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Resumen

La neuroinflamacion es un comun denominador en diversas patologias
neuroldgicas, un ejemplo es la epilepsia, enfermedad caracterizada por la presencia
de crisis convulsivas debido a un desequilibrio en la actividad excitatoria e inhibitoria
de ciertas regiones del cerebro. Actualmente, no existe un tratamiento que cure la
enfermedad, por lo que recientemente se ha propuesto el uso de fitoquimicos
cannabinoides como una alternativa farmacolégica ya que han mostrado ser
moléculas capaces de ejercer efectos antiinflamatorios y neuroprotectores en
diversas enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo, hasta el momento no se
ha evaluado el efecto de la coadministracién de estas moléculas en un modelo de
epilepsia. El uso de herramientas in silico en la investigacién para el desarrollo de
farmacos ha sido util en la busqueda de nuevos blancos terapéuticos. Por tal motivo,
el objetivo del presente trabajo fue, evaluar el efecto sinérgico del cannabidiol (CBD)
y del cannabigerol (CBG) sobre las crisis convulsivas y realizar el modelado
computacional del acoplamiento molecular de dichos cannabinoides con los
receptores CB2 y PPARYy. Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar aleatorizadas
en 6 grupos experimentales. Se realizé un tratamiento previo de 7 dias con CBD (15
mg/Kg) y CBG (50 mg / Kg) y posteriormente se indujeron crisis convulsivas con
pentilentetrazol (PTZ) (35 mg/kg) cada 48 horas con un total de 4 administraciones
de PTZ, a la par tratamiento con cannabinoides. Posteriormente, se realizaron
calculos de acoplamiento molecular para analizar los tipos de interacciones del CBD
y del CBG con el receptor a cannabinoides Tipo Il (CB2) y con el receptor activado
por proliferador de peroxisoma tipo gamma (PPARYy), ambos receptores de la
especie Rattus norvegicus, utilizando el programa Autodock Vina. Este andlisis
mostré la capacidad del CBD y CBG para unirse al sitio ortostérico de CB2 (-6.3 / -
9.3 kcal/mol) y al sitio alostérico de PPARy (-7.8 / -7.9 kcal/mol) mediante residuos
importantes para la union y la activacion del receptor, siendo estos: His95, Val113,
Trp258 y Ser285 para CB2 y Cys313, Ser317, Phe309 y Met392 para PPARY,

mientras que los resultados conductuales muestran una disminucion de la
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intensidad y de la frecuencia de las crisis convulsivas principalmente del tipo tonico-
clénico, posiblemente mediante la modulacion de vias antiinflamatorias. En
conclusién, la coadministracion de CBD y CBG disminuye la intensidad y la
frecuencia de aparicion de las crisis convulsivas inducidas por PTZ, lo cual permite
proponer un efecto sinérgico derivado de la activacién de multiples vias, incluidas
las de CB2 y PPARy. La modulacion de estas vias podria tener un papel
neuroprotector y antiinflamatorio ante la excitotoxicidad causada por las crisis

convulsivas.
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1. Introduccion

Neuroinflamacion

Los seres vivos poseen un complejo sistema de defensa ante los dafios a los
que puedan estar expuestos conocido como Sistema Inmune (Sl), clasificado en
innato y adaptativo. El Sl innato actua como la primera linea de defensa, mediante
mecanismos que son llevados a cabo por células como los macréfagos y las células
presentadoras de antigenos que producen sustancias ante un dafio en el tejido con
el fin de reclutar a las células inmunes como linfocitos y las natural killer (NK)
necesarias para la reparacion del dafio o la eliminacion de un patégeno. De esta
manera, el S| protege al organismo de enfermedades, agresiones externas,
infecciones, y microorganismos patégenos (Olarreaga, 2014).

En el Sistema Nervioso Central (SNC) existe un control mas estricto sobre el
paso de sustancias entre el cerebro y la periferia. Esta selectividad se logra gracias
a la barrera hematoencefalica (BHE), una estructura que rodea los vasos
sanguineos que irrigan el cerebro y esta compuesta por células endoteliales,
pericitos y células de la glia. Estas células participan activamente en el monitoreo
de la integridad del tejido neuronal y en el mantenimiento estructural de la BHE
(Bundgaard y Abbott, 2008). Se denomina glia al conjunto de células que colaboran
en el funcionamiento adecuado del SNC, entre las cuales se encuentran los
astrocitos y la microglia. La microglia representa un 15% de la glia total, y
corresponde a los macréfagos residentes del Sl innato. Estas células desempefian
funciones esenciales en el desarrollo del SNC, como el apoyo a la supervivencia
neuronal, la regulacion de la muerte celular, la sinaptogénesis y al mantenimiento
de la homeostasis del tejido nervioso. De esta manera, actuan como la primera linea
de defensa en el cerebro, mediante la fagocitosis de patdégenos y la eliminacion de
desechos celulares provocados por lesiones (Muzio y cols., 2021).

La microglia tiene la capacidad de liberar moléculas proinflamatorias, con el

objetivo de reclutar a otras células inmunes como, los leucocitos y asi iniciar una
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respuesta de defensa frente al dafio presente (Olarreaga, 2014). Cuando el SNC
esta expuesto a estimulos nocivos constantes como las crisis convulsivas, las
células inmunes residentes liberan mediadores como el interferon gamma (IFNy).
Este, al unirse a su receptor situado en otras células microgliales, induce su
activacion hacia un fenotipo M1 (figura 1), caracterizado por un perfil proinflamatorio
(de Vries, 1996). Este proceso, conocido como activaciéon clasica, y desencadena
cascadas inflamatorias celulares que resultan en la liberacion de mediadores como
el factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a), la interleucina-1-beta (IL-13),

interleucina-6 (IL-6) y radicales libres (Michelucci y cols., 2009).
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Figura 1. Clasificacion clasica y alternativa de la microglia. Ante un estimulo nocivo, la microglia en estado de
reposo puede adoptar un fenotipo proinflamatorio, proceso conocido como activacion clasica. En contraste,
cuando la microglia es expuesta a moléculas antiinflamatorias como IL-10, puede adquirir un fenotipo
alternativo, en un proceso denominado activacion alternativa. Tomado y modificado de Subhramanyam y cols.,
2019.

La microglia activada contribuye a la persistencia del fenotipo M1 debido al
dano circundante en el tejido neuronal, como un intento del sistema para reducir el
insulto al encéfalo. Sin embargo, esta activacion prolongada favorece el aumento
de la permeabilidad de la BHE, permitiendo la entrada sostenida de leucocitos y
otras células reparadoras. Cuando esta respuesta inflamatoria es estimulada de
forma constante se altera el equilibrio homeostatico del SNC, debido a la exposicion
a sustancias proinflamatorias en concentraciones elevadas, lo que conduce al

desequilibrio de diversos procesos celulares, entre ellos: la sobreproducciéon de
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radicales libres, generando estrés oxidativo y nitrosativo, y la disrupcién continua de
la BHE, que facilita la infiltracibn desmedida de leucocitos periféricos (van Vliet,
2007). Como resultado, una respuesta inmune exacerbada puede volverse
contraproducente, comprometiendo la supervivencia y el funcionamiento normal de
las neuronas (Banati, 1993).

A este proceso biolégico se le conoce como neuroinflamacion, y es una
caracteristica presente en diversas enfermedades neurolégicas como la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la epilepsia. La
neuroinflamacion incrementa la excitotoxicidad en el tejido neuronal, lo que
contribuye a la aparicion de sintomas como convulsiones, pérdida progresiva de
neuronas y la consecuente liberacion de moléculas reconocidas como patrones
moleculares asociados a dafo (DAMP’s). Entre estos DAMP’s de encuentran el
adenosin trifosfato (ATP) y la proteina HMGB1 (High Mobility Group Box 1, por sus
siglas en inglés) que, al liberarse en el espacio extracelular, son detectadas por la
microglia como sefales propias del tejido danado. Esta deteccidon conduce a la
activacion de la respuesta inmune, lo que perpetua un circulo vicioso de inflamacién
cronica (Meng y Yao, 2020).

Por otro lado, la glia puede adoptar un fenotipo antiinflamatorio, conocido
como M2 (Gordon, 2003), en respuesta a la liberacién de IL-4 e IL-13. Estas
citocinas inducen la llamada “activacion alternativa” en la microglia, promoviendo la
liberacion de moléculas antiinflamatorias, como IL-10 y Arg-1, que pueden atenuar
o contrarrestar la respuesta inflamatoria exacerbada. Por ello, la busqueda de
estrategias terapéuticas dirigidas a favorecer la caracterizacion del fenotipo
microglial antiinflamatorio y a restablecer el equilibrio frente a procesos
proinflamatorios resultan de gran interés en el estudio de enfermedades

neuroldgicas.
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La epilepsia y su prevalencia a nivel mundial

La epilepsia es una de las patologias neurolégicas mas prevalentes a nivel
mundial, y se caracteriza por una predisposicion cronica a presentar crisis
convulsivas, causadas por la propagacion anormal e incontrolada de impulsos
eléctricos entre las neuronas (Fisher, 2005). De acuerdo con la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), aproximadamente 70 millones de personas viven con
epilepsia, lo que representa cerca del 1% de la poblacion mundial, afectando a
personas de todas las edades, afectando con mayor prevalencia en la poblacién
infantil (Singh y Trevick, 2016). Ademas, se estima que cerca del 80% de los casos
se encuentran en paises en vias de desarrollo. En el caso de México, se calcula
que entre 2 y 2.5 millones de personas padecen esta enfermedad (Secretaria de
Salud, 2015).

Las crisis epilépticas pueden manifestarse de formas clinicas diversas, que
van desde crisis no motoras, como los episodios de ausencia o auras (estas ultimas
consideradas el inicio consciente de una crisis focal y caracterizadas por sintomas
sensitivos, autondmicos o psiquicos) hasta crisis motoras generalizadas, como las
ténico-clonicas (grand mal), que se caracterizan por una fase de rigidez muscular
seguida de contracciones y extensiones violentas de los musculos en todo el cuerpo
(Scheffer y cols., 2017).

A pesar de los avances terapéuticos, se estima que solo alrededor del 70%
de las personas con epilepsia logran un control eficaz de las crisis convulsivas
mediante un tratamiento farmacolégico. El 30% restante representa lo que se
conoce como epilepsia resistente a farmacos, una condicion en la que los
tratamientos disponibles, no logran suprimir las crisis, lo que representa un desafio
clinico significativo (Kwan y cols., 2010). Esta falta de respuesta terapéutica no solo
perpetua la recurrencia de las convulsiones, sino que también, mantiene activa la
cascada neuroinflamatoria previamente descrita, favoreciendo la excito toxicidad, la

progresion de la enfermedad y el deterioro cognitivo. Como consecuencia, estos
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pacientes presentan una alta morbilidad y una marcada disminucién en su calidad
de vida (Bender, 2018).

Etiologia y fisiopatologia de la epilepsia

Las causas que subyacen a la epilepsia son diversas y se agrupan en seis
categorias principales: genéticas, estructurales, metabdlicas, infecciosas,
inmunologicas y desconocidas (Scheffer y cols., 2017). A pesar de esta clasificacion
etiolégica, multiples estudios sugieren que existen mecanismos fisiopatoldgicos
comunes que participan en la generacion y en la cronificaciéon de las crisis,
independientemente de la causa especifica. Entre estos factores destacan la
hiperactividad persistente del SNC, la activacion de la microglia, la sobre expresién
de mediadores proinflamatorios y la disrupcion de la BHE, que en su conjunto
contindan estimulando la respuesta inflamatoria y contribuyen al progreso de las
crisis convulsivas y de las comorbilidades de la enfermedad (Meng y Yao, 2020;
Vezzani, 2014; Su y cols., 2014; Karan y cols., 2021).

Posteriormente, este desequilibrio homeostatico conduce a la muerte
neuronal y a la liberacidn de restos celulares al espacio extracelular incluidos ATP
y HMGB1. Estos componentes son reconocidos como DAMPSs, lo que desencadena
nuevamente la activacion de la respuesta inmune innata, principalmente mediada
por la microglia M1. Este proceso perpetua un ciclo de neuroinflamacién crénica

que favorece la progresion de la enfermedad (figura 2) (Vezzani 2014).
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Figura 2. Procesos neuroinflamatorios en la epilepsia. Después de un dafio inicial, se desencadenan respuestas
de defensa por medio de las células gliales, lo que desencadena diferentes procesos que contribuyen al
incremento de la excitabilidad y de la recurrencia d las crisis convulsivas. Tomado y modificado de Vezzani,
2014.
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Inflamacion

Diversos estudios in vivo e in vitro han confirmado el papel fundamental de
los mediadores inflamatorios en el desarrollo y mantenimiento de las crisis
convulsivas. Un ejemplo destacado es el trabajo de Su y cols. (2015), en el que se
cuantificaron los niveles de IL1B, IL-6 y TNF-a en la corteza prefrontal, en el
hipocampo y en la amigdala de ratas sometidas a un modelo de crisis convulsivas

inducidas por acido kainico. Los resultados mostraron un aumento significativo en
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la concentracidn de estas citocinas proinflamatorias, correlacionado con la aparicion

de crisis convulsivas, especialmente del tipo ténico-clonico (figura 3).
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Figura 3. Las crisis convulsivas aumentan las citocinas proinflamatorias. La administracion
de acido kainico (agonista de los receptores de kainato, permeables a glutamato) aumenta la
concentraciéon de citocinas proinflamatorias en la corteza prefrontal, hipocampo y amigdala. Se
observa un aumento de los niveles de IL-13 IL-6 y TNF-a en estas tres regiones cerebrales asociadas
con el inicio de crisis convulsivas y muerte neuronal provocada por excitotoxicidad. Tomado y
modificado de Su y cols., 2015.

Por otra parte, se observd que la elevacidon de los niveles de mediadores
proinflamatorios induce un aumento en la expresion de los transportadores de
GABA, GAT-1y de GAT-3, lo que reduce la disponibilidad de GABA en el espacio
extracelular. Esta disminucion limita la entrada de iones Cl- a las neuronas,
dificultando su repolarizacion y favoreciendo un estado de hiperexcitabilidad
neuronal (Su y cols., 2015).

En este contexto, la presencia cronica de las crisis convulsivas induce a la
microglia y astrocitos a producir y liberar moléculas proinflamatorias como IL-1, IL-
6 y TNF-a que amplificaran la senalizacién inflamatoria celular (Vezzani, 2014).
Debido a esto, los tratamientos mas recientes para el tratamiento de la epilepsia se
han inclinado a la utilizacién de compuestos con propiedades antiinflamatorias
capaces de modular la respuesta inmune en el cerebro para atenuar el progreso de

la enfermedad.
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Principales farmacos antiepilépticos

A lo largo de los ultimos 160 afos, se han desarrollado diversos farmacos
con el objetivo de reducir la frecuencia y en la intensidad de las crisis epilépticas.
Estos farmacos actuan a través de distintos mecanismos, dirigidos a corregir los
principales desequilibrios fisiologicos observados en la epilepsia. Entre los
mecanismos de accidn mas comunes se encuentran: la modulaciéon de canales
idnicos (como los canales de sodio y calcio), la potenciacidén de la neurotransmision
inhibitoria mediada por GABA, y la inhibicidn del sistema glutamatérgico excitatorio
(figura 4). Ademas, existen farmacos que actuan sobre otros procesos sinapticos,
como la inhibicién de la liberacion de vesiculas sinapticas, mecanismos por el cual
actuan compuestos como: levetiracetam y el brivaracetam (Sills y Rogawski, 2020).
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Figura 4. Esquema representativo de las dianas farmacoldgicas de los farmacos antiepilépticos mas
utilizados clinicamente. Tomado y modificado de Johannessen Landmark y cols., 2023.
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Dado que muchos de los farmacos antiepilépticos actuales presentan
importantes limitaciones tanto en eficacia como en seguridad, se ha incrementado
el interés por desarrollar alternativas terapéuticas complementarias y mas
especificas.

