (Mato, et al 2010). Por otro lado, en
cultivo primario de neuronas hipocampales determinaron el LC50 a 9.85 uM
(Kim et al. 2021). La actividad neurotoxica de CBD se ha reportado tener efecto
negativo en la disminucion de viabilidad celular de manera dosis dependiente a

concentraciones de 0.1 a 40 yM, siendo notable la disminucién de la viabilidad
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celular a concentraciones de 30 y 40 uM en células PC12 diferencias y no
diferenciadas observando disminucion de la cantidad de microtabulos y
microfilamentos (Tahir et al. 1992). Considerando que a concentracion de 5 uM
no hay disminucion de la viabilidad celular, dicha concentracion se emple6 para
realizar la evaluacion de actividad neurotoxica en la linea celular PC12,
existiendo concordancia con lo reportado previamente en donde la viabilidad
celular disminuia a partir de 10 pM. Se logra observar que los efectos
citotoxicos varian dependiendo del tipo celular en el que se expongan, es decir,
resulta ser citotdxico en células progenitoras de oligodendrocitos a
concentraciones de 2.5 y 5 uM, asi como en oligodendrocitos de nervio 6ptico a
dosis de 100 nM - 10 uM. Sin embargo, en lineas neuronales como PC12, solo
se observd disminucién de la viabilidad celular a dosis de 30 y 40 uM, (en un
rango de concentraciones de 0.1 a 40 yM) mientras que, en cultivo primario de
neuronas hipocampales, se determind LC50 a 9.85 pM. Los resultados
reportados previamente son equiparables a los obtenidos en el presente trabajo
en el que no se observd efecto neurotéxico por parte de CBD (5uM) sobre la
linea celular PC12. Asi mismo, dicha concentracion se empled para la posterior
evaluacion del efecto neuroprotector en un modelo diferente a la exposicién de
a H202, realizando en este trabajo la exposicion a glutamato 25 mM (Kim et al.
2021)

Actualmente, no se ha evaluado la actividad neurotoxica del metabolito
activo 7-OH-CBD en lineas celulares. Pero se le han atribuido actividades
biologicas similares a su precursor (Raphael, et al. 2010). La actividad

neurotoxica de valproato de sodio en la linea celular PC12 se evalué a
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concentraciones de 50 — 1500 uM en donde resultd que a concentraciones de
50 — 400 pM no habia cambio en la viabilidad celular. Sin embargo a
concentraciones superiores, disminuyo la viabilidad significativamente (Iranpak
et al. 2019). Estos resultados concuerdan con lo realizado en el presente
trabajo, pues se observa que no hay disminucidén estadisticamente significativa
de la viabilidad celular (88.8%) a concentracion de 433.4 uM. Sin embargo, se
ha reportado que a concentraciones de 1 y 5 mM existe muerte celular de 35 —
50% a través de ruta atipica de necroptosis dependiente de calpaina (Bollino,
Balan, and Aurelian 2015). Respecto a lo investigado de furosemida, se reporta
que la linea celular PC12 tiene un Sistema de cotransporte de Na/K/2Cl
sensible a bumetanida el cual puede ser inhibido por furosemida y se involucra
con la neurodiferenciacién neurotipica y el volumen celular (Leung et al. 1994).
Sin embargo, no se ha reportado actividad citotdéxica en dichas células, pero se
hace mencidon que un metabolito, piridinio presenta toxicidad en la linea celular
SH-SY5Y, desencadenando acumulacién de a-sinucleina, generacion de
especies reactivas de oxigeno y apoptosis (Laurencé et al. 2019). De igual
manera, se realizé su evaluacion en liberacion de citoquinas de células
mononucleares sanguineas periféricas y se establecié que hubo disminucién
significativa de niveles de TNF-a e IL-6 a concentracion de 0.5 x10 2 vy
disminuciéon de IL-8 a 102 M. Sin embargo, a concentraciones altas (102M)
existio citotoxicidad significativa (Yuengsrigul, et al. 1999). En linea neuronal no
se ha realizado evaluacion neurotoxica y los resultados obtenidos en el
presente trabajo se obtuvo viabilidad celular de 77.2%. Las evaluaciones

