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Resumen

1V. Resumen

Dada la relevancia epidemioldgica del traumatismo craneoenceféalico (TCE) se buscan nuevas
estrategias neuroprotectoras para prevenir las inflamacién y excitotoxicidad post-TCE. El cannabidiol
(CBD) es una molécula multiblanco que induce neuroproteccion en diversos modelos animales. El
presente estudio estuvo enfocado en evaluar el tratamiento con CBD en las concentraciones
extracelulares de glutamato y la expresion de citocinas proinflamatorias después de un TCE severo.
Métodos. Se utilizaron ratas Wistar macho (250-300 g). A) Efectos a corto plazo. Las ratas se
implantaron con una cénula guia en la corteza cerebral y se pretrataron con CBD (50, 100 o 200
mg/kg v.o. diariamente durante 7 dias, n=7 por dosis), o vehiculo (n=7). Doce horas después de la
Gltima administracion, los animales se utilizaron para experimentos de microdialisis. Los animales
recibieron un TCE severo por medio del modelo de percusién de fluidos lateral. Los dializados se
recuperaron continuamente antes, durante y después del TCE. Adicionalmente, se trabajé con grupos
independientes que no se sometieron al experimento de microdialisis. Estos animales se sacrificaron
24 horas post-TCE y sus cerebros se utilizaron para evaluar la expresion de citocinas proinflamatorias
(IL-1B, IL-6 y TNF-a). Los resultados de este experimento se usaron para determinar la dosis optima
de CBD, es decir, la dosis mas efectiva que disminuyera la sobre liberacion de glutamato y de
citocinas proinflamatorias post-TCE. B) Efectos a largo plazo (n=35). Las ratas fueron pretratadas
(CBD 100 mg/kg o vehiculo) y divididas en 5 grupos independientes (n=7 por grupo), 12 h después
de la ultima administracién, se indujo un TCE severo (excepto grupo SHAM y CBD). EIl grupo
CBD+TCE+CBD continu6 con la administracion de CBD durante 7 dias post-TCE. Al dia 23 post-
TCE, las ratas se implantaron con una cénula guia en la corteza cerebral. Una semana después se
realizd un el experimento de microdidlisis cortical. Se evalu6 la mortalidad después de la induccion
del TCE, asi como la ganancia de peso corporal y la capacidad sensoriomotora (Neuroscore, NS) un
diaantesy alos dias 2, 7, 14, 21y 28 post-TCE. Resultados. A) Experimentos a corto plazo. El grupo
TCE presentd un incremento en la concentracion de glutamato 30 min post-TCE (738%+173
p<0.001) asi como de TNF-o (53.4+3.4%, p<0.05), IL-1pB (59.2+7.7 %, p<0.05) e IL-6 (49.9 + 4.0 %,
p<0,05) vs SHAM respectivamente. El grupo pretratado con CBD a 100 mg/kg presentd menor
liberacion de glutamato post-TCE (222%+33 p<0.01 vs TCE) asi como menor expresion de IL-6
(p<0.05 vs TCE). Estos efectos fueron menos evidente con CBD a 50 o 200 mg/kg. Por lo anterior,
se estableci6 la dosis de 100 mg/kg como la dosis 6ptima. B) Experimentos a largo plazo. El grupo
TCE presentd una mayor concentracion de glutamato (2.0 + 0.27 uM, p<0.01 vs SHAM). Por el
contrario, en el grupo pre y/o tratado con CBD 100 mg/kg, la concentracion de glutamato fue de
0.73+0.19 pM y 1 + 0.21 pM respectivamente, que fue inferior al obtenido por el grupo TCE (p<0.01
y p<0.05). La expresion de citocinas proinflamatorias fue mayor en el grupo TCE: TNF-a (86 +
27.5%, p<0.01), IL-1B (61.2 £ 16.1%, p<0.01) e IL-6 (53 + 11 %, p<0.05) vs SHAM respectivamente.
El aumento de la expresién de 1L-6 también se observo en el grupo pretratado con CBD 100 mg/kg
(43.8 £ 16.9% p<0.05 vs SHAM) pero no en el grupo pre y postratado con CBD (p=0.454 vs SHAM).
EI NS antes del TCE fue de 26-27 puntos en todos los grupos y los grupos SHAM y CBD mantuvieron
esta puntuacion en todo el experimento. Por el contrario, el grupo TCE presentd un NS de 11.29 +
1.8 (p<0.001 vs SHAM) al dia 2 post-TCE. Los valores aumentaron gradualmente y alcanzaron 17.6
+ 1.1 puntos al dia 28 (p<0.001 vs SHAM). Esta recuperacion a largo plazo fue mas evidente en los
grupos pre y/o tratados con CBD (p<0.05 vs TCE). Conclusion. El tratamiento con CBD reduce las
consecuencias a largo plazo inducidas por un TCE severo. Esto podria representar una posible
estrategia neuroprotectora futura para el TCE.




Abstract

V. Abstract

Strategies to prevent the short- and long-term consequences induced by traumatic brain injury (TBI)
are prompted. On the other hand, cannabidiol (CBD) is a multitarget molecule that induces
neuroprotection and reduces excitotoxicity in animal models. The present study focused to
demonstrate that treatment with CBD lessens the high extracellular levels of glutamate and
proinflammatory cytokines, short- and long-term after a severe TBI. Methods. Male Wistar rats (250-
300 g) were used. A) Short-term effects. Rats previously implanted with a guide-cannula in
sensorimotor cortex were pretreated with CBD (50, 100 or 200 mg/kg p.o. daily for 7 days, n=7 per
dose), or vehicle (n=7). Twelve hours after the last administration, animals were used for
microdialysis experiments. Under isofluorane anesthesia animals received a lateral fluid percussion
injury to induce a severe TBI. Dialysates were continuously recovered before, during and after TBI.
Additionally, independent groups that did not undergo the microdialysis experiment were worked on.
These animals were sacrificed 24 hours after TBI induction, and the brains were used to evaluate the
expression of proinflammatory cytokines (IL-1B, IL-6 y TNF-a). The results from this experiment
were used to determine the optimal dose of CBD, i.e., the dose more effective to lessen the high
glutamate release and proinflammatory cytokines after TBI. B) Long-term effects (n=35). Rats were
pretreated (CBD 100 mg/kg or vehicle) and divided in 5 groups (n=7 per group), one day later, a
severe TBI was induced (except SHAM and CBD group). The group CBD+TBI+CBD continued
administration for 7 days more after TBI. On day 23" post-TBI, rats underwent a stereotactic surgery
to implant a guide-cannula in the brain cortex. One week after, cortical microdialysis was performed.
Mortality after TBI induction was assessed and neuroscore test (NS)-body weight gain was evaluated
one day before and 2,7,14,21 and 28 post-TBI. Results. A) Short-term experiments. TBI group
showed an increased glutamate concentration 30 min post-TBI (738%z+173 p<0.001 vs SHAM) and
TNF-o (53.4 + 3.4%, p<0.05), IL-1P (59.2 + 7.7 %, p<0.05) e IL-6 (49.9 + 4.0 %, p<0.05) vs SHAM
respectively. CBD at 100 mg/kg reduced the TBI-induced glutamate release (222%+33 p<0.01 vs
TBI) and a lower expression of 1L-6 (p<0.05 vs TBI). This effect was less evident with CBD at 50 or
200 mg/kg. Then, 100 mg/kg was established as the optimal dose. B) Long-term experiments. TBI
group showed a higher glutamate concentration (2.0£0.27 uM, p<0.01 vs SHAM group). In contrast,
in the group pre or/and treated with CBD 100 mg/kg, glutamate concentration was 0.73+0.19 uM and
1+ 0.21 uM respectively, which was lower than TBI group (p<0.01 and p<0.05). The expression of
proinflammatory cytokines was higher in the TBI group TNF-o (86 £ 27.5 %, p<0.01), IL-1B (61.2 +
16.1 %, p<0.01) e IL-6 (53 + 11 %, p<0.05) vs SHAM respectively. The increase in the expression
of IL-6 was also observed in the group pre-treated with CBD 100 mg/kg (43.8 + 16.9% p<0.05 vs
SHAM) but not in the group pre- and post-treated with CBD (p=0.454 vs SHAM). The NS before
TBI was 26-27 points in all groups and SHAM and CBD groups maintaining this score all experiment.
In contrast, TBI group presented a NS of 11.29 + 1.8 (p<0.001 vs SHAM group) on day 2 post-TBI
and values gradually augmented and achieved 17.6 + 1.1 points at day 28 (p<0.001 vs SHAM group).
This long-term recovery was more evident in groups pre or/and treated with CBD (p<0.05 vs TBI).
Post-TBI mortality was reduced in all the experimental groups treated with CBD, being more evident
with the dose of 100 mg/kg. Conclusions. CBD 100 mg/kg reduce long-term consequences induced
by TBI. This could represent a possible neuroprotective strategy on the treatment of TBI.




1. Introduccién

1. Introduccidén
1.1. Traumatismo Craneoencefalico

El traumatismo craneoencefalico (TCE) es causado por una fuerza de contacto e inercia
(golpe, sacudida, herida penetrante o explosion) sobre el craneo que interrumpe alguna
funcion normal del cerebro y conduce a un deterioro de este (McAllister et al., 2011; CDC,
2013). No existe una clasificacion que unifique todos las consecuencias moleculares,
celulares, patoldgicos y clinicos producidos por un TCE (Blennow, 2016). Sin embargo, se
han establecido diferentes tipos de clasificaciones por tanto, el TCE se puede clasificar
patolégicamente en lesién focal o difusa, mecénicamente lesion cerrada o abierta,
fisiopatoldgicamente en lesion primaria y secundaria y clinicamente por su severidad en leve,
moderado o severo (Smith, 2011) Respecto a la clasificaciéon clinica, el sistema de puntuacion
aceptado globalmente es la escala de coma de Glasgow, la cual tiene una alta confiabilidad

entre observadores y, en general, buenas capacidades de prondstico (Teasdale et al., 1974).

1.1.1. Epidemiologia

El TCE se considera la principal causa de muerte y discapacidad grave en personas
menores de 45 afos, representando un problema de salud mundial. Cada afio
aproximadamente 74 millones de personas sufren algun tipo TCE y en 2014 caus6 la muerte
de 56,800 pacientes en USA (Capizzi et al., 2020, Haarbauer-Krupa et al., 2021).

En México, el TCE severo es la tercera causa de muerte y con mayor incidencia en
hombres jovenes (15 a 45 afios) (Ontiveros et al., 2014). Esta mayor incidencia en hombres
coincide con un estudio realizado de 2008 a 2013 en 690 pacientes donde el 61% de los
pacientes con TCE fueron hombres y la causa de los TCE estuvo relacionado con consumo
de alcohol (25%) (Owens et al., 2018). Adicionalmente, aproximadamente el 52% de los
pacientes con TCE cursan con alguna discapacidad moderada a severa por lo menos 1 afio
posterior al insulto inicial y los costos de atencion medica rebasan los $81 millones de délares
en costos directos y $2300 millones de dolares en costos indirectos de atencion médica
(Humphreys et al., 2013).
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1.1.1.1. Poblaciones de alto riesgo a TCE

Toda la poblacion es susceptible a un evento de TCE de diferente gravedad en algln
momento de su vida, sin embargo, ciertas poblaciones son mas susceptibles a presentar un
evento o mas de uno. El TCE se atribuye cominmente a accidentes viales, sin embargo, las
lesiones deportivas o TCE por eventos explosivos en personal militar toma relevancia para
establecer poblaciones susceptibles (Hampton 2011). La estimacion de la incidencia de TCE
en la poblacion deportiva es variable, pero se determiné entre 1,6 y 3,8 millones y representa
aproximadamente el 30.3% de los casos de TCE anuales (Theadom et al., 2020; Stern et al.,
2011). Entre los deportes que reportan méas eventos de TCE anuales destaca el boxeo, el
fatbol americano, el hockey profesional, la lucha libre profesional, el rugby y el béisbol.
Dependiendo del deporte especifico o el nivel de competencia, pueden conferir diferentes
grados de riesgo a TCE (Barnes et al., 2018; Stern et al., 2011). Respecto al personal militar,
el 59% de las tropas de Irak y Afganistan reportaron haber experimentado algun tipo de TCE
durante la guerra principalmente ocasionado por ondas explosivas (Wilk et al., 2012).