Es frecuente que algunos pacientes requieran la administracion
concomitante de dos o mas farmacos antiepilépticos para lograr un control
adecuado de las crisis convulsivas. Sin embargo, esta politerapia puede
incrementar la incidencia de efectos adversos como, dano hepatico, alteraciones
conductuales, deterioro cognitivo, trastornos gastrointestinales, leucopenia,
disfunciones endocrinas, teratogenicidad, psicosis, depresion, y desarrollo de
farmacorresistencia, entre otros (Greenwood, 2000; Marson y cols., 2007).

A pesar de que los tratamientos farmacoldgicos actuales logran suprimir las
convulsiones en muchos casos, no actuan sobre los procesos inflamatorios
subyacentes, ni detienen la progresion del trastorno epiléptico.

Ante esta limitacion, la investigacion de nuevas alternativas terapéuticas para
la epilepsia se ha ampliado mas alla de los modelos experimentales tradicionales in
vivo e in vitro incorporando también estrategias in silico. Estas herramientas
computacionales permiten modelar y predecir las interacciones moleculares entre
farmacos (ligandos) y dianas biolégicas, proporcionando un respaldo tedrico para el
disefio y optimizacion de tratamientos, en complemento con los enfoques
experimentales.

En este contexto, ha cobrado relevancia el estudio de compuestos de origen
natural como los fitoquimicos (sustancias bioactivas producidas por plantas), debido
a que podrian ofrecer perfiles de seguridad mas favorables en comparacién con los
farmacos convencionales. Un grupo particularmente prometedor son los
fitocannabinoides, compuestos derivados de Cannabis sativa s., ya que se ha
observado que el sistema endocannabinoide participa en la modulacién de multiples

mecanismos celulares alterados en la epilepsia.
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Modelo convulsivo con pentilentetrazol

El PTZ es una molécula biciclica derivada del tetrazol, compuesta por un
anillo de tetrazol, un grupo metilo y un grupo butilo (figura 5A). Actua como
antagonista del receptor GABAaA —canales ionotropicos permeables a Cl—
bloqueando la inhibicién presinaptica mediada por GABA y favoreciendo la
excitabilidad neuronal (Banna y Hazbun, 1969; Brunton y cols., 2018). Debido a su
alta solubilidad, capacidad para atravesar la BHE y bajo costo, es ampliamente
utilizado para inducir crisis convulsivas en modelos animales, tanto para el estudio
de la fisiopatologia epiléptica como para la evaluacibn de nuevos farmacos
anticonvulsivos (Mason y Cooper, 1975; Weller y Mostofsky, 1995; Hoeller, 2017).
A diferentes dosis, el PTZ provoca crisis de diferente intensidad (figura 5B). Las
dosis subconvulsivas (20-40 mg/kg) administradas en intervalos de 24-48 h
permiten inducir el fenomeno de kindling, en el cual los animales desarrollan crisis
espontaneas sin necesidad de nuevas administraciones (Mason y Cooper, 1972;
Cain, 1981; Weller, 1995). Con repeticiones suficientes (3—6 inyecciones), la
mayoria progresa a crisis tonico-clénicas generalizadas (Brunton y cols., 2018), lo
que convierte a este en un modelo idéneo para evaluar la eficacia anticonvulsiva de

manera dosis-dependiente (Sarkisian y cols., 2001).

En el plano neuroquimico, el PTZ induce un aumento excesivo de glutamato
extracelular y la liberacién de mediadores proinflamatorios como IL-183, IL-6 y TNF-
a, que contribuyen al dafio neuronal y a la perpetuacién de la actividad epileptiforme
(Marescaux y cols., 1984; Snead y cols., 1992; Keogh y cols., 2005; Zhao y cols.,
2006; Veliskova, 2006).
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Figura 5. Modelo convulsivo con Pentilentetrazol. A) Estructura quimica del PTZ (Tomado del
repositorio PubChem, 2024). B) Modelo convulsivo inducido por PTZ (35 mg/kg via i.p.), se registra
el puntaje mas alto alcanzado por dia respecto a la escala de Racine, en dos tratamientos con
diferente duracion y edad de los biomodelos (10 inyecciones de PTZ en ratas de 3 meses y 16
inyecciones en ratas de 12 meses). Se observa el aumento de la intensidad de las crisis convulsivas
al aumentar el nimero de inyecciones de PTZ. Tomado y modificado de Hoeller y cols., 2017.

Sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide (SEC), descrito en la década de 1980 es una
compleja red de sehnalizacion involucrada en diversos procesos celulares
fisiolégicos y cognitivos, con el objetivo de mantener la homeostasis celular y tisular.
Este sistema estda mediado por moléculas lipidicas denominadas
endocannabinoides (eCB) (Devinsky y cols., 2014; Farelly y cols., 2021). El SEC
esta conformado por tres componentes principales: (1) los receptores
cannabinoides (CBR) CB1 y CB2, (2) los ligandos enddgenos que lo activan —
principalmente la anandamida (AEA) y el 2-araquidonoil glicerol (2-AG) —, y (3) las
enzimas responsables de su sintesis y degradacion — la amida hidrolasa de acidos
grasos (FAAH) y la monoacilglicerol lipasa (MAGL) — (Di Marzo y cols., 1998;
Mechoulam y Parker, 2013).

El receptor CB1 fue descubierto en 1988 (Matsuda y cols., 1990) y el CB2 en

1992 (Munro y cols.,1993); ambos pertenecen a la familia de receptores acoplados

a proteinas G (GPCR). Poco tiempo después, se identificaron los primeros ligandos

enddgenos del SEC: la AEA (Devane y cols., 1992) y el 2-AG; (Mechoulam y Hanus,
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2000). Estos eCB son sintetizados por las neuronas en respuesta al aumento de
Ca?* intracelular y liberados de manera retrégrada para unirse a sus receptores,
regulando la liberacion de neurotransmisores en la sinapsis (Di Marzo y cols., 1998;
Di Marzo vy cols., 2015). Tras su accion, la AEA y el 2-AG son degradados por la
FAAH y la MAGL, respectivamente.

Ademas de CB1 y CB2, el SEC se considera actualmente una red de
sefalizacion mas amplia, en la que participan otros receptores como TRPV1,
GPR55 o PPARs. Los fitocannabinoides pueden unirse a varios de estos receptores

y desencadenar respuestas celulares especificas (Kano y cols., 2009).

Receptores cannabinoides en el cerebro

Los CBR, presentan 7 dominios transmembranales (TM1-TM7) y se acoplan
principalmente a proteinas Gio (Shahbaziy cols., 2020). El receptor CB1 es el GPCR
mas abundante en el SNC y se localiza principalmente en las terminales axonicas
de neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas, donde regula la liberacion de
neurotransmisores (Mechoulam y Parker, 2013), un mecanismo que podria estar
implicado en los efectos anticonvulsivos de los fitocannabinoides.

Por su parte, el receptor CB2 se expresa en células neuronales, gliales y
endoteliales de diversas regiones del cerebro, incluyendo corteza cerebral,
hipocampo, talamo, mesencéfalo, cerebelo, amigdala, bulbo raquideo, tronco
encefalico y sustancia nigra (Devane y cols., 1988; Munro y cols., 1993; Van Sickle
y cols., 2005; Gong y cols., 2006; Brusco y cols., 2008a; Brusco y cols., 2008b). Sin
embargo, su mayor expresion se observa en células inmunitarias, especialmente la
microglia, donde puede modular cascadas inflamatorias activadas durante las crisis

epilépticas (Bow y Rimoldi, 2016; Karan y cols., 2021).

Fitocannabinoides como alternativa terapéutica en la epilepsia

Cannabis sativa, es una planta medicinal de la familia Cannabaceae que ha

sido utilizada con fines terapéuticos desde la antiguedad. Los registros de su uso
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se remontan al afio 2700 a. C. en la medicina tradicional China, donde se
empleaban preparados de las flores y resinas para tratar afecciones como:
reumatismo, dismenorrea, fiebre, estrefiimiento, y convulsiones. El descubrimiento
del sistema endocannabinoide y su interaccion con los compuestos de C. sativa ha
renovado el interés farmacologico en esta planta, particularmente para
enfermedades neurolégicas como la epilepsia (Devinsky y cols., 2014; Bow y
Rimoldi, 2016).

El interés actual se centra en su fitocomplejo que incluye mas de 500
metabolitos secundarios, entre ellos al menos 100 fitocannabinoides, que son
compuestos terpenofenoles que actuan sobre el SEC (Fasinu y cols., 2016). Entre
los mas estudiados se encuentra el A-9-tetrahidrocannabinol (A°-THC), el
cannabidiol (CBD) y el cannabigerol (CBG) (figura 6) debido a sus efectos
moduladores sobre la neurotransmision, la inflamacion y la funcion inmunitaria (Di

marzo y cols., 2015; Farrelly y cols., 2021).
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Figura 6. Estructuras quimicas correspondientes al a) A-9-tetrahydrocannabinol (A-9THC), b)
cannabidiol (CBD) y ¢) cannabigerol (CBG).

No obstante, aun se requiere una comprensiéon mas profunda de los
mecanismos de accidn de cada fitoquimico, asi como de sus posibles efectos

sinérgicos o antagdnicos cuando se administran en combinaciones especificas.
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El sistema endocannabinoide en la epilepsia

El SEC esta implicado en la fisiopatologia de la epilepsia, mostrando
alteraciones tanto en su expresién como en su funcion reguladora tras eventos
convulsivos (Devinsky, 2014). Diversos estudios en modelos animales han
demostrado que el receptor CB1 participa en la modulacion de la liberacion de
neurotransmisores, lo que podria explicar el efecto anticonvulsivo observado con el
uso de extractos de Cannabis sativa en el tratamiento de las crisis epilépticas (Kano
y cols., 2009). Estos hallazgos posicionan al CB1 como una posible diana
terapéutica para el control de la actividad neuronal excesiva caracteristica de esta
enfermedad. Ademas, se ha reportado un incremento en la expresion del receptor
CB2 en ciertas regiones del cerebro tras crisis convulsivas. Por ejemplo, Karan y
cols., (2021) evaluaron la expresién de CB2 en la neocorteza y el hipocampo en un
modelo de epilepsia inducido por pentilentetrazol (PTZ). Observaron un aumento
significativo de la expresion de este receptor solo en el hipocampo dorsal a las seis
horas después de la induccion de las crisis tonico-clénicas (70 mg/Kg). En contraste,
este aumento no se evidencié en crisis de tipo ausente (30 mg/Kg). Esto, a
diferencia de la corteza y del hipocampo ventral donde no se observé un aumento
significativo de la expresiéon del receptor CB2, lo cual, plantea que este receptor
tiene un papel modulador en la inflamacién en el hipocampo tras la presencia de
una crisis ténico-clonica generalizada, mientras que la modulacién de inflamacién
cortical y leptomeningea no depende de estos receptores (figura 7).

A diferencia del CB1, la activacién del CB2 no parece ejercer un efecto
antiepiléptico directo, sin embargo, se ha asociado con acciones antiinflamatorias y

neuroprotectoras. Por ello, el CB2 representa una diana potencial para mitigar las
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CB2R

consecuencias inflamatorias y estructurales provocadas por las crisis, mas que para

prevenir la actividad convulsiva per se.
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Figura 7. Efecto del PTZ sobre la expresion del ARNm del receptor CB2 en cerebro de rata. Se presentan los
niveles de expresion del receptor CB2 tras la administracion de dos dosis de PTZ (30 mg/kg y 70 mg/kg) en la
neocorteza, en el hipocampo dorsal (DH) y en el hipocampo ventral (VH), evaluados a las 3 y 6 horas
postratamiento. Tomado de Karan y cols., 2021.

Cannabidiol y Cannabigerol en el proceso de epilepsia

El CBD es uno de los fitocannabinoides mas estudiados para el tratamiento
de la epilepsia. A diferencia del THC no presenta efectos psicoactivos y actua sobre
multiples dianas moleculares (pleiotropismo), incluidas mas de 60 proteinas
receptoras, entre ellas el receptor CB2. Uno de sus principales mecanismos de
accion es la inhibicion de la enzima FAAH, lo que aumenta la biodisponibilidad de
los endocannabinoides AEA y 2-AG, prolongando asi, la accién sobre los receptores
CB1 (figura 8; Pertwee, 2008; Leweke, y cols., 2012). Ademas, diversos estudios
han validado su seguridad farmacoldgica, incluso en poblaciones pediatricas, a
diferencia del THC, que produce efectos euféricos y alteraciones cognitivas
(Friedman, y cols., 2019; Ghovanloo y cols., 2022).

Entre sus dianas adicionales destaca el receptor activado por proliferador de
peroxisoma tipo gamma (PPARY), un factor de transcripcion nuclear involucrado en
la regulacion del metabolismo, la homeostasis energética, la diferenciacion celular

y los procesos inflamatorios (O’Sullivan, 2006).

27



wd Antagonismo

~p Agonismo > (_" <
Agonismo inverso IO
J / L1
Modulacién ‘ !th.lﬁ-a
alostérica negativa % NE-xB

A id
o =3
el
»
o
>
A
-<<
/
e gl
l4 2I-IMJ
0O
o)
N

g
® -
o
VW,
/qq
&y
/\%\7
[T7
%
/\‘w,
[5 uM]
WV
\4
&

VGCCs

VGSCs

Figura 8. Dianas biolégicas del Cannabidiol involucradas en procesos de epilepsia. Se muestra el
efecto del CBD al unirse a diferentes blancos con potencial terapéutico para el tratamiento de la
epilepsia, efectuando una respuesta antiinflamatoria por medio de receptores como PPARYy, 5-HT1A
y COX-2, por otra parte, los principales efectos anticonvulsivos del cannabidiol se dan por medio de
receptores como el GPR55, TRPV-1, y la inhibicidon de canales de sodio y calcio dependientes de
voltaje. La activacion conjunta de estos receptores, principalmente del receptor CB2 y PPARy podria
inhibir considerablemente los niveles de mediadores proinflamatorios que se liberan durante y
después de las crisis convulsivas.

Estructuralmente, PPARy esta formado por 12 hélices a (H1-H12) y una
lamina 3, con el sitio ortostérico ubicado entre las hélices H4, H5, H7, H11, H12 y la

lamina B de la cadena A (Uppenberg y cols., 1998). La activacion de PPARy
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promueve la regulacion de genes antiinflamatorios mediante la induccién de la via
del factor nuclear relacionado con el eritroide 2 (Nrf2) y la inhibicién de la actividad
del factor nuclear-kappa B (NF-kB), lo que suprime la expresion de citocinas
proinflamatorias como: TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12 y la COX-2 (Cai y cols., 2022,
Laurindo y cols., 2023). Esta accién es particularmente relevante en la epilepsia, ya
que los episodios convulsivos inducen inflamacion neurotéxica que favorece la
progresion de la enfermedad.