realizadas a bilobalida (0.26 ug/mL) en la linea celular PC12 han puesto de
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manifiesto su nula actividad neurotoxica ya que no afectan de manera negativa
los valores de viabilidad celular y genera crecimiento de neuritas asi como
proteccion contra péptidos AR (Usuki et al. 2020) y bloquear apoptosis por
exposicion a especies reactivas de oxigeno mediante la atenuacion de c-Myc,
p53, Bax y la activacion de caspasa-3 (Zhou y Zhu 2000). Estos resultados son
equiparables a los obtenidos para bilobalida (104.1%) en el presente trabajo en
donde no hubo disminucién de la viabilidad celular. Metformina en linea
neuronal SH-SY5Y ha reportado que a concentraciones de 0.6, 1.2 0 2 mM no
hay disminucién de la viabilidad celular y no tiene efecto en la produccién de
ROS, cuyos resultados son similares a lo reportado en el presente trabajo con
valores de viabilidad celular de 101% (Lamichhane et al. 2017). CBD es
metabolizado por el sistema CYP450 (CYP2C19 forma el metabolito 7-OH-CBD
y CYP3A4 forma 7-COOH-CBD), asi mismo existen otras isoformas son
capaces de metabolizar CBD como lo son CYP1Al, CYP1A2, CYP2C9,
CYP2D6 y CYP3AS5 de las cuales, CYP2C19 y CYP3A4 son inhibidas (Gilmartin
et al. 2021). En ensayos clinicos se ha reportado potencial hepatoxicidad al
administrar CBD vy valproato juntos determinado por el incremento de enzimas
aminotransferasas hepdticas (alanina aminotransferasa o aspartato
aminotransferasa) asi como alteraciones plaquetarias (Devinsky et al. 2016,
2017). Ademas, se ha reportado que el CBD no modifica el efecto terapéutico
de valproato en monoterapia sin presentar efecto sinérgico aparente (Cabral-
Pereira et al. 2021). No se ha evaluado la coadministracion de CBD vy
furosemida, sin embargo, existe evidencia del efecto neuroprotector similar que

presenta furosemida y CBD al administrarse en un modelo de consumo de
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etanol en ratas pues disminuyd0 muerte celular aproximadamente 60%
(Hamelink et al. 2005). Furosemida es principalmente metabolizada por
glucuronidacion a nivel renal y en menor medida en higado sin tener interaccion
directa con el sistema CYP450 (Huang et al. 2016). Bilobalida es un
constituyente de extracto de G.biloba y la evaluacion farmacocinética aun es
escaza, no se ha evaluado su administracién conjunta con CBD. Sin embargo,
se ha reportado que induce la actividad y expresion de CYP3Al y 1A2 e
incrementa actividad de CYP2E1 y expresion proteica de CYP2B1 y CYP2B2
de forma dosis-dependiente (Deng et al. 2008), por lo tanto es necesario
realizar futuras evaluaciones para determinar si existe interaccion entre CBD y
bilobalida, ya que ambas moléculas interaccionan con la isoforma CYP1A2. No
existen estudios sobre la administracion conjunta de CBD y metformina y la
mayoria de informacion reportada es de casos anecdoticos. Sin embargo, de
igual manera que CBD, metformina disminuye la expresion de CYP3A4, por lo
tanto es importante considerar los cambios en el metabolismo de CBD (Gong et

al. 2012).

4.2Actividad neuroprotectora

Por otro lado se han reportado diferentes mecanismos de
neuroproteccion del CBD en linea celular PC12, cuya respuesta ante
pretratamiento con CBD y posterior exposicion de AP resulta en incremento de

