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TLAXCALA
La palabra Tlaxcala proviene del nahuatl tlaxcalli que quiere decir
“tortilla” pero que al combinarse con la terminacion tlan, que denota
‘lugar de”, forman la palabra Tlaxcallan. De esta combinacion
surge el significado “lugar de tortillas”.
Este es uno de los estados que conforma a los Estados Unidos
Mexicanos y un momento histérico relevante ha sido su

participacion en la conquista con los espafioles.

Un dia cualquiera.

Al despertar veo la mafhana roja, himeda , brizada,
tumbando la noche, guardando la luna, apagando
luceros que a veces se caen del cielo.

El canto del centzontle me anima, con el aroma del
fogén alimentado por lefa seca del prado, que
alguien ya ha cortado, para empezar a trabajar su
dia.

Caballo lindo que recorres las melgas con tu jinete
rebosante, cual jorongo cubre todo su pecho que
lleno ha de estar del aire que emana de su amada
patria.

El agua en el rio tan dulce canta a su paso y, miro
tantos peces cual notas celestes que arrullan el
tiempo y lo detienen aveces.

Sabino, arbol dominante del paisaje, sauce llorén,
fiel compaiiero a tu tristeza y coraje, magueyes que
en su agua miel endulzan los motivos de la tradicién
y, muy presente ta, Malinche, cerro fémino de tanta
belleza que impone el mestizaje de mi corazén.
Asi te disfruto tierra santa, tierra mia y de mi
inmensa familia.

Tlaxcala aqui me tienes, viendo como mi vida
transcurre feliz.

- Marc Téllez Gonzalez
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Resumen

En los ultimos anos, el estudio del sistema endocannabinoide como un modulador en
los procesos de inhibicibn y excitacion neuronal, ha tenido relevancia por su
participacion sobre la fisiopatologia de enfermedades como la epilepsia. Diversos
estudios han demostrado que la activaciéon de los receptores cannabinoides CB1 vy
CB2, asi como el GPR55, participan en la regulacién de la hiperexcitabilidad neuronal y
en consecuencia disminuyen los procesos de neuroinflamacién, de excitotoxicidad y de
muerte celular. Por otra parte, la inhibicion de la amida hidrolasa de los acidos grasos
(FAAH), por medio de antagonistas como el URB-597, ha mostrado un papel
importante en la disminucidn de marcadores de neuroinflamacion en diversas
patologias. Es asi como el Cannabidiol (CBD), un compuesto no psicoactivo de la
planta Cannabis sativa L., se perfila como una alternativa terapéutica atractiva para
tratar diversas patologias, ya que promueve la activacion de diferentes receptores en
regiones cerebrales asociados con focos epilépticos. Recientes estudios reportan que
el CBD, disminuye la hiperexcitabilidad y actia como un agente antiinflamatorio y
neuroprotector. El pentilentetrazol (PTZ) es una molécula convulsivante ampliamente
utilizada para replicar los cambios neuroldgicos y bioquimicos caracteristicos de la
epilepsia, lo que permite su uso en la caracterizacion de modelos experimentales de
crisis convulsivas. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del CBD sobre
la generacion de crisis convulsivas y la respuesta astrocitica provocado por PTZ. Se
utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (260-330g), divididas en cuatro grupos
experimentales: VEH+VEH (n=14), VEH+PTZ (n=12), URB597+PTZ (n=12) y
CBD+PTZ (n=12). La administracion de CBD o URBS597 se realiz6 durante catorce
dias, siete dias antes y siete posteriores a la administracion de PTZ. El PTZ se
administré por cuatro dias de manera alternada y se evalué la intensidad de las crisis

convulsivas por medio de la escala de Racine.

Finalmente, se cuantificd la inmunorreactividad del marcador de astrocitos GFAP en el
hipocampo y en la amigdala mediante inmunofluorescencia. Los resultados mostraron
que el tratamiento con CBD o URB597 redujo la intensidad de las crisis convulsivas sin

modificar la frecuencia ni las latencias a la primera crisis mioclénica y ténico clénica. En



cuanto a la cuantificacion de GFAP en el hipocampo, se observé que el tratamiento con
CBD disminuy6 la inmunorreactividad, mientras que el grupo tratado con URB597
presentd una mayor reduccion de este marcador en comparacién con los grupos
VEH+PTZ y CBD+PTZ. Estos hallazgos sugieren que el CBD no solo atenua las crisis
convulsivas, sino que también reduce la astrogliosis, actuando como un modulador de
la hiperexcitabilidad neuronal y de la activacion astrocitaria. En conclusion, el CBD
ejerce efectos similares a los de URB-597 en la disminucion de la hiperexcitabilidad y la
activacion astrocitaria, lo que refuerza su potencial terapéutico en el tratamiento de la

epilepsia.



1. Introduccion

1.1 Definicién y prevalencia de la Epilepsia

La epilepsia es un trastorno neurolégico crénico caracterizado por una predisposicion a
generar crisis epilépticas recurrentes no provocadas. Las crisis convulsivas se
manifiestan como alteraciones en los patrones normales de actividad neuronal, debido
a una sincronizacion anormal y transitoria de las neuronas en el cerebro. Estas crisis
pueden presentarse con sintomas sensoriales como alteraciones en la conciencia, y
signos como conductas convulsivas, entre ellas, mioclonias, crisis tonicas y crisis

ténico- clonicas (Ono & Galanopoulou, 2012).

Se ha reportado que la epilepsia puede presentarse en todos los grupos etarios (nifiez,
juventud, adultez y vejez) pero existe una mayor incidencia en la poblacién infantil. En
cuanto a la epilepsia activa, se ha reportado que su prevalencia a nivel mundial es de
6.38 casos por cada 1000 habitantes, mientras que en México la prevalencia reportada
oscila entre 349 a 680 casos por cada 100 000 habitantes en la poblacién general, y
entre 180 a 400 por cada 100 000 habitantes en la poblacién infantil (Pesqueira et al.,
2023).

Se estima que, de los pacientes diagnosticados con epilepsia, el 65% vive en regiones
rurales de paises en desarrollo, 25% viven en areas urbanas y solo el 10% radican en
paises desarrollados, de manera que la tasa de incidencia es mas alta en paises en
desarrollo como los de América Latina donde las cifras pueden superar la prevalencia
de 150 por cada 100 000 habitantes. Esta prevalencia se debe a una falta de acceso a
la atenciéon médica, debido a los recursos limitados en el area de la salud (Pesqueira et
al., 2023; Noriega-Morales & Shkurovich-Bialik, 2020). Esta ultima condicién puede
afectar el proceso de diagnédstico y tratamiento de pacientes epilépticos, dejando
incompleto el esquema de clasificacion de epilepsia que se usa para la identificacion y

categorizacion de los tipos de crisis, tipo de epilepsia y tipo de sindrome epiléptico.

1.2 Clasificacion de la epilepsia
La clasificacion internacional de la epilepsia fue emitida en 1969, con el objetivo de

integrar la informacion recopilada por los especialistas sobre la epilepsia y de esta



manera poder diagnosticar y establecer tratamientos adecuados para cada paciente.
Esta clasificacion permitio mejorar el diagndstico y el establecimiento de tratamientos
adecuados, ademas de ser una herramienta fundamental en el desarrollo de modelos

experimentales para la investigacion de este trastorno (Reséndiz-Aparicio et al., 2023).

La clasificacion de la epilepsia mas actual y utilizada por los especialistas e
investigadores es la propuesta por la Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE, por
sus siglas en inglés International League Against Epilepsy), en 2017. El primer nivel de
la clasificaciéon corresponde al tipo de crisis: 1) crisis de inicio focal, (caracterizadas por
una actividad de inicio epileptiforme en uno de los dos hemisferios cerebrales); 2) crisis
generalizadas (caracterizada por la presencia de actividad epileptiforme en ambos
hemisferios cerebrales) y 3) crisis de inicio desconocido (se desconoce el sitio de inicio
de la actividad epiléptica). El segundo nivel abarca el tipo de epilepsia: 1) focal, 2)
generalizada y 3) desconocido. El tercer nivel incorpora un conjunto de caracteristicas
para el diagnostico del sindrome epiléptico: como tipos de convulsiones, hallazgos en
electroencefalograma (EEG), edad de inicio y remision, factores desencadenantes de
las convulsiones, comorbilidades e implicaciones etiolégicas (Reséndiz-Aparicio et al.,
2023; Fisher et al., 2017) (Figura 1).

Etiologia

Tipo de crisis

l Focal Generalizada | pegconocido Estructural

Tipo de epilepsia ) Genético
Combinada Infeccioso
F | generalizaday
oca i ; 1
Generalizada focal Desconomdo) Metabolico
Inmunitario
Sindrome epiléptico ] Desconocido

Figura 1. Clasificacion de la epilepsia. Primer nivel: tipo de crisis; segundo nivel: tipo de epilepsia; tercer
nivel: sindrome epiléptico. Figura tomada y modificada de Reséndiz-Aparicio et al., 2023.



Una vez establecido el nivel de clasificacion de la epilepsia, resulta pertinente abordar
su fisiopatologia, en donde se puede vislumbrar una comprension mas detallada de los
procesos celulares implicados en la generacion de las crisis epilépticas. Esto constituye

la base para el desarrollo de estrategias terapéuticas mas eficaces.

1.3 Fisiopatologia de las crisis convulsivas

Las convulsiones pueden tener diversas causas, sin embargo, un principio ampliamente
discutido es que surgen debido a una alteracién en el equilibrio entre la excitacién y la
inhibicion neuronal (Scharfman, 2007). Esta alteracién se asocia a una excitacion
exacerbada o a una inhibicion disminuida en las redes neuronales, donde se reconoce
que los principales neurotransmisores involucrados son el glutamato y el acido y-
aminobutirico (GABA) (Treiman, 2001; Sarlo & Holton, 2021).

Tanto en la epilepsia como en los modelos de crisis, se ha descrito una desregulacion de
los mecanismos glutamatérgicos que involucra un aumento de la expresion de los
receptores ionotropicos (AMPA, NMDA) o metabotropicos (mGIuRS), la expresion
anormal de transportadores de glutamato en los astrocitos o bien, alteraciones en el
funcionamiento de enzimas neuronales o astrociticas que modifican las interacciones
neuronales, gliales o neurona-glia (Eid et al., 2004; Kanchi & Meesala, 2024). Asi mismo,
en los mecanismos inhibitorios de GABA se han visto alteraciones en los procesos de
sintesis, de liberacidén y de recaptura de GABA. En este contexto, se ha demostrado que
existen cambios en las concentraciones de GABA, disminucion en la expresion de los
receptores GABAAa, asi como una disminucién de la enzima glutamato descarboxilasa
(GAD) en el hipocampo (Figura 2) (Sarlo & Holton, 2021; Kanchi & Meesala, 2024).