Adicionalmente el desarrollo de encefalopatia traumatica crénica (ETC) en exjugadores
de la Liga Nacional de Futbol Americano con antecedentes de TCE repetidos puso en
evidencia la importancia de los eventos subsecuentes al trauma en el desarrollo de trastornos
neuroldgicos a largo plazo (Omalu et al., 2005). En un estudio de cohorte donde se
consideraron 350 000 veteranos de guerra se asocio que el TCE aumenté mas del doble el
riesgo de diagndstico de demencia (Barnes et al., 2018). El Ejército de EE. UU. y la Liga
Nacional de Futbol Americano se asociaron para compartir investigaciones y alentar al
reconocimiento de eventos de TCE, asi como el manejo y la prevencion (Peskind et al.,
2013). Los mecanismos por los cuales un TCE o varios eventos conducen al deterioro a largo
plazo no son claros. Actualmente, alin sigue en discusion si considerar al TCE como el inicio
de una enfermedad, por lo tanto, diversos grupos de investigacion aun sigue tratando de
elucidar la compleja fisiopatologia detras del trauma (Gardner et al., 2015; Mouzon et al.,
2018).

1.1.2. Fisiopatologia

La fisiopatologia de un TCE cambia dependiendo del tipo de trauma, recurrencia y el

tiempo. Independiente de la severidad del impacto se han descrito 2 tipos de lesiones. La
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primera se produce de manera inmediata y se conoce como lesidn primaria. La lesién puede
ser focal, difusa 0 una combinacion de ambas y es consecuencia del dafio mecénico causado
por el desgarro y/o estiramiento de neuronas, axones, glia y vasos sanguineos (Lozano et al.,
2015; Werner y Engelhard., 2007). Derivado de este dafio biomecanico se genera lesion
axonal difusa, formacién de edemas, hemorragias, e isquemia (Loane y Faden, 2010; Ng et
al., 2019).

La lesion secundaria es progresiva a la primaria y se asocia con la activacion de cascadas
bioguimicas que conducen a cambios metabolicos y celulares (Figura 1) (Kabadi y Faden,
2014). Entre los mecanismos subsecuentes a la lesién primaria se encuentra la disfuncion
mitocondrial, que promueve el aumento de especies reactivas de oxigeno (EROS). El
aumento de EROS aumenta la peroxidacion de lipidos membranales y por consiguiente dafio
celular (Chen et al., 2012). También existen fallas en las bombas Na*/K* ATPasa la cuales
conduce a un desequilibrio i6nico. El fallo en los sistemas compensatorios celulares
promueve la sobre activacion de caspasas y endonucleasas que en conjunto con los
mecanismos previos conducen a una disminucion de la energia celular y por consiguiente a

incrementar procesos apoptoticos (Diaz-Arrastia et al., 2014; Masel y DeWitt., 2010).

En adicion al fallo de homeostasis, el aumento del calcio intracelular favorece la
activacion de proteasas como la calpaina, la cual promueve la degradacion de proteinas del
citoesqueleto. El calcio también favorece el aumento de la liberacion de neurotransmisores,
entre estos ultimos el glutamato juega un papel importante en los procesos excitotoxicos y

de muerte neuronal subsecuente (Clark et al., 2008; Pinheiro et al., 2018).

1.1.2.1. Excitotoxicidad

La neurotransmision excitatoria estd orquestada principalmente por glutamato, en
condiciones de homeostasis el glutamato es esencial para la comunicacion neuronal, asi como
en procesos de plasticidad sinaptica incluyendo el aprendizaje y la memoria (Armada-
Moreira et al., 2020; Meldrum et al., 2000). Sin embargo, despues de un TCE, el glutamato
tiene un papel importante en los eventos excitotoxicos posteriores al trauma (Figura 2). La
excitotoxicidad es la muerte neuronal ocasionada por la sobreactivacion de receptores de
aminoéacidos excitadores, el termino fue propuesto por Olney desde 1969 (Szydlowska et al.,
2010; Olney et al., 1969).




1. Introduccién

El glutamato es sintetizado a partir de la glutamina por la enzima glutaminasa (Figura
1). Posteriormente el glutamato es convertido en glutamina posterior a la recaptura del
glutamato por las células astrociticas para continuar con el ciclo glutamato-glutamina
(Cooper et al., 2016). El glutamato también puede ser sintetizado apartir del a-cetoglutarato
(Mark et al., 2001). En el cerebro el glutamato se encuentra en una concentracion de 10 a 12
mM y se deben de mantener niveles por debajo de <100 uM en el liquido cefalorraquideo

(LRC) para evitar procesos excitotoxicos (Schousboe et al., 2019).
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Figura 2. Excitotoxicidad mediada por glutamato (Modificado de Ferreira et al., 2021)

Desde 1989, Faden y colaboradores demostraron un incremento dependiente de la
intensidad de la lesién en la liberacion de glutamato en hipocampo de ratas sometidas a TCE.
(Faden et al., 1989). Este incremento en liberacion de glutamato también ha sido observado
en corteza cerebral. En esta Gltima, existen reportes de incrementos significativos hasta 5

horas posteriores al trauma (Folkersma et al., 2011; Globus et al., 1995; Palmer et al., 1992).
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En condiciones de homeostasis, el control glutamatérgico es modulado en gran parte
por la recaptura que realizan los transportadores de glutamato en astrocitos principalmente
GLT-1 y GLAST. En condiciones de trauma cerebral se ha reportado una disminucion de
estos transportadores (Van Landeghem et al., 2006; Rao et al., 1998) lo que puede contribuir
a que el glutamato permanezca méas tiempo en el espacio sinaptico. Este descontrol en la
liberacion y recaptura de glutamato facilita su interaccion con receptores NMDA que
favorece la excitotoxicidad y que facilita la entrada masiva de calcio a las neuronas
promoviendo la muerte neuronal (Choi et al., 1996; Zipfel et al., 2000). Por otra parte, la
microglia tiene receptores a glutamato favoreciendo la la liberacion de mediadores
inflamatorios. Estos mediadores incrementan procesos de neuroinflamacion cerebral
postraumatica (Gallo et al., 2000; Kelley et al., 2007; Ziebell et al., 2010).

1.1.2.2.  Neuroinflamacion

El papel de la respuesta inflamatoria post-TCE es compleja. La inflamacion es
benéfica para limpiar los desechos celulares después de la lesion y desencadenar sefiales de
regeneracion. Sin embargo, la activacion prolongada de la microglia, astrocitos junto con la
ruptura de la barrera hematoenceféalica (BHE) (Figura 3), incrementan el dafio neuronal
mediante la facilitacién de la liberacién de moléculas de mediadores inflamatorios y de
moléculas neurotoxicas como éxido nitrico y glutamato (Byrnes y Faden, 2007; Kabadi y
Faden, 2014; Maas et al., 2008).

La BHE esta formada por células endoteliales unidas por proteinas de unidn las cuales
posterior a un TCE se rompen y permiten la extravasacion de mediadores inflamatorios,
albumina y fibrindgeno al parénquima cerebral y la activacion subsecuente de la microglia
residente. Adicionalmente, existe un incremento de moléculas de adhesion en el endotelio
que facilita la permeabilidad de células proinflamatorias de la circulacién sanguinea hacia el
sitio de lesion (Chodobski et al., 2011). Después de un TCE existe una disminucion de
proteinas de union como ocloudina, ZO-1 y claudina-5 asi como un aumento de

transportadores como AQP-4 que favorece la formacion de edema (Blixt et al., 2015).
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Por otra parte, se describid un aumento de citocinas proinflamatorias posterior al TCE.
Estudios de microdidlisis en pacientes detectaron un incremento en citocinas como IL-f ¢ IL-
6 durante las primeras 5 horas posteriores al trauma (Folkersma et al., 2008). En modelos
animales la sintesis de citocinas pro-inflamatorias (IL-1pB, IL-6) y antiinflamatorias (IL- 4,
IL-10) aumenta en las estructuras lesionadas, sin embargo, ain se debate si la microglia se
polariza a macrdfagos del tipo M1o M2 (Morganti-Kossmann et al., 2019). Estos cambios se
detectaron tempranamente 1 hr después de la lesion con picos variables hasta 24 h post-TCE
(Fan et al., 1996; Magid et al., 2019). Las citocinas proinflamatorias facilitan la progresion
a un estado inflamatorio cronico mediante el aumento de la permeabilidad de la BHE y su
capacidad para inducir la sintesis de quimiocinas (Chodobski et al., 2011).

Por otra parte, el perfil transcripcional y protedmico de la microglia y astrocitica se
modifica posterior al TCE y esta presente de forma aguda (Bye et al., 2006; Folkersma et al.,
2011) e inclusive de forma crénica 17 afios posterior al trauma (Ramlackhansingh et al.,
2011). Los procesos involucrados en la preservacion de la neuroinflamacién cronica son
indeterminados, sin embargo, se sugiere que existe un fenotipo microglial “pre-activado”
subsecuente al TCE, que permanece de forma latente y responde de manera exacerbada a
cualquier reto inmunolégico. En ratones sometidos a TCE, se determiné que la deplecion de
la microglia con una posterior renovacion forzada atenuaba en gran medida los procesos

inflamatorios subsecuentes (Bray et al., 2022).

La neuroinflamacion en conjunto con la excitotoxicidad favorecen los procesos de
muerte neuronal (Smith et al., 1997) e hiperexcitabilidad cerebral (Santhakumar et al., 2001)
los cuales pueden influir en el dafio de estructuras corticales y subcorticales que participan
en los déficits funcionales y en el desarrollo de trastornos neurodegenerativos postraumaticos
a largo plazo (Casaul et al., 2019; Mrak et al., 2001; Najjar et al., 2011).

1.1.3. Estructuras cerebrales dafiadas post-TCE y su relacion funcional

Se debe entender a la lesion subsecuente al TCE como un evento de constantes cambios
en las estructuras cerebrales que llevan al desarrollo de consecuencias a largo plazo. En
pacientes con TCE se reportd atrofia en areas como: talamo, ganglios basales, cuerpo calloso,
hipocampo y corteza, asi como dafio en las redes neuronales en corteza parietal, lateral y

medial que puede influir en un mal funcionamiento de estructuras subcorticales. Respecto a
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la atrofia aln no esté claro si la lesion refleja un dafio estructural y/o funcional permanente
(Gordon et al., 2018; Kaplan et al., 2017; Peskind et al., 2011). Sin embargo, se establecid
que el déficit neuropsicoldgico post-TCE puede tener relacion con el dafio en la materia
blanca y en la red neuronal, asi como la capacidad de esas redes para readaptarse (Hayes et
al., 2016).

El dafio en la comunicacion entre estructuras corticales a subcorticales se da
principalmente por lesion axonal difusa por lo que establecer la localizacion o distribucion
del dafio es complejo, por lo tanto, el desarrollo de imagenes de tensor de difusion
proporciona un método cuantitativo para evaluar la estructura de la materia blanca in vivo
utilizadas como indicador de su integridad (Jolly et al., 2021). En ese sentido, se analizaron
28 pacientes mediante mapas de difusividad para medir la integridad de la materia blanca
encontrando anomalias generalizadas de la sustancia blanca post-TCE. Este dafio difuso se
relaciono con perfiles de déficits cognitivos y de memoria (Kinnunen et al., 2011).

En animales sometidos a una lesion por percusién de fluidos se estudié por mapeo de
alta definicién la morfometria hipocampal posterior al TCE. En este estudio se encontr6 una
disminucion del volumen hipocampal 6 meses post-TCE, con cambios en la morfometria
detectados desde la primera semana. Estos cambios morfoldgicos no fueron suficientes para
predecir el desarrollo de epilepsia postraumatica, la cual se desarrolla post-TCE en

aproximadamente el 30 % de los pacientes (Shultz et al., 2013).

Por otra parte, los pacientes con TCE presentan déficits motores persistentes lo cual
puede estar asociado con dafio en estructuras involucradas en el movimiento como corteza
premotora, motora, talamo, cuerpo calloso y cerebelo y a afectaciones en las proyecciones
motoras-estriatales y hacia las neuronas motoras de la médula espinal (Hayes et al., 2016;
Shumskaya et al., 2012; Ward et al., 2005). Por otra parte, la pérdida de células neuronales
en subregiones del hipocampo también se correlaciond con disfuncion sensoriomotora y
déficits cognitivos (Zhao et al., 2012). En animales, el dafio sensoriomotor se reportd hasta
12 semanas post-TCE (Webster et al., 2015) y en pacientes se reportan déficits motores 3
anos post-TCE (Keren et al., 2001).