porcentaje de viabilidad celular, disminuciéon de la acumulacion de ROS,
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disminucién de peroxidacion lipidica dependiente de concentracion, disminucién
de caspasa-3 y de fragmentacion de DNA asi como atenuacién del incremento
de calcio intracelular (luvone et al. 2004), asi como la inhibicion de la oxido
nitrico sintasa inducible y la produccion de 6xido nitrico (Esposito et al. 2006),
los resultados son comparables a los obtenidos en cultivos de neuronas
hipocampales con dafio inducido por H202 (Kim et al. 2021). De igual manera,
en modelo de enfermedad de Parkinson, por toxicidad inducida con MPP+ en el
cual, CBD incremento el valor de viabilidad celular significativamente a
concentraciones de 1, 5 y 10 uM, asi mismo, disminuy6é la actividad de
caspasa-3, indujo diferenciacion neuronal y protegié contra inhibicion por MPP+
y favorecidé la expresidon de proteinas neuronales (sinaptofisina, GAP-43
y sinapsina |) (Santos et al. 2015). Los resultados obtenidos son equiparables a
los reportes expuestos previamente. CBD 5 uM incrementé viabilidad celular de
47% a 69.6% respecto glutamato 25 mM. La evaluacion del efecto
neuroprotector de valproato se ha realizado en la linea celular PC12 mediante
la induccion de dafio por exposicidn conjunta a maltolato de aluminio, cuyos
resultados fueron disminucion de la muerte celular y de apoptosis. Ademas,
disminucién significativa de ROS, actividad de catalasa y reduccién de potencial
de membrana mitocondrial (Iranpak et al. 2019). Cabe mencionar, la actividad
inhibidora de histona deacetilasa (HDAC) afecta directamente la regulacion
positiva de Bcl-2 (Naganska et al. 2015). Respecto a los resultaos obtenidos en
el presente trabajo, no se observo neuroproteccion por parte de valproato en la
linea celular PC12 expuesta a glutamato 25 mM. Asi mismo, se observo

incremento de la produccion de ROS y de caspasa-3. Un mecanismo diferente
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para atenuar los procesos neurodegenerativos es el enfoque en
neuroinflamacion, y desde esa perspectiva, furosemida inhibe la secrecion de
TNF-q, IL-6 y O0xido nitrico y disminuye la expresion de COX-2, iINOS, asi como
promover la actividad fagocitica y potencia la expresion IL-1R y arginasa. De tal
manera que disminuye el fenotipo de microglia proinflamatoria M1 y favorece el
fenotipo antiinflamatorio M2 en la linea celular microglial SIM-A9 (Z. Wang et
al. 2020). Asi mismo, la actividad neuroprotectora de furosemida tiene relacién
con la disminucion de edema cerebral en eventos isquémicos (Oria de Suarez y
Eblen Zajjur 2001). En el presente trabajo, furosemida no present6 actividad
neuroprotectora en la linea celular PC12 expuesta a glutamato. Asi mismo,
existio una sobre produccion de ROS e incremento de la actividad de caspasa-3
Bilobalida ha reportado tener efectos neuroprotectores en modelos animales de
edemas cerebrales al disminuir el contenido de agua y de la formacién del
edema en rebanadas de hipocampo de rata sometidas a privacion de oxigeno y
glucosa asi como en tejido de cerebro de raton con oclusién de arteria cerebral
media mediante proteccion de la energia mitocondrial y actividad Na-K-ATPasa,
asi como interferencia con el flujo de cloruros a través de canales operados por
ligando, mejora actividad de complejo mitocondrial | y disminucién de niveles de
glutamato extracelular (Mdzinarishvili et al. 2007; Schwarzkopf et al. 2013).
Ademas, ha mostrado actividad neuroprotectora al inhibir mediadores
proinflamatorios (6xido nitrico, TNF-a, IL-1b) y disminuir la activacion de JNK1/2
y p38 MAPK e incrementar la actividad de SOD (Jiang et al. 2014). Los
resultados obtenidos en el presente trabajo estan en concordancia con lo

expuesto en los reportes previos, de igual manera existio actividad
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neuroprotectora de bilobalida en la linea celular PC12 expuesta a glutamato 25
mM en las dos concentraciones evaluadas, existiendo mayor viabilidad a la
concentracion de 15.3 pM siendo el efecto dosis-dependiente. En modelo de
neurotoxicidad inducida por H202 100 uM en células PC12 y cultivo primario de
neuronas hipocampales, metformina incrementé Vviabilidad celular a
concentracion de 2 mM disminuyendo apoptosis y necrosis, disminuyo
produccion de intracelular ROS, impidié disminucion de potencial de membrana
mitocondrial, se observo que la proteccion fue por la activaciéon de AMPK, (Zhao
et al. 2019). Ademas, la actividad protectora de metformina se ve relacionada
con actividad elevada de PI3K/Akt/mTOR/S6K, asi como niveles restaurados de
GSH y catalasa, (Khallaghi et al. 2016). Los resultados de actividad
neuroprotectora de metformina no fueron significativos a las concentraciones

evaluadas, sin embargo; fueron similares a las obtenidas por CBD 5 uM.