Es importante mencionar que otro componente clave en la epileptogénesis, un proceso
de cambios moleculares y bioquimicos que vuelven a un cerebro sano en uno suceptible
a crisis epilépticas, es el proceso neuroinflamatorio que ha mostrado tener una
implicacion en la iniciacion y en la cronificacién de la epilepsia. Se ha reportado que
posterior a una crisis epiléptica, ademas de haber cambios en los mecanismos de
inhibicién y excitacion, se produce la activacion de las células gliales (microglia y

astrocitos) que liberan citocinas proinflamatorias como IL-1B, TNF-a, IL-6 y la proteina



del grupo de alta movilidad B1 (HMGB1) capaces de generar un entorno de
hiperexcitabilidad neuronal, alterando a su paso a los canales i6nicos de tipo T

(canalopatias) (Figura 2).

( Fisiopatologia de la epilepsia ]

Desregulacion de
mecanismos inhibitorios

Desregulacion de
mecanismos excitatorios

Disminucién de los niveles

de glutamina
(Kanchi & Meesala, 2024)

Aumento de

glutaminasa
(Kanchi & Meesala, 2024)

Disminucion de las
concentraciones Aumento de glutamato
de glutamina sintetasa deshidrogenasa
L (Kanchi & Meesala, 2024) ) (Kanchi & Meesala, 2024)
' N\
Disminucion de la
expresion Aumento de la expresion
del receptor GABA del receptor NMDA y AMPA
L (Cremer et al., 2009) ) (Cremer et al., 2009)

Canalopatias Neuroinflamacion

(Avanzini et al., 2007)

-

[ Microglia reactiva I Astrogliosis reactiva ]

Figura 2. Fisiopatologia de la epilepsia. La epilepsia esta relacionada con una desregulacion de los
mecanismos inhibitorios y excitatorios, canalopatias y procesos asociados a la neuroinflamacion.

Para comprender como se manifiestan los procesos fisiopatoldgicos de la epilepsia es
importante comprender el papel que desempenan las estructuras clave en la generacion
y en la propagacion de las crisis. Algunas de estas regiones relevantes son el hipocampo
y la amigdala, que al tener una susceptibilidad a la excitabilidad excesiva los convierten
en sitios vulnerables dentro de los circuitos cerebrales epilépticos, por lo que su estudio

es de vital importancia para el desarrollo de nuevas terapéuticas.

1.4 Participacion del hipocampo en las crisis convulsivas

El hipocampo es una estructura convexa y alargada ubicada en el I6bulo temporal
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medial, se encuentra conformado por tres zonas distintas: el giro dentado (GD), el
hipocampo o cuerno de Ammon vy el subiculo (Chauhan et al., 2021). El cuerno de
Ammon recibe su nombre por su caracteristica forma en “C” y se subdividide en las
regiones: CA1, CA2 y CA3 . En la regién CA1, la mayoria de las neuronas son células
piramidales con proyecciones glutamatérgicas y el resto son interneuronas
GABAérgicas. La region CA2 se encuentra de manera contigua al area CA1, en
direccién al giro dentado y el area CA3 se ubica contiguamente al area CA2 y su
importancia radica en las conexiones que el GD tiene con esta area a través de las
fibras musgosas de las células granulares (Chauhan et al., 2021). Las neuronas
glutamatérgicas y GABAérgicas del hipocampo constituyen entre el 85-90% vy el
10%-15%, respectivamente, de las neuronas totales de esta estructura. Estas células
mantienen proyecciones intra- y extrahipocampales que facilitan la comunicacién con
distintas regiones del cerebro, incluyendo la corteza prefrontal, la corteza entorrinal, la

amigdala, el tdlamo y la formacion de los ganglios basales (Bello-Medina et al., 2018).

El hipocampo ha sido una de las regiones mas estudiadas en la epilepsia humana y
experimental debido a que es un sitio frecuente de focos epilépticos, es decir, sitios de
origen y persistencia a generar crisis convulsivas. Esta susceptibilidad esta vinculada a
factores fisioldgicos y neuroquimicos que favorecen la hiperexcitabilidad neuronal de
esta estructura. Una caracteristica que promueve esta susceptibilidad es la naturaleza
de las neuronas en el hipocampo, la cual se compone en un gran porcentaje de células
glutamatérgicas que favorecen la excitacion, y de células GABAérgicas que promueven
la inhibicién, por lo que una alteracién en su equilibro como la disfuncion o pérdida de
interneuronas GABAérgicas, asi como una excesiva liberacion de glutamato, puede

promover la generacioén de crisis convulsivas (Thom, 2014).

En pacientes con epilepsia del I6bulo temporal mesial (MTLE, por sus siglas en inglés
Mesial Temporal Lobe Epilepsy), un tipo de epilepsia focal, como en el modelo de crisis
convulsivas inducidas por pentilentetrazol, se ha observado un proceso de esclerosis
hipocampal (HS, por sus siglas en inglés hippocampal sclerosis). Esta condicidén se
caracteriza por la pérdida neuronal en las regiones CA1 y CA3, acompafnada de gliosis

reactiva que crea un entorno que favorece la hiperexcitabilidad y la formacion de focos



epilépticos. Ademas, se ha reportado que, en respuesta a estas lesiones cerebrales, se
promueve un proceso de neurogénesis entre el giro dentado y el area CA3 del
hipocampo, lo que da lugar a la formacion de sinapsis aberrantes y a ciclos de
retroalimentacion en los que las crisis convulsivas se pueden perpetuar (Thom, 2014,
Cavarsan et al., 2018).

1.5 Participacion de la amigdala en las crisis convulsivas

La amigdala es una estructura en forma de almendra ubicada en el I6bulo temporal que
es responsable de llevar a cabo funciones como el control de las emociones, la formacién
de la memoria y el comportamiento (AbuHasan et al., 2023). Se conforma por trece
nucleos, entre ellos, la amigdala basolateral (BLA), un sitio de informacion procesada y
multisensorial constituido por células de proyeccion de tipo glutamatérgico y
GABAérgico, representando un porcentaje de entre 80-85% y 10-15%, respectivamente.

Las aferencias de este nucleo provienen de sitios corticales y talamicos (Hajos, 2021).

La amigdala juega un papel importante en el inicio y en la propagacion de las crisis
convulsivas debido a sus conexiones con el hipocampo, con la corteza y con el talamo.
El estudio de las interacciones entre la amigdala y el hipocampo han sido de relevancia
en la MTLE, donde se ha observado que las lesiones amigdalo-hipocampales pueden
alterar el umbral de excitacion neuronal y promover la susceptibilidad a las crisis
convulsivas. Ademas, en estudios de resonancia magnética de pacientes epilépticos se
ha revelado la atrofia y la reduccidén en volumen causada por la pérdida neuronal en la
amigdala debido a crisis recurrentes. Esta atrofia puede oscilar entre un 10% y un 57%

de la reduccién del volumen total (Pitkanen et al., 1998).

La participacion del hipocampo y de la amigdala en la epilepsia ha sido ampliamente
documentada pero para comprender sobre los mecanismos implicados, se han
desarrollado modelos animales de epilepsia que reproducen no solo las crisis sino los
cambios neuropatoldgicos observados en estas regiones a nivel clinico, de manera que
permiten estudiar una amplia gama de eventos bioquimicos y moleculares, ofreciendo

una base de conocimiento para su estudio.



1.6 Modelos experimentales de convulsiones

Los modelos animales de epilepsia han sido fundamentales en la investigacion cientifica
para explorar nuevas alternativas terapéuticas y para evaluar la eficacia de farmacos
antiepilépticos dirigidos a reducir la frecuencia e intensidad de las convulsiones (Monteiro
et al., 2024). Aunque actualmente ningun modelo puede reproducir todas las
caracteristicas clinicas de la epilepsia como sucede en humanos, la seleccion del modelo
debe basarse en los objetivos especificos de estudio. Esto permite reproducir
parcialmente signos, sintomas y mecanismos moleculares o bioquimicos subyacentes a
la enfermedad, incluyendo la predisposicién a padecer crisis convulsivas (Wang et al.,
2022).

En los modelos de crisis convulsivas hay dos tipos; los genéticos y en los que se
utilizan herramientas quimicas, eléctricas 0 mecanicas para inducir o replicar cambios
neurolégicos y sintomas que imitan las condiciones de la enfermedad en humanos
(Figura 3) (Erkec, 2015). Los primeros se constituyen por cepas de animales
modificados genéticamente con predisposicidn a generar convulsiones espontaneas
recurrentes, como la cepa de ratones GAERS (del inglés Genetic Absence Epillepsy
Rat from Strasbourg) o los GEPR (del inglés, Genetically Epilepsy-Prone Rats). Los
segundos involucran herramientas quimicas (pentilentetrazol o pilocarpina) o eléctricas
(como la estimulacion por electrochoque maximo; MES) que interrumpen el equilibrio
entre los neurotransmisores excitatorios (glutamato) e inhibitorios (GABA) en el sistema
nervioso central (SNC). En este sentido, las convulsiones pueden ser el resultado de
una disminucién de la inhibicion neuronal GABAérgica, o el aumento de la actividad

glutamatérgica inducida (Monteiro et al., 2024).
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Figura 3. Visién general de los modelos de epilepsia o convulsiones epilépticas. En este esquema
se nombran algunos de los modelos utilizados para la generacién de crisis convulsivas, no obstante,
existen mas modelos que desarrollan convulsiones recurrentes espontaneas. GAERS, Rata con
epilepsia por ausencia genética de Estrasburgo (del inglés Genetic Absence Epillepsy Rat from
Strasbourg); DBA/2 designacion genérica para una cepa de ratones; GEPR, Ratas Genéticamente
Propensas a la Epilepsia (del inglés, Genetically Epilepsy-Prone Rats); MES, estimulacién por
electrochoque maximo; PTZ, pentilentetrazol. Tomado y modificado de Léscher, 2011.

1.7 Pentilentetrazol como modelo de crisis convulsivas

Uno de los métodos usados para inducir crisis convulsivas agudas es la inhibicion del
tono GABAérgico. En este contexto, las convulsiones inducidas por pentilentetrazol
(PTZ) se han establecido como un modelo eficaz para evaluar la actividad de nuevos

farmacos antiepilépticos (Monteiro et al., 2024).