La relacion entre las maultiples estructuras cerebrales dafiadas posterior al TCE son

consistentes con la hipotesis de que la disfuncion, muerte neuronal, atrofia e
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hiperexcitabilidad cerebral pueden explicar la patogénesis de consecuencias a largo plazo.
Como ejemplo de las consecuencias tardias destacan, el deterioro en aprendizaje y memoria,
desarrollo de enfermedades como Alzheimer, Parkinson y epilepsia post-traumatica (EPT)
asi como trastornos del estado del &nimo (Golarai et al., 2001; Lowenstein et al., 1992).
Debido a las diversas secuelas cognitivas y neuroconductuales post-TCE, asi como a los
factores personales del propio paciente, ha sido dificil explicar adecuadamente los
mecanismos que contribuyen en la fisiopatologia (Kreutzer et al., 2001; Jorge et al., 2004;
Rosenthal et al., 1998). A pesar de las diversas investigaciones que proponen al TCE como
un proceso dindmico sin punto final, los objetivos terapéuticos se siguen enfocando en la
lesion primaria dejando a un lado la prevencion de consecuencias postraumaticas a largo

plazo.

1.2. Tratamiento clinico para las consecuencias inducidas por el TCE

El tratamiento actual en la etapa aguda para los pacientes con TCE, depende en gran
medida de la evaluacion neuroldgica inicial en donde la escala de coma de Glasgow
representa un examen neurologico importante para las medidas terapéuticas a tomar. Lo
primordial es mantener la presion intracraneal y las variables hemodindmicas estables.
Inicialmente se maneja el monitoreo de la presion intracraneal, procesos de hiperventilacion,
profilaxis de convulsiones, terapia hiperosmolar, enfriamiento terapéutico, induccién de

coma, asi como intervenciones quirdrgicas como craneotomias (Galgano et al., 2017).

Entre los farmacos anestésicos utilizados para el control de las vias aéreas se encuentra
el propofol, el tiopental y etomidato. La sedacién y la relajaciéon muscular tienden a reducir
el requerimiento de oxigeno metabodlico cerebral. Para el manejo de la hipovolemia se
administra solucion salina o solucién de lactato Ringer mientras que para el manejo osmotico
la solucion con manitol es la primera eleccion. Por otro lado, el manejo profilactico de
convulsiones se realiza administrando anticonvulsivantes como fenitoina y levetiracetam.
Entre otros farmacos se utilizan los que ayuden a la tolerancia alimentaria o a la nutricion
enteral, asi como la prevencion de infecciones en el sitio de lesion mediante el uso de
antibioticos (Dash et al., 2018)

Sin embargo, para delimitar el alcance de la lesion secundaria, se necesitan agentes

terapéuticos neuroprotectores eficientes que controlen la inflamacion, apoptosis y la
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excitotoxicidad neuronal (Thapa, 2021). Actualmente ningun farmaco en fase de
investigacion 11 ha probado ser neuroprotector para las consecuencias post-TCE
(Watzlawick et al., 2016). En el desarrollo de nuevas moléculas se invierte aproximadamente
350 millones de dolares y méas de 10 afios de investigacion, con tan solo un 5% de
probabilidad de que el farmaco alcance la comercializacion global (Léscher et al., 2013).
Esto representa un problema en paises con economia emergente, ya que no existe inversion
en el descubrimiento de nuevas moléculas (KPMG 2017). Ensayos en modelos animales
post-TCE han permitido avanzar en el descubrimiento de nuevas moléculas multiblancos que
tienen efectos en la inflamacion, hipoxia, neurogénesis e hiperexcitabilidad post-TCE
(Xiong., et al., 2009). Un ejemplo de ellos es el cannabidiol (CBD) que demostré efectos

neuroprotectores en un modelo de hipoxia-isquemia (Barata et al., 2019).

1.3. Cannabidiol

El CBD es uno de los fitocannabinoides mas estudiados obtenido de la planta cannabis
sativa. EI CBD no tiene efectos psicoactivos detectables en comparacion con el delta-9-
tetrahidrocannabinol (A9-THC). Respecto a la estructura molecular del CBD se compone por
un anillo de resorcinol, un resto de monoterpeno y una cadena lateral de alquilo. EI CBD se
biosintétiza como acido cannabiddlico (CBD-A) a partir de un precursor coman del acido
cannabigeroélico (CBG) (Figura 4) (Cushing et al., 2018; Maroon et al., 2018; Taura et al.,
2007).

CHgz

Figura 4. Estructura molecular del cannabidiol
1.3.1.1. Farmacocinética

La biodisponibilidad del CBD depende de la via de administracion y de la dosis. La

biodisponibilidad después de la administracion inhalado oscila entre el 13-39% mientras que
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administrado por via oral se encuentra entre 5-19% y este puede aumentar si se da en
concomitancia con la dieta (Taylor et al., 2018). En sujetos sanos después de la
administracion oral de 30 mg/kg de CBD, este se detectd en sangre 15 min posteriores a la
administracion, con una Cmax de 2,82 ng/ml. En este estudio no se observaron cambios
significativos en la frecuencia cardiaca y la presion del pulso después de la administracion
de CBD (Hobbs et al., 2020). La vida media del CBD evaluado en perros (2 mg/kg, v.0) fue
de 5 horas aproximadamente y no se observaron efectos secundarios aparentes (Gamble et
al., 2018). Sin embargo, la vida media esta influenciada por el nimero de administraciones
ya que el CBD administrado de forma cronica tiene una vida media de 2 a 5 dias (Consroe et
al., 1991). ElI CBD sufre metabolismo de primer paso, los metabolitos principales que
resultan son 6-OH-CBD, 7-OH-CBD y CBD-COOH, estos se excretan intactos o como
conjugados de glucurénido principalmente de forma renal (Abbotts et al., 2022; Millar et al.,
2018). Este metabolismo esta principalmente modulado por la familia de enzimas del CYP
450: CYP1Al; CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4 y CYP3AS5 las diferencias
interindividuales en la expresién y funcion de estas enzimas podria ser relevante en la accion
terapéutica, interacciones con otros farmacos y en los posibles efectos adversos del CBD
(Ujvary et al., 2016).

Algunos cannabinoides pueden alterarse por el &cido estomacal y por la microbiota
intestinal, lo que da como resultado niveles plasmaticos bajos del compuesto intacto.
Respecto a esto, en un modelo murino de esclerosis maltiple se observé que el CBD no
modificd la microbiota intestinal cuando se administr6 a una dosis de 20 mg/kg, sin embargo
se encontr6 menor inflamacion en el tracto gastrointestinal posterior a la administracion. Mas
estudios son necesarios para elucidar el papel del CBD sobre estos sistemas (Dopkins et al.,
2021).

1.3.1.2. Mecanismo de accion y efectos

Los mecanismos por los que el CBD ejerce sus efectos no han sido elucidados por
completo. Se sabe que el CBD tiene multiples blancos farmacoldgicos (Rong et al., 2017).
Entre estos blancos se encuentra una baja afinidad por receptores CB1y CB> donde actla
CcOmo agonista y agonista inverso respectivamente (Thomas et al., 2007), adicionalmente, el

CBD actua indirectamente sobre el sistema endocannabinoide (Bornheim et al.,1993; Massi
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et al., 2008). Otros blancos con los que el CBD demostré interaccion es el receptor GPR55
(Ryberg et al., 2007), PPAR, (O'Sullivan et al., 2009) asi como una interaccion con el
receptor 5SHT1a (Magen et al., 2010; Pazos et al.,2013).

Actualmente el estudio del CBD tomo relevancia clinica por su efecto neuroprotector en
diversas patologias, asi como por su baja toxicidad y alta tolerabilidad (Cunha et al., 1980;
Pisanti et al., 2017). Ejemplo de estos ultimos son sus efectos antiinflamatorios (Costa et al.,
2004; De Filippis et al., 2011; Vuolo et al., 2019), antioxidantes (Cassol-Jr et al., 2010; Chen
et al.,, 2016; Hampson et al.,1998; luvone et al., 2004), facilitacion de neurogénesis
hipocampal (Esposito et al.,2011; Fogaca et al., 2018), disminucion de la hiperexcitabilidad
(Jones et al., 2012) y como antiexcitotoxico (Castillo et al., 2010; Gobira et al.,2015;
Hampson et al.,1998; EI-Remessy et al.,2003). A pesar de la evidencia neuroprotectora del
CBD que lo identifica como una molécula de interés, aun no existen estudios que lo aborden
en las consecuencias secundarias de un TCE.
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Figura 1. Fisiopatologia de un TCE. El TCE induce un dafio en la BHE que permite la infiltracion de células de la circulacion sanguinea hacia el
parénquima cerebral. Esta infiltracién se acompafia con la activacion astrocitica y microglial que facilita el incremento de mediadores inflamatorios.
Por otra parte, existe un incremento de la liberacién de glutamato, asi como una disminucién de su recaptura. EI aumento de glutamato favorece
procesos excitotoxicos con aumento de calcio intracelular que facilita los procesos de muerte neuronal. La muerte neuronal subsecuente al TCE
incrementa la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) y disfuncion mitocondrial que preserva los procesos inflamatorios.
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2. Justificacién

Después de un TCE severo existe una liberacion excesiva de glutamato y de citocinas
proinflamatorias. Estos eventos contribuyen a exacerbar procesos de excitotoxidad,
inflamacion 'y muerte neuronal, los cuales favorecen la neurodegeneracién e
hiperexcitabilidad post-TCE en diversas areas cerebrales. Las alteraciones cerebrales que
resultan de un TCE se relacionan con déficits motores, cognitivos y desarrollo de

enfermedades neurodegenerativas a largo plazo.

A pesar de la busqueda de nuevos tratamientos terapéuticos, ninguno evita las
consecuencias del TCE. Por otra parte, el CBD reduce la neurotransmision glutamatérgica y
la subsecuente excitotoxicidad, inflamacion, estrés oxidativo y la muerte neuronal en
diferentes modelos animales a través de su interaccion con diversos blancos terapéuticos. Las
evidencias protectoras del CBD se presentan tanto a corto y largo plazo, sin la presencia
aparente de efectos adversos. Por lo anterior, la administracion de CBD se posiciona como
una estrategia terapéutica para inducir efectos neuroprotectores en las consecuencias

subsecuentes al TCE.
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3. Hipotesis y Objetivos
3.1. Hipdtesis

En animales con TCE severo, el tratamiento oral con CBD evitara el incremento de la
concentracion extracelular de glutamato y de citocinas pro-inflamatorias, a corto y largo

plazo.

3.2. Objetivos
3.2.1. General

Evaluar a corto y largo plazo, el efecto del tratamiento oral con CBD en la concentracion
extracelular de glutamato y de citocinas pro-inflamatorias en animales con TCE severo

3.2.2. Especificos

En ratas sometidas a TCE severo:

» ldentificar la dosis Optima de CBD oral que, como pre-tratamiento, evite el
incremento agudo en la concentracion extracelular de glutamato y citocinas pro-
inflamatorias en la corteza cerebral.

» Analizar a largo plazo el efecto del pre- y post-tratamiento oral con una dosis éptima
de CBD en la concentracién extracelular de glutamato, la expresion de citocinas pro-

inflamatorias y consecuencias funcionales.
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4. Metodologia experimental
4.1. Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso de entre 250-300 g. Los
animales se mantuvieron en cajas de acrilico transparente bajo condiciones ambientales
controladas (ciclos de luz/oscuridad 12 h, 22-25 °C), con acceso a alimento y agua ad libitum.
El protocolo experimental se realizé de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-
Z00-1999) y los Comités de Etica del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Nacional (protocolo CICUAL 0326-22).

4.2. Induccion de TCE
4.2.1. Craneotomia

Los animales se anestesiaron con una mezcla de ketamina (80 mg/kg, i.p.) y xilacina
(17 mg/kg, i.m.). Posteriormente se montaron sobre el marco estereotaxico y se procedio a
realizar una incision sagital de 1.5 cm en la linea media entre las orejas extendiéndose hacia
la nariz. Con la ayuda de un hisopo de algodon se elimind el periostio que recubre el craneo.
Se realiz6 un trépano de 5 mm de diametro lateral a la linea media (5 mm de lambda y bregma
y 4.0 mm de la sutura sagital). Se confirmé que la duramadre estuviera intacta, se utilizd
pegamento tisular Vetbond para fijar un “luer-lock” hembra al diametro del trépano y se
rellen6 con solucion salina para verificar la ausencia de fugas entre el sello luer y el craneo.
Se colocd 1 tornillo de acero inoxidable en la parte lateral anterior a bregma para dar soporte
a un casco de acrilico dental colocado temporalmente. La induccion del TCE se realizé 90
minutos posteriores al inicio de a la anestesia (Mclntosch, et al., 1989).

