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2. Resumen

El sistema endocannabinoide (SE) se ha visto Ultimamente como un objetivo de
estudio para las enfermedades cronico neurodegenerativas por los diversos
componentes que lo conforman y su amplia localizacion, siendo de importancia 3
puntos de partida:

1. Los elementos del SE son de amplia distribucién y expresion en regiones
cerebrales como lo son los ganglios basales, mismos que se ven afectados por
trastornos neurodegenerativos.

2. En el SE, el principal papel es de los endocannabinoides, que juegan un rol de
suma importancia en la modulacion de los diferentes neurotransmisores
(glutamato, GABA, dopamina) y que actian en la via nigro estriatal en
condiciones normales y patolégicas.

3. La activacién o inhibicion del SE tiene consecuencias en respuestas motoras
gque se pueden mejorar 0 mantener estables en condiciones de mal
funcionamiento motor y neurodegeneracion. (Fernandez-Ruiz, 2009).

Bajo estos conceptos, la administracibn de inhibidores de las enzimas
degradadoras de endocannabinoides (MAGL y FAAH) pueden activar el SE a nivel
de SNC, generando una proteccion en las areas afectadas por 6-OHDA y su via
de accidén, disminuyendo el estrés oxidativo intracelular (Morgese et al., 2007).

Los diferentes trabajos como los de Martinez et al., en el 2014, Pelicao et al.,
2016, Mounsey et al., 2015, nos permiten afirmar que el SE es una via de
modulacién de la conducta (Movimientos anormales involuntarios (AIM’S) vy
discinesias), proteccion contra radicales libres (peroxido de hidrogeno), y
proteccion a nivel nigral de las neuronas dopaminérgicas, las cuales se ven
afectadas por la 6-OHDA.

En este trabajo mostramos que la administracion crénica de URB597 (inhibidor de
FAAH) por 7 dias, activa él SE, y con el la prevencion del dafio de la via
nigroestriatal, especificamente de las neuronas GABAérgicas y dopaminérgicas de
la via nigroestriatal, una mejora conductual y la modulacién de sistemas finos
como el estrés oxidativo.



3. INTRODUCCION
3.1 Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es un desorden crénico degenerativo que
exhibe sintomas motores y no motores. La EP afecta a una gran diversidad de
regiones celulares en el sistema nervioso central, entre los que sobresalen el
ndcleo motor dorsal del vago, el nucleo del rafe, el locus coeruleus, el ndcleo
pedunculo pontino, el ndcleo retrorrubral, el ndcleo parabranquial, el area ventral
tegmental (VTA) y la substancia nigrapars compacta (SNpc). La EP es idiopética,
un signo indiscutible de que es multicausal, presenta la degeneracién gradual de
las neuronas dopaminérgicas de la via nigroestriatal, la presencia de cuerpos de
Lewy y dafio generalizado de los circuitos neuronales que controlan el movimiento
(Hernandez et al, 2006).

La EP es un trastorno progresivo originado por la muerte neuronal en la sustancia
nigra (SN), declive de la neurotransmision dopaminérgica, y la existencia de a-
sinucleina (inclusiones proteicas, cuerpos de Lewy) (Chavéz et al, 2013). Los
sintomas primordiales del Parkinson podrian ser bradicinesia asimétrica, rigidez,
temblor en reposo y postura inestable. Algunos otros sintomas no motores
producen diferentes discapacidades que también han sido sefialadas incluyendo la
fatiga, dolor, demencia por cuerpos de Lewy, psicosis, depresion y apatia
(Chavéz et al, 2013). Ya que es inexistente una cura para la enfermedad, el
farmaco mas empleado por ser un recurso accesible econémicamente para el
tratamiento de la EP sigue siendo la Levodopa, precursor del neurotransmisor
dopamina. Sin embargo, se tiene un registro de que 40% de los pacientes
desarrolla fluctuaciones motoras y no motoras después de la administraciéon del
tratamiento durante 4 o 6 afios, por lo que es necesario investigar sus posibles
efectos secundarios. Por ello, el tratamiento con agentes dopaminérgicos de
accion prolongada o el estimulo farmacéutico continuo en el cuerpo estriado se ha
asociado a algunas dificultades motoras que presentan los pacientes con el
tratamiento de L-Dopa o combinaciones de farmacos. (Chavéz et al., 2013)

Como se ha mecionado, la causa exacta de la EP es aun desconocida. Las
diversas mutaciones de proteinas ricas en leucina, como la repeticién de quinasa
2 (LRRK2), parkina (PARK2), de transporte de tipo ATPasa 13a2 (ATP13A2),
fosfatasa y tensina homologa (PTEN), quinasa (PINK1), y la EP hereditaria
(autondémica recesiva presenta 7 proteinas (DJ-1) que se han documentado en
caso familiares de la EP. Extraordinariamente, LRRK2, PINK1 y DJ-1 se
encuentran presentes en las membranas mitocondriales, por lo cual han sido
asociadas a la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) por la
conservacion del potencial de membrana mitocondrial, el cual se ve alterado,
volviéndose positivo, y produciendo asi una alteracion en el flujo de electrones de
la cadena respiratoria aumentando la produccion de ROS cuando se presentan
dichas mutaciones.(Chavéz et al, 2013).



El inicio y el avance de la EP es multifactorial, dependiente de diferentes eventos
celulares, entre los que se comprenden las fallas de la degradacion de proteinas,
estrés oxidativo, disfuncién mitocondrial, acumulaciéon de a-sinucleina, y células
gliales que a través de la liberacion de factores de inflamacién conducen a la
neurona a apoptosis (Chavéz et al, 2013).

3.2 Modelos neurotéxicos de la enfermedad de Parkinson

Se han reportado que diversas enfermedades neurodegenerativas se caracterizan
por la gradual atrofia 0 muerte selectiva de poblaciones neuronales especificas, lo
cual promueve el declive funcional de circuitos neuronales especificos y por
consecuencia la existencia de distintos déficits neuroldgicos, manifestandose a
través de diversos sintomas (Alarcon et al, 2010).

Por ello se realiza la continua busqueda a nivel experimental y clinico de
farmacos en la aplicacion y uso de modelos in vivo (animales: ratas, ratones,
primates no humanos, anélidos, etc.) y modelos in vitro (lineas celulares) que
asemejan las caracteristicas patologicas que presenta la EP para comprender su
origen y causas. Algunos de los modelos in vivo son los siguientes: 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridinio (MPTP), paraquat, rotenona y 6-hidroxidopamina (6-
OHDA).
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FIG.1. Estructuras quimicas de los agentes neurotéxicos. Tomado y
modificado de Alarcon et al, 2010.

3.2.1 MPTP

Este agente toxico se descubrié cuando una gran cantidad de jovenes adictos a la
heroina comenzaron a presentar sintomas de Parkinson al consumir
accidentalmente 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinio (MPTP), lo cual fue
llamado sindrome parkinsoniano. El cuadro de sintomas parkinsénico que
presentan las personas, es caracterizado por; temblor, acinesia, rigidez, postura
en flexion, alteracion de reflejos posturales, y esto puede ser revertido con la
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administracion de L-DOPA o agonistas dopaminérgicos. La conclusion de los
estudios realizados, fue demostrado que el responsable de dichos sintomas era el
MPP+, un metabolito directo por la degradacion del MPTP (Chio, 2009; Alarcon et
al, 2010). En este momento tenemos el conocimiento que este compuesto
traspasa la barrera hematoencefélica, siendo degradado (oxidado) en las células
de la glia, en especifico de los astrocitos. La enzima responsable de este proceso
es la monoamino-oxidasa B (MAO-B), produciendo una oxidacion al MPTP en 1-
metil-4-fenil-2,3-dihidropiridinio (MPDP+), el cual también puede ser transformado
en MPP+ por oxidacion espontdnea. EI MPP+ es liberado de los atrocitos e
incorporado por las neuronas dopaminérgicas a través del transportador de
dopamina de forma selectiva, ejerciendo alli su acciébn neurotoxica, la cual
consiste en la inhibicion del complejo | mitocondrial (Przedborski et al, 2003.,
Alarcon et al, 2010).

La via principal de accidn de este agente neurotoxico es iniciada por la produccion
intracelular de radicales superdxido, entre otros, altamente tdxicos que son
producidos por la oxidacion intracelular del MPP+. (Alarcon et al, 2010). Esta
oxidacion de MPP+ produce la auto oxidacion de DA, aumentado a su vez los
niveles de ROS. (Zhang et al, 2010; Alarcén et al, 2010).

Otra hipotesis se ha centrado en la actividad inhibitoria mitocondrial que genera el
agente oxidado MPP+. In vivo, se requiere de una concentracion mayor a 10mM
para producir una inhibicion de la cadena transportadora de electrones, lo que
comprueba que este metabolito (MPP+) es transportado del citoplasma al interior
mitocondrial en contra de gradiente. Los efectos generados sobre la mitocondria
se saben son: en altas concentraciones se bloquea la oxidacion de NADH, lo que
permite entender la correlacion directa entre la acumulacion de MPP+ y la
disminucion de ATP. Sin embargo, la inhibicibn del transporte de electrones
mitocondrial induce una disminucién en la produccion de ATP, generando una
desorganizacion de los microfilamentos del citoesqueleto celular, provocando una
modificacion del potencial membranal y disminucion de GSH, principal defensa
celular frente al estrés oxidativo, conduciendo por ultimo a apoptosis. (Nicklas et
al, 1992; Alarcén, 2010).
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FIG.2. Via de dafio producida por los diferentes agentes neurotoxico. El
MPTP es tomado por el astrocito donde es degradado por la enzima MAO B, y es
metabolizado en (MPP+), el cual es liberado en el espacio presinaptico y es
introducido en las neuronas dopaminérgicas por el transportador de dopamina
(DA); alli actta inhibiendo el complejo mitocondrial I. La ROT y el PQ, permean la
membrana de las neuronas dirigiéndose a la mitocondria. Estos agentes toxicos
actuan inhibiendo el complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial, generando
un aumento de los ROS, disminuyendo el potencial redox y bajando la sintesis de
ATP. Todo esto induce la muerte de las neuronas dopaminérgicas(Tomado y
modificado de Alarcén et al, 2010).



3.2.2 6-hidroxidopamina

La 6-OHDA es una neurotoxina de las mas empleadas para la denervacion del
modelo nigral. La 6-OHDA es un analogo hidroxilado del neurotransmisor
dopamina. Originalmente fue descrito en 1959. En modelos de la EP, la 6-OHDA
es administrada directamente en el cuerpo estriado y SNpc, induciendo la muerte
de las neuronas nigrales dopaminérgicas Yy reduciendo la transmision
dopaminérgica al cuerpo estriado, reproduciendo asi la fisiopatologia responsable
de los impedimentos motores de la EP (Blum et al, 2001).