El uso de PTZ a lo largo del tiempo ha permitido desarrollar diferentes variantes del
modelo de convulsiones. Uno de ellos es el modelo cronico o kindling, descrito por
Mason y Cooper (1972), el cual consiste en una administracion repetitiva de PTZ hasta
alcanzar un estado de excitabilidad crénica, con crisis espontaneas recurrentes. Para
establecer un modelo cronico, es necesario administrar el PTZ en dosis subconvulsivas
(30 o 35 mg/kg) durante un periodo de 4 a 6 semanas, en intervalos de 48h entre cada
administracion. Mientras que los modelos agudos se limitan a la generacion de crisis

solo en el momento de la administracion del convulsivante y su uso puede variar de
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una unica administracién, con dosis convulsivantes (= 40-50 mg/kg) hasta
administraciones que requieren entre 3 a 6 de inyecciones (2 semanas) cada 48h a

dosis subconvulsivas (Loscher, 2009; Ngoupaye et al., 2022).

El pentilentetrazol (PTZ), también conocido como pentetrazol o metrazol se considera
un potente estimulante del sistema nervioso central (SNC) que actia como un
antagonista de los receptores GABAérgicos. Su mecanismo de accidén se basa en la
interaccion con el sitio de uniéon a picrotoxina en los receptores GABAa, impidiendo la
entrada del cloro y promoviendo la hiperexcitabilidad a través de la activacion excesiva
de los receptores NMDA, lo que permite una mayor entrada de Na* y Ca2*. Este
aumento de iones conduce a la despolarizacién neuronal y a la activacién de canales
de sodio (Nav.1) y calcio (Cav.1 y Cav.2) dependientes del voltaje, mejorando aun mas
la afluencia de estos iones y facilitando la propagacion de potenciales de accién
anormales y la liberacidon de neurotransmisores, incluido el glutamato. El incremento de
Ca?* en el citosol también activa los mecanismos de liberacion de calcio inducido por
calcio a través de los receptores de rianodina, ubicados en las reservas intracelulares
del reticulo endoplasmatico en el hipocampo. Asi, se promueve una mayor liberacion
de Ca?* que desencadena la produccion de radicales libres, estrés oxidativo, apoptosis
y en consecuencia la activaciéon de la microglia. Esta activacion microglial resulta en
una mayor expresion y liberacion de mediadores proinflamatorios en el hipocampo,
como el 6xido nitrico (NO), la ciclooxigenasa-2, la prostaglandina E2 (COX-2/PGE2),
interleucina-1B (IL-1B), los cuales son esenciales en el inicio de la neuroinflamacién
inducida por PTZ. La produccion de IL-18 conduce a una reduccion de los
transportadores de glutamato astrogliales, que son indispensables para la recaptura de
neurotransmisores excitatorios en la hendidura sinaptica. Estas alteraciones inducidas
por PTZ contribuyen a un ciclo recurrente de excitotoxicidad (Figura 4). Este proceso se
encuentra estrechamente relacionado con la activacion astroglial.

Este modelo, si bien reproduce una amplia variedad de crisis en lo animales de
experimentacion, requiere de una escala de valoracion que permita evaluar de manera
sistematica y objetiva el comportamiento convulsivo de los animales y es aqui donde se

hace uso de la escala de Racine.
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Figura 4. Mecanismo de accién del PTZ. Las flechas soélidas indican activacion directa, las punteadas
indican activacion indirecta y las flechas rojas se asocian a un aumento de la concentracion citosdlica de
Caz*. (1) Al unirse PTZ a los receptores GABA,, se reduce la inhibicion cerebral, (2) lo que lleva a un
aumento en las concentraciones de glutamato en el espacio sinaptico, y (3) el desarrollo de
hiperexcitabilidad inicialmente mediada por los receptores AMPA y kainato, (4) y sostenida por los
receptores NMDA. (5) Este aumento de iones conduce a la activacion de canales Nav.1, Cav.1 y Cav.2
que promueven una mayor afluencia de Na+ y Ca2+ en el citosol, (6) y lleva a la despolarizacion neuronal
y a la activacion de los receptores de rianodina (RyR) en el reticulo endoplasmico, quienes promueven la
liberacion de mas Ca2*. (7) El aumento descontrolado de Ca2* en el citosol contribuye al aumento de
estrés oxidativo, la activacion de cascadas apoptéticas en la mitocondria y finalmente muerte neuronal.
(8) La muerte neuronal promueve procesos neuroinflamatarios y la activacion de microglia M1
promoviendo la expresion y liberacion de NO e (9) interleucina-18 (IL-1B), la cual (10) media la pérdida de
los transportadores de glutamato astroglial. Figura tomada y editada de Monteiro et al., 2024.

1.8 Escala de Racine

La escala de Racine, desarrollada por Robert J. Racine en el afio 1972, fue propuesta
como una clasificacion de la actividad convulsiva observada posterior a la estimulacién
eléctrica repetida del hipocampo en ratas. Sin embargo, su uso indiscriminado en
modelos de crisis inducidos quimicamente, como en el de PTZ, causé controversia por
las diferencias en el comportamiento convulsivo, haciendo que Littjohann et al., (2009)

cuestionara y estableciera una escala adecuada para las crisis convulsivas inducidas
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por PTZ, (Ver tabla 1 de metodologia), en donde agrupa once comportamientos
convulsivos en seis categorias o estadios: (0) movimiento de vibrisas; (1) arresto
repentino, también dicho como interrupcion repentina del comportamiento; (2)
movimientos faciales; (3) sacudida de cuello; 4) crisis clonica “sentado”; (5) crisis
clonica, crisis tonico- clonica o crisis tonica, todas “acostado boca abajo” ; (6) crisis
clénica y crisis ténico-clonica, ambas “acostado de lado” y salto salvaje. Algunas de
estas crisis como las clénicas se reconocen por presentar sacudidas ritmicas vy
repetitivas, observadas como movimientos de contraccidn y relajacion repetidos.
Mientras que en las tonicas se observa una rigidez muscular sostenida que puede
hacer que los animales pierdan su postura. Asimismo, las crisis ténico-clonicas son
crisis mas complejas que incluyen una fase tonica, donde predomina la contraccién de
los musculos de manera sostenida, y una fase clénica, donde los musculos se contraen

y se relajan de manera rapida y repetitiva (Scheffer et al., 2017).

1.9 Astrogliosis reactiva en la epilepsia

Los astrocitos son células gliales derivadas de progenitores neuronales que constituyen
una de las poblaciones celulares mas abundantes del SNC (Sofroniew, 2020). Tienen
diversas funciones en contextos fisioldgicos y patologicos y para llevarlas a cabo
interactuan, a través de mediadores moleculares, con neuronas, microglia, células de
linaje de oligodendrocitos, pericitos, céulas endoteliales e inclusive otros astrocitos
(Sofroniew, 2020).

En un contexto fisioldgico, los astrocitos se encargan de mantener la homeostasis de
iones y transmisores, proporcionan metabolitos de glucosa como sustratos energéticos
a las neuronas, modulan el flujo sanguineo local y contribuyen en el desarrollo de la
sinapsis y de la plasticidad (Sofroniew, 2020). No obstante, en un contexto patolégico,
los astrocitos reaccionan a moléculas de sefializacién intracelular (como citoquinas, TGF3 y
calcio) capaces de desencadenar un proceso de varios pasos denominado astrogliosis,
que en primera instancia ejerce funciones benéficas al proteger a las células y a los
tejidos del SNC mediante la contencién del dano, la restauracion del equilibrio i6nico
asi como su participacion en la supervivencia neuronal y reparacion del tejido

lesionado. Sin embargo, su persistencia de manera cronica puede convertirse en un
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fendmeno negativo e inadaptativo al causar neurotoxicidad y promover la persistencia

de la inflamacion (Sofroniew, 2020).

La astrogliosis reactiva es un proceso en el que los astrocitos responden a agresiones
o lesiones del SNC que generan desde alteraciones reversibles en la expresion
genética, hipertrofia celular hasta cicatrices gliales duraderas. La hipertrofia se
caracteriza por cambios morfoldgicos en los astrocitos, incluyendo procesos celulares
mas gruesos y un aumento en la expresion de la proteina acida fibrilar glial (GFAP), un
filamento intermedio del citoesqueleto que se ha utilizado como un marcador especifico
de astrocitos (Zhou et al.,, 2019). Estos fendmenos se observan en modelos
experimentales de epilepsia inducida quimicamente, donde se reportan signos claros
de inflamacion, gliosis reactiva y neurodegeneracion (Fabisiak & Patel, 2022). Tal es el
caso del modelo con PTZ el cual induce una amplificacion progresiva de las
convulsiones tras una administracién sistémica (Figura 5.a). Ademas de desarrollar
crisis convulsivas, se observa astrogliosis reactiva en las regiones epileptdgenas, como
el hipocampo (Diaz et al., 2023) (Figura 5.b). Este proceso esta descrito por Diaz et al.,
(2023), quienes hacen uso de un modelo de ratones macho C57BL/6 a los que les

administraron PTZ a una dosis de 35 mg/kg durante 13 dias, en dias alternos (7

inyecciones).
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Figura 5. Progresion de las crisis epilépticas y astrogliosis en modelos de crisis epilépticas
inducido por PTZ. a) Progresion de las crisis epilépticas de acuerdo a la escala de Racine durante siete
dias de administracién de PTZ. b) Astrogliosis en hipocampo de ratas tratadas con PTZ. Tomado y
modificado de Diaz et al., 2023.
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1.10 Aspectos generales de la planta Cannabis sativa

La planta Cannabis sativa forma parte de la familia de las Cannabaceae y se clasifica en
tres especies: 1) Cannabis sativa, 2) Cannabis indica y 3) Cannabis ruderalis (Sommano
SR et.al., 2020). Esta, es una planta anual, angiosperma y dicotiledonea que puede
alcanzar una altura de 5 m de altura (Farag & Kayser, 2017; Bonini et al., 2018, como se
cité en Fordjour et al., 2023). Asimismo, se ha descrito como una planta dioica donde
los individuos masculinos, encargados de la produccion de polen, se distinguen por
tener una flor con cinco pétalos amarillos y cinco anteras, que pueden crecer en sitios
axilares o terminales de la planta. Mientras que, las plantas femeninas presentan una
flor con su o6rgano reproductor, el évulo, y su respectivo perianto que tras ser
polinizadas generan un fruto pequefio de color gris parduzco (Farag y Kayser, 2017;
Fordjour et al., 2023). Es importante mencionar que los individuos femeninos tienen la
caracteristica de poseer tricomas glandulares de manera abundante en la superficie de
las inflorescencias, asi como en el caliz, y en menor abundancia en el resto de la
planta (Figura 6). Estas estructuras son de vital importancia debido a que permiten la

acumulacion de componentes quimicos, como metabolitos cannabinoides y terpenos.