El receptor PPARYy se expresa en células inmunitarias, en el tejido adiposo,
en astrocitos y microglia, y en el SNC se localiza principalmente en las células
granulosas del giro dentado del hipocampo (Braissant y cols., 1996; Bernardo y
cols., 2000). Su activacion se ha asociado con efectos anticonvulsivos dependiente
de la dosis, reduccion del oxido nitrico (relacionado con estrés oxidativo),
preservacion de la barrera hematoencefalica (BHE) y prevencidén de apoptosis de
neuronas GABAérgicas, lo que favorece el mantenimiento de la neurotransmisién
inhibitoria afectada en epilepsia (Lowenstein y cols., 1991).

Ademas del CBD, el cannabigerol (CBG) ha despertado interés por su
potencial terapéutico debido a sus propiedades antiinflamatorias y antioxidantes. El
CBG presenta una afinidad de uniéon a PPARYy incluso mayor que el CBD (D'Aniello
y cols. 2019) y también actia como agonista parcial del receptor CB2 con una
constante de inhibicion (Ki) de 2.6 pM (Gauson y cols., 2007), modulando
respuestas neuroinmunes (Macédo y cols., 2018). Esto resulta especialmente
relevante dado que las neuronas, por su elevada actividad metabdlica y limitada
capacidad antioxidante, son altamente susceptibles al dafio por estrés oxidativo
(Baxter, 2016) EI CBG también interacttia con multiples dianas moleculares
implicadas en la epilepsia (figura 9; Nachnani y cols., 2021; Jastrzab y cols., 2022).

No obstante, el CBG podria contribuir a disminuir la neuroinflamacion y el
estrés oxidativo asociados a la excitotoxicidad inducida por entrada masiva de Ca?",
mediante la reduccion de marcadores inflamatorios como IL-18 y TNF-a (Deiana,
2017; Granja y cols., 2012; Giacoppo y cols., 2017).
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Estos efectos, sumados a su capacidad para modular canales idnicos y la
recaptura de GABA, posicionan al CBG como un modulador indirecto con potencial
terapéutico complementario al CBD en la epilepsia.
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Figura 9. Dianas biolégicas del Cannabigerol involucradas en procesos de epilepsia. Efectos y dosis
del cannabigerol sobre diferentes receptores que participan en procesos anticonvulsivos y
antiinflamatorios. El cannabigerol tiene un efecto antiinflamatorio mediante los receptores PPARYy, 5-
HT1A, COX-1 y COX-2. Si bien el cannabigerol por si solo no tiene efectos anticonvulsivos en
modelos animales, puede actuar sobre diversas dianas como el TRPV-1, la inhibiciéon de los
transportadores de GABA, y la inhibicidon de la FAAH, mecanismos que de ser potenciados podrian
inhibir la aparicion de las crisis convulsivas. Tomado y modificado de Patricio y cols., 2020.

Uso de herramientas in silico para el estudio de farmacos.

Ademas de los modelos experimentales tradicionales, el desarrollo de

alternativas farmacoldgicas para el tratamiento de diversas patologias (incluida la
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epilepsia) ha incorporado metodologias tedricas propuestas por disciplinas como la
Bioinformatica, la Quimica y la Biologia computacional. Estas técnicas en conjunto
son conocidas como meétodos in silico, es decir, "hecho por computadora o
simulacién computacional" y contribuyen, entre otras cosas, a la comprension de los
procesos implicados en la comunicacion y en la generacion de respuestas celulares
derivadas de la interaccion entre farmacos y sus receptores bioldgicos.

Por una parte, la bioinformatica es la rama de la biologia que se centra en
adquirir, organizar, analizar y distribuir informacion proveniente de datos
experimentales, aplicando analisis de datos, modelos matematicos y simulaciones
computacionales para estudiar sistemas bioloégicos, conductuales y sociales, con el
fin de organizar, archivar o analizar esa informacion (Rastogi y cols., 2013)

Por otra parte, la quimica y la biologia computacional son ramas de la
biologia empleadas para varios propésitos, entre ellos destaca la propuesta de
dianas farmacoldgicas de interés, el disefio de farmacos basados en la estructura,
la prediccidn estructural de proteinas, el acoplamiento entre moléculas, el analisis
de la estabilidad de complejos ligando-receptor a lo largo del tiempo, entre otros.
Estas técnicas se extienden a otras ramas de la biologia como la genética, la
farmacologia, la biologia molecular, la bioquimica, entre otras, contribuyendo a la
resolucién de problemas mediante el analisis tedrico de las conformaciones e
interacciones moleculares resultantes (Geppert y cols., 2010). Cabe resaltar que
estas metodologias ayudan a predecir y/o a respaldar un resultado obtenido de
manera experimental, ya sea in vitro o in vivo, mediante la simulacion de procesos
biolégicos de manera tedrica para su posterior analisis, optimizando el uso de
recursos econdmicos y disminuyendo el tiempo empleado para la obtencion e
interpretacion de resultados experimentales de manera complementaria—(Lépez-
Vallejo y cols., 2011; Ferreira y cols., 2015).

Por ello, el creciente avance de estas tecnologias computacionales en los
ultimos afios nos ha permitido organizar la informacion biolégica, crear bases de

datos universales y desarrollar algoritmos para seleccionar y manejar datos
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estructurales y de secuencias aminoacidicas, los cuales aportan informacién
importante para proponer y desarrollar proyectos que requieren de estructuras
proteicas que pueden ya haber sido resueltas o no de manera experimental, y que

tengan una aplicacion farmacolégica potencial.

Acoplamiento Molecular

El acoplamiento molecular (molecular docking) es un procedimiento
computacional (in silico) que intenta predecir con ayuda de software, las
conformaciones y la afinidad que tiene una macromolécula (receptor) por una
molécula pequefia (ligando) o bien por otra macromolécula. Esta herramienta se
desarroll6 en la década de 1980 vy, a la fecha, el numero de trabajos cientificos que
hacen uso de esta técnica ha aumentado considerablemente, ya que la informacion
que provee ha contribuido al desarrollo de compuestos con potencial farmacolégico,
por lo que hacer uso de esta técnica puede contribuir al establecimiento de
hipétesis, asi como para respaldar resultados obtenidos mediante técnicas
experimentales. El fundamento de esta técnica se basa en la interpretacion de datos
fisicoquimicos que resultan en una conformacion tridimensional posible en un
complejo ligando-receptor. La interpretacion de datos que poseen los atomos entre
ambas moléculas se realiza mediante el calculo de funciones de puntuacion y la
simulacién de las posibles conformaciones que adoptaria un ligando en el receptor
en un espacio tridimensional (Filgueira, 2019). El acoplamiento de un compuesto se
puede dar en diferentes sitios de una proteina, donde el sitio principal es conocido
como sitio ortostérico. El sitio ortostérico se define como el sitio donde se une el
ligando enddgeno. Los sitios alostéricos se definen como dominios receptores
distintos que modulan la unién del ligando ortostérico y la actividad del receptor a
través de cambios en la conformacion del receptor (Pertwee, 2008; Wenthur y cols.,
2014).

Para la realizacion del acoplamiento molecular, es necesario el

reconocimiento de las estructuras tridimensionales de las moléculas que se
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utilizaran y se usan software especializados para dicha tarea, los cuales se basan
en algoritmos que interpretan los datos fisicoquimicos. La naturaleza de la molécula
que fungira como receptor puede ser variada, por ejemplo, una proteina, una
enzima, un segmento de acido nucleico, algun carbohidrato o péptido, cuya
informacion estructural y de secuencia estan disponibles en bases de datos
internacionales de acceso publico, algunas de las cuales se comentan en la

siguiente seccion.

Bases de datos estructurales

La busqueda y la seleccion de estructuras tridimensionales de los receptores
y de los ligandos requeridos para las pruebas de acoplamiento molecular, se realiza
en diferentes bases de datos de libre acceso, en las que esta depositada la
informacion de un gran numero de estructuras resueltas por diversas técnicas
experimentales o tedricas, como la difracciéon de rayos X, la crioscopia, la
inteligencia artificial, etc. Esta informacion se encuentra recopilada y almacenada
en formatos compatibles para los distintos programas computacionales utilizados
para su visualizacion y analisis. Antes de ser publicadas, estas estructuras son
previamente revisadas y aceptadas por especialistas de las distintas organizaciones

que las recopilan.

Protein Data Bank

El Banco de Datos de Proteinas (PDB, por sus siglas en inglés), es uno de
los repositorios de estructuras 3D de macromoléculas bioldgicas (proteinas, ADN y
ARN) mas completos a nivel mundial, y son esenciales para la investigacion y la
educacién en biologia basica, salud, energia y biotecnologia. Estas estructuras han
sido determinadas experimentalmente mediante cristalografia, espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (RMN), microscopia electrdnica, crioscopia e
inteligencia artificial (Burley, 2017). Cada archivo PDB contiene las coordenadas

tridimensionales (x, y, z) de los atomos que componen la proteina y las superpone
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en el espacio 3D. Esta base de datos alberga alrededor de 228,227 estructuras

cristalograficas a diciembre de 2024 (Protein Data Bank - https://www.rcsb.org/,

2024), y esta vinculada a aproximadamente 50 bases de datos con las que comparte
informacion para tener fichas técnicas mas amplias.

Algunas de estas bases de datos vinculadas son UniProt, DrugBank, Gene
Oncology, NCBI, AlphaFold, y PubChem (RSCB-PDB, 2025; Joosten y cols., 2010).

Base de Datos Estructurales de Cambridge (CSD)
La Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC, ccdc.cam.ac.uk) es una

plataforma digital que contiene un registro completo de todas las estructuras
quimicas (dilucidadas en su mayoria por difraccion de rayos X) de moléculas
pequenas organicas y organometalicas que han sido publicadas. Actualmente aloja
1.25 millones de archivos, los cuales son procesados tanto computacionalmente
como por expertos en quimica estructural antes de ingresar a la base de datos. Un
componente clave de este procesamiento es la asociacion de la identidad quimica
de la estructura estudiada con los datos experimentales para ayudar a garantizar
que los datos sean fiables y ampliamente utilizables (Groom y cols., 2016). De esta
base de datos se obtiene la informacién de las moléculas pequefas cuyo papel en

el acoplamiento molecular es de ligando.

Alineamiento de secuencias

El Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas
en inglés) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/search/) pertenece al National Library of
Medicine (NLM), que forma parte del National Institute of Health (NIH). Es un

instituto que cuenta con acceso publico a un conjunto de recursos computacionales

que permiten el analisis molecular de sistemas bioldgicos, y a una serie de bases
de datos con informacion genética, proteica, taxondmica, bibliografica, etc.,
referente a temas asociados a las ciencias naturales y de la salud (Guzman-Lopez

y cols., 2023). La herramienta BLAST (de sus siglas en inglés: Herramienta basica
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de busqueda de alineacion local - Basic Local Alignment Search Tool) es capaz de

comparar, por pares, una secuencia problema de nucledétidos 0 aminoacidos contra
una gran cantidad de secuencias depositadas en esta y otras bases de datos como
GenBank y determinar el porcentaje de identidad y similitud entre ellas mediante
algoritmos que puntuan las coincidencias y no coincidencias, asi como la
significacién de cada resultado (Boratyn, 2013).

Los alineamientos por pares y multiples de secuencias que se realizan en
BLAST, se pueden utilizar para inferir relaciones funcionales y evolutivas entre
secuencias, asi como ayudar a identificar miembros de familias de genes y
proteinas. Ademas, es de gran utilidad en la prediccidn estructural de proteinas no
resueltas experimentalmente, constituyéndose como el primer paso teorico de este

procedimiento.

Prediccion estructural de proteinas

En el desarrollo o modificacion tedrica de farmacos es indispensable contar
con la estructura del receptor blanco dilucidada por métodos experimentales
(Cristalografia, difraccion de rayos X, etc.). En caso de no contar con esta
informacion, existen metodologias que aportan una aproximacién aceptable de
dichas macromoléculas, ya que predecir como una secuencia aminoacidica
(estructura primaria de las proteinas) llega a su conformacion final, es un gran reto
debido a la complejidad de las interacciones entre los atomos que conforman a la
proteina (Schaarschmidt y cols., 2018; Jumper, 2021).

Desde hace 50 anos se ha planteado la posibilidad de resolver estas
estructuras mediante procesos computacionales y predecir la conformacién
tridimensional de una macromolécula (nos referiremos a las proteinas por ser las
que se trabajaran en este estudio) lo mas cercana a la realidad (Anfinsen, 1973).
En general, estas metodologias parten de datos previos de estructuras similares ya
resueltas cristalograficamente, en conjunto con el andlisis de secuencias de

aminoacidos de diferentes especies emparentadas para mapear la covariacion
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entre secuencias, y la aplicacién de redes neuronales profundas para identificar
patrones en la secuencias y acoplamientos coevolutivos para convertirlos en mapas
de contacto (Li y cols., 2021). Por otro lado, en los ultimos 10 afos, el desarrollo de
sistemas de inteligencia artificial ha provisto de nuevas herramientas para la
prediccion de estructuras moleculares con una gran precision (Jumpery cols., 2021)

como es el caso de Alpha Fold, cuya descripcidn se encuentra a continuacion.

AlphaFold

Entre las distintas herramientas desarrolladas para la predicciéon de modelos
proteicos se encuentra AlphaFold, que es un sistema de inteligencia artificial (1A)
desarrollado por DeepMind, revolucionando el campo de la biologia estructural

(AlphaFold - alphafold.ebi.ac.uk) (Varadi y cols., 2023). Tiene como objetivo

principal predecir las estructuras tridimensionales de proteinas a partir de su
secuencia de aminoacidos, lo cual habia sido un desafio complejo durante las
ultimas décadas.

AlphaFold ha sido capaz de resolver el problema del “plegamiento de
proteinas” con base en técnicas de aprendizaje profundo (deep learning) y redes
neuronales para predecir la estructura de las proteinas. Toma como datos de
entrada las estructuras primarias de las proteinas, o bien, las secuencias de
proteinas homédlogas obtenidas de bases de datos como Uniprot

(https://www.uniprot.org/), PDB, Pfam (http://pfam.xfam.org/), entre otras,

empleando redes neuronales convolucionales que analizan dichas secuencias para
modelar patrones locales y globales, predecir las distancias y angulos entre pares
de atomos y asi, construir un modelo 3D. Posteriormente, este modelo se optimiza
para garantizar que sea un modelo acorde a las leyes de la fisica y la quimica
(Jumper y cols., 2021).

En 2020, DeepMind presento resultados en los que AlphaFold fue capaz de
predecir con una gran precision estructuras proteicas que no habian podido ser

resueltas de manera experimental. Actualmente, la plataforma proporciona acceso
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abierto a una biblioteca de mas de 200 millones de predicciones estructurales de

proteinas para acelerar la investigacion cientifica (Varadi y cols., 2023).

Alineamiento estructural

Existen métodos de comparacion entre dos estructuras basandose en la
geometria tridimensional, en lugar de solo sus secuencias de aminoacidos.
PDBeFold (herramienta proporcionada por el Protein Data Bank in Europe-PDBe,

http://ebi.ac.uk), funciona como una herramienta de alineacion por pares o multiple

basandose en las coordenadas atomicas de cada proteina, para encontrar
estructuras similares.