4.2.2. Lesion lateral por percusion de fluidos (LLPF)

El fundamento de LLPF se basa en un pulso de presion aplicado al cerebro a través de
la duramadre intacta (Rostami, 2016). El equipo de LLFP modelo FP302 (Figura 5) esta
compuesto por un cilindrico de Plexiglas relleno de solucion salina estéril con un extremo
terminal unido a un transductor que se conecta al “luer lock” del casco de acrilico dental. La
lesion se generd por medio de un péndulo que golpeo el piston del cilindro y que genero6 un

pulso de presion. Este Gltimo viajo a través del transductor hasta el craneo del animal. Se
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consider6 que los animales recibieron una lesion severa si el pulso de presion entré en el
rango de 2.6 a 3.3 atm (Mclintosh et al., 1989). Después de la induccion del TCE los animales

se dejaron en observacion en camas térmicas hasta su recuperacion.

solucion
salina

péndulo

sitio de lesion

Figura 5. Modelo de LLFP (Modificado de Xiong et al., 2013)

4.3. Grupos experimentales
4.3.1. Experimento |
43.1.1. Grupo CBD200-TCE (n=11)

Se utilizaron ratas a las cuales se les realiz6 una craneotomia (implantacion de luer-
lock y canula guia para microdialisis). Posterior a esto, los animales se dejaron recuperar
durante 7 dias sin ninguna manipulacion adicional. Concluido este tiempo, se comenz6 con
la administracion de CBD 200 mg/kg, v.o. diluido en aceite de coco. Esta administracion se
repitié cada 24 h durante 7 dias. Al dia 14 posterior a la cirugia de implante se colocd la
sonda para el experimento de microdialisis. Para lo anterior, se realiz6 una estabilizacién del
sistema durante 2 horas y posteriormente se comenzo la recoleccion de los dializados basales
(cada 30 minutos) durante 2 horas. Al término de este tiempo se realizd la induccion de TCE

severo utilizando el modelo de LLPF. Posterior a la induccién del trauma, se continué con el
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experimento de microdialisis durante 5 horas mas. Cinco dias posteriores a los experimentos
de TCE/microdialisis se sacrificaron a los animales y sus cerebros fueron obtenidos y
preservados para analisis histologicos (Figura 6). De manera paralela se realizaron grupos
independientes (n=4) para el analisis por Western blot (WB) de citocinas pro-inflamatorias
(IL-1B, IL-6 y TNF-a). Estos grupos se manejaron similar a lo descrito anteriormente con la
diferencia de que no se realizd el experimento de microdidlisis y estos animales se
sacrificaron 24 horas post-TCE y los cerebros se congelaron a -70°C hasta el andlisis por
Western blot. Se evalud la actividad sensoriomotora (neuroscore), el peso corporal de los
animales (24 horas previas a la induccion del TCE (basal) y al dia 2 post-TCE), asi como la
mortalidad desde la induccién del TCE y hasta 5 dias posteriores a este.

p N
Implante TCE
sonda Djalizados l Dializados
basales ost-TCE
1 " L

|
Cirugia  CBD (50,100,200mg/ | T T T 11 .
g : Q S NS Sacrificio

Estereotdxica kg, oral) o vehiculo
A L horas )
| L1 1 L1 1 | | |
I LI I I 1 I 1 I I
- 1 4 _ 7 -_— ’| 0 2 5
Dias 4 5

Registro de peso corporal

Figura 6. Disefio experimental del experimento | (Imagen creada con Biorender.com)

4.3.1.2. Grupo CBD100-TCE (n=9)

Los animales de este grupo se manejaron idénticamente a lo descrito en la seccion

anterior con la diferencia de que se administr6 CBD a una dosis de 100 mg/kg v.o.

4.3.1.3.  Grupo CBD50-TCE (n=9)

Los animales de este grupo se manejaron idénticamente a lo descrito en la seccion

anterior con la diferencia de que se administro CBD a una dosis de 50 mg/kg v.o.
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4.3.1.4. Grupo TCE (n=14)

Los animales de este grupo se manejaron idénticamente a lo descrito en la seccion
anterior con la diferencia de que solo se administré el vehiculo del CBD: aceite de coco
(ACC) 5 ml/kg v.o.

4.3.1.5. Grupo SHAM (n=7)

Los animales de este grupo se manejaron idénticamente a lo descrito en el grupo TCE

con la diferencia de que no se realizé induccion del trauma.

4.3.2. Experimento Il
4.3.2.1. Grupo CBD-TCE-CBD (n=10)

Se utilizaron ratas a las cuales se les administro la dosis optima de CBD v.o.
identificada del experimento I. EI CBD se administré cada 24 h durante 7 dias (Figura 7). Al
dia 8, las ratas fueron anestesiadas con ketamina 80 mg/kg ip y xilacina 17 mg/kg im y se
realiz6 una craneotomia (ver seccion 4.2.1), y 90 min posteriores a la anestesia se realizé la
induccién de un TCE severo. Después de la induccion del TCE, se retir6 el casco de acrilico
y la piel de la cabeza de los animales fue suturada y se mantuvieron en observacion durante
3 horas. Posteriormente, las ratas recibieron la administracion de la dosis 6ptima de CBD
v.0. durante 7 dias mas después del TCE. Al dia 23 post-TCE, los animales se anestesiaron
con el esquema previamente descrito y se realizé el implante de una canula guia (3 mm
cercana a la craneotomia) a nivel de corteza cerebral (ver seccion 4.5.1). Siete dias posterior
al implante de la canula se realiz6 durante 3 horas el experimento de microdialisis para la
evaluacion de las concentraciones de glutamato extracelular (ver seccion 4.5.2). Cinco dias
posteriores al experimento de microdialisis se sacrificaron a los animales y se recupero el
tejido cerebral el cual se congelé a -70° C y posteriormente se utilizd para analisis por
Western-blot de citocinas proinflamatorias (IL-1pB, IL-6 y TNF-a). Se realiz6 evaluacion de
la actividad sensoriomotora (neuroscore) asi como un registro del peso a las 24 horas previas

a la induccion del trauma (basal) y al dia 2, 7,14,21 y 28 post-TCE.
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Figura 7. Disefio experimental del experimento 11 (Imagen creada con Biorender.com)

4.3.2.2.  Grupo CBD-TCE (n=9)
Los animales de este grupo se manejaron idénticamente a lo descrito en la seccion

anterior con la diferencia de que se continu6 con la administracion de CBD durante 7 dias

mas posterior al TCE.

4.3.2.3. Grupo TCE (n=11)
Los animales de este grupo se manejaron idénticamente a lo descrito en la seccion

anterior con la diferencia que solo se administro6 ACC 5 ml/kg via oral.

4.3.2.4. Grupo SHAM (n=8)
Los animales de este grupo se manejaron idénticamente a lo descrito en el grupo

CBD-TCE con la diferencia que solo se administr6 ACC 5 ml/kg via oral y no se realizé

induccion del TCE.

4.3.25. Grupo CBD (n=7)
Los animales de este grupo se manejaron idénticamente a lo descrito en el grupo CBD-TCE

con la diferencia que no se realiz6 induccion del TCE.

'
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4.4. Neuroscore

Para evaluar la funcién sensoriomotora se utilizé la prueba compuesta Neuroscore (NS).
La prueba consiste en cuatro pruebas: prueba de extension de extremidades anteriores
(izquierda y derecha por separado), prueba de extension de extremidades posteriores
(izquierda y derecha por separado), pulsion lateral y plano inclinado. EI m&ximo puntaje que

se puede obtener en el NS es de 28 puntos.

4.4.1. Prueba de contraflexién

La prueba de contraflexion consistié en sujetar al animal en la parte media de la cola 'y
elevarlo 10 cm con respecto a la base de una superficie plana. Posteriormente se acercé de
forma lenta, suave y uniforme al animal hacia la superficie para inducir un reflejo de
paracaidas (extension rapida de las extremidades anteriores). Para calificar esta prueba cada
extremidad recibi6 un puntaje de 0 a 4 puntos. Se dio “0” puntos si no existi6 respuesta (la
nariz del animal toca el tapete) y si se observo pérdida del tono muscular de la extremidad
anterior. Se dio “1” punto si existi6 alguna respuesta, si el brazo se extendi6 de forma
perpendicular al plano del cuerpo del animal cuando estuvo suspendido y si la extremidad
mostré espasticidad en flexion o extension. La extremidad recibié “2” puntos si se
presentaron espasmos Y si se extendio a 45° respecto al plano corporal del animal. Se calificd
con “3” puntos si la extremidad se extendio por completo hacia enfrente, pero la respuesta
carecio de fuerza y fluidez. Ademas, se observo el tiempo de respuesta (si fue mayor a 5
segundos en responder) se consideré una respuesta no instantanea. En caso de respuesta
instantaneas, se otorgd “4” puntos si la extremidad se extendi6 hacia el tapete en un
movimiento fluido y suave formando un espacio entre las extremidades al extenderse. Se
observaron la respuesta de las extremidades anteriores conforme se repitio tres veces la

prueba (Figura 8).
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i
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<

Figura 8. Prueba de contraflexion. (Figura tomada de la tesis de Segovia-Oropeza, 2018).

4.4.2. Prueba de extension de extremidades posteriores

Los ojos del animal se taparon con una mano mientras se realiza la prueba. Se jal6 al
animal por la cola, en un movimiento suave y rapido hacia atras. Se observo la extension
cuando se levant6 al animal para iniciar el movimiento. Se calificé con “0” puntos si no
existio respuesta y si la extremidad posterior presentd espasticidad en flexion. Se califico con
“1” punto si la extremidad se volted hacia atras, con la palma hacia arriba, pero no se presento
extension. Se dio “2” puntos si la extremidad no se extendid por completo y si en su lugar se
form6 una curva hacia la cola. Ademas, si la palma permanecié hacia arriba y si el
movimiento carecio de fuerza. El puntaje fue de “3” si la extremidad posterior se extendid
por completo en un movimiento no instantaneo (>5 segundos en responder). Ademas, si la
palma se movio hacia arriba, pero los dedos no se separaron. Finalmente se calificd con “4”
puntos si la extension hacia atras fue completa e instantanea, si la palma se movio hacia arriba

manteniendo los dedos se separados por completo (Figura 9).
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AR

0 puntos 1 punto 2 puntos 3 puntos 4 puntos

Figura 9. Prueba de extension de extremidades posteriores. (Figura tomada de la tesis de

Segovia-Oropeza, 2018).

4.4.3. Pulsion lateral

Se empujo6 suavemente al animal de su parte lateral a lo largo de un tapete ranurado con el
fin de probar su fuerza y resistencia. EI animal se colocé longitudinalmente viendo en contra
al observador. Se empujo al animal hacia la izquierda primero y luego a la derecha. Después
se intento voltearlo, en los mismos sentidos. Se dio un puntaje de “0” si el animal no ofreci6
resistencia, se dio la vuelta y no recuper6 su posicion, un puntaje de “1” si el animal ofrecid
un minimo de resistencia antes de rodarse o si a pesar de rodarse recuperd su posicion
lentamente por si mismo. Si la rata no se dio vuelta y ofrecid poca resistencia se otorgd “2”
puntos. Se dio “3” puntos si ofrecio resistencia, pero el observador aun asi pudo empujarlo a
través del tapete (no gira sobre si mismo). Finalmente, si el animal ofrecio resistencia, se
agarro fuerte del tapete y movio6 coordinadamente sus extremidades cuando fue empujado a

través del tapete, se otorgd una puntuacion de “4” (Figura 10).

)6 ‘ﬁ \6 )6' «

C

0 puntos 1 punto 2 punto 3 puntos 4 puntos

Figura 10. Pulsion Lateral (Figura tomada de la tesis de Segovia-Oropeza, 2018).
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4.4.4. Plano inclinado

Se utiliz6 un tapete ranurado en un tablero inclinado. Para obtener la primera linea base
se coloco a 40° el plano inclinado y se fue agregando 2.5° hasta que el animal ya no se logro
mantener en el tablero. Se tomd el mayor grado al que el animal se sostuvo durante 5
segundos, en cada una de las posiciones (vertical, lateral izquierda y derecha). Para animales
que estén lesionados se coloco a 10° menos de su linea basal. Para considerar aprobada la
prueba, el animal se sostuvo quieto durante 5 segundos (sin sostenerse de la cola) en cada
uno de los grados del plano. Se realizo tres intentos para cada animal en cada direccion antes
de incrementar el angulo. Se tom¢é Unicamente el angulo maximo obtenido. El puntaje final
se otorgd por cada posicién, dependiendo el grado obtenido en cada medicidn subsiguiente
respecto al grado basal. Si el animal obtuvo el mismo grado que en su basal se dio “4” puntos,
“3” si disminuyo 2.5°, “2” si disminuy0 5°, “1” si disminuyd 7.5° y “0” si su resistencia
disminuy6 10° grados 0 mas. Se presenta un ejemplo de como calificar esta prueba en la
Figura 11.