Flor
Tl rfemenina YL

Cannabinoides
Raices

Figura 6. Partes de la planta Cannabis sativa. Representacion de la morfologia y estructura de la
planta Cannabis sativa donde se observan las hojas, raices, semillas y una representacion de la planta
femenina, esta ultima con calices y estilos con sus respectivos tricomas. Figuras tomadas y modificadas
de Livingston et al.,2019b & Fordjour et al., 2023b.

Si bien se ha descrito que esta planta produce mas de 500 componentes, al menos 125
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de estos se han identificado como cannabinoides, también llamados fitocannabinoides
(Radwan et al., 2021). Los fitocannabinoides mas abundantes en la Cannabis sativa son
el A9-tetrahidrocannabinol (A-9-THC) (Figura 7c), responsable de generar los efectos
psicotropicos; los siguientes dos compuestos mayoritarios no psicoactivos son el
Cannabidiol (CBD) y el Cannabigerol (CBG) (Figura 7b, 7d respectivamente) (Cassano
et al., 2020). Las diferencias entre dichas moléculas radican en su estructura quimica,
la cual se describe como una estructura terpenofendlica de veintiun atomos de carbono,
con un fragmento comun que incluye un anillo de dibenzopirano y una cadena de
alquilo hidrofébica. La variedad de fitocannabinoides surge de las diferencias en los
sustituyentes y la estereoquimica de las tres subunidades estructurales: el residuo de
isopropenilo en la parte terpenoide (A), el nucleo de resorcinol (B), y la cadena lateral
de alquilo (Figura 7a) (Franco et al., 2021). Los fitocannabinoides tienen relevancia
meédica una vez que son consumidos e ingresan al cuerpo, ya que llevan a cabo sus

funciones a través del sistema endocannabinoide.

OH
~ CBG

HO

HO

b)

Figura 7. a) Estructura quimica de los fitocannabinoides mayoritarios en la planta Cannabis. a) Se
observa el esqueleto de 21 carbonos con tres fragmentos estructurales: el residuo de isopropenilo en la
parte terpenoide (A), el nucleo de resorcinol (B), y la cadena lateral de alquilo. b) Estructura de cannabidiol;
c) Estructura de A9-Tetrahidrocannabinol; d) Estructura del cannabigerol. Figura tomada y modificada de
Franco et al., 2021b & Anokwuru et al.,2022.
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1.11 Sistema Endocannabinoide

El sistema endocannabinoide se ha descrito como una red de sefalizacidon
neuromoduladora compuesta por tres elementos principales: 1) ligandos endégenos, 2)
receptores a endocannabinoides (CB1R y CB2R) y 3) proteinas, con funcion de

transportar, sintetizar o degradar a los endocannabinoides (Lu & Mackie, 2016).

Los ligandos enddgenos, también llamados endocannabinoides (eCBs), son sustancias
que se producen dentro del cuerpo humano a partir de sustancias lipidicas que derivan
del acido araquidonico. Los principales endocannabinoides descritos son el araquidonoil
etanolamida, también conocida como anandamida (AEA) y el 2-araquidonoil glicerol (2-

AG), los cuales se sintetizan y se liberan bajo demanda, y en respuesta al aumento de

los niveles de Ca2* intracelular (Di Marzo et al., 1998).

Los receptores del sistema endocannabinoide son el receptor CB1 y el receptor CB2,
que son proteinas de 7 dominios transmembranales acoplados a proteina G. En el caso
del receptor CB1 se encuentra acoplado a proteinas G inhibitorias (Gai), el cual al ser
activado desencadena una inhibicion de la liberacion de neurotransmisores presinapticos
por medio de la inhibicidon de la enzima adenil ciclasa (AC) (Figura 8) (Di marzo et al.,
2015). Estos receptores se distribuyen en una variedad de tejidos y drganos, su
densidad en algunos casos depende de las condiciones fisiologicas o patoldgicas. El
CB1R se encuentra en el sistema nervioso central en axones y terminales
presinapticas, en amigdala y en corteza, ademas de situarse también en hipocampo y
en células gliales (Hu et al., 2012), mientras que el CB2R se encuentra en diferentes
poblaciones de células inmunes desempefando un papel en las reacciones inmunitarias
(Walter & Stella, 2004).

La sintesis de la anandamida ocurre por una via biosintética directa, que consiste en una
hidrolisis en un solo paso de N-acil-fosfatidiletanolamina (NAPE), por la fosfolipasa D
especifica de NAPE (NAPE-PLD), hacia anadamida. Mientras tanto, el 2-AG se sintetiza
por la accion de una fosfolipasa C (PCL), dando como producto a 1,2-diacilglicerol (DAG),
que a su vez, se convierte en 2-AG por accién del diacilglicerol lipasa (DAGL) (Di Marzo

& Piscitelli, 2015b). En cuanto a su degradacion, las enzimas encargadas de realizar
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esta actividad son la amida hidrolasa de acidos grasos y la monoacilglicerol lipasa
(FAAH y MAGL respectivamente) (Figura 8).

La senalizacion de endocannabinoides es retrograda, es decir que la sintesis y liberacion
de eCBs sucede en la neurona post-sinaptica y la interaccion con los receptores
especificos sucede en la pre-sinapsis. Una vez liberados los eCBs, tendran interaccion
con los receptores especificos CB1 y CB2, que son proteinas transmembranales

acoplados a proteina G (Di marzo et al., 2015) (Figura 8).

Se ha demostrado que los fitocannabinoides, como el CBD, ejercen acciones
terapéuticas a través del sistema endocannabinoide en diversas enfermedades
neurolégicas como la enfermedad de Alzheimer y de Parkinson (Costa et al., 2022),
pero recientemente se ha demostrado que puede ser una alternativa para el control de

las crisis convulsivas en la epilepsia (Koo & Kang, 2017).
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Figura 8. Sintesis y sefalizaciéon de AEA y 2- AG. La figura muestra la sefalizacién retrégrada de AEA
y 2-AG y su sintesis a partir de fosfolipidos de membrana. La AEA se sintetiza por medio de la
interaccion de fosfolipidos de membrana con NAT (N-aciltransferasa) para la formacion de NAPE (N-acil
fosfatidil etanolamina), que por medio de la NAPE-PLD (fosfolipasa D especifica de NAPE) se produce
AEA (anandamida). Una vez sintetizada la AEA, pasara al espacio sinaptico por medio del EMT y
realizara su interaccion con los receptores CB1, involucrados en la inhibicion de neurotransmisores (NT).
Una vez realizada su actividad, la AEA es degradada por la FAAH (amida hidrolasa de acidos grasos).
Figura tomada y modificada de Patricio et al., 2020.

1.12 Cannabidiol como alternativa terapéutica en las crisis convulsivas y en la
neuroinflamacién

A pesar de que los tratamientos actuales han logrado grandes avances, los pacientes
epilépticos refractarios continian presentando convulsiones persistentes y con ello los
procesos negativos como neuroinflamacion, excitotoxicidad y muerte neuronal. Se
considera que un paciente presenta epilepsia refractaria cuando hay un fracaso, durante
el tratamiento, con al menos dos farmacos antiepiléticos adecuadamente elegidos (Kwan
et al., 2009).
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En estudios experimentales de crisis agudas en murinos, inducidas por pilocarpina,
penicilina y pentilentetrazol se ha demostrado el efecto anticonvulsivo del CBD a dosis
de 50 mg/kg y 100 mg/kg, donde se observa una disminucion en la gravedad de las
convulsiones y en la mortalidad (Jones et al., 2012; Costa et al., 2022; Jones et al.,
2009). No obstante, existe poca informacion sobre el efecto del CBD sobre la
neuroinflamacion en la epilepsia. En este contexto, el cannabidiol (CBD) surge como
una molécula de interés y una alternativa terapéutica prometedora debido a que existen
registros de sus propiedades moduladoras sobre la neuroinflamacion, el estrés
oxidativo y la actividad neuronal en enfermedades como el Parkinson, Alzheimer vy

modelos de neuroinflamacion inducida con lipopolisacarido (LPS) (Atalay et al., 2019).

Se plantea la hipotesis de que el CBD podria estar involucrado en la reduccion y
propagacion de las crisis convulsivas a través de sus multiples dianas terapéuticas, que
involucran mecanismos dependientes e independientes de los receptores a
cannabinoides (Figura 9). Algunas de estas dianas son el CB1R que al tener
interaccién con el CBD mantiene la homeostasis idnica y modula la liberacion de
glutamato. Asimismo, el receptor TRPV1 se involucra en la afluencia de calcio en la
célula, de manera que, al interactuar el CBD con él, desfosforila y desensibiliza a los
canales de Ca?*, lo que conlleva a una disminucién de la entrada de este ion vy, por lo
tanto, a una reduccion de la liberacion de neurotransmisores (Senn et al., 2020). De la
misma manera, el receptor GPR55, expresado principalmente en las neuronas
excitadoras del giro dentado, al ser activado promueve la excitabilidad neuronal y la
liberacién de glutamato, pero su interaccién antagénica con el CBD promueve la

disminucion de su actividad (Senn et al., 2020).