PDBeFold toma como informacidon de entrada las conformaciones
tridimensionales de las proteinas, generalmente en formato PDB (Protein Data
Bank). ElI programa utiliza diferentes métricas para la validacion de las
comparaciones secuenciales integradas en el Q-score el cual evalua su calidad
mediante la combinacion de parametros como el RMSD (Root Mean Square
Deviation/Desviacion cuadratica media, por sus siglas en inglés), la cobertura del

alineamiento y la calidad global de la alineacién.
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2. Justificacion

La epilepsia no solo se caracteriza por la presencia de crisis convulsivas
(sintoma que por si mismas puede resultar altamente incapacitante), sino que
también se asocia con diversas comorbilidades psiquiatricas y cognitivas. Entre las
mas comunes se encuentran la ansiedad, la depresion y los trastornos mentales,
condiciones que afectan significativamente la calidad de vida del paciente y de su
entorno familiar. Los tratamientos antiepilépticos disponibles permiten controlar las
crisis hasta en aproximadamente el 70% de los casos, pero un porcentaje
importante de pacientes presenta farmacorresistencia y efectos adversos no
deseados como deterioro cognitivo, hepatotoxicidad y alteraciones del
comportamiento. Por ello, es de gran interés la busqueda de nuevas alternativas
que puedan tener una amplia actividad sobre el organismo sin comprometerse a
efectos adversos graves, por lo que en los ultimos afos se ha optado por el uso de
fitoquimicos.

Se ha demostrado que el cannabidiol puede ejercer efectos anticonvulsivos
mediante diferentes vias celulares, y recientemente, se ha propuesto su
administracién con cannabigerol en algunos modelos experimentales. La evidencia
sugiere que puede existir una sinergia entre ambos compuestos, sin embargo, esta
combinacion no ha sido empleada en modelos de epilepsia.

El uso de metodologias computacionales, como el acoplamiento molecular,
en el diseio de nuevos farmacos ha permitido explorar, a nivel tedrico, las
interacciones moleculares farmaco-receptor para el respaldo de pruebas
experimentales. Por lo tanto, este trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto
sinérgico de CBD y CBG en las crisis convulsivas inducidas por PTZ in vivo y
analizar in silico la afinidad de ambos fitoquimicos por los receptores CB2 y PPARY,
debido a que la conformacion de estos ligandos en estos receptores podria
activarlos en cierta medida y participar en la modulacion de la respuesta inflamatoria
y neuronal en el SNC a causa de las crisis convulsivas, atenuando el progreso de

la enfermedad y los sintomas asociados.
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3. Hipotesis

La coadministracion de cannabidiol y de cannabigerol reduce la intensidad y
la frecuencia de las crisis convulsivas en ratas administradas con pentilentetrazol,
los resultados experimentales seran respaldados de manera tedrica mediante

técnicas in silico.

4. Objetivo general

Evaluar el efecto de la coadministracién del cannabidiol y el cannabigerol
sobre la intensidad y la frecuencia de las crisis convulsivas en ratas inducidas con
pentilentetrazol, asi como realizar el modelado computacional del acoplamiento

molecular entre estos cannabinoides con los receptores CB2 y PPARYy.

Objetivos particulares

> Evaluar el efecto de la coadministracion del cannabidiol y el cannabigerol
sobre la intensidad y la frecuencia de las crisis convulsivas inducidas por
pentilentetrazol en ratas Wistar

> Evaluar el efecto de la coadministracion del cannabidiol y el cannabigerol
sobre la latencia a la primera crisis miocldnica y sobre la duracion de las crisis
ténico-clonicas inducidas por pentilentetrazol en ratas Wistar.

> Predecir las estructuras proteicas del receptor cannabinoide tipo Il (CB2) y
del receptor activado por proliferador de peroxisoma tipo gamma (PPARYy) de
la especie Rattus norvegicus (rCB2 y rPPARYy).

> Analizar, mediante la técnica de acoplamiento molecular, los posibles sitios
y modos de unién del cannabidiol y cannabigerol con los receptores rCB2 y
rPPARY.
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5. Material y Métodos

Diagrama de trabajo experimental

Se empleo el disefio experimental que se muestra en la figura10, con una

duracion total de 14 dias.

(T T T hY s
I Grupos [ Administracién de PTZ y 30

experimentales min. después de VEH, CBG, o |

CBD + CBG )

|

|

| VEH + VEH |

| cBG + VEH :

I CBD + CBG + VEH I
I VEH + PTZ I Ensayos: 1

|

|

/

CBG + PTZ
videograbacion
de 45 min

| CBD + CBG + PTZ

?z. P

=\ [T

Ratas Wistar macho

270-300 g K )

Administracion diaria
(via i.p.) de
VEH, CBG 0 CBD + CBG

Eutanasia
2 hrs despues de
administrar PTZ

Dosis:
CBD 15 mg/kg
CBG 50 mg/kg
PTZ 35 mg/kg

Figura 10. Diagrama de trabajo experimental. Desde el dia -7 hasta el dia 6 se administrd, segun el
grupo experimental, vehiculo, CBG o la combinacion CBD+CBG. A partir del dia 0 se inici6 el
tratamiento con PTZ para la induccién de crisis convulsivas, el cual se aplicé en cuatro sesiones.
Después de cada administracién de PTZ, los animales fueron videograbados durante 45 minutos
para la evaluacién conductual. El dia 6, dos horas después de la ultima administracion de PTZ, los
animales fueron eutanasiados para la obtenciéon de muestras.
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Sujetos de experimentacion

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (n=43) con un peso de 270-320g,
proporcionados por el bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla (BUAP). Los animales se mantuvieron en el Laboratorio de
Neurofarmacologia-FCQ en cajas de acrilico transparente a una temperatura de 22
+ 1 °C, con un ciclo luz/oscuridad de 12 h/12 h (fase de luz: 07:00-19:00h), con
acceso ad libitum de agua y alimento. El manejo, cuidado y todos los procedimientos
experimentales se realizaron conforme a la Norma Oficial Mexicana NOM 062-ZO0-
1999 - Especificaciones técnicas para la produccion, uso y cuidado de animales de
laboratorio, y contaron con la aprobacién del Comité Interno para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la BUAP para el Proyecto-VIEP-24-0397.
La alumna responsable del presente trabajo acredité el Curso de “Manejo y vias de
administracién de animales de laboratorio”, impartido por el personal del bioterio

“Claude Bernard”.

Farmacos

El pentilentetrazol (1,5-Pentametilenetetrazol, Sigma-Aldrich) se administré a
una dosis de 35 mg/kg, disuelto en solucién salina isoténica (SSI) al 0.9%,
obteniendo una concentracion final de 70 mg / 2 ml.
El CBD y el CBG fueron proporcionados por HempMeds México® S.A. de C.V.
Ambos farmacos se disolvieron en etanol, cremophor y SSI en una proporcion
1:1:18 (vehiculo). EI CBD se administré a una dosis de 15 mg/kg y el CBG a una

dosis de 50 mg/kg. Todos los farmacos fueron administrados por via intraperitoneal.

Grupos experimentales

Los sujetos de experimentacion se mantuvieron en las condiciones de
bioterio previamente descritas hasta alcanzar el peso establecido. Una vez
alcanzado el intervalo de peso requerido, se asignaron aleatoriamente a 6 grupos
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experimentales: VEH + VEH (n=6), CBG + VEH (n=8), CBD + CBG + VEH (n=8),
VEH + PTZ (n=5), CBG + PTZ (n=8) y CBD + CBG + PTZ (n=8).

Durante los 14 dias del protocolo experimental se administré vehiculo, CBG,
o CBD + CBG, segun el grupo asignado. A partir del dia 0, todos los grupos
experimentales recibieron 1 inyeccion de PTZ o SSI (vehiculo del PTZ), 30 minutos
después de la administracion de cannabinoides o vehiculo, repitiendo este

procedimiento durante cuatro ensayos (figura 10).

Analisis de crisis convulsivas en las videograbaciones

La conducta de los animales fue videograbada durante 45 min después de la
administracion de PTZ/vehiculo en cajas de acrilico transparente (45 x 45 x 45 cm).
Todos los animales recibieron la eutanasia 2 h después de la ultima administracion
de PTZ/vehiculo. Posteriormente los videos fueron analizados manualmente por el
experimentador utilizando el software de Reproductor Multimedia de Windows 10,
se registré la frecuencia de las distintas categorias de crisis convulsivas, de acuerdo
con la escala de Racine modificada por Luttjohann en 2009 (Tabla 1). Asimismo, se
cuantifico la latencia a la primera crisis convulsiva y la duracién de las crisis tonico-
clonicas. Se considerd como /latencia al tiempo transcurrido (en segundos) desde la
administracién de PTZ hasta la apariciéon de la primera crisis, y como duracion al
tiempo total (en segundos) desde el inicio hasta la finalizacion de la crisis de tipo

ténico-cloénica.
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Categoria

Descripcion

Expresion conductual

0 — Sin cambios

Ausencia de comportamiento

convulsivo

de extremidades

1- Temblor de bigotes, sacudidas

Manifestaciones faciales, sacudidas de cuello

leves

2—Crisis Sacudidas breves o tirones

mioclénicas musculares 0 en la porcion
anterior, patas delanteras y/o el
cuello

3—Clonus Se producen movimientos

ritmicos sostenidos de los
miembros a ambos lados del

cuerpo.

4—Posicion de

Canguro

Postura erguida sobre Ilas

extremidades traseras.

5—Crisis

ténico-clonicas

Pérdida del tono postural y
movimientos de las extremidades
tipo “nado” con el animal sobre

un costado.

6-Salto salvaje y

muerte

Carrera brusca inicial o un salto
seguido de una caida,
acompafiada por la pérdida del
reflejo de enderezamiento o

muerte subita del animal.

Tabla 1. Escala de Racine. Descripcion de las diferentes categorias de crisis convulsivas respecto a la escala

de Racine modificada para este estudio.
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Analisis estadistico

La normalidad de los datos se evalué mediante la prueba de Shapiro Wilk.
Las diferencias estadisticas entre los grupos se analizaron mediante una ANOVA
de dos vias, considerando como variable independiente el tratamiento administrado
a cada grupo experimental, y como segunda variable el numero de ensayos.
Posteriormente se realizé una prueba pos hoc de Bonferroni. Todos los datos se
expresan como media £ SEM. El analisis estadistico se realizé utilizando el software
GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, San Diego, CA), considerando

diferencias estadisticamente significativas cuando p<0.05.
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6. Metodologia in silico

A continuacion, se muestra el diagrama de trabajo donde se comienza por
comparar las secuencias aminoacidicas de los receptores biolégicos de Rattus
norvegicus y de Homo sapiens, posteriormente obtener los archivos de las
estructuras tridimensionales de los receptores CB2 y PPARy que se utilizaron para

posteriormente  someterlas a  acoplamiento  molecular  (figura  11).

Receptores Ligandos
- Prediccion estructural i Pub@hem
m Ali aite 4 Seleccion de estructuras
ineamiento de "
. g en 3D de los ligandos en
secuencias en BLAST bases de datos (CCDC, C DC
PubChem y PDB) W e T

- &

Obtencidn de estructuras
3D de Rattus norvegicus
mediante IA en AlphaFold

Obtencion de
estructuras proteicas
e Homo sapiens en PD

&8

PDBeFold

Optimizacion de
las estructuras en
Gaussian 16

Alineamiento de
estructuras en
PDBeFold

Analisis de sitios con

: + mayor potencial Autodock “
:53;'5“‘5 farmacoldgico Tools ‘

v

Acoplamiento molecular ArgusLab
‘ con Autodock Vina y

ArgusLab ; :"&‘*«k“

!

Archivos de Salida:
Conformaciones tridimensionales
4

y puntajes de energia en kcal/mol

A 4

Visualizacion y analisis de 7
interacciones ligando-receptor DS
en BIOVIA Discovery Studio BIlIOVIA

v

Figura 11. Diagrama de la metodologia in silico. Se comienza con la busqueda de estructuras que
fungiran como ligando y receptor, las cuales seran sometidas a calculos de acoplamiento molecular
después de pasar por procesos de optimizacion y de validacién estructural.
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Obtencion de Receptores

Prediccion estructural

Las estructuras correspondientes a los receptores CB2 y PPARy de R.
norvegicus, no se encuentran disponibles de manera cristalizada en la base de
datos PDB, por lo que fue necesario obtener sus estructuras haciendo uso de

herramientas computacionales de prediccion de proteinas.

Alineamiento de secuencias

Como primer paso en la prediccion estructural, se realizé un alineamiento de
secuencias para conocer el grado de similitud entre la secuencia problema vy la
secuencia molde a utilizar. Para ello, existen diversos programas de libre acceso
como es el caso de BLAST, que forma parte del instituto NCBI,

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi. El alineamiento se llevé a cabo por pares

entre las secuencias de aminoacidos de Homo sapiens (h) y Rattus norvegicus (r)
de los receptores CB2 y PPARY.

Estas secuencias se descargaron en formato FASTA en la base de datos
Protein Data Bank perteneciente a NCBI con los codigos de acceso hCB2
(NP_001832.1), rCB2(NP_001416630.1), hPPARy (NP_056953.2) y rPPARy
(NP_001416630.1). Posteriormente, se ingresaron las secuencias correspondientes
al receptor CB2 de R. norvegicus y H. sapiens para su alineamiento y de igual
manera para los receptores PPARy de ambas especies en la interfaz de BLAST. Se
establecié la matriz de sustitucion Blossom90, una penalizacion por extensién de
brecha de 10 y los demas parametros se mantuvieron por defecto. La misma
metodologia se empled para el alineamiento de ambos receptores.

Una vez realizado el alineamiento, se identificaron en las secuencias los
residuos que conforman los sitios clave de unién o funcionalidad en ambos

receptores, basandose en lo ya reportado en la literatura (Studer y cols., 2013).
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Modelado estructural
Se utilizaran las estructuras de los receptores de R. norvegicus para los
acoplamientos moleculares. Se utilizé el sistema de IA de AlphaFold

(https://alphafold.ebi.ac.uk/) para la obtencién de dichas estructuras.

Para utilizar estas estructuras modeladas, se verifica su fiabilidad
consultando los parametros de precision y validez provistos por AlphaFold, siendo
estos la puntuacién del "pase de confianza" pLDDT (predicted Local Distance
Difference Test) y la puntuacion de "conformacién global" pTM (predicted Template
Modeling score).

Después, se hizo uso de la herramienta online PDBeFold
(https://www.ebi.ac.uk/msd-srv/ssm/) para generar un modelo superpuesto de las
estructuras extraidas desde PDB y AlphaFold de hCB2 y rCB2, asi como de

hPPARy y rPPARYy, para analizar la similitud tridimensional entre las estructuras de

ambas especies. Para ello, se emplearon los archivos provenientes de la base de
datos PDB (ID 5ZTY para hCB2 y ID 4EMA para hPPARYy) y las que se extrajeron
de AlphaFold. Para evaluar el alineamiento estructural se tomé en cuenta el
parametro Q-score (Ver Anexo 1) que establece una puntuacién entre 0 y 1, donde

un valor mas cercano a uno indica una mayor similitud.