Tabla 1. Plano inclinado

Ejemplo ilustrativo de la comparacién entre el angulo basal y las evaluaciones posteriores para el

analisis de puntos de la prueba de plano inclinado.

Posicion Grado Basal Dia 2 post-TCE

Vertical 70° 67.5° (70 - 67.5= 2.5°) = 3 puntos
Izquierda 70° 62.5° (70° - 62.5°= 7.5°) =1 punto
Derecha 70° 60° (70° - 60°= 10°) = 0 puntos
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Dia basal Dia 2 posterior

al TCE —<

— 3 puntos 4 puntos

Figura 11. Evaluacion de plano inclinado (Figura tomada de la tesis de Segovia-Oropeza, 2018).

4.5. Evaluacion de la concentracion extracelular de glutamato
4.5.1. Cirugia para implantacion de canula guia

Los animales se anestesiaron con una mezcla de ketamina (80 mg/kg, i.p.) y xilacina
(17 mg/kg, i.m.). Posteriormente se montaron sobre el marco estereotdxico y se procedio a
realizar una incision sagital de 1,5 cm en la linea media entre las orejas extendiéndose hacia
la nariz. Con la ayuda de un hisopo de algodon se elimind el periostio que recubre el craneo.
Se implant6 una canula guia de acero inoxidable cerca la craneotomia (ver seccion 4.2.1) en
las siguientes coordenadas: —0.5 mm anteroposterior; 2.2 mm lateral; 1.5 mm de altura.
Adicionalmente para dar soporte a un casco fijo de acrilico dental, se implantaron cuatro
tornillos de acero inoxidable en la posicion anterior a bregma (izquierda y derecha), lateral y
posterior a la craneotomia. En los animales del experimento 1 durante la realizacion de la
craneotomia (ver seccion 4.2.1) se realiz6 en el mismo procedimiento el implante de la canula
guia descrita en esta seccion, la craneotomia se cubrié con espuma de silicon estéril y se
retir6 inmediatamente antes de la induccion del TCE. Los animales se dejaron en

recuperacion durante 7 dias antes de cualquier manipulacién adicional.

4.5.2. Microdidlisis

La técnica de microdialisis nos permitid6 monitorizar el neurotransmisor glutamato en
el liquido intersticial cerebral. Sin embargo, los dializados contienen todas las moléculas que
puedan difundirse en la sonda de microdialisis (Anderzhanova et al., 2013; Chefer et al.,

2009) La sonda de microdidlisis estaba compuesta de una parte activa (membrana de
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poliacrilonitrilo, poro de 40,000 Da) (Maidment et al. 1989). La parte activa de la sonda
sobresali6 3 mm maés all4 del borde inferior de la canula guia. La canula guia se implantd
como se describe en la seccion previa (ver seccion 4.3.1.1). El dia del experimento de
microdialisis se colocé la sonda de microdialisis con perfusion constante a un flujo de 2
pl/min con liquido cefalorraquideo artificial fresco y estéril (concentraciones en mM: cloruro
de sodio 125, cloruro de potasio 2.5, fosfato dibasico de sodio 0.5, fosfato monobaésico de
sodio 5, cloruro de magnesio 1, acido ascorbico 0.2, cloruro de calcio 1.2; pH 7.4). Posterior
al implante de la sonda se dej6 un tiempo de estabilizacion de 2 horas, pasado este tiempo se
procedid de la siguiente manera, para el experimento I: se comenzd con la recuperacion cada
30 min de los dializados basales (durante 2 h), se indujo un TCE severo (ver seccién 4.2.2)
y posteriormente se continu6é con la recuperacion de los dializados durante 5 h. Para el
experimento 11, posterior al tiempo de estabilizacion se recuperaron dializados cada 30 min
durante 3h. En ambos experimentos, el contenido de los dializados se separ6 para
cuantificacion de glutamato por cromatografia liquida de alta resolucion.

4.5.3. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Se tomaron 15 pl de los dializados obtenidos de la seccion anterior y se diluyeron con
acido perclérico (HCIO4, 2 N, 1:20). Luego se mezcl6 durante 30 s la muestra anterior con
10 pL de o-ftalaldehido y n-acetilcisteina y se inyectd en el sistema de HPLC (Waters®
modelo 474). El sistema de HPLC estuvo compuesto por un detector de fluorescencia que
oper6 a una longitud de onda de excitacion de 360 nm y una longitud de onda de emision de
450 nm. El procedimiento de deteccién fluorométrica de HPLC para la cuantificacion de
glutamato requirié que los aminoacidos se separaran en una columna de fase reversa de 3.9
mm x 150 mm (Nova Pack, 4 um, C18, Waters®) utilizando una solucion A (acetato de sodio
disuelto en agua milli-Q, pH 5,05) como disolvente acuoso, una solucion B (acetonitrilo) y
una solucion C (agua mili-Q de agua) como un gradiente de 1 ml/min. Para la cuantificacion
del glutamato se utiliz6 como estandar L-glutamato (1 mg/ml) diluido en LCR y se realizaron
diluciones (10, 100, 200, 500 ng/ml) para obtener una curva de calibracion. El tiempo de
retencion en la columna del estandar permiti¢ identificar el pico correspondiente a glutamato

en el cromatograma. Posteriormente se realizo la integracion del area bajo la curva del pico
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seleccionado y los datos obtenidos se interpolaron con la curva de calibracion para su

cuantificacion.

4.6. Evaluacion de citocinas proinflamatorias
4.6.1. Obtenciony preparacion del tejido cerebral

Los animales se anestesiaron con pentobarbital (100 mg/kg, ip) y se sacrificaron por
decapitacion. Posteriormente, se realizd una craneotomia y diseccion de las estructuras
(corteza ipsilateral y contralateral a la lesién) del tejido cerebral, los cuales se congelaron a

una temperatura de -20 °C.

4.6.2. Western Blot

4.6.2.1. Extraccion de proteinas totales y cuantificacion

La extraccién de proteinas totales se realizd mediante la homogenizacién en
amortiguador de lisis RIPA (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1% Triton X-
100, pH 7.5). y se adicion6 una tableta de COMPLETE (inhibidor de proteasas). A
continuacidn, las muestras se centrifugaron por 10 min a 14000 rpm a 4°C y se recolecto el
sobrenadante, el cual se congel6 en alicuotas a -70°C. Se determiné la concentracion de
proteinas a través del método de Bradford (1976) con albumina sérica como estandar de
calibracién. Para ello se colocd cada muestra por duplicado en una placa de 96 pozos. En
seguida, se adicion6 el reactivo de Bradford (BioRad). La preparacion se incubd a
temperatura ambiente y protegida de la luz durante 10 minutos. Finalmente, las mediciones
de absorbancia se realizaron a una longitud de onda de 595 nm del detector de absorbancia

en microplaca (Epoch™) de la marca BioTek.

4.6.2.2. Electroforesis y electrotransferencia de proteinas

Las muestras de proteinas totales (50 ug) se desnaturalizaron en buffer de Laemmli
(Tris-HC1 0.5 M pH 6.8, SDS 2%, Glicerol 10%, b-mercaptoetanol 10%, azul de bromofenol
0.1%) a 95°C por 5 min. Las muestras ya desnaturalizadas se cargaron en un gel vertical de
poliacrilamida de (8-12%) y se sometieron a una corriente de 70 V por 30 miny 110 V por

2 horas utilizando una camara de electroforesis Mini-Protean Tetra Cell (Bio-rad) en
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presencia del amortiguador de corrida (Tris 25 mM, Glicina 192 mM y SDS 0.1%, con un
pH de 8.3). Posteriormente, las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF en
condiciones humedas, mediante el uso de un Trans-Blot en la camara Mini-Protean Tetra

Cell, durante 1:30 h con un voltaje constante de 70 V.
4.6.2.3. Inmunodeteccion de las proteinas de interés

Después de la transferencia, las membranas se incubaron en: 1) solucién de bloqueo al
5% (BioRad) en PBS 0.1 M pH 7.2-Tween 0.1% durante 2 h a 4°C; 2) el anticuerpo primario
al menos 15 h a 4°C; 3) el respectivo anticuerpo secundario anti-mouse unido a peroxidasa
(HRP) por 3 ha4°C. Todas las incubaciones se realizaron en agitacion constante y entre ellas
se realizaron al menos, 3 lavados en PBS 0.1 M pH 7.2-Tween 0.1% durante 5 min cada uno
a4°C. Finalmente, las membranas se expusieron a un sustrato quimioluminiscente (Clarity™
Western ECL Blotting Substrates, BioRad) que permitio revelar la expresion de las proteinas
de interés en una imagen fotografica mediante el equipo ChemiDoc™ XRS+ImagingSystem
(BioRad) para el posterior analisis densitométrico de las bandas mediante el programa Image
Lab 6.1.

4.7. Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizd el programa GraphPad Inc. (v.6.01 EE. UU.). Los
datos se expresaron con el valor de la media * error estdndar (e.e.) de la media. Se considero

una diferencia estadisticamente significativa cuando p < 0.05. Para datos paramétricos:

e Para un andlisis entre dos grupos: se realizara la prueba t de Student.
e Para mas de dos grupos: Se realizara la prueba ANOVA seguida de una prueba post-

hoc de Dunnet.
Para datos no paramétricos

e Para un analisis entre dos grupos: Se utilizara la prueba estadistica de U de Mann-
Whitney.

e Para un analisis para mas de dos grupos: Kruskal-Wallis.
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5. Experimento 1:

Este experimento se disefid6 para determinar la dosis 6ptima de CBD oral que, como
pretratamiento, evite el incremento agudo en la concentracion extracelular de glutamato y

citocinas proinflamatorias en la corteza cerebral.

5.1. Resultados

Durante la evaluacion del experimento de microdialisis se realizaron cursos temporales
de las concentraciones de glutamato antes y después de la induccién de un TCE severo. Las
concentraciones de glutamato para este experimento se expresaron como % de cambio con
respecto a las condiciones basales obtenidas antes de la induccion del TCE o manipulacion
respectivamente. Debido a las fluctuaciones observadas en los cursos temporales y para
observar los datos de forma integral se realizo el analisis del area bajo la curva (ABC). Este
analisis se realizd usando el método trapezoidal en el software Graphpad Prism 8.0.1. El
andlisis del ABC es util para evaluar las relaciones dosis-respuesta en cursos temporales y
permite simplificar el analisis estadistico, asi como aumentar la potencia de las pruebas sin

sacrificar la informacion contenida en multiples mediciones (Pruessner et al., 2003).

5.1.1. Evaluacion del efecto del CBD en la concentracion de glutamato extracelular antes

y después de un TCE severo

e Grupo SHAM

Durante las 7 h de los experimentos de microdialisis, el grupo SHAM presentd una
concentracion de glutamato extracelular de 1.5 £ 0.16 puM, (F (o, es) = 1.306, p=0.2457)
(Figura 12). ElI ABC para este grupo experimental fue de 426 + 56 (Figura 13).

e Grupo TCE

En los animales del grupo TCE se indujo una lesion promedio de 2.97 + 0.11 atm. Los
dializados basales (2h) presentaron una concentracion de glutamato de 1.9 £ 0.4 uM, los
cuales no fueron diferentes a las basales obtenidas por el grupo SHAM (p=0.948). Los
dializados obtenidos posterior a la induccion del TCE presentaron un incremento
significativo en la liberacion de glutamato (738% * 173%; p<0.001 vs basales) 30 min

posteriores al TCE (Figura 12). En los dializados posteriores se detectaron fluctuaciones
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significativas en la concentracion de glutamato a las 3y 4 h post-TCE (514% * 156%; p<0.05
y 312% * 132%, p=0.993 vs basales, respectivamente) (F (10,63) = 4.468, p<0.0001, Figura
12). ElI ABC para este grupo experimental fue 1348 + 124 el cual fue estadisticamente
diferente al ABC obtenido por el grupo SHAM (p<0.001, Figura 13).

SHAM TCE
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Figura 12. Efecto de la administraciéon oral de diferentes dosis de CBD sobre la liberacion de
glutamato inducida por un TCE severo. El grupo SHAM mantuvo una liberacién constante de

glutamato durante todo el experimento de microdilisis. EI grupo TCE mostré un aumento en la
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liberacion de glutamato después de la induccién del TCE con fluctuaciones subsecuentes a lo largo
del experimento. Los grupos pretratados con CBD mostraron una mayor liberacion de glutamato post-
TCE en comparacion con el SHAM. Sin embargo, los cambios fueron menores en comparacion con
el grupo TCE. Este efecto fue mas evidente en animales pretratados con 100 mg/kg v.o. de CBD. Los
resultados se analizaron con analisis de efectos mixtos (F (s, 3s5) = 2.039) y ANOVA de una via. Se
presentan como la media * e.e. del % de cambio con respecto a las condiciones basales; *p<0.05;
***n<(0.001 vs condicién basal. A los 30 min después de TCE, Yp<0.05, ¥¥ p<0.01 vs TCE. CBD,
cannabidiol; TCE, Traumatismo Craneoencefélico.