Por otro lado, otras dianas han sido descritas como parte del perfil antiinflamatorio del
CBD, tal es el caso del CB2R que regula la liberacion de citocinas proinflamatorias en
la microglia (Atalay et al., 2019). O bien el receptor PPARYy, un factor de transcripcion
que al traslocarse la nucleo, suprime la activacion de factores de transcripcion que
inducen respuestas inflamatorias como NF-kB. Finalmente pero no menos importante, el
CBD inhibe la actividad enzimatica de la amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH), que

es responsable de la degradacion de la AEA. La inhibicién de esta enzima permite el
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aumento de las concentraciones de AEA en el espacio sinaptico, permitiendo que actue
como un agonista de los receptores cannabinoides, teniendo una actividad inhibitoria
de la liberacion de neurotransmisores a través de los CB1R y una regulacion de la
liberacidn de citoquinas a través de los CB2R, ubicados en la microglia (Atalay et al.,

2019; Bisogno et al.,2001).
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Figura 9. Dianas terapéuticas del CBD. Se observa al CBD como una molécula pleiotropica con
capacidad de inducir diferentes efectos de acuerdo a la diana a la que se una. Figura tomada y
modificada de Patricio et al., 2020.
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1.13 URB-597 como molécula antiinflamatoria

El URB-597 o KDS- 4103 es un compuesto desarrollado para estudiar al sistema
endocannabinoide a través de la modulacién indirecta de los niveles de anandamida por
medio de la inhibicion selectiva de la FAAH. Se ha descrito por medio de experimentos
in vivo que el UBR-597 alcanza su efecto maximo de inhibicién a los 15 minutos posterior
a la administracion, manteniendo este efecto durante 16 h (Figura 10a). Estos resultados
contrastan con las concentraciones de anandamida que incrementan a los 30 minutos
posteriores a la administracién y disminuyen a las 16 h (Figura10b). Asi, la acumulacién
de anandamida en el espacio sinaptico de las neuronas permite la activacion de los
receptores endocannabinoides CB1 y CB2, responsables de las propiedades

neuroprotectoras y antiinflamatorias (Fegley et al., 2004b).
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Figura 10. URB-597 aumenta los niveles de AEA cerebral al inhibir la FAAH. Administracion
sistémica de URB597 (0,3 mg/kg i.p.). @) La inhibicién enzimatica alcanzé un valor maximo dentro de los
15 minutos de la administracion del farmaco y persistié durante al menos 16 h. b) Este efecto se asocié
con un aumento paralelo en el contenido de anandamida cerebral, que alcanzé niveles maximos de 1 a 6
h después de la inyeccion.
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Un trabajo en el que se estudio el efecto antiinflamatorio del URB-597, es el trabajo
realizado in vitro de Standoli et al., (2023) donde se midi6 la expresion del mRNA de
TNFa e IL- 1B, moléculas asociadas a procesos inflamatorios, en células de microglia
BV2 de raton tratadas con LPS (100 ng/mL) y con URB-597. El tratamiento con LPS
aumenta la expresion del mRNA de TNFa e IL- 1B indicando procesos inflamatorios
presentes mientras que el tratamiento con URB-597 disminuye considerablemente su

expresion (Figura 11).
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Figura 11. Inhibicion de la inflamacién inducida por LPS. a) Expresion relativa de ARNm de TNFa en
un grupo tratado con LPS y con URB-597, b) Expresion relativa de ARNm de IL-13 en un grupo tratado
con LPS y URB-597. Figura tomada y modificada de Standoli et al.,2023.

La gran cantidad de evidencia sobre el URB597 como una molécula antiinflamatoria ha
permitido su uso como una molécula control que compara los efectos de la inhibicion de
la FAAH con otros tratamientos dirigidos a la modulacion del sistema endocannabinoide

por lo que su uso establece un punto de comparacion solido frente a otros tratamientos.
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2. Justificacion

La epilepsia es uno de los trastornos neurolégicos mas comunes, que afecta alrededor
del 1% de la poblacién mundial. Entre sus diversas formas, la epilepsia refractaria,
representa un desafio significativo, ya que al menos el 30% de pacientes con actividad
epiléptica, no responden adecuadamente a los tratamientos farmacolégicos
convencionales (Ono & Galanopoulou, 2012). La falta de control sobre las crisis
convulsivas conlleva a graves consecuencias, incluyendo deterioro cognitivo,
discapacidad funcional y una mayor predisposicion a la neurodegeneracion. Asimismo,
las crisis convulsivas provocan una cascada de eventos patologicos a nivel de sistema
nervioso central como excitotoxicidad, neuroinflamacion, estrés oxidativo y en ultima
instancia muerte neuronal. Estas alteraciones han sido el foco de diversas
investigaciones que buscan desarrollar nuevas estrategias terapéuticas capaces de
mitigar tanto la sintomatologia epiléptica como los procesos neurobiolégicos

subyacentes.

La administracién de PTZ ha demostrado ser una herramienta confiable para promover
los cambios neurolégicos y bioquimicos observados en la epilepsia humana. Debido a
su capacidad para replicar estados de hiperexcitabilidad neuronal y neuroinflamacion,
este modelo resulta ideal para evaluar la eficacia de nuevos tratamientos farmacoldgicos,
incluyendo en cannabidiol (CBD) (Lukawski & Czuczwar, 2023; Zhu et al., 2015; Jones
et al., 2012; Costa et al., 2022).

En este contexto, el sistema endocannabinoide ha cobrado interés en la investigacion
cientifica, ya que se describe como un sistema de sefalizacion prohomeostatico, que
puede operar en cambios morfologicos, fenotipicos y funcionales de la microglia y los
astrocitos, ademas de contrarrestar los procesos neuroinflamatorios que ocurren en
diversas enfermedades neurodegenerativas. Se ha propuesto que el CBD, un compuesto
derivado de Cannabis Sativa L., ejerce efectos anticonvulsivos en varios modelos de
convulsiones experimentales y estudios clinicos, actuando a través de vias dependientes
e independientes a los receptores cannabinoides (Jones et al., 2012; Costa et al.,
2022). Ademas, el CBD ha mostrado propiedades neuroprotectoras y antiinflamatorias,

por lo que es importante establecer su eficacia como una alternativa prometedora para
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enfermedades neuroldgicas, incluida la epilepsia. Por otra parte, el URB-597 es una
molécula caracterizada por sus efectos antiinflamatorios a través de la inhibicion de la
FAAH, de manera que su uso en este estudio pretende comparar su accion con el CBD
sobre la astrogliosis pero ademas observar su efecto en la intensidad de las crisis. Esto
debido a la relacién existente entre la hiperexcitabilidad y la neuroinflamacion. Sin
embargo, aun es necesario comprender en mayor profundidad su impacto sobre la
neuroinflamacion mediada por astrocitos y su capacidad para modular la intensidad de

las crisis convulsivas.

Por ello, este trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto del CBD sobre la intensidad
de las crisis convulsivas y la neuroinflamacion mediada por astrocitos en un modelo de
epilepsia generalizada aguda inducida con PTZ. Aunado a ellos, este trabajo busca
generar un aporte en el conocimiento sobre los efectos que tiene el CBD en las crisis
convulsivas y la neuroinflamacién en un modelo de epilepsia generalizada aguda
inducida con PTZ.
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3. Hipétesis
La administracién de cannabidiol disminuye la intensidad y la frecuencia de las crisis

convulsivas, asi como la actividad astrocitica, en ratas tratadas con pentilentetrazol.
4. Objetivos

4.1 General
Evaluar el efecto del cannabidiol sobre la generacion de crisis convulsivas y la activacion

astrocitica, en ratas tratadas con pentilentetrazol.

4.2 Particulares

4.2.1 Estudiar el efecto de la administracion de cannabidiol sobre la intensidad y la
frecuencia de las crisis convulsivas inducidas por pentilentetrazol mediante la escala de
Racine.

4.2.2 Estudiar el efecto de la administracion de cannabidiol sobre la activacion
astrocitica en el hipocampo y en la amigdala en ratas tratadas con pentilentetrazol,
mediante la cuantificacion del porcentaje de area tefiida de GFAP medido por

inmunofluorescencia.
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5. Materiales y métodos

5.1 Diagrama de trabajo

30 minutos después de administrar CBD,

N _ URB597 o vehiculo, se realizala
C Grupos experimentales administracion de PTZ (35 mg/kg via i.p)
= o Veh+Veh (n=14)
) Veh+PTZ (n=10)
CBD+PTZ (n=12) Videograbacion por 45 minutos
Ratas macho URB597+PTZ (n=14)
Wistar |

(260g-330)

v

Administracion de: .
CBD (15mg/kg via i.p) Procesamiento de muestras

URB597 (1mg/kg via i.p) por inmunofiuorescencia
* GFAP

5.2 Animales de experimentacion

Se utilizaron 50 ratas macho de la cepa Wistar de 3 meses de edad (260-330Q)
provenientes del Bioterio Claude Bernard de la Benemérita Universidad Auténoma de
Puebla. Los animales fueron agrupados en cuatro grupos experimentales: VEH+VEH
(n=14); VEH+PTZ (n=10); CBD+PTZ (n=12) y URB-597+PTZ (n=14). Ademas, se
mantuvieron en el vivario del Laboratorio de Neurofarmacologia en grupos de 3
animales por caja, con acceso a agua y a alimento ad libitum. Las condiciones
ambientales se mantuvieron controladas, con un ciclo de luz- oscuridad 12h/12h vy

temperatura de 22 + 1 °C.

Todos los procedimientos se realizaron conforme a la Norma Oficial Mexicana (NOM-

062-Z00-1999) para el uso y cuidado de animales de laboratorio. Ademas, la
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sustentante curs6 y aprobo6 el curso de manejo y vias de administracién en rata de

laboratorio, impartido por el bioterio Claude Bernard de la BUAP.
5.3 Preparacion y administracion de farmacos

5.3.1 Cannabidiol (CBD)

ElI CBD (Hemp Meds ® México) se disolvioé en un vehiculo compuesto por etanol al 100%,
Tween 20 y solucién salina isotdnica (SSI, cloruro de sodio al 0.9%) en una relacion 1:1:8.
Los animales recibieron una administracién via intraperitoneal de CBD a una dosis de 15
mg/kg durante 14 dias consecutivos. El grupo control recibié exclusivamente el vehiculo

en las mismas condiciones de administracion.

5.3.2 URB-597

El inhibidor de la FAAH, URB597 (Sigma-Aldrich), fue disuelto en un vehiculo
compuesto de dimetilsulféxido (DMSO), Tween 20 y solucion salina isotonica (SSI,
cloruro de sodio al 0.9%) en una relacién 1:2:7. Su administracion se realizd via
intraperitoneal a una dosis de 1 mg/kg durante 14 dias, aplicandolo 30 minutos antes de

la administracion del agente convulsivante.

5.3.3 Pentilentetrazol (PTZ)

El PTZ (Sigma-Aldrich) se disolvié en solucidn salina isotonica (SSI, cloruro de sodio al
0.9%) y se administré6 a una dosis subconvulsiva de 35mg/kg. La administracién se
realizé durante dias alternos a partir de octavo dia desde el inicio del experimento,

completando un total de cuatro dias.

5.4 Evaluacion de crisis convulsivas

Posterior a la induccién de crisis convulsivas, los animales fueron videograbados durante
45 minutos mediante una camara de 48 megapixeles f/1.79 de un Redmi Note 11. Los
videos obtenidos fueron analizados posteriormente utilizando la escala de Racine para

evaluar la intensidad de las crisis convulsivas (Tabla 1).