Obtencion de sitios con mayor potencial farmacologico.
Una vez obtenidos los modelos de los receptores rCB2 y rPPARYy, se hizo
uso de la herramienta online DogSiteScore (ubicada en la direccion web,

http://protein.plus) para analizar las cavidades aptas para la unién de ligandos (es

decir, moléculas pequefias como farmacos) ademas de cuantificar caracteristicas
como tamafio, accesibilidad e hidrofobicidad, asignando un puntaje final a estos

bolsillos.
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Obtencion y optimizacion de las estructuras de ligandos

Seleccion de estructuras

Se realiz6 la busqueda de las estructuras de los ligandos dentro de las bases
de datos del CCDC, Pubchem y PDB. Como ligandos de referencia se eligieron a la
Anandamida (AEA) y 2-araquidonilglicerol (2-AG), ligandos enddgenos tanto del
receptor CB2 como de PPARy (Mechoulam y Parker, 2013; Gaddipati, 2014;
O'Sullivan, 2016), ademas de un ligando sintético para cada receptor, siendo
AM10257 para rCB2, y Rosiglitazona para hPPARYy (figura 12) (Kumary cols., 2020,
Ju y cols., 2020). Los ligandos que se obtuvieron en la base de datos PDB se
separan del complejo cristalizado mediante el programa Chimera 1.17.1,

https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html (Pettersen y cols., 2018).

Posteriormente, a todos los ligandos se les realizé una optimizacion de
geometria y calculos de energia electronica en el programa Gaussian 16

(https://gaussian.com/gaussian16/) usando la Teoria del Funcional de la Densidad

(DFT) (Frisch y cols., 2016) con BY3LYP como funcional debido a que es adecuada
para la optimizacion de moléculas organicas que poseen flexibilidad en su estructura
y 6-31G como conjunto de base. Se emple6 el modelo de solvatacién IEFPCM el
cual es un método para modelar solventes en calculos tedricos para calcular la
interaccion con el soluto. Dentro de este modelo, se empled cloroformo como

disolvente para la optimizacion de todos los ligandos.

‘ OH HsC OH
CH;
OH CHs CHs
CHaHo CHs
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E)

Figura 12. Estructura quimica de ligandos. A) Cannabidiol, B) Cannabigerol, C)
Anandamida, D) 2-Araquidonilglicerol, E) AM10257 F) Rosiglitazona-.

Optimizacion de ligandos

La estructura optimizada de la anandamida (ligando endégeno de referencia
para ambos receptores), fue proporcionada por el laboratorio de Quimica Tedrica
de la FCQ-BUAP, habiéndose empleado la Teoria del Funcional de la Densidad
para caracterizar teéricamente su estabilidad (Castro y cols., 2023). 2-AG (ligando
enddgeno de referencia para ambos receptores) se obtuvo del archivo PDB: 6BTH,
el AM10257 (ligando sintético de referencia para receptor CB2) se obtuvo del
archivo PDB:5ZTY en complejo con el receptor hCB2 y la rosiglitazona (ligando
sintético de referencia para receptor PPARy) se obtuvo del archivo PDB:4EMA
cristalizada en complejo con la estructura del hPPARy. 2-AG, A10257 vy
Rosiglitazona fueron extraidos de cada complejo cristalizado mediante el programa
Chimera, posteriormente se guardaron y fueron sometidos a calculos de
optimizacion de geometria al mismo nivel de teoria que la anandamida, esto, con el
fin de que todas las estructuras de ligandos estuvieran optimizadas

geométricamente bajo los mismos parametros para obtener las conformaciones
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tedricas que tomarian bajo las mismas condiciones fisicoquimicas, esto se realizd

mediante el programa Gaussian 16 (figura 20).
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Figura 20. Estructuras optimizadas en Gaussian 16 al nivel de teoria B3LYP/6-31G de los ligandos
utilizados. A) Cannabidiol, B) Cannabigerol, C) Anandamida, D) 2-Araquidonil-glicerol, E) AM10257,
F) Rosiglitazona.

Acoplamiento molecular

Una vez obtenidas las estructuras de los receptores y de los ligandos
optimizados, se realizaron los calculos de acoplamiento molecular. Para ello, se
usaron los programas Autodock Vina v.1.25 (Trott y cols., 2010,

hitps://vina.scripps.edu/) y ArgusLab 4.0.1. (Thompson 2004,_http://arguslab.com).

(Ver anexo 2).
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Estos programas proveen una puntuacion de energia representada por la
energia libre de Gibbs (AG) a cada acoplamiento ligando-receptor mediante la
ecuacion: AG°= -R In K.

Autodock Vina es un programa de codigo abierto que emplea un algoritmo
genético basado en un método estocastico y es de libre acceso. Por su parte,
ArgusLab también utiliza un algoritmo genético, pero se enfoca en la busqueda
rapida de conformaciones, lo que lo hace menos especializado que Autodock Vina,
pero al igual que este, ArgusLab es de uso gratuito (Bitencourt-Ferreira y cols.,
2019).

De manera inicial las estructuras se prepararon de manera independiente en
la interfaz  MGLTools.1.5.6. (Parte del mddulo de Autodock Vina,

https://ccsb.scripps.edu/mgltools/) la cual permite realizar ajustes estructurales en

las moléculas antes de realizar los calculos de acoplamiento molecular. Se
afiadieron atomos de hidrogeno polares y cargas Kollman a las macromoléculas
(receptores). Por otra parte, en cada ligando se establecieron las torsiones de los
atomos, permitiendo que los enlaces de la molécula fueran rotables. Finalmente,
estas estructuras se guardaron en formato .pdbqt (formato compatible con Autodock
Vina), y en formato .pdb (formato aceptado por ArgusLab).

Una vez listas las estructuras se realizd un acoplamiento molecular ciego en
ambos programas en el receptor rCB2 con cada ligando, y de igual manera, con el
receptor PPARYy y los ligandos correspondientes. Esto con el objetivo de ubicar el
sitio de unién mas favorable para cada ligando en la totalidad del volumen de cada

receptor, y posteriormente, hacer un acoplamiento dirigido a tales sitios.

Autodock Vina

En Autodock Vina se limitd la region tridimensional donde se realizo la
busqueda conformacional del ligando mediante la herramienta gridbox. Para el
acoplamiento molecular ciego se configuré el gridbox a un tamafio de 90x90x90 A
de tal manera que abarcara la mayor parte del espacio (en las coordenadas X, vy, z)

de cada receptor. Después de obtener las poses de este acoplamiento, se ubicaron
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los sitios en los que cada ligando presenté mayor afinidad y probabilidad de union
para posteriormente delimitar el area del gridbox a tales sitios.

En el acoplamiento dirigido en el receptor rCB2, los calculos de busqueda
conformacional ubicaron el gridbox en las coordenadas 12.374, -6.364, -12.0 A para
los ejes x, y, z, respectivamente, con un tamarfio de 40x40x40 A contemplando a los
residuos Phe94, Val113, Phe117, Phe183, Trp254 y Ser285. (Yuan y cols., 2022).

En el receptor PPARYy la busqueda en el sitio ortostérico se realizdé con el
gridbox en las coordenadas -15.575 A, -6.797 A y 3.976 A para los ejes X, v, z,
respectivamente, contemplando los residuos Cys313, Leu358, His477, Met376 y
Tyr501. En el sitio alostérico denominado como “A” se establecieron las
coordenadas -15.575, -6.797 y 3.976 A, para los ejes x, y, z, respectivamente,
contemplando los residuos Phe309, Cys313, Ala320 Leu358, Met392 (Bruning y
cols., 2007; D'Aniello, y cols., 2019).

ArgusLab

En este programa, se ingresaron las estructuras de los receptores
previamente preparadas en MGLTools 1.5.7. en formato .pdb, al igual que las
estructuras de cada ligando. Se realizé un acoplamiento de tipo ciego en la totalidad
del espacio ocupado por la macromolécula. Por otra parte, el ligando se establecio
como flexible en su totalidad para su adaptacion durante el proceso de
acoplamiento.

Una vez obtenidos los complejos resultantes del acoplamiento molecular
ciego, se ubicaron los sitios con las poses mas favorables de cada ligando y
posteriormente se dirigid el acoplamiento hacia estos sitios, seleccionando
unicamente los residuos que establecen interacciones en dichas poses, de esta
manera ArgusLab calcula automaticamente las coordenadas del gridbox en las

zonas especificas de los residuos seleccionados.
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Visualizacion y analisis de resultados
Para analizar cada complejo ligando-receptor obtenido, se uso el programa

Discovery Studio Visualizer 2021 - https://www.3ds.com/ products-services/biovia/

(Dassault Systémes BIOVIA, 2021), y se utilizaron las herramientas de visualizacion
2D y 3D para ubicar los residuos clave que establecen interacciones moleculares

en cada complejo obtenido.
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7. Resultados experimentales

La co-administracion del cannabidiol y el cannabigerol disminuy6 la
intensidad de las crisis convulsivas en ratas administradas con

pentilentetrazol.

Los grupos VEH+VEH, CBG+VEH y CBD+CBG+VEH no presentaron crisis
convulsivas durante la evaluacion. El grupo VEH+PTZ mostré crisis convulsivas
significativas en comparacion con los grupos controles. El grupo CBG+PTZ no
presenta cambios en la intensidad de las crisis con respecto al grupo VEH+PTZ. Sin
embargo, el grupo CBD+CBG+PTZ muestra una disminucién significativa de la
intensidad de las crisis convulsivas respecto al grupo VEH+PTZ (figura 13;
Interaccion: F (15, 148) = 1.443. P=0.1344; Ensayos: F (3, 148) = 5.399 P=0.0015;
Tratamiento: F (5, 148) = 123.5, P<0.0001).

6=
2 .
S .-""”'__HJ_ * k
a 47 1
*
1 4
S
m & VEH +VEH (n=§)
g = b CBG+VEH (n=8)
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Figura 13. Intensidad de las crisis convulsivas segun la escala de Racine. Los grupos administrados
que no fueron tratados con PTZ (VEH+VEH, CBG+VEH y CBD+CBG+VEH) no manifestaron crisis
convulsiva y estan representados por la linea horizontal a nivel de la escala cero-0 de manera
sobrepuesta. Por otra parte, los grupos administrados con PTZ presentaron un aumento gradual de
la intensidad de las crisis al transcurrir cada ensayo. Los datos se analizaron con una ANOVA de
dos vias seguido de una prueba post-hoc de Bonferroni, *p <0.05, **p< 0.001.
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La coadministracion de cannabidiol y cannabigerol disminuyé la frecuencia
de las crisis tonico-clonicas.

Durante los 4 ensayos realizados, se registro la frecuencia total de cada tipo
de crisis convulsiva, clasificada segun la escala de Racine, en los 6 grupos
experimentales.

En la categoria de crisis mioclonicas, el grupo CBG+PTZ presenté un
incremento significativo en el numero de crisis respecto al grupo VEH+PTZ,
mientras que el grupo CBD+CBG+PTZ no hubo cambios respecto a el grupo
VEH+PTZ (figura 14-A; Interaccion: F (15, 147) = 3.004, P=0.0003; Ensayos: F (3,
147) = 9.295 P<0.0001; Tratamiento: F (5, 147) = 22.11, P<0.0001). En cambio, en
la categoria de clonus de extremidades y posicidén de canguro o rearing no se
observaron diferencias significativas entre los grupos (figura 14-B; Interaccion: F
(15, 156) = 0.7785, P=0.6998; Ensayos: F (3, 156) = 0.9289 P<0.4283; Tratamiento:
F (5, 156) = 1.285, P<0.2732; figura 14-C; Interaccién: F (15, 140) = 1.105,
P=0.3571; Ensayos: F (3, 140) = 0.4568 P<0.7129; Tratamiento: F (5, 140) = 2.486,
P<0.0343). Por otro lado, en las crisis de tipo ténico-clénico (figura 14-D), el grupo
CBD+CBG+PTZ mostré una disminucion significativa en la frecuencia de los
eventos respecto a los grupos VEH+PTZ y CBG+PTZ (*p< 0.05) (figura14-D;
Interaccion: F (15, 148) = 1.145, P=0.3217; Ensayos: F (3, 148) = 4.026, P=0.0087;
Tratamiento: F (5, 148) = 23.29, P<0.0001).
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Frecuencia de los diferentes estadios de crisis convulsivas respecto a la
escala de Racine
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Figura 14. Frecuencia de las crisis convulsivas segun la escala de Racine. Se muestra la frecuencia
de crisis convulsivas durante los 4 ensayos de evaluacion. A) las crisis mioclénicas, B) clonus de
extremidades, C) posicion de canguro y D) crisis tonico-cldnicas. Se realiz6 una ANOVA de dos vias
seguido de una prueba post-hoc de Bonferroni. Los datos se expresan como la media + SEM,
*p<0.05 VEH+PTZ vs CBD+CBG+PTZ, ***p< 0.001 CBG+PTZ vs. VEH+PTZ.

La coadministracion de cannabidiol y cannabigerol no modifico la latencia a
la primera crisis mioclonica, pero si redujo la duracion de las crisis tonico-

clonicas.

Se registrd el tiempo (latencia) transcurrido en segundos, hasta la aparicién de la
primera crisis mioclonica de cada animal después de la administracion de PTZ a lo
largo de los 4 ensayos, y se compararon los 3 grupos con tratamiento de PTZ: VEH
+ PTZ, CBG + PTZ y CBD + CBG + PTZ. No se observaron diferencias

estadisticamente significativas en la latencia entre los grupos evaluados (figura 15-
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A; Interaccion : F (6, 72) = 1.523, P=0.1831; Ensayos: F (3, 72) = 1.140, P=0.3390;
Tratamiento: F (2, 72) = 1.173, P=0.3152). Por otro lado, al cuantificar la duracion
total de las crisis tonico-clonicas, el grupo CBD+CBG+PTZ mostré una duracion
significativamente menor en comparacion con los grupos VEH+PTZ y CBG+PTZ
(figura 15-B; Interaccion: F (6, 60) = 1.8029, P=0.5016; Ensayos: F (3, 60) = 6.945,
P=0.0004; Tratamiento: F (2, 60) = 5.137, P=0.0087).
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Figura 15. A) Latencia a la primera crisis mioclonica por cada ensayo. Se excluyen los datos de los
grupos que no fueron administrados con PTZ. Se realizé una prueba ANOVA de dos vias. No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos en los periodos de latencia a la primera crisis
miocldnica. Los datos se expresan como la media £+ SEM. B) Duracion de crisis convulsivas tonico-
clénicas, se excluyen los datos de los grupos que no fueron administrados con PTZ. Los datos se
analizaron mediante un ANOVA de dos vias seguido de una prueba post-hoc de Bonferroni. Los
datos se expresan como la media + SEM, *p<0.05 CBD+CBG+PTZ vs VEH+PTZ y vs. CBG+PTZ.
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8. Resultados teodricos

Prediccion estructural de receptores

Se identificaron los residuos que conforman el sitio de unién entre las
secuencias de CB2 y PPARYy de H. sapiensy R. norvegicus. Se identifican aquellos
que coinciden en color rojo, y los que difieren, encerrados en una casilla azul (figura
16y 17).

Con el alineamiento se determiné un 82% de identidad total entre las
secuencias. El rCB2 difiere respecto a hCB2 en la Ser90 que cambia por Asn90
(ambos residuos son de naturaleza polar sin carga, lo que no afectaria
considerablemente las caracteristicas fisicoquimicas del bolsillo); y la Asn93 por una
lle93 los cuales difieren en su naturaleza, siendo el primero un aminoacido polar sin
carga y el segundo un aminoacido alifatico apolar, por lo que esta diferencia podria

influir en el potencial farmacoldgico del bolsillo ortostérico (figura 16).