4.3 Capacidad antioxidante

CBBD tiene actividad antioxidante debido al hecho de que su radical libre
cationico tiene varias estructuras de resonancia en las cuales los electrones
desapareados son principalmente distribuidos en el grupo éter y en los grupos
alquilo, asi como en el anillo bencénico, (Borges et al. 2013). La actividad
antioxidante de CBD fue significativamente menor respecto al control de Trolox,

asi como los otros compuestos solos y en combinacion, siendo el CBD solo el
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gue obtuvo mayor capacidad antioxidante (9.37 vs 71.35 %). La metodologia
reportada para la evaluaciéon de la actividad antioxidante es diferente a la
empleada en el presente trabajo por la estructura y complejidad del ensayo y no
fue posible obtener el ICso de cada compuesto para compararlo con lo
reportado en la bibliografia. Sin embargo, existe informacion referente a la baja
interaccion de CBD y el radical DPPH ya que, la transferencia de electrones
requiere una orientacion mutua apropiada de la molécula antioxidante y el
radical pues el acceso al centro activo del radical DPPH es mas complicado en
comparacion con otro radical libre como ABTS (Dawidowicz, Olszowy-Tomczyk,
y Typek 2021). El poder antioxidante de CBD se ha evaluado y se ha
establecido un ECso de 89.2 uM, el cual resulta ser mayor de la concentracion
evaluada en este trabajo (5 uM) sin embargo, se observa dicha actividad
antioxidante (Hayakawa et al. 2007).

Respecto a la actividad antioxidante de valproato, se ha reportado
inhibicion de radical DPPH (%) de 37% a 50 ug/mL, en este mismo trabajo, el
ensayo realizado se evaluaron concentraciones de 5 a 200 ug/mL y en
combinacion de valproato con resveratrol o silimarina, su actividad antioxidante
incrementd a 88 y 81%, respetivamente, es importante mencionar que ambas
moléculas (resveratrol y silimarina), han demostrado tener capacidad
antioxidante por si mismas y el valproato no incrementd el porcentaje de
inhibicion, (Palol, Saravana, y Subramanyam 2021). En el presente trabajo, el
valor de inhibicion de valproato fue de 3.87% a 62.5 ug/mL (433.4 uM) y dicha
actividad no incrementé significativamente al combinarse con otras moléculas,

como CBD o 7-OH-CBD.
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La actividad antioxidante de furosemida se ha evaluado en diferentes
tiempos de exposicion a DPPH (5, 10, 20, 30 y 60 min) se obtuvieron valores de
capacidad antioxidante total (AAEAC) de 0.94, 0.00, 0.44, 0.88 y 1.00 uM AA a
concentracion de 4 x10“% M observando de esta manera que no presenta
actividad antioxidante relevante al someterse a DPPH y al combinarse con otro
farmaco, como losartan, su actividad increment6 a 4.98 y 4.89 uM AA a 30 y 60
min, respectivamente. Sin embargo dicho incremento no fue estadisticamente
significativo (Rogéz et al. 2022) .

La actividad antioxidante de bilobalida no se ha reportado de manera
aislada, sino como parte de diferentes tipos de extractos de hojas de G. biloba
que van desde ICso de 0.103 mg/mL a 746 pg/mL (Petrov et al. 2022; X. Wang
et al. 2020) y del extracto estandarizado EGb761 con ICso de 47.82+1.05 pg/mL
(Zhang et al. 2022). En el presente trabajo, se obtuvo un valor de captacion de
radical DPPH de 6.22% a concentracion de 5 pg/mL, cabe destacar que de los
extractos evaluados en la literatura, la actividad antioxidante se le atribuye
principalmente a flavonoides como quercetina y kaempferol (Sadowska-Krepa
et al. 2017) y que en el caso de los terpenos, se ha reportado que su efecto
terapéutico debido a su proteccion de dafio por estrés oxidativo y a su actividad
antioxidante directa (Liu et al. 2019).

La actividad captadora de radical DPPH de metformina se ha reportado
ser dosis dependiente en un rango de 25 a 200 pg/mL el ICso fue de 56.90 +
0.83 pg/mL. (Nasrin 2014) mientras que en el presente trabajo la inhibicion de
DPPH fue de 5.14% a 200 uyg/mL. Por otro lado, se ha reportado disminucion de

radical DPPH de 31% a concentracion de 20 mM, haciendo mencion que la
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actividad captadora de radicales por parte de metformina es débil, similar a lo

observado en este ensayo (Clark et al. 2015).