La escala de Racine utilizada para este estudio fue la propuesta por Luttjohann, con
modificaciones para este estudio, clasificando los cambios de comportamiento, de

acuerdo a la escala de Racine modificada, en seis etapas: (0) sin respuesta a PTZ; (1)
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piloereccion, movimiento de vibrisas y sacudida de cabeza; (2) sacudidas mioclonicas;
(3) clonus de extremidades anteriores; (4) posicion de canguro; (5) crisis ténico clénico;

(6) salto salvaje y muerte.

Escala de Racine propuesta

0 Sin PTZ
Piloereccion, movimiento de vibrisas, i t
1 guifo de ojo, movimiento y sacudida €
de cabeza
2 Sacudidas mioclonicas P

3 Clonus de extremidades anteriores

4 Posicion de canguro =

5 Crisis ténico-clénica con pérdida de ( )
postura -

6 Salto salvaje y muerte

Tabla 1. Representacion grafica de los seis estadios de la escala de Racine modificada. Esta escala
representa la progresion de la intensidad de las crisis convulsivas, de la menos intensa a las mas
agresivas Luttjohann et al., 2009.

5.5 Eutanasia y preparacion de tejidos cerebrales
Se realizé la eutanasia a los animales posterior a los 14 dias de tratamiento (CBD/ URB-
597) con una sobredosis de pentobarbital sodico (100 mg/kg, i.p) para realizar después

una perfusién por puncion intracardiaca de 150 ml de solucion salina isoténica (SSI,
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cloruro de sodio al 0.9%), para eliminar restos sanguineos y posteriormente con 100 ml
de paraformaldehido al 4% en PBS (pH 7.4) para la fijacion de tejidos. Se realizé la
extraccion de los cerebros y se resguardaron en frascos con paraformaldehido al 4% en
PBS (pH 7.4) durante 72 horas para posteriormente intercambiarla por una solucion de

sacarosa al 15% + azida 0.1% en PBS (pH 7.4) para su almacenamiento a 4°C.

Posteriormente se realizaron cortes coronales secuenciales de 50 ym de grosor en un
vibratomo (VT1000 Leica Germany). Los tejidos se resguardaron en placas de 24 pozos
con una solucion de sacarosa al 15% + azida 0.1% en PBS (pH 7.4) a una temperatura

de 4°C. Se seleccionaron 3 cortes de cada region para el analisis de GFAP.

5.6 Inmunofluorescencia

Los tejidos seleccionados se colocaron individualmente en placas de 24 pozos para su
tratamiento. Se realizaron 3 lavados consecutivos de 10 minutos cada uno con PBS-
Triton X-100 (Tx, Sigma- Aldrich) al 0.3%, después se incub6 durante 60 minutos con
albumina de suero bovino libre de IgG (Sigma Aldrich) al 2% en PBS-Tx y se removid
con 3 lavados de 10 minutos cada uno con PBS-Tx. Posteriormente, se coloco el
anticuerpo Anti-GFAP a una dilucion de 1/500 en PBS-Tx+Albumina durante 48 horas a
4°C. Al finalizar la incubacion, se retird el anticuerpo primario, se realizaron 3 lavados de
10 minutos cada uno con PBS-Tx y se incubd el segundo anticuerpo especifico
acoplado a Rodamina- X-Red durante 120 minutos. En seguida, se realizaron 3 lavados
de 10 minutos cada uno con PBS-Tx y los tejidos se incubaron durante 60 minutos con
el marcador nuclear 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI, Sigma-Aldrich) a una dilucion

1:10000 en PBS y se elimino6 con 3 lavados en PBS.

Finalmente se montaron los tejidos en portaobjetos gelatinizados, se elimind el exceso
de PBS para cubrir y sellar con la resina y el protector de fluorescencia (MOWIOL+
DABCO, Sigma- Aldrich). Las muestras se dejaron secar en completa oscuridad y
finalmente se almacenaron, protegidas de la luz, a 4°C hasta su visualizaciéon por

microscopia de fluorescencia.

5.7 Obtencion y analisis de las imagenes por fluorescencia

La observacion de la marca de fluorescencia, GFAP, se llevo a cabo en un microscopio
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de fluorescencia 1000 LED (Leica), el cual esta acoplado a una camara digital (ProgRes
C14 plus). Se hizo uso de un filtro azul con el que se identificaron los nucleos, mientras
que con el filtro rojo se identificdé la inmunorreactividad de GFAP. La captura de las

fotomicrografias se realizé con el programa Jenoptik Capture Pro con el objetivo de 20X.

El analisis histolégico consistidé en la cuantificacion del porcentaje de area tenida para

GFAP con una macro ejecutada en Image J. Se establecieron con 5 fotomicrografias al

azar con GFAP de tal manera que solo se detecto la marca fluorescente (Figura 12).
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Figura 12. Identificacion del area con inmunorreactividad a través de mascaras. En la fila superior
izquierda (A,B) se observa la marca positiva a GFAP en la region CA1 de hipocampo mientras que del
lado derecho superior (C,D) corresponde a la BLA. En la fila inferior se observa la mascara
correspondiente a cada imagen, tanto de CA1 como de BLA (A’-D’).

5.8 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico, se evalu6 la normalidad de los datos mediante la prueba
de Shapiro-Wilk, con un intervalo de confianza del 95%. Para el analisis de las
diferencias significativas entre grupos experimentales en la intensidad de las crisis
convulsivas y en el porcentaje de area tefiida para GFAP, se hizo uso de un analisis de

varianza (ANOVA) de una via, tomando en cuenta que estas variables cumplen con la
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distribucion normal. Posteriormente se realizé un post-test de Tukey para la intensidad
de las crisis y un post-test de Bonferroni para el porcentaje de area. Para el analisis de
la frecuencia de las crisis convulsivas miocldnicas y ténico-clonicas se hizo analisis de
varianza (ANOVA) de dos vias, teniendo una distribucién normal, seguida un post-test
de Bonferroni’s. Para el analisis de la latencia a la primera crisis mioclénica y tonico-
clonica se empledé una prueba de Kruskal -Wallis, seguida de un analisis de
comparaciones multiples de Dunn. El andlisis estadistico se realizé con el software

GraphPad Prism, version 10.4.1.
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6. Resultados

6.1 La administracion de Cannabidiol o URB-597 disminuye la intensidad de las
crisis convulsivas

Los tratamientos con CBD o URB597 se realizaron durante 7 dias previos y posteriores
a la administracion de PTZ. El analisis de las crisis convulsivas se realiz6 utlizando la
escala de Racine. Los resultados muestran que el grupo administrado con VEH+PTZ
induce crisis convulsivas que van desde la escala 1, la cual involucra movimientos de
bigotes, guifios de ojo y sacudidas de cabeza, hasta convulsiones del estadio 4, como
la posicion de canguro. Mientras que el grupo VEH+VEH no presentd crisis
convulsivas. Al evaluar las crisis que presentan los grupos CBD+PTZ (media 3.3) y el
grupo URB597+PTZ (media 3.0), se observa una disminucion de un 20% (+p< 0.05) y
de un 27% (***p < 0.001) con respecto al grupo VEH+PTZ (media 4.1). Es importe
mencionar, que en los grupos con ambos tratamientos solo se presentaron crisis de
clonus de extremidades anteriores que corresponden al estadio 3 de la escala de
Racine (Figura 13).
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Figura 13. El tratamiento con CBD o URB597 disminuyen la intensidad de las crisis convulsivas.
Se grafica la intensidad de crisis convulsivas que van desde la escala 1 a la 6 con respecto al nUmero de
ensayos realizados durante la administracion de CBD o URBS597 en ratas administradas con PTZ. Se
muestra el promedio + EEM (ANOVA de una via con un post-hoc Tukey. *p < 0.05, ***p < 0.001vs
VEH+PTZ).
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6.2 La administraciéon de CBD o URB-597 no disminuye la frecuencia de crisis
ténico-clénicas y mioclénicas

Al evaluar la frecuencia de las crisis tonico-clonicas de cada grupo experimental, se
observd que el grupo VEH+VEH no presenta crisis tonico-clénicas, sin embargo, el
grupo VEH+PTZ presenta una media de 0.69, mientras que los grupos CBD+PTZ y
URB597+PTZ presenta una media 0.38 y una media 0.31, respectivamente. Al realizar
el andlisis estadistico entre los grupos experimentales, no se observaron diferencias
significativas (Figura 14a). De la misma manera, al evaluar la frecuencia de las crisis
mioclonicas se observd que el grupo VEH+VEH no presentd este tipo de crisis,
mientras que el grupo VEH+PTZ muestra crisis mioclénicas, con una media de 67, los
grupos CBD+PTZ y URB+PTZ muestran una media de 51 y una media de 47,
respectivamente. Al realizar el analisis estadistico entre los grupos experimentales, no

se observaron diferencias significativas (Figura 14b).
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Figura 14. El tratamiento con CBD o URB-597 no modifica la frecuencia de crisis tonico-clonicas o
mioclénicas. a) Se muestra la frecuencia de las crisis tdnico-clénicas con respecto al numero de
ensayos realizados. Las crisis se evaluaron durante 45 minutos posterior a la administracion de PTZ de
todos los grupos experimentales. Se muestra el promedio + EEM (Kruskal Wallis con un post-hoc de
Dunn’s sin mostrar diferencias significativas.b) Se muestra la frecuencia de las crisis mioclénicas con
respecto al nimero de ensayos realizados. Se muestra el promedio £+ EEM (ANOVA de una via con un
post-hoc Bonferroni’s) sin mostrar diferencias significativas.
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6.3 La administracion de CBD o URB-597 no modifica la latencia a la primera
crisis tonico- clénica y la latencia a la primera crisis mioclénica

Al evaluar la latencia a la primera crisis tonico-clonico en cada grupo experimental, se
observd que el grupo VEH+VEH no presentd crisis tdnico-clonico, por lo tanto, no
presentd latencia a la primera crisis. Por otra parte, el grupo VEH+PTZ muestra una
progresion en las latencias durante los primeros tres ensayos (medias: 110, 218, 346)
sin continuar con dicho efecto en el cuarto ensayo (media 192). Este comportamiento
progresivo no se observa en los grupos CBD+PTZ (medias: 119,143, 103, 273) y
URB+PTZ (media 60, 186, 41, 9). El analisis estadistico entre grupos no mostré
diferencias significativas.