Grupo CBD 50-TCE
En los animales del grupo CBD 50-TCE se indujo una lesion promedio de 3.01 + 0.14

atm. Los dializados basales (2h) presentaron una concentracion de glutamato de 1.4 + 0.3
KM, los cuales no fueron diferentes a las basales obtenidas por el grupo SHAM (p=0.998).
Los dializados obtenidos a los 30 min post-TCE del experimento de microdidlisis en el grupo
CBD 50-TCE presentaron un incremento en la liberacion de glutamato de 314% * 73% sin
llegar a ser diferente de su basal (p=0.253). Sin embargo 1 h posterior al TCE se present6 un
incremento significativo en la liberacion de glutamato alcanzando 375% + 119% (p<0.05 vs
basales). Posterior a esto se observaron fluctuaciones entre 318%-134.6%. EI ABC del grupo
CBD50-TCE fue 1072 + 114, el cual fue mayo al obtenido por el grupo SHAM (p<0.01).

e Grupo CBD 100-TCE

En los animales del grupo CBD100-TCE se indujo una lesion promedio de 3.07 + 0.09
atm. Los dializados basales (2h) presentaron una concentraciéon de glutamato de 1.8 + 0.4
KM, los cuales no fueron diferentes a las basales obtenidas por el grupo SHAM (p=0.990).
Los dializados obtenidos a los 30 min post-TCE del experimento de microdidlisis en el grupo
CBD 100-TCE presentaron un incremento en la liberacion de glutamato de 222% * 33%.
Este incremento es significativamente menor que el obtenido por el grupo TCE en el mismo
tiempo de evaluacion (p<0.01, Figura 12). Las fluctuaciones posteriores se mantuvieron sin
diferencias significativas contra los basales, es de notar que a las 3h post-TCE no se observo
un incremento significativo como el encontrado en el grupo TCE (p<0.01 vs TCE). EI ABC
para este grupo experimental fue 574 = 79, el cual fue estadisticamente menor al ABC
obtenido por el grupo TCE (p<0.001, Figura 13).
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e Grupo CBD 200-TCE

En los animales del grupo CBD200-TCE se indujo una lesion promedio de 3.0 £ 0.14
atm. Los dializados basales (2h) presentaron una concentracion de glutamato de 2 £ 0.4 UM,
los cuales no fueron diferentes a las basales obtenidas por el grupo SHAM (p=0.845). Se
present6 un incremento significativo en la liberacion de glutamato 30 min posteriores al TCE
de 345% £ 98% (p<0.05 vs basales). Posteriormente se observaron fluctuaciones entre 312%-
83% durante las horas de evaluacion subsecuentes (Figura 12). EI ABC del grupo CBD200-
TCE fue de 919 + 181, el cual es estadisticamente mayor que el obtenido por el grupo SHAM
(p<0.05) y no es diferente del obtenido por el grupo TCE (p=0.1021, Figura 13).
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Figura 13. Area bajo la curva. Concentracion extracelular de glutamato (ABC) después del TCE en
animales pre-tratados con ACC y CBD respectivamente. Los valores representan la media + EE del
area bajo la curva obtenida de los 30 a las 5 horas post-TCE. ANOVA 1V-Tukey *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001 vs SHAM, "p<0.001 vs TCE. ACC: Aceite de coco, CBD: cannabidiol, TCE:

Traumatismo craneoencefalico.
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5.1.2. Evaluacion del efecto del CBD en la expresion de citocinas proinflamatorias 24 h

después de un TCE severo

Se realizd la evaluacion de la expresion de 3 citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-6) extraidas de
cerebros obtenidos de 4 ratas por cada grupo experimental. El tejido evaluado fue la corteza

ipsilateral y contralateral a la lesion, obteniendo los siguientes resultados.

e Grupo SHAM

La expresion relativa de TNF-a con respecto a f-actina a las 24 horas subsecuentes al
TCE fue de 0.452 + 0.05 en la corteza ipsilateral y para el lado contralateral fue de 0.6 + 0.10.
Con respecto a la expresion relativa de IL-1p fue de 0.591 + 0.05 ipsilateral y 0.644 + 0.05
del lado contralateral. Por otra parte, la expresion de IL-6 del lado ipsilateral fue de 0.394 +
0.02 y del lado contralateral de 0.394 + 0.02. El valor anterior se consideré como el 100% y
se utilizo para evaluar el porcentaje de cambio en la expresion entre los diferentes grupos
(Figura 14).

e Grupo TCE

En el grupo sometido a TCE present6 un incremento significativo en la expresion de las
3 citocinas: TNF-a (53.4 + 3.4%, p<0.05), IL-1PB (59.2 £ 7.7 %, p<0.05) e IL-6 (49.9 + 4.0
%, p<0.05) en la corteza ipsilateral al trauma 24 horas post-TCE cuando se compararon
contra el grupo SHAM. Por otra parte, en la corteza contralateral se observaron cambios no
significativos cuando se compard contra el SHAM como un incremento de 15.1 £ 7.1%
(p=0.542) para TNF-a y para IL-1p un decremento de -1.77 + 12.8% (p=0.999). En contraste,
se presentd un incremento significativo en la expresion de la IL-6 que fue de 64.9 + 14.5 %,
y que es estadisticamente mayor que el obtenido por el grupo SHAM (p<0.05) (Figura 14).

e Grupo CBD50-TCE

En el grupo pretratado con CBD 50 mg/kg se presentaron incrementos en la expresion de
TNF-a (24.1 £16.9 %) e IL-1p (32.3 £ 11.9 %) que no fueron estadisticamente diferentes al
grupo SHAM (p=0.527 y p=0.100 respectivamente). En contraste la expresion de IL-6
aumentod 41.6 £ 17%, siendo diferente al grupo SHAM (p<0.05) en la corteza ipsilateral al
trauma 24 horas post-TCE. En la corteza contralateral se observaron valores similares al
SHAM para las 3 citocinas evaluadas (p>0.05 vs SHAM), (Figura 14).
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e Grupo CBD100-TCE

En el grupo pretratado con CBD 100 mg/kg se presentaron incrementos en la expresion
de TNF-a (6.8 = 12.9 %) e IL-1PB (7.1 £ 4.8 %) e IL-6 (21.3 = 2.9 %) los cuales no son
diferentes al grupo SHAM (p=0.990, p=0.973 y p=0.460 respectivamente). Sin embargo, se
observo una disminucion en la expresion de IL-1p (p<0.01) cuando se compar6 contra el
grupo TCE. Por otra parte, en la corteza contralateral se observaron valores similares al
SHAM para las 3 citocinas evaluadas (p>0.05 vs SHAM) y una menor expresion en la IL-6

cuando se comparo contra el grupo TCE (p<0.05, Figura 14).

e Grupo CBD200-TCE

En el grupo pretratado con CBD 200 mg/kg no se presenté cambios significativos en la
expresion de TNF-a (25.9 £ 3.4 %), IL-1B (16.3 £ 4.4 %) e IL-6 (18.9 £ 4.3 %) en la corteza
ipsilateral cuando se compararon contra el grupo SHAM (p=0.459, p=657 y p=0.998
respectivamente). Sin embargo, cuando se compar6 contra el grupo TCE, se observo una
menor expresion de IL-1f (p<0.05). Por otra parte, la expresion de TNF-a (0.7 + 11.1 %) e
IL-1B (-0.22 £ 3.7%) en la corteza contralateral no fue diferente de la expresion obtenida en
el grupo SHAM (p=0.7131 y p>0.999 respectivamente). Sin embargo, se observd menor
expresion de IL-6 (-5.66 + 9.3 %) al compararlo contra el grupo TCE (p<0.05).
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Figura 14. Expresion de citocinas proinflamatorias 24h post-TCE en corteza cerebral.

Expresion de TNF-a, IL-1p ¢ IL-6 después de un TCE severo en animales pretratados con ACC y

CBD respectivamente. Los valores representan la media + EE de la expresion relativa. ANOVA 1V-
Tukey *p<0.05, **p<0.01 vs SHAM, Yp<0.05 »p<0.01 vs TCE. ACC: Aceite de coco, CBD:

cannabidiol, TCE: Traumatismo craneoencefalico.
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5.1.3. Evaluacién del efecto del CBD en la funcidn sensoriomotora, peso y mortalidad

e Grupo SHAM

Los animales del grupo SHAM al inicio del experimento presentaron un peso de 290.2 +
2.1g. A las 48 h posterior a la manipulacion los animales ganaron en promedio 1.3% g
respecto a su peso inicial. Por otra parte, la puntuacion obtenida en las pruebas de NS se
mantuvo en promedio en 27.0 = 0.3. Ningun animal murié durante la manipulacién o

posterior a esta (Tabla 2).

e Grupo TCE

Los animales del grupo TCE al inicio del experimento presentaron un peso de 291.9 +
9.8 g. A las 48 h post-TCE los animales tuvieron un decremento de 9.7% en el peso corporal
(p<0.001 vs SHAM). Esta disminucion tambien se observo en la capacidad sensoriomotora
donde presentaron dafio severo de acuerdo con la escala del NS (13.5 £ 1.6 puntos, p<0.001
vs SHAM). Siete animales murieron entre la induccién del TCE y los 5 dias posteriores a
este, representando una mortalidad del 50% (p<0.001 vs SHAM) (Tabla 2).

e Grupo CBD50-TCE

Los animales del grupo CBD50-TCE al inicio del experimento presentaron un peso de
287 =12 g. A las 48 h post-TCE los animales tuvieron un decremento de 6.1% en el peso
corporal (p<0.05 vs SHAM). Esta disminucion también se observé en la capacidad
sensoriomotora donde presentaron dafio severo de acuerdo con la escala del NS (16.4 + 1.4
puntos, p<0.01 vs SHAM). Dos animales murieron entre la induccion del TCE y los 5 dias
posteriores a este, representando una mortalidad del 22.2% la cual es significativamente

menor que la observada en el grupo TCE sin tratamiento (p<0.001 vs TCE) (Tabla 2).

e Grupo CBD 100-TCE

Los animales del grupo CBD100-TCE al inicio del experimento presentaron un peso de
275 +10.3 g. A las 48 h post-TCE los animales tuvieron un decremento de 7.2 % en el peso
corporal (p<0.01 vs SHAM). Esta disminucion también se observo en la capacidad
sensoriomotora donde presentaron dafio severo de acuerdo con la escala del NS (14.8 + 2.8

puntos, p<0.001 vs SHAM). Dos animales murieron entre la induccion del TCE y los 5 dias
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posteriores a este, representando una mortalidad del 22.2% la cual es significativamente
menor que la observada en el grupo TCE sin tratamiento (p<0.001 vs TCE) (Tabla 2).

e Grupo CBD200-TCE

Los animales del grupo CBD200-TCE al inicio del experimento presentaron un peso de
296.7 £ 23.4 g. A las 48 h post-TCE los animales tuvieron un decremento de 9.6 % en el peso
corporal (p<0.001 vs SHAM). Esta disminucion también se observé en la capacidad
sensoriomotora donde presentaron dafio severo de acuerdo con la escala del NS (15.1 £ 2.3
puntos, p<0.001 vs SHAM). Cuatro animales murieron entre la induccion del TCE y los 5
dias posteriores a este, representando una mortalidad del 36.3 % la cual es significativamente

menor que la observada en el grupo TCE sin tratamiento (p<0.05 vs TCE) (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto del pretratamiento con CBD en los cambios en peso, funcion sensoriomotora

y mortalidad inducidos a las 48 horas post-TCE

Grupos Peso corporal en g Porcentaje de

(al inicio del (% vs basal) Ne‘g;‘ff;’re e
experimento) (n=7) (post-TCE)
S:::A;;A Z(iﬁ; )7 27.0+0.3 0%
(:1_513) 2?3;;35;;* 13.5 + 1.6"* 50%
S VI
CBD(igg;TCE 2&2_377:23/:)%*;* 14.8 + 2.8 29 20
CB?ESSJ)FCE Zgg_zéi'g;;* 15.1 £ 2.3** 36.3%"

Los valores representan la media * error estandar. **p<0.01; ***p<0.001 vs. SHAM; ©@p<0.5,
@@p<0.01, @@@p<0.001 vs valores basales; #p<0.01, #¥p<0.001 vs SHAM; Yp<0.05, ¥*’p<0.001 vs
grupo TCE.