Por otra parte la melanina puede aumentar los niveles de hierro libre al
desplazarlo de la enzima ferritina, amplificando asi la reaccidon quimica entre el
hierro y la dopamina. En presencia de iones nitrito, la dopamina puede ser oxidada
por una variedad de sistemas de peroxido dependiente de hidrégeno para dar
pequefias cantidades de 6-OHDA. La relevancia de 6-OHDA para imitar modelos
de PD se ve reforzada por el hecho de que la generacién de ROS y defectos
mitocondriales son inducidos por esta neurotoxina (Blum et al, 2001).

La generaciéon intracelular y/o extracelular de ROS se debe a dos posibles
mecanismos: una desaminacion por MAO B, o una auto-oxidacién probablemente
iniciada por el hierro por la reaccién de Fenton. Algunas lineas de investigacion
sugieren que la produccién de perdxido de hidrogeno y radicales hidroxilo es por
auto-oxidacion de 6-OHDA.(Blum et al, 2001). Sin embargo, se ha visto que la 6-
OHDA induce un colapso en el potencial de membrana mitocondrial relacionado
con ROS (Lotario et al., 1999; Blum et al 2001) y que es un fuerte desacoplante de
la fosforilacion oxidativa, como el dinitrofenol (Wagner y Trendelenburg, 1971;
Blum et al, 2001). Estas alteraciones podrian conducir a cambios no sélo de
potencial de membrana, sino también a un defecto en la formacion de vesiculas de
dopamina, lo que puede aumentar los niveles citoplasméaticos de dopamina, y
ambos acontecimientos conducen a la muerte celular (Blum et al, 2001).



HzOz MAO HOﬁ\/ NH;
4/ HO OH

Estrés oxidativo

Dafio DNA w C
Peroxidacién lipidica
Dot cian it aasqualet l

Fosforilacién o;id;tiva
Cal S branal
| «

FIG.3.Vias de dafio que conlleva la administracién de 6-OHDA. La 6-OHDA
produce 3 mecanismo de dafio: (A) la auto-oxidacion intra o extracelular
generando ROS, (B) produccion de peréxido de hidrogeno por degradacién por la
enzima MAO, (C) y la inhibicion del complejo mitocondrial I; esto es amplificado
por una disminucion en la formacion de ATP que conlleva a muerte celular.

3.3 Sistema endocannabionoide

Como ya se ha reportado, el A9-tetrahidrocannabinol (THC) es el cannabinoide
con mayor actividad farmacolégica de la planta de Cannabis, en diferentes formas,
como es su caso en forma de hierba (marihuana o cannabis en bruto), asi como
también en el hashish (resina de cannabis). La mayoria de los efectos producidos
por el THC son mediados por sus acciones como agonista de los receptores
cannabinoides (Grotenhermen, 2006; Sastre, 2009).

Tanto los ligandos como los receptores son sintetizados por el propio cuerpo,
formando el sistema endocannabinoide, el cual cumple una funcibn moduladora en
la regulacibn motora, ciclos circadianos entre otros siendo reportado en
mamiferos, aves, anfibios, peces, erizos de mar, moluscos, sanguijuelas, etc. Por
ello la accion tanto del THC y otros cannabinoides y sus receptores ha sido
investigado y reportada, sin embargo, su aplicacion y modo de accion de los
endocannabinoides  con importancia  terapéutica han  sido  pocos
reportados(Grotenhermen, 2006).

El sistema endocannabinoide incluye una familia de moléculas de sefializacion
proveniente de lipidos (endocannabinoides), su biosintesis y enzimas
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degradadoras, ademas de los receptores cannabinoides asociados. Como se ha
reportado en la literatura, los endocannabinoides pueden activar multiples
receptores, comprendiendo no solo CB;y CB,, sino también receptores nucleares
(Giuffrida et al, 2010).

3.4 Receptores cannabionides
3.4.1 CB;

En el SNC hay dos subtipos de proteinas G acopladas a receptores
endocannabinoides, CB; y CBy; los receptores CB; son mayormente expresados
en los ganglios basales, cerebelo, hipocampo y corteza (Glass et al, 1997), y su
activacion ha sido asociada a los efectos psicotropicos de los cannabionoides.
(Ashton et al, 2006; Van Sickle et al, 2005). Estas areas del cerebro estan
relacionadas con la actividad motora, capacidad cognitiva, memoria Yy
coordinacion, respectivamente, de modo que algunos de los efectos
farmacolégicos ejercidos por cannabinoides estan vinculados a la distribucion del
receptor CB1. En humanos, esta distribucién se mantiene, aunque se encuentra
una expresion mayor del receptor en la corteza limbica que en regiones motoras y
sensoriales, lo que sugiere que CBl1 desempefia un papel importante en el
procesamiento de la informacion motivacional cognitiva (Glass et al, 1997).

Se encuentran expresados mayoritariamente en los botones presinaptico, en
axones y terminales nerviosos, donde modulan la inhibicion de la liberacion de
neurotransmisores, aunque también puede estar presente en las dendritas y soma
de neuronas (Howlett, 2002).

3.4.2 CB;

Los receptores CB; estan localizados primordialmente en células involucradas en
respuestas inmunes e inflamatorias (Munro et al, 1993). Estos estan expresados
en el cerebelo y tallo cerebral (Ashton et al, 2006), y modulan la funcién
mitocondrial en células in vitro (Walter y Stela, 2004) e in vivo (Ramirez et al,
2005).



Il Expresion alta del receptor CB,

Ganglios
basales

FIG.4. Expresion del receptor CB; en el SNC. El receptor CB; es expresado de
una manera abundante en la zona de los ganglios basales (controla
comportamiento motor) (Tomado y modificado de Guzman et al., 1998).

3.4.3 TRPV

Los canales receptores transitorios de potencial (TRP) son canales iénicos que
generan un flujo de entrada al ser activados(Patapoutian et al, 2009). Evidencia
experimental indica que los cannabionoides y endocannabinoides interactian
directamente al menos con cinco tipos distintos de canales TRP, entre los que se
encuentran los receptores vaniloides TRPV1(Caterina et al, 1997), los cuales son
los receptores cannabionoides inotropicos mejor caracterizados. Son activados por
el vaniloide caspaicina, actuando como agonista del receptor, y su activaciéon
permite la entrada de Ca**y Na* (Akopian et al, 2008).

Los receptores TRPV1 estan altamente expresados en nervios sensoriales, donde
participan en el proceso de inflamacion y dolor (Starowicz et al, 2007). Dentro del
cerebro, estan presentes en el cuerpo estriado, el globo palido y la sustancia nigra
(Moran et al, 2004).

3.4.4 PPAR

Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR) se unen a
secuencias especificas de DNA (Giuffrida et al, 2010), a elementos de respuesta
especificos, induciendo la transcripcion de genes diana involucrados en la
regulacion del metabolismo lipidico, diferenciaciéon celular e inflamaciéon como es el
caso de la union y activacion de la zona ARE (respuesta anfiinflamatoria) (Sastre,
2009; Ferre, 2004; Moraes et al, 2006; Stienstra et al, 2007). Existen tres
isoformas: a, B/, y. Todos estos subtipos se encuentran expresados en ceélulas
neuronales y gliales del sistema nervioso periférico y central (Moreno et al, 2004;
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Cimini et al, 2005). Diversas evidencias nos sugieren en los ultimos afios que los
endocannabinoides, diferentes vias directas o indirectas de activaciéon, mediando
diversas respuestas fisiolégicas como lo son alimentacion (saciedad), control de
peso, lipdlisis, analgesia y efecto anti-inflamatoria, siendo estos ultimos de vital
importancia para la proteccion neuronal (Sastre, 2009; Sun y Benett, 2007).

3.4.5 GPR55 (receptor huérfano acoplado a proteina G)

Este receptor huerfano o candidato a receptor cannabinoide fue caracterizado
recientemente, clonado y determinada su secuencia en modelos murinos (rata,
raton) y humano. GPR55 se encuentra expresado en cerebro, con un patron de
expresion diferente en rata y humano, como también en tejido periférico, se
considera que tiene un funcién similar (inhibicion de la neurotransmision) a la de
CB; (Sawzdargo, 1999; Ryberg et al, 2007).

3.5 Ligandos cannabinoides
3.5.1 Endocanabionoides

Tras la identificacion de los receptores cannabinoides se descubrieron los ligandos
enddgenos para los mismos, conocidos como endocannabinoides. En el cerebro
actian como neuromoduladores, y en comparacion de los neurotransmisores
clasicos, no son transportados en vesiculas (Schmid et al, 2000; Sastre, 2009).
Todos los endocannabinoides son derivados de acidos grasos poli-insaturados, lo
que los diferencia en estructura quimica de los fitocannabinoides de la planta de
Cannabis. Entre los endocannabinoides identificados hasta ahora se encuentran la
anandamida (N-araquidonil-etanolamida, AEA), el 2-araquidonil-glicerol (2-AG), el
éter del 2-araquidonil-glicerol (éter de noladin), el O-araquidoniletanolamina
(virodhamina), y la N-araquidonil-dopamina (NADA)(Grotenhermen, 2006 y Sastre,
2009).

3.5.2 N-araquidonil-etanolamida (AEA)

Conocida también como anandamida, fue aislado por primera vez de cerebro
porcino y se identific6 como endocannabinoide en 1992 por Devane y cols. AEA
actua como ligando de los receptores CB1, CB2, TRPV1 (Zygmunt y cols., 1999) y
PPARYy (Bouaboula et al, 2005; Sastre, 2009). Tiene una afinidad por CB1 similar
a A9-THC (Pertwee, 2004; Sastre, 2009), comportandose como agonista parcial o
completo del receptor CB1. Como agonista parcial de CB2 teniendo muy baja
eficiencia, actuando en ocasiones como antagonista (Gonsiorek et al, 2000;
Sastre, 2009).

Su produccion no solo esta restringida a neuronas, puede ser sintetizada también

en astrocitos y microglia. (Felder et al, 1996; Schmid et al, 1997; Walter et al,
2003; Sastre, 2009).
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La sintesis de AEA es a partir de fosfolipidos de membrana, donde se produce la
transferencia enziméatica de &acido araquidonico de la posicion sn-1 de
fosfatidilcolina (PC) al grupo amino de fosfatidiletanolamina (PE), formando N-
araquidonil-fosfatidiletanolamina (NAPE). Esta reaccion es catalizada por una
trans-acilasa dependiente de Ca2+ que no ha sido clonada hasta este momento.
El precursor NAPE es entonces hidrolizado a AEA por una fosfolipasa D (PLD).
Esta fosfolipasa es selectiva para NAPEs (NAPE-PLD) y se ha clonado
recientemente. (Sastre, 2009).