Al evaluar la latencia a la primera crisis mioclénica, el grupo VEH+VEH no mostro crisis
mioclonicas, por lo tanto, no presentd latencia a la primera crisis. Al comparar las
medias durante los cuatro ensayos de los grupos VEH+PTZ (media 190, 176, 426,
376), CBD+PTZ (media 166, 426, 393, 302) y URB597+PTZ (media 141, 138, 331,

278) no se observaron diferencias estadisticamente significativas (Figura 15b).

a) b)

P @ 700

5% 500 - £

Q : __ 600+

§& 40 5 2 500-

23 300 £8 4o

L. :,; i Q_'g

© 2 A

oS 200 - =5 300

05 ® 2 200-

g ®

o 100 - ‘S £

T c 1001

ol 0 - 2 0-

L 1 1 1 J 3 L
1 2 3 4
1 2 3 4 "
, Numero de ensayos
Nimero de ensayos
Il VEH +PTZ Bl CBD +PTZ B URB597 + PTZ

Figura 15. El tratamiento con CBD o URB-597 no modifica la latencia a la primera crisis ténico-
clénica y mioclonica. a) Se grafica la latencia a la primera crisis tonico-clonica respecto al numero de
ensayos realizados. Se muestra el promedio + EEM (Kruskal Wallis con un post-hoc de Dunn’s sin
mostrar diferencias significativas).b) Se grafica la latencia a la primera crisis mioclénica respecto a los
ensayos realizados. Se muestra el promedio + EEM (Kruskal Wallis con un post-hoc de Dunn’s sin
mostrar diferencias significativas).
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6.4 La administraciéon de CBD o URB-597 disminuye la expresion de GFAP en la
region CA1 de hipocampo y en la amigdala basolateral

En la figura 16a y 17a se muestran las fotomicrografias representativas para la
inmunorreactividad a GFAP en la region CA1 del hipocampo (Figura 16¢c) y en la
amigdala basolateral (Figura 17c) respectivamente. Se graficd el porcentaje de area
tefiida de cada grupo experimental. En el grupo VEH+VEH, se muestra una expresion
basal de la proteina GFAP (media 26 + 1.7), mientras que el grupo VEH+PTZ (media
37 £ 2.3) mostré una expresion progresiva pero no significativa. Por otra parte, los
grupos CBD+PTZ (media 20 + 1.6) y URB597+PTZ (media 10 £ 0.5), mostraron una
disminucién significativa respecto al grupo VEH+VEH (**p < 0.01; ****p < 0.0001), y al
grupo VEH+PTZ (***+*p < 0.0001) (Figura 16b).

En la amigdala basolateral (BLA), el grupo VEH+VEH mostré una expresion basal
promedio a la proteina GFAP (media de 16 + 1.1), similar a lo que mostré el grupo
VEH+PTZ (media 17 + 0.8). Por su parte, los grupos con tratamiento, CBD+PTZ (media
10 + 0.8) y URB597+PTZ (media 11 + 1.1), mostraron una disminucion significativa
respecto al grupo VEH+VEH (***p < 0.001; *p<0 .05) y al grupo VEH+PTZ(***p<0.001; *
*p<0.01) (Figura 17b).
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7. Discusién

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto neuroprotector del CBD en un
modelo murino de crisis convulsivas inducidas por PTZ, considerando parametros clave
como la intensidad, la frecuencia y la latencia de las convulsiones, asi como la
reactividad astrocitica mediante la inmunorreactividad para GFAP. Como control
farmacoldgico, se utiliz6 URB-597, un inhibidor de la enzima FAAH, con efectos
antiinflamatorios bien caracterizados (Piomelli et al., 2006). Esta estrategia se basa en
la estrecha relacion entre la epilepsia y la neuroinflamacién, en donde una disfuncién
inmunoinflamatoria de la glia exacerba la hiperexcitabilidad neuronal, generando un
ciclo patolégico de retroalimentacion positiva que favorece la aparicion recurrente de
crisis epilépticas (De Araujo Boleti et al., 2024).

Los resultados del presente trabajo evidencian que la administracion de PTZ en ratas
genera crisis convulsivas, alcanzando una intensidad grado 4 en la escala de Racine,
correspondiente a la “posicion de canguro”. Este efecto se atribuye a que el PTZ, tanto
en tratamientos agudos como cronicos, promueve de manera indirecta la activacion del
receptor NMDA desencadenando mecanismos de excitotoxicidad, estrés oxidativo y
lipoperoxidacién (Lukawski & Czuczwar, 2023; Zhu et al., 2015; Flores-Soto et al.,
2021). Asi, bajo el esquema de administraciéon empleado en este estudio, se sugiere
que dichos procesos patoldgicos fueron inducidos. Es importante destacar que la dosis
y la frecuencia de administracion de PTZ son determinantes en la induccién de las
crisis convulsivas. En este caso el PTZ es aplicado a una dosis subconvulsiva cada
tercer dia durante 4 dias. Este protocolo, de acuerdo con estudios previos como el de
Zhu et al. (2015) y Zhu et al., 2017, es capaz de inducir la hiperactivacion del receptor
NMDA, especialmente a través de su subunidad NR2B, facilitando una afluencia
excesiva de Ca?* al interior neuronal. Esta cascada, activa a la éxido nitrico sintasa
neuronal (nNOS), favoreciendo la produccién de éxido nitrico (NO) y anidén superoxido,
los cuales reaccionan formando peroxinitrito, una molécula altamente citotoxica. El
peroxinitrito dafia las mitocondrias, compromete la funcién del reticulo endoplasmico y
promueve la muerte celular, ademas, exacerba la neuroinflamacion mediante la
activacion glial y la liberaciéon de citocinas proinflamatorias (Sofroniew, 2020; Zhu et al.,
2017).
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De acuerdo con los hallazgos anteriormente descritos, los grupos tratados con CBD o
URB-597 mostraron una reduccion significativa en la intensidad de las crisis
convulsivas en comparacién con el grupo VEH+PTZ (Figura 13), manteniéndose en el
estadio 3 de la escala de Racine, correspondiente al “clonus de extremidades
anteriores” durante todo el protocolo experimental. Este efecto puede atribuirse a la
accién anticonvulsiva parcial del CBD, mediada en parte por la activacion de los
receptores CB1 y CB2, los cuales regulan la liberacién de glutamato, favorecen la
homeostasis idnica y promueven una disminucion de la neuroinflamaciéon (Tambe et al.,
2023; Yousaf et al., 2022). Cabe destacar que los efectos del CBD también dependen
de la dosis administrada. En modelos murinos se ha reportado que dosis superiores a
50 mg/kg inducen efectos anticonvulsivos, mientras que dosis inferiores a 20 mg/kg
estan asociadas principalmente con efectos antiinflamatorios y neuroprotectores. En
este estudio se empled una dosis menor a 20 mg/kg con el objetivo de atenuar la
neuroinflamacion y, de forma indirecta, reducir la hiperexcitabilidad neuronal a través de
la actividad del sistema endocannabinoide. Este efecto neuroprotector no solo involucra
la accion sobre receptores CB1 y CB2, sino también la inhibicién de la enzima FAAH, lo
cual incrementa la biodisponibilidad de endocannabinoides como la anandamida
(Manduca et al., 2024). De forma paralela, el grupo tratado con URB-597 también
presentdé una disminucion en la severidad de las convulsiones. Este compuesto, al
actuar como inhibidor selectivo de la FAAH, eleva los niveles de anandamida,
favoreciendo su interaccion con receptores cannabinoides y canales TRPV1, lo cual
contribuye a sus efectos antiinflamatorios y neuroprotectores (Jones et al., 2012; Costa
et al., 2022;), como se observa en el grupo URB597+PTZ (Figura 13). No obstante, en
la evaluaciéon de la frecuencia y la latencia a la aparicion de la primera crisis
mioclénicas o ténico-clonicas, los tratamientos con CBD o URB-597 no produjeron
cambios significativos respecto al grupo VEH+PTZ (Figura 14 y 15, respectivamente).
Este hallazgo sugiere que los mecanismos de accion de ambos compuestos no se
dirigen directamente a los receptores GABAao NMDA (principales dianas del PTZ), sino
gque atenuan las consecuencias neurotdoxicas posteriores a la excitotoxicidad,
principalmente mediante la modulacion del entorno neuroinflamatorio.

Ademas de inducir crisis convulsivas, la administracion recurrente de PTZ
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desencadena procesos neuroinflamatorios, los cuales han sido menos estudiados, pero
representan un componente critico en la fisiopatologia de la epilepsia. Esta inflamacién
es consecuencia de alteraciones en la homeostasis tanto neuronal como glial dentro
del SNC. Diversos estudios han demostrado que el tratamiento repetido con PTZ
incrementa la actividad glial expresada por la sobreexpresion de citocinas
proinflamatorias como IL-6, IL-13, TNF-aq, las cuales inducen tanto cambios funcionales
como morfoloégicos caracteristicos de la reactividad glial (Flores-Soto et al., 2021; Zhu
et al., 2017). En el caso especifico de los astrocitos, la reactividad se manifiesta a
través de hipertrofia celular y del aumento en la expresion de proteinas como GFAP, un
marcador ampliamente utilizado para evaluar astrogliosis. Por tal motivo, en el presente
estudio se evalud la expresion de la proteina GFAP con el objetivo de dilucidar el efecto
de la administracion de CBD sobre la respuesta astrocitica. Esta proteina se ha
detectado en niveles elevados en astrocitos hipocampales en modelos de epilepsia
inducida por PTZ, lo cual es particularmente relevante dado el papel central del
hipocampo en la generacién de actividad epileptiforme y su alta susceptibilidad a la
excitotoxicidad (Diaz et al., 2023;Flores-Soto et al., 2021). En este contexto, los
resultados del presente trabajo muestran que cuatro administraciones agudas de PTZ
inducen una marcada hipertrofia astrocitica y un incremento en la inmunorreactividad
para GFAP en la region CA1 del hipocampo (Figura 16). Estos hallazgos coinciden con
la alta densidad de receptores NMDA en esta regidén y su reconocida vulnerabilidad al
dafio excitotoxico (Mao et al., 2015; Cremer et al., 2009). El mecanismo molecular
subyacente a esta astrogliosis incluye la activacién de vias de sefalizacién como JAK/
STAT, Notch y BMP-SMAD, reguladas por citocinas inflamatorias (en particular 1L-6),
que promueven la transcripcion de GFAP (Preman et al., 2021; Herrmann et al., 2008).
Ademas del hipocampo, otras estructuras limbicas interconectadas, como la corteza
entorrinal y la amigdala, también participan en la red epileptogénica. Aunque la
amigdala basolateral no esta directamente involucrada en la generacién inicial de las
crisis, su conectividad con el hipocampo la convierte en una regién clave para su
propagacion. No obstante, en el presente estudio, no se observaron diferencias
significativas en la inmunorreactividad de GFAP en la amigdala basolateral entre los
grupos VEH+VEH y VEH+PTZ (Figura 17), lo cual podria atribuirse a una menor
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densidad de receptores NMDA o a una mayor resistencia estructural de esta region
frente al dafo excitotoxico (Cremer et al., 2009). A pesar de esta aparente resistencia,
los tratamientos con CBD o URB-597 redujeron la inmunorreactividad basal para GFAP
en la amigdala, lo que sugiere un efecto inmunomodulador incluso sin un dafio
evidente. De la misma manera, en la region CA1 del hipocampo se observa una
disminucién significativa de GFAP con ambos tratamientos (Figura 16). Esta accién
podria estar mediada por la activacién del receptor nuclear PPARYy y la inhibicion de la
via NF-kB, con lo que se suprime la transcripcion de genes proinflamatorios y de GFAP
(Kozela et al.,, 2009; Brenner & Messing, 2021). Asimismo, el CBD presenta
propiedades antioxidantes, tanto por su estructura fendlica como por su capacidad de
activar la via Nrf2, lo que reduce la produccion de radicales libres y atenua el estrés
oxidativo (Pagano et al., 2023).