De acuerdo con los resultados obtenidos de este experimento, el grupo pretratado con
CBD aladosis 100 mg/kg administrado por via oral se considerd como el tratamiento éptimo
para evaluar durante el experimento a largo plazo, ya que fue el més efectivo para evitar la
sobre liberacion de glutamato, el incremento de citocinas proinflamatorias y disminuyd la

mortalidad posterior a un TCE severo.
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5.2. Discusion

En nuestro trabajo pudimos observar que el TCE indujo sobreliberacién de glutamato
durante las primeras horas subsecuentes al trauma. Desde 1989, en ratas sometidas a TCE y
mediante la evaluacion de dializados se describié que posterior a un TCE se produce un
incremento en las concentraciones extracelulares del neurotransmisor excitador mas
importante: glutamato. Este incremento es dependiente de la gravedad de la lesion (Faden et
al., 1989, Palmer et al., 2004). La mayor desventaja de los estudios previos de microdialisis
es el tiempo de evaluacion ya que solo han observaron cambios inmediatos (120 min) y no
periodos més prolongando. Nuestro estudio permitié observar las fluctuaciones en las
concentraciones de glutamato que se dan inmediatos al TCE y por un periodo de 5 horas
subsecuentes al trauma. Estas fluctuaciones se han observado también en pacientes con TCE
y se establecié una correlacién positiva entre la sobre liberacion de glutamato con un peor
pronostico clinico, asi como un aumento de la mortalidad (Kierans et al., 2014; Shutter et al.,
2004; Timofeev et al., 2011).

Entre los mecanismos que fallan durante el control glutamatérgico post-TCE se encuentra
la recaptura del glutamato del espacio sinaptico. Esta recaptura estda orquestada
principalmente por los transportadores en astrocitos como GLT1 y GLAST los cuales
posterior a un TCE se encuentran disminuidos (Cheng et al., 2019). El resultado es que el
glutamato no se puede recapturar y pasa mas tiempo en el espacio extracelular facilitando
procesos excitotdxicos. Adicionalmente, la principal sintesis y degradacion del glutamato se
encuentra a cargo de las enzimas glutaminasa (glutamina a glutamato) y glutamina sintetasa
(glutamato a glutamina), respectivamente (Hertz et al., 1999; Schousboe et al., 2014). Esta
ultima, se encuentra disminuida posterior a un TCE y, por tanto, no hay suficiente enzima
para degradar las altas concentraciones de glutamato (Gerbatin et al., 2017). La participacion
de esta enzima es importante en el metabolismo del glutamato, y se describi6é que una mayor
actividad enzimatica por parte de la glutamina sintetasa preserva mecanismos
neuroprotectores (Zhang et al., 2011). Adicionalmente, después de la induccion de un TCE
en ratas existe la inactivacion del complejo mitocondrial 2-oxoglutarato deshidrogenasa
(OGDHC) el cual participa en el metabolismo del glutamato y al estar inactivado favorece
procesos excitotdxicos y de estrés oxidante (Mkrtchyan et al., 2018). En conjunto los

cambios previamente descritos acompafiado de una sefializacion aumentada de calcio
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intracelular puede facilitar el aumento progresivo y sostenido de las concentraciones de
glutamato subsecuente a un TCE (Wojda et al., 2008).

Por otra parte, se describio que la excitotoxidad estd fuertemente relacionada con
procesos inflamatorios (Ward et al., 2009). Este proceso también se da a la inversa ya que
citocinas como IL-1B y el TNF-a inhiben la recaptura de glutamato en cultivo de astrocitos
a través de un mecanismo que involucra a la 6xido nitrico sintasa (Hu et al., 2000). Respecto
a los procesos inflamatorios, la lesion primaria favorece el dafio de vasos sanguineos,
neuronas y de BHE, lo que aumenta el reclutamiento de células sanguineas, células del
sistema inmune y facilita la liberacion de contenidos proinflamatorios hacia el parénquima
cerebral (Sulhan et al., 2020).

En este estudio se encontr6 que el TCE indujo un aumento en la expresion de 3 citocinas
proinflamatorias (IL-1B, TNF-a e IL-6) en corteza cerebral a las 24 horas post-TCE. El
aumento de estas citocinas se describio anteriormente en modelos animales de TCE (Liu et
al., 2016; He et al., 2004) y en pacientes (Holmin et al., 2004). El incremento en las citocinas
presenta patrones temporales y regionales. En la fase temprana post-TCE las regiones
cercanas a la lesion presentan mayores procesos inflamatorios en comparacion con areas
distales a la lesion (Holmin et al., 2004). Las citocinas se inducen como respuesta del dafio
inicial y tienen diversas acciones como la de mediar y favorecer reparacion celular, sin
embargo, también pueden exacerbar la lesion si se mantienen elevadas por mucho tiempo. El
papel beneficioso o perjudicial que juega en el curso temporal del TCE sigue en

investigacion.

El aumento en la expresion de las citocinas reportada en este estudio es mas evidente del
lado ipsilateral a la lesion. Sin embargo, observamos un incremento significativo de la IL-6
del lado contralateral. Respecto a esta citocina en pacientes con TCE se mantienen niveles
altos estables hasta 24 horas. Hay evidencias clinicas de que la IL-6 permanece elevada hasta
24 h posteriores a un TCE. Ademas, la IL-6 tiene un valor predictivo mayor en comparacion
con otros marcadores inflamatorios, ya que su aumento se asocia a un mal prondstico clinico
y complicaciones infecciosas mayores (Woiciechowsky et al., 2002). Por otra parte, en
ratones con deficiencia de la IL-6 se determind que esta citocina participa en la activacién de

procesos neuroprotectores post-TCE, por lo que el incremento observado en este estudio no
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se descarta como un mecanismo de reparacion celular (Penkowa et al., 1999). Sin embargo,
la lesion por LLPF induce dafio tanto focal como difuso, por lo que la lesion aguda se extiende
a sitios adyacentes y distales a la lesion (Thompson et al., 2005). Por otra parte, existe
evidencia de que la IL-6 se sobreexpresa tempranamente en corteza contralateral e
hipocampo (3 a 18 horas) de ratas traumatizadas, por lo que este incremento no es inesperado
(Taupin et al., 1993).

Por otra parte, las consecuencias funcionales inducidas por el TCE como la pérdida de
peso corporal y la disminucion de la capacidad sensoriomotora detectadas 48 h post-TCE
coincide con lo reportado previamente en otros estudios de TCE inducido por LLPF
(Segovia-Oropeza et al., 2020; Santiago-Castafieda et al., 2021). En clinica, la pérdida de
peso corporal en pacientes con TCE se asocié a un hipermetabolismo prolongado y
significativo durante la estancia en unidades de cuidados intensivos (Krakau et al., 2006).
Por este motivo, la alimentacion parenteral o enteral se sugiere como coadyuvante en la
terapéutica actual para los pacientes criticos con TCE, ya que los pacientes que reciben
soporte nutricional tienen una mejor recuperacion (Perel et al., 2006). Por otra parte, en el
control de la actividad sensoriomotora participan diversas estructuras como, la corteza
sensoriomotora, los ndcleos subcorticales, el cerebelo y el tronco encefélico, los cuales
forman conexiones entre si para coordinar a las neuronas motoras de la médula espinal. Por
lo tanto, el dafio sensoriomotor subsecuente al TCE sugiere que alguna de estas conexiones

y/o estructuras se encuentra dafiada (Fujimoto et al., 2004).

Actualmente no hay tratamientos neuroprotectores aprobados para las consecuencias de
un TCE (Watzlawick et al., 2016). El tratamiento terapéutico se administra posterior al dafio
inicial y méas del 40% de los pacientes cursan con algun tipo de discapacidad (Capizzi et al.,
2020). Por lo anterior, parte de la investigacion de nuevos farmacos neuroprotectores se
enfoca en buscar pretratamientos. Ejemplo de ello es la curcumina, la cual administrado como
pretratamiento mejord la funcion neuroldgica y disminuy6 el tamafio de la lesion post-TCE
(Samini et al., 2013). Sin embargo, la investigacion con curcumina no ha avanzado en el
campo clinico de TCE y los autores siguieren mas investigacion para determinar los efectos

a largo plazo de este compuesto (Khayatan et al., 2022). Otro farmaco evaluado como
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pretratamiento en modelo de hipdxia-isquemia (Khaksar et al., 2017a, b) y aprobado por la
FDA para epilepsias de dificil control es el CBD (Abu-Sawwa et al., 2020).

En este estudio inicialmente se realizé la evaluacidon del CBD en forma dosis respuesta
para identificar la dosis que como pretratamiento redujera los niveles de glutamato
extracelular y la sobreexpresion de citocinas proinflamatorias inducidas por el TCE. En
estudios previos del laboratorio se identifico que el CBD administrado v.o0. a 200 mg/kg
redujo la gravedad de las convulsiones inducidas por el acido 3-mercaptopropionico (Frias-
Soria et al., 2021). Con base en lo anterior, en el presente estudio evaluamos las dosis de
CBD de 50, 100 y 200 mg/kg. Nuestros experimentos demostraron que el pretratamiento oral
con CBD en dosis de 50 a 200 mg/kg redujo la liberacion de glutamato inducida por un TCE,
un efecto més evidente a la dosis de 100 mg/kg. El efecto de reduccion de glutamato por
parte del CBD es consistente con lo reportado in vitro en sinaptosomas obtenidos de ratas
administradas con cocaina (Gobira et al., 2015).

Aungue aun no se acepta un mecanismo por el cual el CBD reduce los niveles de
glutamato en diversas patologias, se han propuesto algunos mecanismos que posiblemente
estén involucrados. En este sentido, la liberacién de glutamato depende de la entrada de
calcio a la célula (Yaguchi et al., 2010). En el control de calcio intracelular participan los
transportadores NCX2-3 y estos juegan un papel esencial en el intercambio calcio-sodio y en
la modulacion de la excitabilidad neuronal (Secondo et al., 2007). Por tanto, la inhibicion o
disminucion de la expresion de este transportador aumenta la entrada de calcio al espacio
intracelular, favoreciendo la muerte neuronal y la liberacion de neurotransmisores
(Szydlowska et al., 2010). Un estudio preclinico demostré que el pretratamiento con CBD
aumentd la expresion del transportador NCX2 en la corteza cerebral y preservé la integridad
de la BHE en animales sometidos a hipoxia-isquemia (Khaksar et al., 2017a).
Adicionalmente se demostrd que la exposicion con CBD en modelos in vitro disminuyo la
liberacion de calcio del reticulo endoplasmico (Bano et al., 2018). Las evidencias anteriores
sugieren que el CBD disminuye la entrada y liberacion de calcio y puede explicar por
consiguiente la menor liberacion de glutamato posterior a un TCE.

Con relacion al sistema endocannabinoide, el CBD tiene muy baja afinidad por los

receptores CB1 y CB2. Sin embargo, el CBD inhibe la degradacion enzimatica y la
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recaptacion de la anandamida (Bisogno et al., 2001). Esta Gltima, es agonista del receptor
CB1, cuya activacion disminuye la liberacion de glutamato (DiMarzo et al., 2002). Por lo
anterior, es posible que parte del efecto producido por el CBD en la liberacion de glutamato
y en los procesos excitotoxicos, se deban a la activacion indirecta del sistema

endocannabinoide a través del aumento de los niveles de sus ligandos endégenos.

Por otro lado, el CBD disminuye el aumento de la concentracion de glutamato inducido
por periodos de hipoxia isquemia. Este efecto se pierde cuando se administra antagonistas
del receptor A1, cuyo agonista enddgeno es la adenosina (Castillo et al., 2010). La adenosina
se describi6 como un modulador enddégeno de la excitabilidad neuronal y entre sus
principales efectos se encuentra la disminucion de la liberacién de glutamato (Lazarevic et
al., 2021) y la inmunosupresion (Carrier et al., 2006). Se ha descrito que el CBD inhibe al
transportador de nucledsidos ENTL, el cual participa en la recaptura de adenosina en
astrocitos, favoreciendo que esta permanezca mas tiempo en el espacio sinaptico y participe

en los efectos antes descritos (Carrier et al., 2006).