3.5.3 2-araquidonil-glicerol (2 AG)

Este endocannabinoide fue aislado por primera ocasiéon en 1995 en intestino
canino (Mechoulam et al, 1995; Sastre, 2009) y cerebro de rata (Sugiura et al,
1995; Sastre 2009). El 2-AG actua como agonista de CB1 y CB2.

El nivel basal de 2-AG en el SNC es mucho mayor que el de AEA, aunque
sabemos que soOlo una pequefia fraccibn estd involucrada en la sefalizacién
cannabinoide, ya que 2-AG también interviene en el metabolismo lipidico (Sugiura
et al, 2006; Sastre, 2009).

El 2-AG se sintetiza a partir de la hidrdlisis de diacilglicerol (DAG) por una DAG
lipasa selectiva para la posicion sn-1. Por su parte, DAG puede generarse a partir
de la hidrolisis de fosfoinositidos (PI) -catalizada por una fosfolipasa C selectiva
para Pl (PI-PLC)-, o bien de acido fosfatidico (PA) -catalizada por una PA
fosfohidrolasa- (Sugiura et al, 2006; Sastre, 2009).
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Fig.5. Sintesis y degradacion de AEA y 2-AG en el boton sinaptico. La
anandamida (AEA) comienza su sintesis por la enzima N-aciltransferasa (NAT),
catalizando la reaccion entre el fosfatidil-etanolamina con el acido araquidénico
para producir N-acilfosfatidil-etanolamina (NAPE), que posteriormente es
catalizada por una fosfolipasa D (PLD) en AEA, siendo degradada por la enzima
acido graso amida hidrolasa (FAAH). Estas reacciones parecen ocurrir en la
terminal postsinaptica; sin embargo, para el 2-araquidonoilglicerol (2-AG), su
biosintesis comienza con el fosfolipido glicerol por la fosfolipasas C (PLC),
siguiendo con el producto sn-1-acil-2-araquindonil gelirol, siendo transformado por
diacilglicerol lipasa (DAGL), y dando por resultado el 2-AG. La enzima encargada
de degradar a 2-AG es la monoacilglicerol lipasa (MAGL) (Tomado y modificado
de Di lorio et al, 2013).

3.5.4 N-araquidonil-dopamina (NADA)
Fue descubierto por primera vez en cerebro bovino y de rata, tiene acciéon de
ligando comportandose como agonista sobre los receptores TRPV; (Huang et al,

2002; Sastre, 2009) y se comporta igual que el receptor CB; (Bisogno et al, 2000;
Sastre, 2009).

13



0
A i
T _"_/\.V,«DH

_\'«-v-'d:""vﬂw-" _{f"_DH
— —_ e e oM
N-araquidonil-etanolamida (AEA) 2-Araquidonil glicerol (2-AG)

FIG.6. Estructuras quimicas de los endocannabinoides. Se observan las
estructuras quimicas de los principales endocannabinoides (Tomado y modificado
de Sastre, 2009).

3.6Fitocannabinoides

Dentro de la planta Cannabis sativa se tienen registrados mas de 60 elementos a
los cuales se les clasifica como fitocannabinoides; los siguientes son los de mayor
importancia:

3.6.1 A%-tetrahidrocannabinol (A9-THC)

Fue el primer cannabinoide aislado y contiene las propiedades psicoactivas de la
planta Cannabis. Es un agonista parcial de los receptores CB; y CB,. Su efecto y
eficacia pueden ser mediados por la activacion de otros cannabinoides (Gaoni et
al, 1964, Pertwee, 2008; Sastre, 2009).

3.6.2 Cannabinol (CBN)

Se encuentra registrado como el primer cannabinoide completamente aislado y en
una forma pura (Mechoulman et al, 2000;Sastre 2009); este ligando presenta una
mayor afinidad por el receptor CB, que por CB3, y algunas de sus propiedades son
psicoactivas (Munro et al, 1993; Sastre, 2009).

3.6.3 Cannabidiol (CBD)

Se presenta como el producto que no tiene una accién psicoactiva de la planta de
Cannabis y también como un posible agente anti-oxidante. La afinidad que posee
es muy baja para los receptores CB1y CB,; algunas investigaciones lo mencionan
como posible antagonista de estos mismos receptores (Pertwee, 2008; Sastre,
2009).

3.7 Cannabinoides sintéticos

Por su posible aplicacion en enfermedades neurodegenerativas,y gracias a la
investigacion de algunas empresas privadas y laboratorios de investigacion, se
han desarrollado cannabinoides analogos que presentan una estabilidad
metabdlica y potencia farmacologica. Su produccion o sintesis se ha basado en la
estructura quimica que presentan los fitocannabinoides. Todos estos farmacos son
de utiles para estudiar la interaccion que presentan los ligandos con los
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receptores, permitiéendonos estudiar las estructuras de los ligandos y los
receptores, la activacion del SE, ademas de su aplicacion terapéutica a diversos
modelos animales. (Méndez et al, 2008). En la siguiente figura (Fig. 7) se
muestran algunos cannabinoides sintéticos y sus acciones sobre los receptores.

COMPUESTO CARACTERISTICA
CP-55940 Agonista CB
HU-210 Agonista CB, completo
WIN-55,212-2 Agonista CB,
JWH-133 Agonista CB,
URB 597 Inhibidor FAAH
AM251 Agonista CB,
AM404 Inhibe recapturadores, agonista TRPV
SR144528 Agonista CB2

FIG.7. Cannabinoides sintéticos. Tabla donde se observan los nombres de los
compuestos sintéticos del SE y la funcion de cada uno de ellos, siendo de los més
empleados el compuesto WIN 55, 212-2 y URB597. (Tomado y modificado de
Méndez et al, 2008).

3.8 Transduccion de sefales celulares

Como se ha mencionado antes, los receptores CB; y CB, son receptores
metabotropicos; es decir, que al activarse tendran una interaccién con las
proteinas Gy, lo que conlleva la inhibicion de la actividad de la adenilato ciclasa, y
la estimulacion y activacion de la via de MAP cinasas.

Cabe mencionar que los receptores CB; y CB, se encuentran ubicados en las
terminales presinapticas y postsinapticas de las neuronas glutamatérgicas y
GABAérgicas en el SNC, en base a esta ubicacién; el receptor CB; se encuentra
acoplado a proteinas Gjp, aunque en algunos casos puede también unirse a
proteinas Gg; por lo tanto, uno de los mdultiples efectos de su activacion es la
modulacion de AMPc vy la regulacion fosforilativa de la proteina cinasa A (Childers
et al, 1996;Sastre, 2009).

La inhibicién de la adenilato ciclasa especificamente por la interaccion con las
isoformas I, VI, VII, VI, produce una baja produccion del segundo mensajero
AMPc, y esta accién es llevada a cabo por la subunidad Gi, (Pedroza, 2013;
Sastre, 2009; Matsuda et al, 1990; Howlett et al, 2011). Sin embargo, si los
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endocannabinoides estimulan las isoformas I, IV, VII de la enzima por la liberacién
de la subunidad Gy, producen el efecto contrario, es decir el aumento en la
produccion de AMPc (Sastre, 2009; Rhee et al, 1998).

Es fundamental mencionar que la activacion de este receptor CB; provocara la
inhibicion total de la liberacidbn de neurotransmisores en el boton presinaptico;
principalmente se ha visto este efecto en terminales glutamatérgicas y
GABAérgicas, aunque en ultimos estudios también se observa en colinérgicas y
noradrenérgicas (Pedroza, 2013; Lovinger, 2008).

Los diferentes ligandos endocannabinoides, a través de la subunidad Gy, inhiben
los canales iénicos de Ca?* tipo N y P/Q (los cuales favorecen la movilizacién de
las vesiculas sinpticas al boton sinaptico), y activan los canales de K+ tipo A
(equilibrio del potencial de membrana) (Mackie y Hille, 1992; Mackie et al, 1995;
Sastre, 2009). Aunado a estos eventos, algunos ligandos inhiben los canales de
K+ tipo D (Mu et al,1999; Sastre, 2009) y M (involucrados en la repolarizacion
membranal) (Schweitzer, 2000; Sastre, 2009). La activacion del receptor CB;
favorece la apertura de canales de K* dependientes de las proteinas G (GIRK's),
lo que hiperpolariza el boton sinaptico (Demuth et al, 2006; Pedroza, 2013;
Piomelli, 2003 y Sastre 2009)

El Ca®* y sus niveles intracelulares son regulados por la activacién del receptor
CB1, ya que su activacién y acoplamiento a proteinas Gi/o activa la fosfolipasa C
(PLC) y libera Ca®" al citosol proveniente de los reservorios sensibles a inositol
1,4,5-trifosfato (IP3) como lo es la mitocondria (Sugiura et al, 1997; Sastre, 2013).
Un ejemplo de esto lo produce la administracion de WIN55,212-2, el cual se
comporta como agonista del receptor CB;, teniendo la capacidad de aumentar la
concentracién de Ca?'intracelular,el acoplamiento de Gg/11, y el aumento de la
actividad de PLC (Lauckner et al, 2005; Sastre, 2013).
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FIG.8. Eventos en la neurotransmision mediada por el SE en el boton
sinaptico. A)ingreso de Ca®" en el espacio intracelular, por la apertura de canales
NMDA y proteinas G. B) y C) Biosintesis de AEA y 2-AG por la entrada de Ca*".
D) y E) Liberacion de endocannabinoides. 1)Acoplamiento del ligando
endocannabinoide a CB;. 2)Inhibiciébn de adenilato ciclasa, efecto de la cascada
de sefalizaciéon por la activacién del receptor CB;. 3) Se inhibe la liberacion de
neurotransmisores por la disminucién de AMPc y liberacién de Ca®** de la
mitocondria para la fusion de la vesicula sinaptica y la membrana del boton
sinaptico (Tomado y modificado de Pedroza, 2013).