4.4 Actividad inhibidora de produccion de especies reactivas de

oxigeno

CBD disminuye condiciones oxidativas por prevencién de formacion de
radicales superéxido, principalmente generados por xantina oxidasa y NADPH
oxidasa, asi mismo disminuye niveles de Oxido nitrico, ROS por quelacion de
metales de transicion, (Atalay, Jarocka-karpowicz, y Skrzydlewskas 2020). En el
ensayo realizado se obtuvo disminucion de 38.2% por parte del CBD 5 uM
respecto al control de H202 0.1 mM, en lo reportado en la literatura para el CBD
en linea celular SH-SY5Y el ICso es de 42.7 ug/mL, es decir, se requiere
concentracion mas alta de CBD para disminuir al 50% la concentracion de ROS
que la empleada en el presente trabajo (Raja et al. 2020).

Valproato (50, 100, 200 y 400 pM) ha demostrado tener efectos
benéficos en disminucién de ROS inducido por aluminio (Almal 1000 uM) pues
disminuy6 significativamente la generacion de ROS respecto a células sin
tratamiento. Sin embargo no existié diferencia significativa entre las diferentes
concentraciones empleadas (Iranpak et al. 2019). Por otro lado, valproato (325
MM) ha disminuido significativamente la produccion de ROS en linea celular de

astrocitoma 1321N1 por dafio inducido por H202 120 yM (Rodrigues y Chichger
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2019). A diferencia de lo reportado, en el presente trabajo no se observo
disminucion de ROS generadas por H202 0.1 mM, sino, se obtuvo 10.5% mas
que lo obtenido por H202 y dicho valor no se mejor6 al combinarse con CBD.

Furosemida increment6 43% la produccion de ROS respecto al control de
H202 0.1 mM, en estudios previos se ha mencionado que induce estrés
oxidativo compartimentado en mitocondrias hepaticas (N. Agbedanu et al.
2022). Lo cual estableceria un comportamiento similar en la linea celular PC12
y Cuyo mecanismo neuroprotector seria diferente.

Bilobalida (100 pM) inhibe muerte celular y produccién de ROS por
privacion de glucosa y oxigeno en cultivo primario de astrocitos mediante
regulacion positiva de manganeso superoxido dismutasa (Xiang et al. 2019).
Ademas, ante la generacion de ROS por xantina/ xantina oxidasa (100 uM /150
muU/mL) bilobalida (25 -100 uM) disminuyd apoptosis, expresion de Bax y
activacion de caspasa-3 en linea celular PC12 (Zhou y Zhu 2000). Dicho efecto
comparable con los resultados obtenidos en el presente trabajo, donde
bilobalida disminuy6 la fluorescencia 50% respecto al control de H202 0.1 mM.
Sin embargo, la combinacién con CBD no potencio este efecto.

La actividad inhibitoria de generacion de ROS de metformina (2 mM) se
ha evaluado en presencia de H202 100 yuM mediante el empleo del kit CellROXs
Deep Red en la linea celular PC12 en la que existio disminucion significativa de
la produccion intracelular de ROS por activacion de AMPK (Zhao et al. 2019).
En el presente trabajo, metformina disminuyé 39.5% la produccion de ROS

respecto el control de H202, dicho valor es semejante al obtenido por CBD, sin
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embargo, no se observa mejoria en la actividad inhibitoria de ROS al

combinarlos.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

El CBD, 7-OH-CBD, RHOIl, valproato, furosemida, bilobalida y

metformina no presentan efecto neurotoxico.

El CBD, 7-OH-CBD y RHOIl presentan actividad neuroprotectora
en células PC12 expuestas a glutamato 25 mM.

La actividad neuroprotectora de CBD y 7-OH-CBD y RHOIl no

mejora al combinarse con furosemida, valproato y metformina.

Bilobalida mostré actividad neuroprotectora. Sin embargo, no

incrementa cuando se combina con CBD.

CBD, bilobalida y metformina disminuyen la produccion de ROS,
pero solo el CBD disminuye la actividad de la caspasa-3.

Ninguna combinacion mostr6 efectos sinérgicos.
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PERSPECTIVAS

e Realizar ensayos de Western-blot o qPCR para evaluar niveles de
expresion de sistemas antioxidantes (SOD, catalasa y GSH)

e Realizar los ensayos de las combinaciones en modelos in vivo.
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