Human 1 MEECWVTEIANGSKDGLDSNPMKDYMILSGPQKTAVAVLCTLLGLLSALENVAVLYLILS 60
M€ E+ NGS GL+ NPMK+YMILS Q+ AVAVLCTL+GLLSALENVAVLYLILS
Rat 1 MAGCRELELTNGSNGGLEFNPMKEYMILSDAQQIAVAVLCTLMGLLSALENVAVLYLILS 60

TMH1 TMH2
1
Human 61 SHQLRRKPSYLFIGSLAGADFLASVVEA NFHVFHGVDSKAVELLKIGSVIMTETAS 120
S++LRRKPSYLFIGSLAGADFLASV+FA HVFHGVDS+ +FLLKIGSVTMTFTAS
Rat 61 SQRLRRKPSYLFIGSLAGADFLASVIEA IFHVFHGVDSRNIFLLKIGSVIMTETAS 120
TMH3 TMH4

Human 121 VGSLLLTAIDRYLCLRYPPSYKALLTkGRALVTLGIMNVLSALVSYLPLMGI.JTCCPRPCS 180
VGSLLLTA+DRYLCL YPP+YKAL TRGRALV LG+MWVLSAL+SYLPLMGWTCCP PCS

Rat 121 VGSLLLTAVDRYLCLCYPPTYKALVTRGRALVALGVMWVLSALISYLPLMGWTCCPSPCS 180

TMH5

Human 181 E@LlplNDY_LLSﬂLLFIAFLFSGIIYTYGHVL‘NKAHQHVASLSGHQDRQVPGMARMRLD 240
ELFPLIPNDYLL WLLFIA LFSGIIYTYG+VLWKAHQHVASL+ HQDRQVPG+ARMRLD

Rat 181 ELFPLIPNDYLLGWLLFIAILFSGIIYTYGYVLWKAHQHVASLAEHQDRQVPGIARMRLD 240
TMH6 ] TMH7 .

Human 241 VRILAKTLGLVLAVLLICHF ALﬂAHSILATTLSDQVKKAEAFCéMLQLINSMVNPVIYA 300
VRLAKTLGLV+AVLLICWF ALM HSL TTLSD+VK AFAFCSMLCL+NSM+NP+IYA

Rat 241 VRLAKTLGLVMAVLLICWF ALMGHSLVTTLSDKVKEAEAFCSMLCLVNSMINPIIYA 300

Human 301 LRSGEIRSSAHHCLAHWKKCVRGLGSEAKEEAPRSSVTETEADGKITPWPDSRDLDLSDC 360

LRSGEIRS+A+HCL WKK +GLGSE KEEAP+SSVTETEA+ K T P SR S+C
Rat 301 LRSGEIRSAAQHCLTGWKKYLQGLGSEGKEEAPKSSVTETEAEVKTTTGPGSRTPGCSNC 360
Figura 16. Alineamiento de secuencia de aminoacidos del receptor CB2 en donde <Human>
corresponde a la secuencia del receptor CB2 de Homo sapiens (h) y <Rat> a la secuencia del
receptor CB2 Rattus norvegicus (r). Los residuos correspondientes a cada hélice transmembranal se
sefalan en corchetes de color negro. Los residuos del bolsillo ortostérico que establecen unién con
el ligando se subrayan en color rojo y los residuos que difieren entre secuencias se marcan con un
recuadro de color azul.
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El alineamiento de secuencias presentd un 96% de identidad total entre rPPARYy y
hPPARYy. Los principales residuos del sitio ortostérico de PPARy se subrayan en
color rojo, los cuales estan localizados principalmente entre las hélices H4, H5, H6,
H12 y la lamina-$ de la cadena A del receptor, se encierran en una casilla de color
azul los que difieren entre las especies (figura 17), el cual, es un cambio en la
Ser330 de hPPARYy por Asn330 en rPPARYy. No obstante, estos aminoacidos son
de la misma naturaleza (polar sin carga) por lo que se considera que esta diferencia

no afecta significativamente a las caracteristicas fisicoquimicas del bolsillo de unién.
H1 H2

| — | 1

Human 241 ALAKHLYDSYIKSFPLTKAKARAILTGKTTDKSPFVIYDMNSLMMGEDKIKEKHITPLQE 300
ALAKHLYDSYIKSFPLTKAKARAILTGKTTDKSPFVIYDMNSLMMGEDKIKFKHITPLQE

Rat 241 ALAKHLYDSYIKSFPLTKAKARAILTGKTTDKSPFVIYDMNSLMMGEDKIKFKHITPLQE 300

—Hs —_— —Hs
Human 3@1 QSKEVAIRIFQGCQFRSVEAVQEITEYAYSEPGFVNLDLNDQVTLLKYGVHELIYTMLAS 360
QSKEVAIRIFQGCQFRSVEAVQEITEYAH [PGF+NLDLNDQVTLLKYGVHEIIYTMLAS
Rat 301 QSKEVAIRIFQGCQFRSVEAVQEITEYAMNEPGFINLDLNDQVTLLKYGVHELIYTMLAS 360
L- He HZ
Human 361 LMNKDGVLISFGQGFMTREFLKSLRKPFGDEMEPKFEFAVKFNALELDDSDLAIFIAVIT 420
LMNKDGVL ISEGQGFMTREF LKSLRKPFGDFMEPKFEFAVKFNALELDDSDLAIFIAVIT
Rat 361 LMNKDGVLISEGQGFMTREFLKSLRKPFGDEMEPKFEFAVKFNALELDDSDLAIFIAVII 420
' H8 | Ho H10
| |
Human 421 LSGDRPGLLNVKPIEDIQDNLLQALELQLKLNHPESSQLFAKLLQKMTDLRQIVTEHVQL 480
LSGDRPGLLNVKPIEDIQDNLLQALELQLKLNHPESSQLFAK LQKMTDLRQIVTEHVQL
Rat 421 LSGDRPGLLNVKPIEDIQDNLLQALELQLKLNHPESSQLFAKVLQKMTDLRQIVTEHVQL 480
; H11 “ H12
Human 481 LQVIKKTETDMSLHPLLQEIYKDLY 505

L+VIKKTETDMSLHPLLOEIYKDLY
Rat 481 LHVIKKTETDMSLHPLLQEIYKDLY 55

Figura 17. Alineamiento de secuencias de aminoacidos del receptor PPARy en donde <Human>
corresponde a la secuencia del receptor PPARy de Homo sapiens (h) y <Rat> a la secuencia del
receptor PPARYy de Rattus norvegicus (r). Los residuos correspondientes a cada hélice y la lamina
beta se sefialan en corchetes de color negro. Los residuos necesarios para establecer unién con el
ligando se subrayan en color rojo y los residuos que difieren entre secuencias se sefalan con un
recuadro de color azul.

Modelos estructurales

Las estructuras proteicas de la especie R. norvegicus para el acoplamiento
molecular, fueron obtenidas de AlphaFold, las cuales se habian predicho con
anterioridad y se encuentran disponibles en la biblioteca online de AlphaFold. El
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valor de pLDDT del receptor rCB2 con ID:AF-Q9QZN9-F1-v4 fue de 84.13, y de
76.37 para el receptor PPARYy con ID: AF-O88275-F1-v4.

Posteriormente estas estructuras de cada especie se alinearon de manera
tridimensional en PDBeFold (figura 18) y se obtuvo un Q-score de 0.39 entre hCB2
y rCB2, mientras que entre hPPARy y rPPARYy fue de 0.48. Por lo que, la estructura
del receptor rPPARYy tiene mayor similitud respecto al hPPARYy, que rCB2 respecto

al receptor hCB2.

CB2

B)

Figura 18. Alineamiento estructural en PDBeFold. A) Dominio transmembranal del receptor hCB2
(azul) en superposicion con el dominio transmembranal del rCB2 (rojo). B) Cadena A del receptor
nuclear hPPARYy (azul) en superposicion con la cadena A de rPPARYy (rojo).

En la siguiente figura se muestran los sitios con mayor potencial
farmacolégico en ambos receptores, asi como los bolsillos ortostéricos y alostéricos
obtenidos por medio de la herramienta online DogSiteScore en la plataforma web
de Proteins+ (figura 19A y 19B).
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Figura 19. Sitios de unién y de mayor potencial farmacoldgico en rCB2 y rPPARy mediante el mayor
potencial farmacolégico de ambos receptores. A) Sitio ortostérico (morado) de rCB2 ubicado al
centro de los 7 TM principalmente con interacciones con TM2, TM3 y TM7; el sitio alostérico B (azul)
ubicado en la parte superior del receptor CB2 en el dominio N-terminal y, el sitio alostérico C
(amarillo) ubicado en la parte inferior correspondiente a la zona citosdlica en el dominio C-terminal
del receptor. B) Se muestra el sitio ortostérico (azul) de rPPARYy, ubicado entre las hélices H5, H11
y H12, y el sitio alostérico (morado) ubicado entre la H3, H4, H5, H7 la lamina beta y la H11.

Acoplamiento molecular

Receptor rCB2

El acoplamiento molecular ciego en Autodock Vina situé al CBD en diferentes
sitios del receptor rCB2 incluyendo el sitio ortostérico con el cual se obtuvieron las
mejores energias de afinidad e interacciones estables (Yuan y cols., 2022). De estas
poses resultantes, la mas favorable obtuvo una energia de afinidad de -6.2 kcal/mol,
estableciendo interacciones de tipo m-m T-shaped, carbdn-hidrogeno y van der
Waals principalmente (figura 21-A). En ArgusLab se obtuvo una energia de afinidad
de -15.75 kcal/mol con una pose similar en el mismo sitio mostrando interacciones

de tipo puente de hidrégeno con lle110 y Thr114.
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En cuanto al CBG, el acoplamiento molecular ciego lo posicioné en diferentes
sitios del receptor, siendo el bolsillo ortostérico el lugar donde se dieron las
interacciones mas favorables y de mayor puntuacioén, por lo que el acoplamiento
dirigido fue hecho hacia este sitio. En Autodock Vina, el complejo presenté una
energia de afinidad de -9.3 kcal/mol estableciendo interacciones de tipo puente de
hidrogeno con Ser285, n-r T-shaped con Phe94, van der Waals y m-alquilo con
Val113 y Phe117 (figura 21-B). Por otro lado, en ArgusLab se obtuvo una energia -
15.54 kcal/mol en el sitio ortostérico, estableciendo interacciones - T-shaped, van
der Waals.

Para la anandamida, el acoplamiento molecular ciego en el receptor CB2 la
situod en el bolsillo ortostérico. Posteriormente, al realizar el acoplamiento dirigido a
este sitio en Autodock Vina, la conformacion con mejor energia de puntuacion
obtuvo un valor de -8.7 kcal/mol, estableciendo interacciones de tipo puente de
hidrogeno con Asn90, van der Waals con Phe94, Thr114 y Ser285 y m-Alquilo con
Val113 (figura 21-C).

Para el 2-AG con el receptor rCB2, el acoplamiento molecular ciego situé al
ligando en el sitio ortostérico de rCB2. En Autodock Vina, la conformacion con mejor
energia de afinidad obtuvo una energia de afinidad de -7.3 kcal/mol en el sitio
ortostérico del receptor, estableciendo interacciones de tipo puente de hidrogeno
con Thr114, van der Waals con Phe117 y Ser285 y m-alquilo con Val113 (figura 21-
D).

El cannabinoide sintético AM102257 se situd en el bolsillo ortostérico durante
el acoplamiento molecular ciego. Posteriormente al realizar el acoplamiento dirigido
en Autodock Vina se obtuvo una energia de afinidad de -8.5 kcal/mol estableciendo
interacciones de tipo puente de hidrogeno con Thr114, n-Sigma con Val113, n-m T-
shaped con Trp194 y Phe117 y van der Waals con Ser285 y Asn90 (Figura 21-E).

Posteriormente, se muestran los complejos tridimensionales de cada ligando

con el receptor rCB2 con mejores energias de afinidad (figura 22).
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Figura 21. Diagrama 2D de las interacciones de los ligandos en el sitio ortostérico de rCB2 con
los cannabinoides A) CBD y B) CBG ademas de los ligandos naturales y sintéticos. C) AEA, D) 2-
AG y E) AM10257, en donde se observa que en todos los casos hay interacciéon coincidentemente
con los aminoacidos Val113, Phe94 y Phe117, los cuales son necesarios para la activacion del

receptor.
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Complejos tridimensionales con menor energia de afinidad entre el receptor

rcCB2 y cada ligando

N’

" J
Figura 22. Visualizacion 3D del receptor rCB2 en complejo con las poses de menor energia de cada
ligando A) Cannabidiol (verde), B) Cannabigerol (azul rey), C) Anandamida (Rosa), D) 2-Araquidonail
glicerol (Azul celeste), E) Rosiglitazona (violeta). F) Superposicién de las mejores poses de todos los
ligandos en el bolsillo de union ortostérico de rCB2.
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Receptor rPPARy

En Autodock Vina, el acoplamiento molecular de tipo ciego situé al
Cannabidiol (CBD) en diferentes sitios alostéricos de iPPARYy, pero no en el sitio
ortostérico. Las poses que presentaron interacciones mas favorables y de mejor
energia fueron en el sitio alostérico “A”. Posteriormente, al dirigir los calculos de
acoplamiento molecular a esta region, la mejor pose se obtuvo con una energia de
afinidad de -7.8 kcal/mol. Por su parte, el acoplamiento realizado en ArgusLab
exhibié interacciones favorables y poses con energias de afinidad desde -12.9
kcal/mol. Las conformaciones resultantes en ambos programas situan al CBD en el
mismo bolsillo de unioén alostérico y coinciden en las interacciones tipo r-azufre con
Cys313, m-alquil con 11e309, lle354, Leu358 y fuerzas de van der Waals con Met392
(figura 23-A), siendo estos residuos necesarios para la union y estabilizacion del
complejo formado.

El acoplamiento molecular ciego en ambos programas situé al Cannabigerol
(CBG) en diferentes sitios del receptor iPPARy. Autodock Vina situé al CBG en
diferentes sitios alostéricos, principalmente en el sitio alostérico “A”, mientras que
ArguslLab lo posiciono en el sitio ortostérico. Posteriormente, se realizaron en
Autodock Vina acoplamientos dirigidos en ambos sitios del receptor obteniéndose
la misma energia de afinidad en los sitios ortostérico y alostérico “A”, siendo esta de
-7.9 kcal/mol, sin embargo, se obtuvieron interacciones mas fuertes en el sitio
ortostérico “A” con residuos de la lamina beta como Cys313, Arg316 y Ser317,
necesarios para la estabilizacién este sitio (figura 23-B). Por otra parte, en ArgusLab
se obtuvo un valor de energia de afinidad de -13.37 kcal/mol en el acoplamiento
molecular de tipo ciego, situando al CBG en el sitio ortostérico, y estableciéndose
interacciones con Tyr501 ubicado en la H12 del receptor exhibiendo interacciones
tipo m-sigma y van der Waals con Cys313, y Ser317 e lle354, residuos necesarios
para la estabilizacion del bolsillo ortostérico e inducir la reclutacion de coactivadores
para iniciar el proceso de transcripcion de genes diana.
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Por otra parte, los endocannabinoides AEA y 2-AG mostraron preferencia por
el sitio alostérico “A”’. Los acoplamientos dirigidos a este sitio mostraron
interacciones y afinidades similares para ambos ligandos enddgenos. AEA obtuvo
una energia de afinidad de -6.4 kcal/mol y mientras que 2-AG de -6.2 kcal/mol y
coincidiendo en interacciones de tipo puente de hidrogeno con Cys313 (figura 23-
C). Por su parte, 2-AG exhibe otro puente de hidrogeno mas con otro residuo
importante para la unién de ligandos a PPARY (lle 309) situado en la lamina beta, lo
que le podria conferir mayor estabilidad que la AEA en este sitio (figura 23-D).