La via que sigue la proteina cinasa activada por mitdgenos (MAPK) es el proceso
de sefalizacién que regula funciones celulares como el crecimiento celular, la
transformacién y la apoptosis. Los receptores CBjactivan algunos factores
positivamente en la ruta, como p42/p44 MAPK (conocida como ERK 1/2)
(Bouaboula et al,1995; Sanchez et al, 1998; Sastre, 2009), cinasa c-JUN N-
terminal (Rueda et al, 2000; Sastre, 2009) y p38 cinasa (Rueda et al, 2000;
Derkinderen et al, 2001; Sastre, 2009). Este mecanismo de modulacién de MAPK
por la activacion de CB; todavia no es conocido, aunque han sido propuestas dos
posibles rutas a seguir: la primera ruta de modulacién es activando la 3
cinasa/proteina cinasa B (PI3k/PKB) la cual modera la fosforilacion de tirosina y la
activacion de Raf (Gomez del Pulgar et al, 2000; Sastre, 2009). La segunda ruta
ha sido propuesta por la liberacion de ceramidas, que al ser mensajeros lipidicos
secundarios activan la cascada Raf MAPK (Sanchez et al, 1998; Sastre, 2009).

La activaciéon del receptor CB2 inhibe la adenilato ciclasa a través de su
interaccion con proteinas Gi/o (Bayewitch et al, 1995; Sastre, 2009);sin embargo,
este nunca se presenta acoplado a proteinas Gs (Felder et al, 1995; Sastre, 2009).
La activacion de CB, puede modular la ruta MAPK por la activacion de PI3k/PKB,
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lo que induce la translocacion de Raf-1 a la membrana y la fosforilacion de
p42/p44 MAPK (Séanchez et al, 2003; Sastre, 2009). La activacion de CB2 provoca
que los niveles de Ca*aumenten,y esto es por la activacion de PLC y la
liberacién de Ca®* de los reservorios que seran activados y permitan su liberacion
por la produccion de IP3 (Zoratti et al, 2003; Sastre, 2009).

3.9 URB597 (KDS-4103)

El farmaco conocido como KDS 4103 (URB597) es un inhibidor altamente potente
y selectivo de la enzima hidrolasa amida de acidos grasos (FAAH), que mediante
un reaccion catalitica efectta la hidrdlisis intracelular del endocannabinoide AEA,
en otras palabras inhibe la enzima encargada de la degradacion del
endocannabinoide AEA.. En los modelos in vitro, URB597 inhibe la actividad de
FAAH a concentraciones de 5 nM en las membranas de cerebro de ratay 3 nM en
microsomas de higado humano. Por otra parte, en los modelos In vivo, URB597
inhibe la actividad de FAAH del cerebro de ratas después de su administracion
intraperitoneal (i.p.); el efecto inhibitorio se presenta a partir de una dosis de 0.15
mg/kg. Este farmaco no interactla con receptores, transportadores o enzimas. Por
ende, las dosis que inhiben la actividad de FAAH aumentan significativamente los
niveles intracelulares de AEA, activando de esta manera el SE, ademas de que
no provoca los efectos clasicos (como son catalepsia, hipotermia, hiperfagia),
ademas de no contar con los efectos psicoactivos de la A9-THC.

3.10 Cross-talk del sistema endocannabinoide y la dopamina, posible
aplicacién terapéutica

Como se ha mencionado anteriormente, por diversos estudios bioquimicos,
anatomicos, fisiolégicos y farmacoldgicos se ha demostrado que:

1. Los elementos del SE son de amplia distribucion y expresion en las regiones
cerebrales, como lo son los ganglios basales, mismos que se ven afectados por
trastornos neurodegenerativos.

2. El SE juega un papel imprortante en la modulacion de los diferentes
neurotransmisores (glutamato, GABA, dopamina) que actian en la via
nigroestriatal en condiciones normales y patoldgicas.

3. La activacién o inhibicién del SE tiene consecuencias en respuestas motoras
que se pueden mejorar 0 mantener estables en condiciones de mal
funcionamiento y degeneracion (Fernandez-Ruiz, 2009).

Antes de tocar los sistemas de interaccion y crosstalk entre el SE y la dopamina,
debemos mencionar que se tienen en la literatura dos posibles teorias de como
actuan los endocannabinoides a nivel del SNC para poder ejercer un efecto
neuroprotector: el primero es la regulacion y modulacion de los neurotransmisores
en la via nigroestriatal que se ve afectada en la EP, lo cual puede ser por la
regulacion de CB; a nivel presinaptico, regulando la liberacion de glutamato,
GABA e incluso de dopamina por la interaccién y activacion del receptor TRPV1
en conjunto (Garcia et al, 2015; Fernandez-Ruiz, 2009;Vasant et al, 2015);
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incluyendo ademas la formacion de un receptor heteromérico entre el receptor CB;
con los receptores de dopamina D1 y D2, modulando la sintesis, liberacion y
recaptura de la dopamina y de las proyecciones que esta tiene en la SNpc hacia el
cuerpo estriado. La otra teoria es la activacion de la microglia y astrocitos; esto es
primordialmente por el receptor CB,y en ocasiones CB; en astrocitos. A traves de
estos procesos se puede observar de una manera general la activacion de
procesos antioxidantes, tales como la sintesis de superéxido dismutasa, la
produccion de interleucina 10 -mediador anti-inflamatorio- y TGF- por un lado;por
su parte, la accion de la microglia favorece la disminucion de enzimas pro-
inflamatorias y citosinas inflamatorias (Vasant et al, 2015), y estos efectos se
presentan en el siguiente esquema:

—— Accign Microglia Astroglia
CB1 Antioxidante CB2 CB1/CB2
i J v v
NrE2 P38, NFkB, iNOS, SOD, Interleucina 10,
T — COX2, citosinas pro Ireceptor antagonistade
l: inflamatorias, oxido interleucina, TGF-B
T‘ SOD nitricoy ROS

l

Neuroproteccion

FIG.9. Esquema de eventos resultantes de la activacién de CB, y CB; (flecha
azul aumento, flecha roja disminucidon). Podemos observar que la activacion de
de CB; aumenta la expresion de BDNF, y la respuesta antioxidante generada por
factor el de transcripcion NrF2 aumentando la enzima SOD y disminuyendo la
produccién de ROS evitando el dafio neuronal. En el caso de la microglia la cual
se activa por CB,, se ve disminuida la enzima COX-2, y se reduce la produccion
de oOxido nitrico, ROS, y p38 por mencionar algunos (citosinas y procesos pro
inflamatorios) generando una neuroproteccion; ademas de que la activacion en
astrocitos produce un aumento en procesos y metabolitos de accion antioxidante
como interleucina 10, provocando al final un junto con el efecto neuroprotector
(Tomado y modificado de Vasant et al, 2015).

Entrando en materia del "crosstalk” entre el SE y la via nigroestriatal, este se

desarrolla a través de sitios de relevo, los cuales permiten la modulacién de los
movimientos finos en la condicién normal, pero cuando existe una patologia, esta
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via se ve afectada permitiendo observar ciertos sintomas caracteristicos en
humanos, entre ellos, temblores, rigidez, etc. Sin embargo, en modelos animales
se observa una pérdida de peso y conducta de giro (continua rotacién de los
animales).

La via nigroestriatal tiene en uno de estos nucleos de relevo al cuerpo estriado, el
cual contiene proyecciones GABAérgicas y algunas de estas proyecciones se
llaman MSN's (neuronas espinosas medianas (siglas en inglés)).Estas conexiones
se proyectan en dos direcciones: una via directa que conecta al STN (nucleo
subtalamico) y una via indirecta que tiene sus proyecciones hacia el GPe (globo
palido interno).Los efectos fisiolégicos de la dopamina generados en la SNpc en
especifico sobre las MSN’s es compleja y en estos momentos todavia no ha sido
revelada. La intensidad con la que la despolarizacion de la membrana en el
receptor de dopamina dicta el tipo de efecto que se produce puede ser de dos
tipos: la activacion o inhibicién. Los receptores de dopamina D1 estan acoplados
positivamente a la adenilato ciclasa; por ello, su activacibn aumenta el nivel de
AMPc y posteriormente provoca numerosos efectos cascada abajo; entre ellos, un
aumento en los receptores y corrientes mediadas por los receptores NMDA. En
contraste, los receptores de dopamina D2 se acoplan negativamente a la adenilato
ciclasa y su activacion disminuye la excitabilidad neuronal y la regeneracion
neuronal a las entradas glutamatérgicas. Con esto en mente, la teoria clasica
menciona que las MSN’s en la via directa contienen receptores dopaminérgicos
D1, mientras que en la via indirecta se ubican los receptores D2 (Vasant et al,
2015; Garcia et al, 2015).

La liberacion de dopamina a través de estas dos vias produce efectos motores
opuestos, y es por estos efectos que se modula la actividad de los nucleos de
salida que se cree poseen una funcion normal motora. En los Gltimos afios se han
hecho investigaciones y numerosos resultados de estos "entrecruzamientos” en la
via han sido descubiertos; entre ellos esta la formacion de un complejo receptor el
cual ha sido denominado heteromero, con los receptores D1/D2. (Mufioz et al,
2014). La activacién de D1/D2 media o regula mecanismos intracelulares como el
incremento de Ca?" intracelular, activacién de calcio-calmodulinas dependientes de
proteina cinasa Il (CaMKIl), y la liberacion del factor neurotrofico derivado de
cerebro por mencionar algunos. Una serie de experimentos bioquimicos,
anatomicos y electrofisiologicos establecen que él SE estd presenta en los
“circuitos" de la via nigroestriatal. Como ejemplo, las dentritas y la terminacién
axonal presinaptica de MSN’s que tiene sus proyecciones hacia GPi y SNpr
expresa receptores CB;. Estos receptores CB; también se encuentran en
terminales glutamatérgicas excitatorias cortico estriatales y también en
proyecciones excitatorias del STN hacia Gpi/SNpr y SNpc (Vasant et al, 2015).