En conjunto, los hallazgos del presente estudio confirman que el modelo murino de
crisis convulsivas inducidas por PTZ, no solo reproduce de manera confiable la
actividad epiléptica, sino que también desencadena una respuesta neuroinflamatoria
caracterizada por astrogliosis reactiva, evidenciada mediante el aumento de la
inmunorreactividad para GFAP, especialmente en la region CA1 del hipocampo. Asi
mismo, se demuestra que el CBD ejerce un efecto neuroprotector reelevante al atenuar
tanto la intensidad de las convulsiones como la activacién astrocitica. Estos resultados
posicionan al CBD como un candidato terapéutico prometedor en el abordaje de
epilepsias asociadas a inflamacion glial, al igual que URB-597, cuyo mecanismo
complementario amplifica la sefalizacion endocannabinoide con efectos
antiinflamatorios comparables. No obstante, para una comprension mas completa de
los mecanismos implicados, sera necesario en futuras investigaciones ampliar el
analisis a otros tipos celulares involucrados en la neuroinflamacién, como la microglia,
asi como incorporar el estudio de otros biomarcadores proinflamatorios como
interleucinas. Esto permitira dilucidar de manera precisa las vias moleculares
implicadas en la respuesta inflamatoria inducida por PTZ y su modulaciéon por

cannabinoides.
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Figura 18. Mecanismo de accion hipotético del CBD en un modelo de crisis convulsivas inducidas
por pentilentetrazol. Se propone que el CBD disminuye los procesos de hiperexcitabilidad vy
neuroinflamaciéon a través de la inhibicion de la FAAH y a través de la interaccion del CBD con los
receptores endocannabinoides CB1y CB2.
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8. Conclusiones

1.

La administracion de 15 mg/kg de CBD reduce la intensidad de las crisis
convulsivas inducidas por PTZ, pero no modifica su frecuencia ni la latencia de
aparicion de crisis tipo tonico-clénico y mioclénico.

La administracion de CBD a una dosis de 15 mg/kg reduce la expresion de GFAP

en el hipocampo y en la amigdala basolateral de ratas tratadas con PTZ.

9. Perspectivas

1.

Evaluar el efecto del CBD sobre la expresion del marcador microglial Iba-1 en un
modelo de crisis convulsivas inducidas con PTZ.
Evaluar el potencial sinergismo farmacolégico del CBD+URB-597 sobre la

generacion de crisis convulsivas en ratas tratadas con PTZ
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11. Anexos

11.1 Estructura quimica del CBD

El CBD es uno de los muchos derivados de cannabinoides identificados en Cannabis
sativa. Esta molécula, a diferencia del THC se puede aplicar como un agente terepeutico
potencial sin efectos psicotropicos. Si bien ambas moléculas derivan de la misma planta,
sus diferencias estructurales permiten que tengan actividades fisioldgicas diferentes.
Ambas moléculas comparten una estructura terpenofendlica de 21 atomos de carbono
que incluye un anillo de dibenzopirano y una cadena de alquilo hidrofébica, la diferencia
entre estas dos moléculas radica en el anillo heterociclo abierto en el CBD (Figura 19.

A) y este mismo anillo cerrado en el THC (Figura 19. B) (Franco et al., 2021).

A) B)
+_on CBD OH  A9- THC

HO O

Figura 19. Estructura quimica de CBD y THC. A) Estructura quimica del CBD con el anillo heterociclo
abierto, B) Estructura quimica del THC con el anillo heterociclo cerrado. Figura tomada y modificada de
Franco et al., 2021b & Anokwuru et al.,2022.

11.2 Farmacocinética del CBD

El cannabidiol es una molécula no psicotrépica que presenta beneficios terapéuticos de
neuroproteccién, antiinflamacion, antinociceptivos y antioxidativos a través de su
actividad pleiotropica en receptores como CB1, CB2, GPR55, PPARy y TRPV1. Esto la
convierte en un molécula de interés farmacéutica para el tratamiento de diversas

patologias como Alzheimer, Parkinson y recientemente epilepsia (Kwan et al., 2009).

Hasta el momento, existe una amplia gama de estudios relacionados con el CBD, entre
ellos, aquellos donde se vislumbra informacion sobre su actividad farmacocinética en
modelos de roedores. Estos estudios permiten conocer el comportamiento del farmaco

en el organismo posterior a su administracion. En un estudio de Deiana et al. (2011)
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reportan la farmacocinética del CBD en ratas macho Wistar (200-250 g) tras una
administracion intraperitoneal (i.p) a una dosis de 120 mg/kg, obteniendo las

caracteristicas farmacocinéticas mostradas en la Figura 20.

Parametro PK CBD (120
mg/kg)
Cremophor
Plasma
Cmax (ug/ml) 2.6
Tmax (min) 120
Vida media de eliminaciéon 465
aparente (min)
AUC 0-6 h (ug/ml min) 636
AUC 0-24 h (ug/ml min) 1.577
AUC 0-= (ug/ml min) 1.778
Cerebro
Cmax (ug/ml) 6.8
Tmax (min) 120
Vida media de eliminaciéon 347
aparente (min)
AUC 0-6 h (pg/ml min) 1.683
AUC 0-24 h (pg/ml min) 4.297
AUC 0—= (ug/ml min) 4.532

Figura 20. Datos farmacocinéticos del CBD administrado intraperitonealmente. Se muestran datos
farmacocinéticos del CBD posterior a una administracion de 120 mg/ kg. Cmax, Concentracion maxima
serica; Tmax, Tiempo maximo; AUC, Area bajo la curva. Tomado y modificado de Deiana et al., 2011.

Es importante resaltar que el CBD se somete a metabolismo oxidativo y conjugativo
hepatico por las enzimas citocromo P450 y UDP-glucuronosiltransferasa (UGT),
respectivamente (Mazur et al., 2009; Jiang et al., 2011). Sin embargo, las
contribuciones de cada enzima al metabolismo del CBD no se han caracterizado por
completo. Se ha reportado que CYP2C19 y CYP3A4 son las principales enzimas

implicadas en la oxidacién del CBD a multiples metabolitos monooxigenados. Se
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inform6 que CYP2C19 forma principalmente 7-hidroxi-CBD (7-OH-CBD), mientras que
CYP3A participé en la formacién de 6 a -OH-CBD, 6 8 -OH-CBD y productos de
hidroxilacién de la cadena lateral como 2"-OH- y 4"-OH-CBD Mazur et al., 2009; Jiang
et al., 2011).

11.3 Farmacocinética y estructura quimica del URB-597

El URB-597, KDS-4103 o también llamado acido ciclohexil carbamico 3-carbamoil-
bifenil-3-il éster, es una molécula con propiedades analgésicas y antiinflamatorias. Este
efecto se debe a su accion inhibitoria sobre la enzima FAAH, una enzima que
degradada a la anandamida pero que al ser inhibida, promueve el aumento de las
concentraciones de AEA. Hasta el momento, se ha descrito de forma limitada su perfil
farmacocinético en modelos in vitro e in vivo. En modelos in vivo se ha reportado que
en ratas con una administracion sistémica de URB-597 (0.3 mg/ kg i.p), la inhibicién
enzimatica alcanzé su valor maximo dentro de los 15 minutos posteriores a la
administracion del farmaco y este se mantuvo durante 16 h, lo cual se contrasta con las
concentraciones de anandamida que incrementan a los 30 minutos posteriores a la
administracion y disminuyen a las 16 h. En otro estudio, ratas administradas con una
suspension oral mostraron las siguientes caracteristicas farmacocinéticas: (Cmax)
alcanzadas a las 1,2 h y semi vida de eliminacion de aproximadamente 2 h. En cuanto
a los niveles cerebrales maximos, se alcanzaron aproximadamente 1 hora después de

la administracion (Piomelli et al., 2006b).

En cuanto a su estructura quimica, el URB-597 posee una estructura basada en un
anillo bencénico sustituido (Figura 21. A), con los siguientes grupos funcionales: un
carbamato unido al anillo aromatico (Figura 21. B) y una cadena fenilpropil unido al
nitrogeno de una benzamina (Figura 21. C). Ademas, en su estructura tiene dos
donantes de enlace de hidrégeno y cinco aceptores de enlace hidrogeno. Esto le
confiere un alto grado de permeabilidad y una estabilidad ante diversas condiciones

(calor, acido, peroéxido, luz y liquido gastrico simulado).
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Figura 21. Estructura quimica del URB-597 o KDS-4103. El URB-597 se caracteriza por tener un anillo
benéfico sustituido (A) con un carbamato unido al anillo aromatico (B) y una cadena fenilpropril (C).

Tomado y modificado de Piomelli et al., 2006b.
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Abstract:

Epilepsy is a disorder characterized by hyperstimulation of the central nervous system that manifests itself with symptoms such as seizures. In refractory epilepsy, there
is a constant state of neuroinfl ion in addition to modifications in the cytoarchitecture of the cerebral cortex and the hippocampus, which is why great interest
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subconvulsive doses.
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