Finalmente, el compuesto sintético Rosiglitazona, agonista de PPARYy,
exhibe una mayor fuerza de unién respecto a los ligandos CBD y CBG, con una
energia de -8.1 kcal/mol en Autodock Vina en el sitio ortostérico de rPPARYy. Este
complejo ligando-receptor se forma mediante puentes de hidrégeno con Arg316,
Ser317 y Glu323, Tyr501 (figura 23-E).

Posteriormente, se muestran los complejos tridimensionales con mejor

energia de afinidad entre el receptor PPARYy y cada ligando (figura 24).
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Figura 23. Diagramas 2D de las interacciones de los ligandos en rPPARy. A) CBD en el sitio
alostérico “A”, B) CBG en el sitio ortostérico, C) AEA en el sitio alostérico “A”, D) 2-AG en el sitio
alostérico “A”, E) Rosiglitazona en el sitio ortostérico. Para la activacion del sitio ortostérico es
esencial la interaccion con Phe 310, His 477 y Tyr501, para la unién al sitio alostérico “A” se necesita
establecer interacciones con 11€309, Cys313 y Ser317.
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Complejos tridimensionales con mejor energia de afinidad entre el receptor

rPPARYy y cada ligando.

/ /

/ Arg316
/ ANEE317
Glu323 08
yr501

Flgura 24. Visualizacion 3D del receptor rPPARy en complejo con las poses de menor energia de
cada ligando A) Cannabidiol (verde), B) Cannabigerol (azul rey), C) Anandamida (Rosa), D) 2-
Araquidonoil glicerol (Azul celeste), E) Rosiglitazona (violeta). F) Superposicion de las mejores poses
de todos los ligandos en el bolsillo de unidn ortostérico de rPPARY.
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A continuacion, se presentan en lista los resultados obtenidos mediante los

acoplamientos moleculares realizados en Autodock Vina, incluyendo los valores de

energia de enlace, los tipos de interacciones resultantes y los residuos que

establecen estas interacciones (Tabla 2).

Tabla 2. Energias de afinidad e Interacciones intermoleculares de los complejos obtenidos

mediante acoplamiento molecular en los receptores rCB2 y rPPARy con los diferentes

ligandos.
E iad
Receptor  Ligando neenrlgalzee
(kcal/mol)
CBD -6.2
CBG -9.3
rcB2
AEA -8.7
2AG -7.3
AM10257 | -8.5

Tipo de
interaccion

van der Waals

T-T0

mr-alquilo

Puente de hidrogeno

van der Waals

-1t T-shaped

mr-alquilo

Puente de hidrogeno
Vvn der Waals

mr-alquilo

Puente de hidréogeno

van der Waals

Alquilo/m-alquilo

Puente de hidrégeno

Residuos de interaccion.

Thr114, Phe117, Trp194, Trp258.
Phe183, Phe 281
Phe87, Val113

Ser285

Asn90, Phe91, Thr114, Phe117,
Met265, Phe281, Ala282

Phe87, Phe183
Phe94, His95, lle110, Val113.

Asn90
Phe94, Thr114, Ser285

Val113, Phe117, Phe183, Trp258,
Phe281

Thr114

Asn90, Phe117, Pro184, Trp258,
Ala261, Met265, Ser285.

Phe94,
Phe281

His95, Val113, Phe183,

Thr114
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rPPARy

CBD

CBG

AEA

2AG

Rosiglita-
zona

-8.1

van der Waals

-1t/ T-sigma
mr-alquilo

Puente de hidrégeno/
mt-sulfuro

van der Waals
mr-alquilo

Puente de hidrégeno
T-sigma

van der Waals
mr-alquilo

Puente de hidrégeno
van der Waals
mr-alquilo

Puente de hidrégeno
van der Waals
alquilo

Puente de hidrégeno

Enlace carbono-

hidrégeno
van der Waals

Alquilo

Asn90, Trp258, Ala261,
Phe281, Ser285

Phe117, Trp194, Val113
Phe94, His95, Phe183, Cys288

Cys313

[1e309, Val367, Ser370, Met392

lle354, Leu358

Cys313, Ser370

lle369

Gly312, Ala320, lle354, Met376
[1e309, Met357, Leu358, Leu361

Cys313, 11309

Met392, 11e369, Ser370
Leu358, lle354

Cys313, 11e309
lle369, Ser370,
Met376

Arg316 Ser317

Cys313

His351, Met357, Leu361

Phe310, Leu358, Phe391
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9. Discusion

La neuroinflamacién se encuentra asociada a diversas enfermedades
neurodegenerativas, incluida la epilepsia, en la que puede intensificar y aumentar la
frecuencia de las crisis convulsivas, por lo que es un proceso al cual se puede dirigir
la terapéutica (Vezzani, 2014; Meng y Yao 2020). En el presente modelo inducido
por PTZ, fue observado que el grupo VEH+PTZ presenta mayor intensidad y
frecuencia de las crisis convulsivas a lo largo de los ensayos en comparacién con
los demas grupos experimentales. Esto se explica por la potente inhibicion que
ejerce el PTZ sobre los receptores GABAA, lo que impide la entrada de CI- a las
neuronas para su repolarizacion, iniciando el foco epileptdgeno, sin embargo, la
repeticion de administraciones provoca una serie de eventos que conllevan al
aumento de la concentracion de sustancias proinflamatorias y conllevan a la
activacion microglial y a la neuroinflamacion observada en la epilepsia (Dhir, 2012;
Hoeller y cols., 2017).

Diversos estudios han evaluado el uso del CBD de manera individual en
modelos convulsivos y han reportado que este compuesto puede reducir la
intensidad y la frecuencia de las crisis convulsivas en distintos modelos
experimentales de epilepsia incluido el modelo inducido por PTZ, asi como en
pacientes clinicos (Klein y cols., 2017; Lattanzy y cols., 2018; Patra y cols., 2019).
Sin embargo, la reduccion no es completa y la administracion de CBD puede
generar efectos adversos como somnolencia o diarrea (Lattanzi y cols., 2018). En
estudios anteriores realizados por el grupo de trabajo del Laboratorio de
Neurofarmacologia FCQ-BUAP, se utilizé el modelo inducido por PTZ (35 mg/ kg) y
se administr6 CBD a una dosis de 15 mg/kg, y se observo una disminucién de la
intensidad de las crisis convulsivas, pero no de la frecuencia. En contraste, un
tratamiento de CBD y CBG a la vez, se propone como una estrategia que podria
potenciar los efectos anticonvulsivos y antiinflamatorios de cada cannabinoide, dado

que ambos compuestos actuan sobre distintos receptores, pero complementarios,
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como el receptor CB2 y el PPARy, que podrian modular la liberacion de
neurotransmisores excitatorios y disminuir la inflamacién neuronal (Bih y cols., 2015;

Echeverry y cols., 2021).

Por su parte, la evidencia de los efectos del CBG en modelos convulsivos es
escasa, y se reporta que el CBG por si solo no tiene un efecto anticonvulsivo en
modelos in vivo (Hill y cols., 2014). Esto coincidié con lo observado en el presente
trabajo, donde el grupo CBG+PTZ no presentd cambios respecto al grupo modelo
VEH+PTZ en la intensidad de las crisis convulsivas ni en la frecuencia en las

diferentes categorias de crisis respecto a la escala de Racine.

Sin embargo, la coadministraciéon en el grupo CBD + CBG + PTZ redujo la
intensidad de las crisis convulsivas de manera global y la frecuencia de las crisis
ténico-clonicas en comparacion con los grupos VEH+PTZ y CBG+PTZ. Este
hallazgo es relevante ya que la disminucion de las crisis podria atenuar la respuesta
proinflamatoria, lo cual podria reducir la progresién de los sintomas y de la
enfermedad (Vezzani, 2014; Rana y Musto, 2018, Karan y cols,. 2021).

Ademas, el grupo CBD+CBG+PTZ no presentd crisis tonico-clonicas
(categoria 5 de la escala de Racine). Su y cols. (2015) reportaron que este tipo de
crisis se asocia con una mayor liberacion de citoquinas proinflamatorias como IL-
1B, IL-6 y TNF-a, en comparacion con las crisis de tipo ausencia (categoria 1), que
no inducen dicha liberacion. Por otra parte, es sabido que la presencia de estas
citocinas proinflamatorias favorece el progreso de las crisis convulsivas debido a
que su concentracion aumentada en el tejido nervioso promueve la produccion de
radicales libres (estrés oxidativo) y otros mediadores proinflamatorios. Por lo que, la
estimulacion constante de estos procesos genera excitotoxicidad y la disrupcién de
la BHE, lo que permite la infiltracion de células inmunes como leucocitos vy
neutrofilos a la zona de dafio, liberando citocinas proinflamatorias, especies
reactivas de oxigeno y proteasas citotoxicas. Esto promueve la activacion de la

microglia hacia un fenotipo proinflamatorio, afectando la actividad neuronal
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(Stamatovic y cols., 2006). Este circulo vicioso provoca en la epilepsia el aumento

de la susceptibilidad a las crisis convulsivas (Vezzani, 2014)

En particular, el CBG se ha descrito como una molécula con propiedades
antiinflamatorias y antiapoptéticas, actuando como un agonista parcial de los
receptores CB2 (Gauson y cols., 2007; Rock y cols., 2011, Granja y cols., 2012).
Estudios in vivo e in vitro, han demostrado que el CBG reduce la produccion de
AMPc, la actividad de la enzima iNOS vy la translocacion nuclear de NF-kB, ademas
de promover la supervivencia celular. Estos efectos se atribuyen a la activacion del
receptor CB2 en la microglia (Borrelli y cols., 2013; Giacoppo y cols., 2017; Zagzoog
y cols., 2020).

En este trabajo, se complementa la evidencia experimental disponible
haciendo uso de técnicas in silico para analizar el acoplamiento molecular de los

cannabinoides CBD y CBG con los receptores CB2 y PPARy de R. norvegicus.

Las energias de afinidad obtenidas sugieren que el CBG tiene una mayor
afinidad que los endocannabinoides por el sitio ortostérico del receptor rCB2. Esto
puede ser debido a que su cadena alquilica de naturaleza hidrofébica le permite
acoplarse en la cavidad ortostérica estableciendo varias interacciones con Thr114
y Val113, mientras que el anillo fendlico establece interacciones n-m con Phe183,
residuo que es indispensable para la estabilizacién del receptor (Tham y cols.,
2019), mientras que los endocannabinoides establecen interacciones m-alquil y de
van der waals con estos residuos, las cuales son interacciones que favorecen la
unién, pero que son mas débiles que las interacciones - que establece el CBG.
Es posible que en el modelo presente inducido por PTZ, el CBG sea capaz de activar
al receptor rCB2 mediante la union al sitio ortostérico, ya que durante las pruebas
de acoplamiento molecular este fue el sitio donde se mostraron las menores
energias de afinidad, ademas de interacciones favorables descritas anteriormente.
Al activar este receptor situado en la microglia, se induce un cambio conformacional

en éste que desencadena cascadas intracelulares, donde la subunidad Gai
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disminuye la produccion de AMPc, evitando la activacion de la proteina cinasa A
(PKA) vy la fosforilacién de proteinas blanco, como factores de transcripcién que
promueven la transcripcion de mediadores proinflamatorios, por lo que la activacién
de este receptor acoplado a Gai disminuye la liberacién de citocinas proinflamatorias
(Gémez-Ruiz, y cols., 2007)

Por otra parte, el CBD establece interacciones n-n con Phe183 y Phe87 en
el receptor rCB2, sin embargo, presenta energias de unién menos favorables que
el CBG y los endocannabinoides. La evidencia bibliografica sobre la union del CBD
al hCB2 ha sido controversial, ya que se apunta que el CBD tiene una baja afinidad
in vivo por los receptores CB2, siendo capaz de inducir un agonismo inverso en
concentraciones mayores (4.2uM), mientras que en concentraciones menores
(100nM) tiene un papel modulador alostérico, es decir, que por medio a la unién de
sitios alternativos del receptor CB2, puede modificar la afinidad del receptor por los
ligandos enddgenos (Patricio y cols., 2020). Sin embargo, su baja afinidad por el

receptor rCB2 podria descartar la activacion por medio del CBD.

Tanto el CBD y el CBG son capaces de interactuar con otras dianas
bioldgicas involucradas en la fisiopatologia epiléptica. Por su parte, el CBD tiene
propiedades anticonvulsivas, esto mediante diferentes mecanismos, principalmente
la inhibicién de los canales de sodio y de calcio dependientes de voltaje, los
receptores TRPV1 y el receptor GPR55. Existe evidencia que el CBD tiene afinidad
por algunos canales de sodio en su estado inactivo, previniendo su activacion. Entre
ellos el receptor Nav.1.6 ubicado en neuronas excitadoras, donde el CBD es capaz
de reducir la concentracién de sodio en la neurona evitando el aumento de iones
positivos dentro de las neuronas, previniendo la despolarizacion y consecuente
liberacion de neurotransmisores excitatorios (Patel, 2016). El receptor TRPV1 es un
canal i6nico que permite la entrada de calcio, el CBD es capaces de activarlo y
desensibilizarlo rapidamente, evitando el aumento de la concentracién de calcio en

la neurona ademas de conferir propiedades antiinflamatorias dependientes de este
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receptor (Bisogno, 2012). Por su parte el receptor GPR55 es un receptor acoplado
a proteina Gq11, y su activacion induce cascadas intracelulares que promueven la
liberacion de calcio desde el reticulo endoplasmico, aumentando su concentracion
intracelular y provocando la despolarizacion neuronal. Esta cascada es activada por
el ligando enddgeno del receptor GPR55, lisofosfatidilinositol (LPI) el cual se ha visto
en aumento en sujetos con epilepsia (Rosenberg, y cols., 2022). EI CBD es un
antagonista de este receptor, por lo que al evitar la activacion de esta via es capaz
de inhibir la despolarizacion neuronal en neuronas excitatorias por la liberacion de
calcio desde el reticulo (Bih y cols., 2015, Kaplan y cols., 2017; Morano y cols., 2020
Patricio y cols., 2020). Ademas, el tratamiento previo con CBD plantea lograr una
concentracion plasmatica estable antes de provocar un insulto y una microglia
caracterizada hacia un fenotipo antiinflamatorio para poder mantener al margen las
concentraciones de mediadores proinflamatorios y las concentraciones ionicas

adecuadas para reducir los efectos convulsivos del PTZ.

El CBG por su parte, puede dirigirse a otras dianas moleculares e inducir
efectos que podrian contribuir al efecto anticonvulsivo y antiinflamatorio del CBD,
siendo que por si mismo carece de efectos anticonvulsivos, pero presenta actividad
antiinflamatoria. Tanto el CBD como el CBG se pueden unir y activar el receptor
PPARYy, aunque en diferente medida y a diferentes dosis. La evidencia existente
reporta que la activacion de este receptor por estos fitocannabinoides tiene
propiedades antiinflamatorias que podrian ser benéficas en la patologia de la
epilepsia (O’Sullivan, 2016; Ren y cols., 2020).