La sefalizacion retrograda es el modo principal por el cual el SE facilita las cortas
y largas formas de plasticidad en las sinapsis excitatorias e inhibitorias que
interactdan con el sistema dopaminérgico. La activacion de receptores CB; a nivel
presinaptico por la liberacibn endocannabinoide postsinaptico disminuye la
liberacion de neurotransmisores; de hecho, la estimulacion de CB; presinaptico en

20



terminales corticoestriatales disminuye la liberacién de glutamato. De la misma
manera, la estimulacion de CB; en la salida del cuerpo estriado antagoniza tanto
la liberacion de glutamato de las proyecciones aferentes de STN, como la
liberacion de GABA a partir de las fibras aferentes del cuerpo estriado.
Estimulando el receptor CB; presinaptico en el GPe,se incrementan los niveles de
GABA por la reduccion de su recaptura de las proyecciones aferentes del estriado
a este sitio de relevo. La sefializacion dopaminérgica es bidireccional; de hecho,
los receptores D1 y D2 estan colocalizados con receptores estriatales CB; en
neuronas GABAérgicas de la via directa (nigroestriatal) y via indirecta (palido
estriatal), y es por este tipo de interacciones que los heterbmeros entre CB; y
D1/D2 a nivel de proteinas G activan o promueven la cascada de sefializacion a
través de AMPc, donde podemos tener dos casos: la activacion de D1 y CB;
causa una disminucion de la adenilato ciclasa, lo que se traduce en una
sefalizacion de actividad inhibitoria de la SNpr que produce una respuesta motora
excitatoria (movimiento); sin embargo, la co-estimulacion de D2 y CB; aumenta la
actividad de la adenilato ciclasa, lo que incrementa la actividad indirecta que
estimula el STN, lo cual produce una disminucion de la actividad motora (no
movimiento) (Vasant et al, 2015). Aunado a la activacion de los receptores CB; y
sus efectos en la via, se tiene en vista la investigacion del Unico receptor
endocannabinoide en la neuronas dopaminérgicas en la SNpc, el TRPV1, el cual
podria tener una funcion de regulador de la sintesis y liberacion de dopamina,
ademas del posible metabolito NADA (N-araquidonil dopamina), el cual puede
intervenir en la liberacion de dopamina (Vasant et al, 2015; Bosier et al, 2012),
este metabdlito NADA se piensa ejerce funcion sobre neuronas dopaminérgicas
en los receptores TRPV1 o CBj, produciendo un efecto excitatorio por un
aumento de la entrada de glutamato a través del receptor TRPV1, y la disminucién
de la transmision GABAérgica por la inhibicion a través de CB;, 0 en su defecto
inhibiendo la transmisién glutamatérgica a través de CB; (Bosier et al, 2012).
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FIG.10. Posible via de accion del SE en la via nigroestriatal (flecha roja
(glutamato), azul (GABA) y verde (dopamina)). Se presenta la activacion de los
receptores endocannabinoides (CB1, CB2, TRPV1, PPARYy) y las posibles
acciones de cada receptor al ser activado para disminuir las condiciones o
sintomas en el modelo de la enfermedad de Parkinson. Esto ocurre por el
aumento de anandamida (AEA) por la inhibicibn de FAAH debido a la
administracion de URB597, ademas de la posible sintesis de NADA (N-araquidonil
dopamina) por la adicion de acido araquidénico y dopamina, activando la
liberacién de dopamina, y este efecto podria ser a través de receptores D1, lo que
podria resultar en la correcta inhibicion del talamo y el buen funcionamiento de la
via nigroestriatal (Tomado y modificado de Vasant et al, 2015).
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4. Antecedentes

Existen pocos estudios donde se compruebe los efectos provocados por el
aumento en la concentracion de anandamida por la inhibicibn de su enzima
degradadora FAAH, favoreciendo la activacion del sistema endocannabinoide y
induciendo efectos antioxidantes o neuroprotectores.

Se tiene conocimiento de diversos modelos con neurotoxinas que permitan
reproducir algunos sintomas o condiciones de la enfermedad de Parkinson; en
este caso en especifico, el modelo por 6-OHDA antes descrito por Blum (2001)
donde se observa una degeneracion de las neuronas dopaminergicas de la SNpc.

Con poca informacion de referencia en modelos de dafio neuronal, en particular de
neurodegeneracion, cabe mencionar los experimentos realizados por Morgese et
al (2007) utilizando un modelo de administracion crénica en el cual los animales
recibieron tratamiento con levodopa (L-DOPA) -el precursor de la dopamina a nivel
de SNC, ademas de una lesion intracraneal por operacién esterotaxica mediante
la lesion de 6-OHDA (4ug/pl) el cual produjo una pérdida de neuronas
dopaminérgicas. Para estimular el sistema endocannabinoide, se administro
intraperitonalmente el farmaco URB597 para producir la inhibicién de la enzima
FAAH (degradadora de AEA), obteniendo como resultados dos puntos
importantes: 1. El primero es una contradiccién con lo esperado, ya que el farmaco
URB597 no disminuy6 por si solo los AIM’s (siglas en ingles), ni tampoco hubo
mejoria en la manifestacion de discinesias provocadas por la administracion de L-
DOPA. 2. El segundo es la aplicacion de capsazepina (CPZ, 10mg/kg i.p.), un
antagonista del receptor TRPV1, el cual al ser inhibido junto con el aumento en la
concentracion de AEA producida por la inhibicion de FAAH debida a URB597,
produce una disminucion de discinesias y de AIM’s, dando como resultado, que
solo al inhibir este canal y activar simultaneamente el receptor CB; por el aumento
de AEA, una mejora en las conductas errantes (discinesias) en los animales
tratados con L-DOPA y lesionados con 6-OHDA (Morgese et al, 2007).

Un segundo trabajo reportado por el grupo de Morgese en el 2010 en donde
emplea un modelo de neurodegeneracién por 6-OHDA (4ug/ul), ademas de volver
a administrar L-DOPA induciendo discinesias, y URB597 como agente
neuroprotector. En el dividen en dos sus grupos de animales: el primero al cual
administran el antagonista del receptor TRPV1, Capsazepina (CPZ, 10 mg/kg,
i.p.), Y un segundo donde incorporan un agonista del receptor PPARYy,
Rosiglitazona (RGZ 5 y10mg/kg, i.p.). Los resultados fueron esperados en el caso
de CPZ, pues se comprobd una disminucioén en la cantidad de AIM’s y discinesias
provocadas por la L-DOPA tras la administracion de URB597 y la inhibicion del
receptor TRPV1; sin embargo, en el caso de RGZ, hubo una mejoria dosis-
dependiente en los movimientos involuntarios (AIM's), y una implicacion directa de
los receptores PPAR en el proceso motor, ya que al ser peroxisomales y unirse al
DNA, se podria pensar en un silenciamiento de genes o regulacion de cascadas
de sefalizacion que estos pudieran inducir regulacién conductual. Gonzalez-
Aparicio et al, en el 2013, demuestran que el bloqueo de TRPV1 y la
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administracion del agonista OEA del receptor PPARa para producir una
disminucién de discinesias en el mismo modelo téxico. Por su parte, el grupo de
Morgese demuestra la union en heteromero de los receptores PPARY/RXR, lo cual
parece activar la proteina 1 (AP-1), un importante modulador de la expresion de
sitios denominados "AP-1", relevantes para entender el origen de la EP y las
discinesias, con accion sobre receptores D1 (dopaminérgicos 1) y de la enzima
limitante catecolaminérgica tirosina hidroxilasa (Martinez et al, 2014).

Demostrando el poder antioxidante del farmaco URB597, est4 el trabajo realizado
por el equipo de Pelicdo en el afio 2016, en el cual se realiz6 una administracion
aguda y cronica a dos dosis de 3 y 6 g/kg de EtOH (etanol) via i.p., y se realiz
una cuantificacibon de ROS, particularmente del aniébn superéxido
(O,),0bservandose que la administracion de URB597 (0.3mg/kg) disminuy6 la
produccion del anion superoxido en un 44 % en el tratamiento agudo, y por su
parte en el tratamiento crénico se obtuvo una disminucion del 45 % (Pelicéo et al,
2016).

Uno de los dltimos trabajos publicados sobre este tema, y que se podria comparar
con el modelo que se presentara en este proyecto, es el realizado por el grupo de
Mounsey et al en el 2015, en el cual se emplearon diferentes tratamientos, entre
ellos 2-AG (3 y 5mg/kg), URB602 (10mg/kg) y DFU (25mg/kg); el primero un
ligando endocannabinoide, el segundo un farmaco que inhibe a la enzima
degradadora de 2-AG, que es MAGL; el tercero, un farmaco el cual es el inhibidor
de la enzima COX-2 con el fin de incrementar la concentracion de 2-AG. Esto se
prob6 ante la administracion intraperitonal de MPTP en un modelo de la EP. Se
observé una preservacion de neuronas dopaminérgicas en los grupos de URB602
y DFU en animales tratados con MPTP, evidenciados por inmunohistoquimica y un
conteo celular de neuronas TH-positivas en la SNpc, pero no un aumento en los
niveles dopaminérgicos en el cuerpo estriado; con esto el equipo de Mounsey
concluye que la proteccion inducida por 2-AG tuvo un mejor efecto en el modelo
gracias al inhibidor de la enzima COX-2, al cual se le atribuyen rutas de procesos
inflamatorias, ademas de que el 2-AG puede actuar como un antioxidante al
disminuir los niveles de ROS, a la par de citosinas y prostaglandinas (Mounsey et
al, 2015).
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5. Justificacion

Dada la limitada informacion sobre el efecto del sistema endocannabionoide y el
valor terapéutico de su activacion en modelos de neurodegeneracion, proponemos
en este trabajo que la activacion del sistema endocannabinoide, especificamente
por el farmaco URB597, en un modelo de neurodegeneracion producido por 6-
OHDA in vivo, induzca una neuroproteccion del cuerpo estriado y sustancia nigra.
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6. Hipotesis
El tratamiento sistémico con URB597 en ratas lesionadas con 6-OHDA ejercera un

efecto neuroprotector sobre el cuerpo estriado y la sustancia nigra pars compacta,
evitando la degeneracién estructural y funcional de las neuronas de dichas zonas.

26



7. Objetivo general

Determinar el grado de neuroproteccion generado por el URB597 en ratas
lesionadas con 6-hidroxidopamina sobre la sustancia nigra y el cuerpo estriado.

7.1 Objetivos particulares

i.  Analizar cuantitativamente el grado de dafio estriatal de las ratas a traves
de la conducta de giro.

i. Determinar el efecto neuroprotector por URB597 en las ratas lesionadas
con 6-OHDA mediante IHQ.

iii. Determinar la neuroproteccion por activacion del SE mediante pruebas
bioguimicas.
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8. Metodologia
8.1 Animales de experimentacion

En este estudio se utilizaron 24 ratas Wistar macho con un peso de 250-300g
provenientes del bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
"Manuel Velasco Suaréz", estos fueron mantenidos en jaulas de acrilico (n=6 por
caja) con cama de aserrin, con libre acceso a alimento y agua, con ciclos de
luz/oscuridad de 12/12 hrs a una temperatura de 21+23°C. El manejo y cuidado de
los animales se realizo de acuerdo a la norma oficial mexicana NOM-062-Z0O0O-
1999, de acuerdo a las especificaciones técnicas para su produccion, cuidado y
uso de los animales de experimentacion.

8.2 Administracion de farmacos y lesion intraestriatal

Las 24 ratas fueron dividas en dos grupos de 12 ratas cada uno igual dividido en
4 subgrupos para la experimentacion que aqui se describird, estos grupos con una
n=3 seran SHAM, URB597, 6-OHDA y URB597+6-OHDA.

La administracion del farmaco URB597, en una dosis de 0.3mg/kg (disuelto en
solucion salina 0.9%, Tween 80% y DMSO 10%) via intraperitonal, se realiz6
durante 7 dias (2 dias antes de la lesion, el dia de la lesién (una hora antes) y 4
dias después de la lesion) a los grupos URB597 y URB597+6-OHDA, mientras
tanto los grupos SHAM y 6-OHDA se les administro i.p. solucion salina con una
n=3 por cada grupo.

Se realizé una cirugia esterotaxica, donde los animales fueron anestesiados con
pentobarbital sodico via i.p. (0.3mg/kg). Se emple6 un equipo estereotaxico para
la denervacién del cuerpo estriado con las siguientes coordenadas: AP=+0.5 a
partir de bregma, L=+2.8 a partir de bregma, y P= -4.5 mm a partir de la dura, de
acuerdo al Atlas de Paxinos y Watson (1998).

Durante la cirugia los grupos SHAM y URB597 a través de una jeringa Hamilton
de 10pl fueron administrados con 2ul de solucién de acido ascorbico al 0.01%, y a
los grupos 6-OHDA y URB597+6-OHDA les fueron administrados 2ul de 6-OHDA
(Img/100ul) disuelto en &cido ascorbico a 0.01%. Después de la operacion, los
animales fueron colocados bajo luz célida para minimizar la hipotermia causada
por la anestesia, hasta su recuperacion total.

8.3 Medicion de conducta
Se evaliuo la conducta rotacional 21 dias después de que se administrd

intraestriatalmente la 6-OHDA. Cada animal fue administrado con apomorfina
(APM) a una dosis de (1mg/kg) via subcutanea; se dejo un tiempo de latencia de 5
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minutos, pasando los 5 minutos se registré durante 60 minutos los niumeros de
giros de 360° sobre su propio eje que realizaron (Arratia, 2012; Silva et al, 2008).

8.4 Inclusion en parafina

Concluida la evaluacion, se realizé una perfusion intra cardiaca con heparina y
PFA al 4%, posteriormente se obtuvo los cerebros de cada rata.

Los tejidos obtenidos fueron deshidratados por alcoholes graduales después de la
perfusion los cuales fueron usados de la siguiente manera; alcohol al 70% por
treinta minutos, posteriormente al 80%, 90% I, 90% I, 100% I, 100% I,
Alcohol/Xilol, Xilol I, y Xilol I, con el fin de deshidratar el tejido, permitiendo asi
preservarlo adecuadamente.

Posteriormente los tejidos fueron incluidos en parafina | y parafina Il durante una
hora respectivamente, y terminado el tiempo, los tejidos son incluidos en un
blogue al cual se vierte parafina nueva, almacenada a temperatura ambiente hasta
ser usada.

8.5 Inmunohistoquimica

Se realizaron cortes seriados de 5um de la SNpc y el cuerpo estriado. Los cortes
se realizaron en un microtomo (Leica, USA), estos fueron montados en
portaobjetos tratados con silano, posteriormente los cortes fueron hidratados de
acuerdo al siguiente procedimiento; se sumergieron en xiloles, alcoholes y agua
destilada bajo el siguiente orden, Xilol Il durante treinta minutos, xilol I, alxohol-
xilol, alcohol 100% II, alcohol 100% I, alcohol 90% I, alcohol 90% I, y H,O, durante
3 minutos cada uno, se realizo una recuperacion antigénica con Citrato de Sodio
(10M, pH 6) + Tritdn. Colocando en un kdplin las laminillas y 50ml de buffer de
citratos de sodio, en bafio maria y a punto de ebullicion durante 20 minutos,
terminando este tiempo, se dejé enfriar a temperatura ambiente, se hizo un lavado
con PBS (pH 7.4) por 5 minutos, al finalizar se realiz6 una eliminacién de
peroxidasa durante 15 minutos, en el mismo koplin, al terminar el tiempo, se
secaron las laminillas y se agregd una gota de PBS para lavar el tejido, secando y
agregando 35 pl de albumina por cada corte, cubriendo las muestras, y
colocandolas dentro de una caja humeda durante 20 minutos, se retiré la albumina
y se lavo con PBS, para después agregar el anticuerpo primario TH (1:500, Sigma
aldrich, USA); se agregaron 35ul de la dilucion del anticuerpo primario en
albumina, dejando en incubacién toda la noche en camara humeda, al dia
siguiente se retiro y lavo con PBS cada corte, se agrego el anticuerpo secundario
(anti rabbit 1:5000 Sigma Aldrich, USA), dejando en incubacion en la camara
hameda durante 1 hora, al finalizar el tiempo se retiré y lavo con PBS, secando el
anticuerpo secundario y agregando al tejido estreptavidina y dejandose en
incubacion en la camara humeda 1 hora, la estreptavidina fue retirada y lavada
con PBS, para posteriormente incubar con diaminobencidina (LSAB kit, DAKO,
USA) hasta observar el color café, siendo en este caso por 10 minutos. La
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diaminobencidina se desechd en cloro y se agrego una gota de resina dejandolo
secar durante a temperatura ambiente durante toda la noche.

8.6 Pruebas bioquimicas

Después de llevar a punto muerto, al segundo grupo de 12 ratas después de 12
horas de la lesiébn con 6-OHDA, se extrajo el cerebro de cada uno, este fue
manipulado por espatulas y pinceles retirAndoles la SNpc, obteniendo el tejido
este fue acumulado de cada grupo para formar un pool de SNpc, este fue
homogenizado en un homogenizador de tejidos en 500 ul de buffer de lisis, se
centrifugaron a 12000 rpm por 20 minutos, al finalizar se retiro y alicuoto el
sobrenadante (sinaptosomas) tomando 10 pl para realizar cuantificacién de
proteinas por Lowry, 50ul para peroxidacion de lipidos(TBA) y 200ul para
proteinas oxidadas.

8.6.1 Cuantificacion de proteinas (Lowry)

Se utilizaron 10ul de cada muestra al cual se le agrego 1 ml de solucién C en tubo
de ensayo de 3ml, se agitaron en el vortex y se dejo reposar por 10 minutos, al
finalizar el tiempo se agrego a cada tubo de ensayo 100ul de Folin (1:1) con
agitacion continua, al terminar la agitacion se dejé reposar los tubos durante 30
minutos, terminando el tiempo de reposo se tomaron 200ul para ser cargados en
una placa de 36 pozos y leer su densidad Optica a 660nm en un espectrofotbmetro
(BioTek, USA).

*(Para preparar 1L de Sol A se mezclé carbonato de sodio al 2% (20g), NaOH
0.4% (49) y tartrato de sodio 0.02% (0.2g), Sol B: sulfato clprico pentahidratado
(Cuz(S0y)3) 1.25g + 250 ml agua), Sol., C: 50ml de solucién A + 1ml de Solucién B
al momento)

8.6.2 Peroxidacién lipidica (TBARS)

Se realizé una curva estandar con los siguientes volumenes:

A 0 200
B 1 189
C 2 188
D 5 185
E 10 180

30



F 20 170
G 40 150

Ademas de realizar la curva estandar se utilizaron las alicuotas de 50ul de las
muestras del pool de SNpc, a cada tubo eppendorf de 1.5ml, se agregaron 100 uL
del reactivo TBA, se incubaron las muestras en bafio maria y a punto de ebullicion,
finalizando dicho tiempo se obtiene como resultado un cromoforo rosado cuya
intensidad de color esta relacionada directamente con la cantidad de productos
peroxidados, terminando el bafio bafio maria los tubos fueron enfriados a
temperatura ambiente, por Ultimo se centrifugaron las muestras a 12000 rpm
durante 15 minutos, y al terminar se tomo el sobrenadante (100uL) para leer
densidad 6ptica a 530nm en un espectrofotémetro (BioTek, USA).

8.6.3 Proteinas oxidadas (carbonilacion)

Se prepararon 50 mg de sulfato de estroptomicina en 0.5 ml de buffer de lisis, esta
estreptomicina se adhiri6 a cada tubo eppendorf de 1.5ml de cada muestra y se
dejé incubar por 24 horas, se afadieron 300ul de DNPH por tubo y se dejaron
incubando por 1 hora en oscuridad, finalizando el tiempo se adicionaron 600yl de
TCA al 2% y se dejaron incubando por 10 minutos a 4°C, posteriormente se
centrifugé a 5000 rpm por 10 minutos a 4°C y se deseché el sobrenadante, se
agrego 600ul TCA a 1%, luego se centrifugd a 5000rpm durante 10 minutos y al
terminar se deseché el sobrenadante, se agregd Acetato de etilo y se centrifugd a
5000 rpm por 10 minutos; este procedimiento se realizé tres veces, y en cada
ocasion se desecho el sobrenadante con el fin de poder agregar Acetato de etilo,
por altimo, los tubos fueron puestos a secar durante 10 minutos, y al término se
afadié 400ul de Guanidina, resuspendiendo el pellet para poder leerse a dos
medidas de 280 y 370nm en espectrofotdmetro (BioTek, USA).

8.7 Densitometria

Las imagenes utilizadas fueron tomadas en un microscopio estereotaxico (Zeiss,
USA) y analizadas en el programa Image J 1.1.4 para realizar la densitometria, lo
primero que se realizé fue guardar el documento en formato TIFF y se elimino el
ruido de dichas imagenes, posteriormente se marco el area que se deseaba
cuantificar (inmunoreactividad a TH), después de ser marcadas se analiza la
imagen y el programa nos arroja un histograma Yy tabla con los valores graficados
de cada medicion, se tomaron en cuenta 3 mediciones de cada grupo para realizar
pruebas estadisticas y obtener un valor significativo.

8.8 Andlisis estadistico
Los resultados fueron expresados como media = SEM. Los datos fueron

analizados estadisticamente mediante un analisis de varianza de una via
(ANOVA) seguida de una prueba de comparaciones multiples post hoc Tukey,
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para todas las pruebas se consideraron estadisticamente significativas con
diferencias p<0.05, el software empleado para realizar las pruebas estadisticas fue
GraphPad Prisma v6.