Diferentes estudios han abordado la activacion del receptor PPARy mediante
compuestos sintéticos para inducir efectos neuroprotectores (Kapadia y Vemuganti,
2008), sin embargo, el uso de agonistas completos ha sido relacionado con efectos
adversos como el aumento de la presion arterial y en consecuencia de paro
cardiaco, fracturas 6seas y anemia leve, por lo que se ha optado por el uso de

compuestos que puedan inducir una respuesta parcial, entre los que se encuentran
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algunos fitoquimicos como los fitocannabinoides, por lo que se realizaron
acoplamientos moleculares con el receptor PPARy de R. norvegicus mediante el

acoplamiento molecular con el CBD y el CBG.

Todos los cannabinoides se posicionaron en el dominio de union a ligando
(LBD). La activacion del receptor PPARy se induce mediante la unién a esta
cavidad, la cual es una superficie amplia (1440 A3), en contraste con las superficies
ortostéricas de otros receptores, como la del receptor CB2 (447 A%) (Kroker y
Bruning, 2015; Liy cols., 2021). Tanto los agonistas completos como los agonistas
parciales de PPARy se unen al mismo dominio de union al ligando (LBD); sin
embargo, los agonistas completos —como la Rosiglitazona — interactuan con la
hélice 12 (H12) mediante un puente de hidrogeno con la Tyr501, estabilizando la
H12 y la superficie AF-2, la cual favorece el reclutamiento de coactivadores
especificos que iniciaran la activacion transcripcional robusta de los genes diana de
PPARy. En cambio, los agonistas parciales muestran poca o ninguna estabilizacion
de la H12, y en su lugar estabilizan otras regiones como la lamina g del LBD, lo que
altera o no estabiliza la superficie AF-2 de la manera que lo hacen los agonistas
completos, lo que permite una activacion mas débil o selectiva y permite una
activacion parcial del receptor, pero con menor riesgo de efectos adversos (Bruning
y cols., 2007; Kroker y Bruning, 2015). Todos los cannabinoides empleados en el
acoplamiento molecular fueron dirigidos hacia el sitio alternativo dentro del LBD del
receptor PPARYy ya que todos ellos hacen interaccion con residuos ubicados en la
lamina beta, estabilizando la conformacion alternativa del receptor. EI CBD y el CBG
obtuvieron energias mas favorables que los endocannabinoides dentro de este sitio,
por lo que se sugiere que el CBD y el CBG podrian unirse con mayor afinidad que
los endocannabinoides al rPPARYy. Sin embargo, se sugiere que la activacion de
este receptor podria darse de manera directa o indirecta por la coadministracion de
CBD+CBG, lo que de una manera u otra, daria como resultado un agonismo parcial.
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Algunos estudios han abordado la administracion del CBD y el CBG en
modelos de inflamacién, reportando un efecto aditivo de los efectos individuales de
cada compuesto, los cuales estan mediados principalmente por dianas como el
receptor PPARy. Mammana y cols, (2019) llevaron a cabo un modelo in vitro
inducido por lipopolisacarido (LPS) con un pretratamiento de CBD y CBG a
diferentes dosis (de 2.5uM a 5uM cada uno), donde reportan que estos compuestos
administrados de manera individual tienen efecto sobre diferentes marcadores
inflamatorios como la reduccion de la expresion de iINOS y de citocinas inflamatorias
como IL-6 y TNFaq, y por otra parte, el aumento las citocinas antiinflamatorias IL-10
e IL-37; sin embargo al ser administrados de manera conjunta (en dosis de 5uM-
CBD/5uM-CBG) la concentracion de marcadores inflamatorios disminuye de
manera significativa, y la concentracion de marcadores antiinflamatorios, aumenta
significativamente. Observaron que, el CBD y el CBG fueron capaces de inducir la
actividad transcripcional de PPARy de manera individual y conjunta, sugiriendo que
es una via implicada en los efectos observados. En otro modelo de inflamacién
pulmonar inducido por LPS, realizado por Cabrera y cols., (2021) se utiliz6 CBD y
CBG a diferentes dosis y en diferentes formulaciones (MCT y Cremophor), y
reportaron que la administraciéon de estos compuestos es eficaz para reducir la
infiltracion de neutrdéfilos en los pulmones después de la exposicion a LPS: Sin
embargo, la formulacion de los cannabinoides determind el efecto sobre la
infiltracion de neutrdfilos y la expresion de mediadores inflamatorios, ya que la
formulacion con MCT no tuvo un efecto significativo en contraste con la formulacion
con Cremophor, la cual si lo tuvo. Es asi, que los tensioactivos, como Cremophor,
mejoran la disolucion de los farmacos lipofilicos en un medio acuoso formando
micelas y atrapando las moléculas del farmaco dentro de ellas, aumentando asi la
velocidad de disolucién del farmaco. En el modelo realizado en este trabajo, se
utilizé Cremophor en la formulacion de los cannabinoides por lo que podriamos
especular que su absorcion fue eficaz y la dosis administrada pudo haberse

distribuido correctamente hacia el cerebro.
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Finalmente, en las diferentes categorias de crisis convulsivas de la escala de
Racine, hubo una disminucién significativa en la frecuencia de las crisis de tipo
ténico-clonico (categoria 5) al finalizar el protocolo, esto ocurrié posiblemente por la
prevencion de la acumulacion de sustancias proinflamatorias, la cuales pueden
hacer mas susceptible al biomodelo a presentar crisis convulsivas (Vezzani, 2014;
Rana y Musto, 2018; Meng y Yao 2020). La evidencia existente apunta que el
aumento de la concentracion este tipo de sustancias, activan de manera sostenida
diversas vias que promueven distintos eventos, como la produccion de radicales
libres, la disrupcion de la BHE, la produccion de citocinas proinflamatorias, lo que
desemboca en estrés oxidativo, excitotoxicidad, y una disminucion de la capacidad
del sistema inhibitorio mediado por GABA de repolarizar las neuronas (Su y cols.,
2015), por lo que el efecto del PTZ sobre las crisis convulsivas va en incremento al
aumentar las administraciones. Sin embargo, la administracion de CBD+CBG,
podria reducir la intensidad y frecuencia de las crisis convulsivas mediante la
activacion de diferentes vias, entre ellas las activadas por los receptores CB2 y
PPARYy donde los efectos principales podrian ser, la disminucién la produccion de
citocinas proinflamatorias, la diferenciacidén de la microglia hacia un fenotipo M2, la
disminucién de especies reactivas de oxigeno y la modulacion de la entrada y salida
de iones dentro de la neurona para su correcto funcionamiento. Estos efectos han
sido estudiados y se ha reportado que, a su vez, previene eventos como la
disrupcion de la barrera hematoencefalica, lo cual contribuye a la persistencia de la
excitotoxicidad e hiperexcitabilidad (Vezzani, 2014; Rana y Musto 2018; Mammana
y cols, 2019; Cabrera y cols., 2021). Por otra parte, los fitocannabinoides pueden
elevar la biodisponibilidad de endocannabinoides mediante la inhibicion de las
enzimas catalizadoras FAAH y MAGL, y mediante la interaccién con las proteinas
de unién a &acidos grasos (FABP), las cuales actian como transportadores
intracelulares que dirigen los eCB hacia FAAH y MAGL, evitando que estos sean
dirigidos a esas enzimas para su degradacion (Kaczocha y cols., 2009). Ademas,

Elmer y cols. (2015) demostraron que los fitocannabinoides THC y CBD son
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capaces de aumentar la biodisponibilidad de eCB al inhibir la captacién celular de
estos mediante la unién a las FABP 3, 5y 7 con una afinidad de union similar o
mayor en comparacion a la AEA y al 2-AG. De esta manera, se podria prolongar la
biodisponibilidad de los eCB para su interaccion con receptores del SEC, lo que

podria contribuir al efecto terapéutico (figura 25).

Dado que el grupo CBD+CBG+PTZ no progresd hacia las crisis tonico-
clonicas generalizadas a diferencia del grupo tratado solo con CBG+PTZ y el grupo
modelo VEH+PTZ, se sugiere que, en el presente modelo los efectos del CBD y del
CBG son dependientes de las vias CB2 y PPARy en gran medida, y podrian prevenir
la excitotoxicidad en el tejido nervioso, o que disminuye la recurrencia a las crisis
convulsivas principalmente de tipo ténico-clonico. Los efectos promovidos por el
CBD y el CBG podrian estar siendo complementados de manera sinérgica ademas
de la posibilidad de contribuir a la disminucion de efectos adversos (Su y cols., 2015;
Rana y Musto 2018; Mammana y cols., 2019 Karan y cols., 2021; Cabrera y cols.,
2021).
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MECANISMO HIPOTETICO
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Figura 25. Mecanismo hipotético de la activacion de rCB2 y rPPARy por CBD y CBG. EICBD y el
CBG son capaces de activar el receptor rPPARYy, al cual son dirigidos por las proteinas FABP, que
conducen a los cannabinoides al interior de la célula y al receptor rPPARYy, generando un agonismo
parcial capaz de activar los mecanismos transcripcionales de rPPARy e inhibir la produccion de
citocinas proinflamatorias. Por otra parte, la activacion del receptor rCB2 probablemente se induce
por la unién del CBG, debido a que presenta mayor energia de afinidad in silico por el receptor rCB2
que el CBD y los endocannabinoides. Ademas, ambos fitocannabinoides son capaces de elevar la
biodisponibilidad de AEA y 2-AG por medio de la inhibicidn de las respectivas enzimas catalizadoras
de eCB y por la competencia a la unién a las FABP, lo que podria permitir que tuvieran accion sobre
los receptores involucrados en la red de sefalizacion endocannabinoide, contribuyendo al efecto
antiinflamatorio y disminuyendo la excitabilidad neuronal. rCB2: receptor cannabinoide tipo Il de
Rattus norvegicus; rPPARYy: receptor activado por proliferador de peroxisoma tipo gamma; CBD:
cannabidiol; CBG: cannabigerol; PTZ: pentilentetrazol; FABP: proteina de unién a acidos grasos;
AEA: anandamida; 2-AG: 2-araquidonailglicerol; AC: adenilato ciclasa; cAMP: adenosin monofosfato
ciclico; IkB: inhibidor de kappa B; NFkB: factor nuclear kappa B; FAAH: amida hidrolasa de acidos
grasos; MAGL: monoacil glicerol lipasa; IL-1B: interleucina 1 beta; IL-6: interleucina 6; TNFa: factor
de necrosis tumoral alfa.
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10. Conclusiones

La coadministracién de CBD y CBG disminuye la intensidad de las crisis
convulsivas y la frecuencia de las crisis tdnico-cléonicas en ratas
administradas con PTZ.

La coadministracion de cannabidiol y cannabigerol no disminuye la latencia
a la primera crisis mioclénica, pero si reduce la duracion de las crisis tonico-
clonicas en ratas administradas con PTZ.

Las estructuras correspondientes al receptor cannabinoide tipo Il (CB2) y al
receptor activado por proliferador de peroxisoma tipo gamma (PPARYy) de la
especie Rattus norvegicus fueron obtenidos de la base de datos de
AlphaFold con parametros de calidad aceptables de la estructura, por lo que
no fueron generados nuevamente.

El CBD y el CBG tienen preferencia por el sitio ortostérico del receptor rCB2,
donde el CBD tiene una interaccién débil, y el CBG presenta interacciones
de uniéon mas estables y una energia de afinidad mas fuerte que el CBD. Por
otra parte, el CBD y el CBG tienen preferencia por el sitio alternativo del LBD
de rPPARy con energias de afinidad muy similares e interactuando con
residuos esenciales de la H3, para la activacion parcial del receptor, lo que
podria significar que su activacion puede darse por la uniéon del CBD o del
CBG.
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11. Perspectivas

1) Evaluar el efecto de la coadministracion de CBD+CBG sobre la liberacion de
citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias en ratas tratadas con
pentilentetrazol.

2) Realizar la descripciéon molecular de la posible interaccién de CBD+CBG con
los receptores no descritos en este trabajo, como posibles blancos de accién
de ambos fitocannabinoides, a través de calculos de docking molecular y

dinamica molecular.
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ANEXOS

Anexo 1
Fundamentos de los programas computacionales utilizados para los

experimentos in silico.

Programas para acoplamiento molecular:

Autodock Vina

Es un programa de codigo abierto que emplea un algoritmo genético basado
en un método estocastico y es de libre acceso. Por su parte, ArgusLab también
utiliza un algoritmo genético, pero se enfoca en la busqueda rapida de
conformaciones, lo que lo hace menos especializado que Autodock Vina, pero al
igual que este, ArgusLab es de uso gratuito (Bitencourt-Ferreira y cols., 2019).

Estos programas proveen una puntuacion de energia, representada por la
energia libre de Gibbs (AG) para cada acoplamiento ligando-receptor. La relacion
entre la constante de equilibrio y el cambio de energia libre estandar se expresa
mediante la ecuacion: AG®= -R In K, en la que el cambio de energia libre estandar
(AG°) relaciona el cambio de energia libre de Gibbs (AG) con la constante de
equilibrio (K) en una reacciéon quimica. Mediante esta ecuacién se describe la
energia libre emitida cuando los reactivos se convierten en productos en
condiciones estandar, por lo que un valor negativo indica que la reaccién es
espontanea, mientras que un valor positivo indica la no espontaneidad de la

reaccion (Atkins y cols., 2018).

ArgusLab
Es un programa para realizar acomplamiento molecular, el cual también
utiliza un algoritmo genético, pero se enfoca en la busqueda rapida de

conformaciones, lo que lo hace menos especializado que Autodock Vina, sin
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embago al igual que este, ArgusLab es de uso gratuito (Bitencourt-Ferreira y cols.,
2019).

AlphaFold

Es un programa basado en inteligencia artificial para realizar predicciones
estructurales de proteinas. Para evaluar los resultados de las estructuras generadas
se utiliza los parametros pLDDT y pTM (predicted Local Distance Difference Testy
predicted Template Modelling score, por sus siglas en inglés). El pLDDT calcula la
desviacion entre las predicciones de distancia de los atomos y la distancia real
esperada entre ellos, un pLDDT alto (cercano a cien) sugiere un modelo bien
predicho, mientras que un valor bajo (cercano a cero) indica que éste es menos
confiable. Por otra parte, el pTM evalua la similitud entre el modelo predicho por
AlphaFold y una estructura experimental conocida en funcién de las secuencias de
aminoacidos y la informacion disponible para estructuras relacionadas. El pTM este
se mide en una escala del 0 al 1, siendo 1 una coincidencia perfecta con la

estructura experimental (Cardenas y cols., 2021; Jumper y cols., 2021).

PDBefFold

El programa utiliza diferentes métricas para la validacion de las
comparaciones secuenciales integradas en el Q-score el cual evalua su calidad
mediante la combinacién de parametros como el RMSD, la cobertura del
alineamiento y la calidad global de la alineacién. El Q-score, se calcula mediante la
ecuacion: Q= -10log10®), donde (e) es la probabilidad estimada de que la base sea
incorrecta, es decir, mientras mas bajo sea el valor de (e) el valor del Q-score es
mas alto, lo que indica una menor probabilidad de error y mayor fiabilidad en la

estructura.
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