9. Resultados
9.1 Conducta de giro

En la Figura 11 se presenta la alteracion conductual a los 21 dias post lesion con
6-OHDA, conjuntamente con el efecto que se presento al administrar URB597. El
namero de giros inducidos por el agonista dopaminérgico apomorfina
administrado antes de realizar la evaluacion es elevado en el grupo 6-OHDA (115
+ 3) (media + SEM) en comparacion al grupo SHAM y URB597 (0 + 0) (media +
SEM) de manera significativa, donde los giros son practicamente inexistentes; sin
embargo, en comparacion el grupo URB597+6-OHDA (38.6 + 29.8) (media + SEM)
donde se presento una disminucion significativa del niumero de giros en los
animales con respecto a 6-OHDA, sugiriendo una proteccion de la via
nigroestriatal y una mejora conductual en los animales lesionados con 6-OHDA y
tratados con URB597.
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FIG. 11. Efecto de URB597 sobre la conducta de giro. Cada barra representa el
promedio del nUmero de giros en cada grupo experimental + SEM (n=3). ***P<0.01
grupo URB597+6-OHDA, en comparaciéon al grupo 6-OHDA, ****P<0.001 grupo 6-
OHDA en comparacion al grupo SHAM y URB597, se realizo una ANOVA de una
via, posteriormente una post hoc de Tukey.
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9.2 Inmunoreactividad a TH

La lesién provocada por la administracion de 6-OHDA vy la posible proteccion por
URB597 en el cuerpo estriado, se observa y compara entre los 4 grupos: SHAM,
URB597, 6-OHDA, URB597+6-OHDA mediante la expresion de TH tanto en el
cuerpo estriado como para la SNpc, como se muestra en la Figura 12.

Es posible observar en el panel de imagenes la inmunoreactividad producida para
TH en el cuerpo estriado y SNpc. Es en el grupo SHAM y URB597, donde se
muestra la inmunoreactividad en toda el area en estas regiones; en contraste,
con la 6-OHDA se observa la pérdida de la inmunoreactividad para TH en el area
lesionada tanto en el cuerpo estriado como en la SNpc; por ultimo, podemos
apreciar en el grupo URB597+6-OHDA una posible proteccion en el cuerpo
estriado y una proteccion parcial en la SNpc, lo que podria demostrar una
neuroproteccion parcial por la administracion del farmaco URB597, con estos
resultados podemos hacer un correlato entre los cambios en la conducta motora
con respecto a la expresion de TH en los diferentes grupos y de esta manera se
puede dar una posible explicacion a la mejora motora debido a la probable
neuroprotecciéon otorgada por URB597.

15X 4 X 10X

Sham
(A)

URB597
(B)

6-OHDA
(C)

URB597 + 6-OHDA
(D)
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FIG. 12. Panel de imagenes de inmunoreactividad a TH en cortes coronales
de cuerpo estriado y SNpc (1.5x, 4x, 10x). A) Grupo SHAM. B) Animales
tratados con URB597. C) Inyeccion de 6-OHDA y pérdida de reactividad de TH en
la region lesionada (*). D) Animales lesionados con 6-OHDA y fueron tratados con
URB597 (|).

Tomando como referencia la SNpc, en la cual se produjo una muerte celular
consistente, se realizo una densitometria, para cuantificar la marca de
inmunoreactividad y asi determinar la neuroproteccion parcial por la administracién
de URB597. Lo que es posible observar en la grafica del porcentaje de neuronas
TH positivas en la SNpc, es una presencia sin cambios estadisticos entre los
grupos SHAM y URB597 (724524.300 = 175035) (media =+ SEM), como era de
esperarse, sin embargo el grupo 6-OHDA (641320.500 + 170317.400) (media +
SEM) muestra una disminucién significativa de neuronas TH positivas lo cual es
producido por la lesiébn con 6-OHDA, en contraste a este grupo el grupo tratado
con URB597 y lesionado con 6-OHDA muestra una presencia significativa de
neuronas TH positivas permitiendo visualizar la neuroproteccion dada por la
administracion de URB597 (807861.500 + 221291.700) (media + SEM).
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FIG. 13. Densitometria de la SNpc a 10x. A) Se muestra en rojo el area a
cuantificar por cada grupo experimental. B) El grafico muestra la densidad de la
inmunoreactividad a TH en SNpc. Cada barra representa el nUmero medio de
densidad integrada en cada grupo experimental + SEM. ***P<0.01 grupo
URB597+6-OHDA en comparacion al grupo 6-OHDA y el grupo URB597 en
comparaciéon al grupo 6-OHDA, ****P<0.001 grupo 6-OHDA en comparacion al
grupo SHAM, se realizo una ANOVA de una via y posteriormente una post hoc de
Tukey.

9.3 Pruebas bioquimicas de dafio oxidativo

En la Figura 14 se puede observar que de una manera natural (estado basal), las
membranas sufren el proceso de lipoperoxidacién como se observa en el grupo
SHAM, mostrando una similitud con el grupo URB597 en el cual se observa una
ligera disminucion en la lipoperoxidacion, en contraste, el valor medio por 6-OHDA
se aumento, el cual se observé en la SNpc, en comparacion al grupo URB597+6-
OHDA el cual tuvo una tendencia a disminuir la lipoperoxidacion de lipidos,
sugiriendonos una proteccién por parte del URB597 a la membrana celular de las
neuronas.
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9.3.1 TBARS en SNpc

Sustancias Reactivas al TBA
(pmol MDA/mg prot)
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FIG. 14. Efecto de URB597 sobre la lipoperoxidacién buscando la formacion
de sustancias reactivas al TBA. Cada barra representa el valor medio del pool
de sustanca nigra de cada grupo (n=3).

9.3.2 Carbonilacion en SNpc
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FIG. 15. Efecto de URB597 en los niveles de oxidacion proteica. Cada grupo

representa el valor medio de la oxidacién proteica del pool de sustancia nigra de 3
animales.

En contraste con la técnica de lipoperoxidacion, el ensayo de carbonilaciéon nos
muestra al grupo SHAM como un estado basal en la oxidacion proteica, sin
embargo, tanto el grupo URB597 y 6-OHDA muestra una tendencia a la disminuir
la produccién de grupos carbonilos (ketaminas, ketaldehidos y deosiosonas)
generados por la oxidacion proteica de residuos de lisinas por el aumento de ROS
(Dalle-Done et al, 2003) producida por la administracion de 6-OHDA, en contraste
el grupo URB597+6-OHDA tuvo una tendencia al aumento de la oxidaciéon
proteica, lo que nos muestra que esta prueba no arrojé diferencias entre los
tratamientos, sugiriendo que este proceso no tuvo lugar en las muestras de SNpc.
Cabe mencionar que no hay prueba estadistica en ninguno de los dos ensayos
bioquimicos (lipoperoxidacion y carbonilacién) ya que dichos ensayos fueron
realizados en un pool de Snpc, por lo cual se entiende que el experimento ya lleva
un error estandar, sin embargo, se buscaba en este estudio observar el efecto
sobre la sustancia nigra, el cual es un ndcleo celular afectado por la lesién de 6-
OHDA

10. Discusion

En el presente estudio, se evalud la eficacia de URB597 como posible agente
neuroprotector al ser administrado via i.p. en un modelo de parkinsonismo
inducido por un efecto toxico de 6-OHDA. Estos resultados nos confirman lo
reportado anteriormente, al administrar 6-OHDA, con el cual se genero un efecto
toxico, en especial, la induccién de muerte celular de neuronas dopaminérgicas,
por el aumento en la concentracion de ROS, su propia auto-oxidacion formando
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H,O, (peréxido de hidrogeno), inhibicibn del complejo mitocondrial (dafio
mitocondrial) y posible dafio excitotéxico por liberacién del Ca** resguardado en
este reservorio. La 6-OHDA activa mecanismos que dirigen al SNC a una
neurodegeneracion (Walsh et al, 2010), y entre estos efectos encontramos una
reduccion en la expresion del receptor CB; por la muerte de neuronas que
contengan este receptor, como lo son las neuronas GABAérgicas del cuerpo
estriado.

El uso de URB597 como pre tratamiento, tratamiento y pos-tratamiento de acuerdo
a nuestros resultados, protege contra los efectos tdxicos producidos por la 6-
OHDA a través de diferentes mecanismos. Los resultados aqui presentados son
novedosos ya que podemos hacer mencion entre ellos a una proteccién a nivel
funcional, morfoldgico y estructural (integridad celular), observable en términos de
conducta motora (medicion de conducta de giro), morfologica (inmunoreactividad)
e integridad celular por pruebas bioquimicas (TBARS y carbonilacion).

La medicion de la conducta de rotacién no puede tomarse como un parametro de
referencia absoluta del dafio que se ha generado en los cerebros de los animales
lesionados. Més que ser un referente cuantitativo, se hace una aproximacion
cualitativa, ya que la presencia de giros es un indicativo de una descompensacion
neuroquimica y funcional. Esta descompensacion es resultado de una lesion
unilateral en el cuerpo estriado de las ratas y representa el déficit neuroquimico
que se ve reflejado como un desbalance en la transmision dopaminérgica (Perez-
De La Cruz et al, 2005; Arratia, 2010). Este desbalance no es producido de
manera espontanea, esta induccion es provocada por agonistas de los receptores
dopaminérgicos D1, D2 ante una lesién unilateral en el lado del estriado que
conserve sus componentes (no lesionado), como lo es la administracién
subcutanea de la apomorfina.

Como podemos observar en la figura 11, los grupos SHAM y URB597 no
presentaron ningun giro en los 60 minutos que fue medida esta conducta, por el
contrario, el grupo 6-OHDA presento una mayor cantidad de giros alcanzando un
promedio de 115, sin embargo, el grupo URB597+6-OHDA mostro una mejoria al
presentar una disminucion significativa que alcanzo un promedio de 38 giros,
estos resultados nos demuestran una neuroproteccion de la conducta motora
cuando son tratados con URB597, este tipo de conducta nunca antes ha sido
medida en un modelo de 6-OHDA y animales tratados con URB597, la Unica
conducta que apoya nuestros resultados son los producidos por el grupo de
trabajo de Morgese en el cual se demostro el efecto neuroprotector de URB597 al
disminuir las discinesias producidas por una lesién con 6-OHDA, lo que nos
permite afirmar que el tratamiento con URB597 promueve una neuroproteccion a
la via nigroestriatal o que la activacion del SE por acumulacion de AEA actua
produciendo una mejoria (modulacién) o correcta sefializacibn en la via
nigroestriatal.

Al administrarse URB597 como tratamiento cronico (7 dias), podemos sugerir un
posible efecto de prevencion de los efectos producidos por la lesion de 6-OHDA
(aumento de ROS, auto-oxidacion, etc.) ademas de involucrar posiblemente una
accion terapéutica. Este efecto neuroprotector puede deberse a la posible captura
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de radicales libres (H,O,) por el URB597, que presenta hidrégenos que pueden
ser donados para el arresto de los radicales libres; el endocannabinoide AEA, al
no ser metabolizado, también podria ser parte de esta actividad protectora, ya que
en su estructura presenta hidrogenos que también pudieran servir como donantes
para atenuar el efecto de los radicales libres, ademas de la activacion de los
receptores PPARYy, desencadenando una cascada de sefalizacion a nivel nuclear,
concluyendo con la sintesis y produccion de factores antioxidantes, anti-
inflamatorios y anti-excitotoxicos (Pelicdo et al, 2016), ademas de la activacion de
receptores PPARa los cuales se encuentran expresados a nivel de SNpc y al ser
activados promueven una respuesta anti-inflamatoria y antioxidante (Gonzalez-
Aparicio et al, 016). La activacion de receptores CB1 formando heterodimeros
CB;-D1/D2 y TRPV1 promueve la activacion y modulacion de la via nigroestriatal,
principalmente de blancos como lo son el cuerpo estriado, permitiendo la
regulacion de la actividad motora en la conducta de giro. (Vasant et al., 2010 y
Mufioz-Arenas et al., 2014).

La inmunoreactividad a TH nos permitié visualizar la neuroproteccion parcial en el
cuerpo estriado y la SNpc por la administraciéon de URB597. Se ha observado que
la administracion de 6-OHDA en el cuerpo estriado causa pérdida funcional y
celular en los animales lesionados. Estos eventos de muerte celular podrian
explicar la pérdida de DA en el cerebro de ratas lesionadas (Kirik et al. 1998;
Gainetdinov et al, 2001). En este trabajo se propone que los animales tratados
con URB597 y previamente lesionados con 6-OHDA muestran una
neuroproteccion parcial del cuerpo estriado y la SNpc, haciendo la comparacion
contra los grupos SHAM y 6-OHDA como se muestra en la figura 12, por otro lado
el grupo URB597 presenta una disminucién en la inmunoreactividad de TH, esto
podria explicarse por la regulacién de los genes de TH a la baja por la activacién
de receptores PPARa (Bosier et al., 2013), sin embargo, este resultado no
compromete la funcionalidad de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc ya que
no hay una alteracion en la conducta de giro de este grupo. Este tipo de tinciones
se han hecho en otros trabajos como el de Pelicdo, donde la administracion
cronica y aguda de EtOH en dos dosis (3y 6mg/kg) producen anidén superéxido
(aumento de ROS), favoreciendo una proteccion a nivel de la corteza prefrontal
por la administracién de URB597. A este trabajo se suma el de Gonzalez-Aparicio,
en el cual la administracion de OEA (oleiletanolamida) a diferentes dosis (0.5, 1,
and 5 mg/kg) activa al receptor PPARa promoviendo una proteccion a nivel de
cuerpo estriado y SNpc ante la lesiébn con 6-OHDA, esto lo demuestran con
ensayos conductuales e inmunoreactividad a TH, obteniendo dos resultados; una
mayor proteccién (dosis-dependiente) y una proteccién de los nucleos celulares;
cuerpo estriado y SNpc. (Gonzalez-Aparicio et al, 2016).

Haciendo una analogia y comparacion con un modelo semi-parkinsoniano
producido por MPTP comprobando el efecto protector del SE por la administracion
de URB602 (inhibidor de la enzima degradadora de 2-AG, MAGL),también se
observa una neuroproteccién de la SNpc al determinar la inmunoreactividad a TH
(Mounsey et al, 2015). Ante esto, al analizar la inmunoreactividad a TH de la SNpc
por densimetria demostramos un efecto protector de las neuronas GABAérgicas
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del cuerpo estriado y las dopaminérgicas de la SNpc, lo cual podria correlacionar
con la mejoria en la conducta rotacional.

Posteriormente en las Figuras 14 y 15 se observa que de manera natural (estado
basal) en la lipoperoxidacion, en condiciones control (SHAM), los lipidos
membranales tienden a sufrir peroxidacion, sin embargo, como es de esperarse el
grupo 6-OHDA aumenta esta peroxidacion por la lesién provocada por este agente
neurotoxico, en contraste, existe una drastica disminucion en el grupo URB597+6-
OHDA, lo cual sugeriria una disminucion en la formacioén de peroxidacion lipidica,
mostrando una tendencia a la proteccidén antioxidante del propio farmaco sobre la
integridad de la membrana celular, observando este efecto en la sustancia nigra
como podemos verlo en la Figura 14. Por su parte, la carbonilacion evaluada en
sustancia nigra, al no ser diferente entre los grupos, sugiere que este proceso no
participa en este modelo en el tiempo evaluado. Esto provee de informacion
relevante y nueva ya que los experimentos realizados por Pinto., et al en el 2010,
en los cuales se buscaba la prevencion de marcadores de estrés oxidativo por la
administracion de A°-THC en lineas celulares, obteniendo como resultados una
falta de marcadores de estrés oxidativo (SOD, catalasa) sin ningin cambio en
todos sus grupos y solo una pequefia tendencia al aumento de produccion de
GSH en su grupo A’-THC, por lo cual sus resultados contrastan con los nuestros
pero debe recordarse que sus experimentos son en células y que por ello, no
todas las condiciones son comparables.

Este trabajo arroja resultados interesantes y novedosos, que apoyan la teoria de
tener al SE como un posible blanco de estudio como tratamiento para pacientes
con una enfermedad cronico-neurodegenerativa como lo es la EP. Aunque no
podemos afirmar de una manera puntual que el sistema endocannabinoide esta
involucrado en la neuroprotecciébn en nuestro modelo, podemos hablar de su
parcial involucramiento, ya que los resultados de conducta e inmunoreactividad a
TH y densitometria son claros y proveen de una respuesta puntual de proteccion
gue se asume esté relacionada con la presencia de AEA (por probar). Deben
entonces estudiarse en mas detalle en un futuro cercano vias de compensacion
(cascadas de sefalizacion) con el farmaco probado y sobre diferentes marcadores
de toxicidad que involucren la activacion del sistema endocannabinoide.

Con estos resultados completamente nuevos, se proponen 3 vias de proteccién
por la administracién de URB597: la primera de estas vias es la proteccion inferida
de forma antioxidante, ya que la molécula posee hidrogenos que puedan ser
donados para inactivar los radicales libres formados por la lesién de 6-OHDA, y
también podria apoyarse el papel antioxidante de la AEA, la cual igual que el
farmaco posee y provee de hidrogenos con capacidad de ser donados para
inactivar el aumento en la produccion de ROS.

La segunda via, implica la proteccion integral de la via nigroestriatal y
estriatopalidal por la conjugacion de farmacos con receptores, la formacion de
heterodimeros los cuales activarian cascadas de sefializacion de los receptores
acoplados a proteinas G (CB; y CB;), desencadenando una accion en los
receptores D1y D2, como ha sido ya mencionado por autores como Vasant (2010)
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y Limon (2014), infiriendo una excitacion y liberacion de dopamina al heterodimero
CB1/D2. Simultaneamente, la inhibicion y no liberacibn de dopamina al
heterodimero CB;/D1 transmitiria una sefial para sintetizar y liberar dopamina al
globus palidus interno y STN (nucleo subtalamico), promoviendo asi la correcta
inhibicién del talamo, lo cual es el objetivo que se busca el disminuir gradualmente
los sintomas caracteristicos de la EP, como son los sintomas motores (temblores,
rigidez, etc). Ademas de esto, la posible produccion de NADA y activacion de los
receptores TRPV1, los cuales son exclusivamente localizados a nivel de SNpc y
juegan un papel importante en esta transmision, puede contribuir a la
neuroproteccion; sin embargo, lo antes visto por Morgese en el 2007 y 2014 no
solo pone en perspectiva a los TRPV1, sino también a los receptores PPARY,
siendo estos en los dltimos afios muy estudiados ya que su activacion y accion a
nivel nuclear puede afadir proteccion por diferentes vias antioxidantes,
antiinflamatorias y anti-excitotoxicas, principalmente a través del aumento de
factores antioxidantes y neurotréficos como BDNF, Interleucina 10, TGF-B y Nrf2.
(Morgese et al., 2007, A. A. Martinez et al., 2014, Vasant et al., 2010 y Mufioz-
Arenas., 2014).

Ante estas posibles interacciones se podria sumar la activacion de receptores
NMDA generado por una dependencia de cannabinoide LTD (depresion sinaptica
de largo plazo) la cual nos provee de dos vias de accion; 1) el estado inhibido o
inactivado de los receptores NMDA permiten una recaptura de dopamina en la via
directa lo cual facilitaria la produccion de movimientos motores, 2) en contraste, en
el momento en el cual el receptor NMDA es activado produce un efecto LTD en la
sinapsis, disminuyendo el movimiento motor en los organismos, esto apoyaria la
teoria de accion hetero reguladora entre el SE y la via nigroestriatal. (Aceves J. et
al., 2016).

Por ultimo, la activacion de receptores CB;y CB; Yy el posible rol que se tiene en
las células gliales (astrocitos y microglia) podria convocar diversas acciones tras el
estimulo por endocannabinoides, que a su vez podria producir una disminucién en
enzimas y metabolitos pro-oxidantes como son iNOS, COX-2, citosinas pro-
inflamatorias, o un aumento en vias de proliferacién y sobrevivencia celular como
lo es TGF-3, SOD, y BDNF, por mencionar algunos. (Vasant et al., 2010).

Estas diferentes vias y acciones pueden verse como un conjunto de rutas que
permiten el "entrecruzamiento” entre el sistema endocannabinoide y la sintesis y
liberacién de dopamina, ademas de la posible via de acciones anti-inflamatorias,
anti-oxidantes y anti-excitotoxicas, las cuales proveen a un organismo de
proteccion contra enfermedades degenerativas. Es de suma importancia tener
como objetivo el estudiar e investigar a fondo este sistema (SE) y su implicacion e
importancia en las enfermedades del SNC, particularmente de la enfermedad de
Parkinson, promoviendo un campo amplio de oportunidad, ademas de dejar en
claro que hace falta la investigacion de diferentes componentes de este sistema y
de sus acciones (neurotransmision, activacion, cascadas de sefalizacion, etc.).
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11. Conclusién

X/
L X4

El tratamiento crénico con URB597 disminuye la conducta de giro en ratas
lesionadas con 6-OHDA en la via nigroestriatal.

El tratamiento crénico con URB597 incrementa parcialmente la
inmunoreactividad de TH en la SNpc de ratas lesionadas con 6-OHDA.

El tratamiento con URB597 activa parcialmente el SE de ratas lesionadas
con 6-OHDA.

El tratamiento con URB597 induce un efecto neuroprotector en un modelo
de lesién con 6-OHDA en la via nigroestriatal.
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