La disminucion del glutamato por el CBD también puede asociarse a sus efectos
antiinflamatorios. En este estudio observamos que la administracion del pretratamiento con
CBD resultd en una atenuacion de la expresion de todas las citocinas evaluadas post-TCE,
siendo mas evidente en las dosis superiores a 50 mg/kg. Esta disminucion es similar a la
reportada en un modelo de TCE inducido por impacto cortical controlado. En este Gltimo, el
CBD disminuyd la sobreexpresion de TNFa, NF-kB IL-18, GFAP y AQP4 y preservo la
integridad de la BHE (Jian et al., 2021). EI CBD administrado como pretratamiento en un
modelo de isquemia disminuy0 la expresion de TNFa y la expresion de su receptor TNFR1
(Khaksar et al., 2017b). El receptor TNFR1 se expresa en diferentes tipos celulares,
incluyendo las células del sistema inmune y su activacion esta relacionada con la sefializacion
proinflamatoria, mecanismos proapoptéticos y la proliferacion de células T CD4* patoldgicas
(Bertheloot et al., 2021; Kumar et al., 2022). Se demostré que la inhibicion de TNFR1 mejora

la sefializacion prosupervivencia en un modelo de isquemia (Kumar et al., 2022).

Por otra parte, se demostrd que el CBD disminuye la permeabilidad de las membranas
celulares alterando su biofisica. La interaccion del CBD con las membranas, depende del

estado inicial de fluidez, los niveles de colesterol y el empaquetamiento de la bicapa (Perez
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et al., 2022). Adicionalmente, utilizando resonancia magnética nuclear se confirmé in vitro
tras la exposicion con CBD este se localizo entre las membranas celulares alterando la
elasticidad y el grosor de la membrana (Ghovanloo et al., 2021). En el estudio anterior,
también se describié una participacion del CBD sobre los canales de sodio activado por
voltaje Nav 1.4. En estos canales se describio que el CBD se une selectivamente en su estado
inactivo afectando su conformacién y disminuyendo asi su activacion (Huang et al., 2021).
Por lo tanto, se necesitan mas estudios para identificar si el CBD ayuda a atenuar el dafio
biomecanico inducido por el TCE en las membranas celulares, asi como la excitabilidad

inducida por el mismo.

Los efectos del CBD en estudios anteriores y similares a lo encontrado en este estudio
parecen depender de la dosis. En diversos modelos experimentales la administracion de CBD
presenta efectos dosis dependiente (Guimarées et al., 1990; Nedelescu et al., 2022). En este
estudio encontramos que a la dosis de 50 y 200 mg/kg los efectos no eran tan evidentes a los
observados con la dosis de 100 mg/kg. Es esencial realizar mas experimentos para investigar
si estos efectos siguen siendo evidentes con dosis mas altas o bajas de CBD que las probadas
en este estudio. La administracion de diferentes dosis de CBD produce efectos duales en
pruebas de inhibicion prepulso (medida antipsicotica) en un modelo de esquizofrenia en
ratones (Levin et al., 2014). Por lo tanto, se describi6 que los efectos del CBD dependen de
la dosis, la via de administracion inclusive del sexo de los animales (Moore et al., 2022).
Ademas, en estudios in vitro se describio que, a bajas concentraciones, el CBD es un agonista
de los receptores 5-HT1A (Russo et al., 2005), lo que facilita los efectos inhibitorios. Por el
contrario, el CBD en altas concentraciones actla como un agonista inverso de estos
receptores (Martinez-Aguirre et al., 2020) y puede inducir efectos excitatorios un efecto
similar a lo observado en los canales TRPV1. Por lo tanto, dependiendo de la concentracion
de CBD es la capacidad que tendra para activar o inhibir las vias de sefializacion de sus
diferentes blancos terapéuticos. Estos blancos incluyen a aproximadamente 12 receptores
acoplados a proteinas G, 22 canales ionotrdpicos, 25 enzimas, 10 transportadores, 5 canales
ionicos, 2 receptores nucleares entre otros. Por lo que aun no es claro si un blanco o maltiples

blancos participan en los efectos del CBD (Mlost et al., 2020).
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Es importante notar que a pesar de que a las 48 h post-TCE no se observo una mejoria en
la capacidad sensoriomotora y en la ganancia de peso corporal en los animales con TCE con
0 sin pretratamiento, la mayoria de las lesiones previas en modelos donde se inducen lesiones
severas no observan mejoras hasta pasados los 7 dias en adelante post-TCE (Huerta-De la
Cruz et al., 2022; Segovia-Oropeza et al., 2020). Sin embargo, es de destacar que se presentd
una disminucién de la mortalidad en aquellos animales pretratados con CBD. La disminucion
de la mortalidad se observo en otros modelos como sepsis (Cassol et al., 2010), y modelo de

crisis convulsivas de epilepsia del 16bulo temporal (Jones et al., 2012).

El TCE se asocia con una alta tasa de mortalidad en pacientes y puede ser consecuencia
de multiples factores como aumento de la presion intracraneal, la formacion de edema, el
dafo de la BHE y los periodos prolongados de hipoxia/isquemia entre otros (Lusardi et al.,
2012). La hipoxia favorece los niveles altos de glutamato y el dafio axonal difuso (Silverstein
et al., 2000). En tallo cerebral existe dafio axonal difuso post-TCE (Smith et al., 2000) y se
asocio a una depresion respiratoria mayor y cambios cardiovasculares que inducen una mayor
mortalidad. Uno de los factores cardiovasculares relacionados con la mortalidad en pacientes
con TCE es la hipertension arterial (Sellman et al., 2012). Sobre esto, el CBD inyectado en
el ndcleo del lecho de la estria terminal restaura la funcién barorrefleja a través de su accion
sobre los receptores 5SHT1a (Alves et al., 2010). Adicionalmente, en un modelo de hipoxia-
isquemia el CBD induce un efecto positivo sobre las variables hemodinamicas (Alvarez et
al., 2008). En conjunto podemos sugerir que los efectos del CBD podrian reducir las
alteraciones cardiovasculares y por consiguiente la mortalidad post-TCE. Se necesitan mas
estudios que evaluen si mantener la administracion de CBD o combinarlo con otros farmacos
post-TCE mejoran las condiciones funcionales a corto plazo como las evaluadas en este

trabajo.
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6. Experimento 2:

Este experimento se disefio para analizar el efecto a largo plazo del pre- y postratamiento
oral con una dosis optima de CBD en la concentracion extracelular de glutamato, la
expresion de citocinas proinflamatorias y consecuencias funcionales subsecuentes a un TCE

SEvero.

6.1. Resultados

Con respecto al experimento I, dado a que no tenemos una evaluacion basal antes de la
induccién del TCE, los resultados obtenidos en este experimento se expresaron como el
promedio de la concentracion de glutamato extracelular (uM) obtenidos durante las 3 h del

experimento de microdialisis al dia 30 post-TCE.

6.1.1. Evaluacion del efecto del CBD en la concentracion de glutamato extracelular a los

30 dias posterior a un TCE severo

Se analizaron los dializados obtenidos al dia 30 post-TCE o manipulacion del
experimento de microdialisis de los diferentes grupos experimentales (Figura 15). Para el
grupo SHAM se obtuvo una concentracion extracelular de glutamato de 0.8 + 0.16 M. Esta
concentracion fue similar a la obtenida por el grupo SHAM tratado con CBD 0.77 + 0.15
UM. En contraste, la concentracion extracelular de glutamato fue mayor en el grupo TCE
(2.0 £ 0.27 uM, p<0.01 vs SHAM). Los grupos pre y post tratados con CBD 100 mg/kg
presentaron una concentracion extracelular de glutamato de 0.73 + 0.19 uM y 1 + 0.21 uM
respectivamente. Esta concentracion fue menor que la obtenida por el grupo TCE (p<0.01y

p<0.05 respectivamente).

6.1.2. Evaluacion del efecto del CBD en la expresion de citocinas proinflamatorias a los 31

dias posterior a un TCE severo.

En el analisis de la expresion de citocinas proinflamatorias al dia 31 post-TCE, el grupo
TCE presentd un incremento en la expresion de TNF-a, (86 + 27.5 %, p<0.01), IL-1B (61.2 £
16.1 %, p<0.01) e IL-6 (53 £ 11 %, p<0.05) en la corteza ipsilateral al trauma en comparacion
con el grupo SHAM. El aumento en la expresion de IL-6 se observd también en el grupo
pretratado con CBD 100 mg/kg (43.8 £+ 16.9% p<0.05) pero no en el grupo pre y postratado
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con CBD (p=0.454). El grupo CBD que solo fue manipulado no presentd cambios en la
expresion de ninguna de las 3 citocinas evaluadas al dia 31 post-TCE al compararlo con el
grupo SHAM (p>0.05, Figura 16).
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Figura 15. Concentracion extracelular de glutamato al dia 30 post-TCE. Analisis de la
concentracion (uM) extracelular de glutamato al dia 30 post-TCE o manipulacion. Los valores
representan la media + EE de la concentracion extracelular de glutamato (uM). ANOVA 1V-Tukey
(**p<0.01 vs SHAM; Yp<0.05, ¥p<0.01 vs TCE).
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Figura 16. Expresion de citocinas proinflamatorias al dia 31 post-TCE en corteza cerebral.
Expresion de TNF-a, IL-1 e IL-6 después de un TCE severo en animales tratados con ACC y CBD
respectivamente. Los valores representan la media = EE de la expresion relativa. ANOVA 1V-Tukey
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*p<0.05, **p<0.01 vs SHAM, Yp<0.05 vs TCE. ACC: Aceite de coco, CBD: cannabidiol, TCE:

Traumatismo craneoencefalico.

6.1.3. Evaluacion del efecto del CBD en la funcién sensoriomotora, peso y mortalidad al
dia 28 post-TCE

Las ratas del grupo SHAM presentaron una ganancia de peso corporal de 40.98 + 4.3%
al dia 28 después de la manipulacion (p<0.001 vs basal) y un NS de 27.3 + 0.1 durante todo
el experimento. El grupo CBD mostré un aumento de peso corporal similar al grupo SHAM
(p=0.752) y los valores de NS se mantuvieron en 26.7 + 0.4 el dia 28 después de la
manipulacion (Tabla 2).

Las ratas del grupo TCE sufrieron una disminucion del peso corporal al dia 2 post-TCE
(-13.74 £ 1.9%, p<0.001 vs. SHAM). El peso corporal aument6 progresivamente y alcanzé
21.61 + 3.1% de ganancia sobre el peso corporal inicial, sin embargo, fue inferior al grupo
SHAM (p<0.01). Al dia 2 post-TCE, los animales presentaron un NS de 11.29 + 1.8 (p<0.001
vs. SHAM) que aumento gradualmente y alcanzé 17.6 £+ 1.1 puntos (p<0.001 vs. SHAM) al
dia 28 post-TCE. Este grupo experimental presentd una tasa de mortalidad del 36% posterior
a la induccion del TCE (Tabla 2).

Los animales de los grupos CBD-TCE y CBD-TCE-CBD presentaron cambios en el
peso corporal similares al grupo TCE. Sin embargo, el aumento de peso corporal al dia 28
después del TCE fue mayor (CBD-TCE, 39.38 + 2.7 %, p<0.01; CBD-TCE-CBD, 27.31 +
2.4 %, p<0.05 vs TCE). Los animales de estos grupos experimentales presentaron una
capacidad sensoriomotora menor al dia 2 post-TCE (CBD-TCE, 14.1 + 1.1 puntos, p<0.001,
CBD-TCE-CBD, 14.57 + 1.4 puntos, p<0.001 vs SHAM respectivamente). Estos valores de
NS aumentaron gradualmente y, al dia 28 post-TCE, fueron més bajos que los obtenidos por
el grupo SHAM, pero mas altos en comparacién con el grupo TCE (p<0.01 y p<0.001,
respectivamente). En contraste con el grupo TCE, las ratas que recibieron administracion de
CBD presentaron una tasa de mortalidad mas baja en comparacion con el grupo sin
tratamiento (CBD-TCE, 22 %, p<0.01; CBD-TCE-CBD, 30 %, p>0.05) (Tabla 3).
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Tabla 3. Efecto del tratamiento con CBD sobre los cambios inducidos por un TCE severo en
el peso corporal, la funcion sensoriomotora y la mortalidad en ratas al dia 28 post-TCE

( Aﬁ::ggs del ((; ej: ggsgl) Neuroscore  Porcentaje de mortalidad
experimento) (n=7) (n=1) (post-TCE)
S('::A;;/' (:%%gf /0:;3@5@@ 26.8+0.4 0%
(Cn';D) “ . i;)l@?@@ 26.7+0.4 0%
(I:CE) (321?6%55@@ 17511 36.3%
CB(E);E)C = (+§;?3;§5@f;@ 22.0£0.677° 22.2%"
CODICENCED T WBa2k g o

Los valores representan la media + el error estandar. #p<0.01 vs. SHAM, Yp<0.05, ¥ p<0.01 vs. grupo
TCE (Fuso= 6.956, p=0.0004, ANOVA 1V); @@@p<0.001 vs. valores basales (Fu, 30= 6.848,
p=0.0005, ANOVA 2V); **p<0.01, ***p<0.001 vs SHAM, °p<0.05 vs. Grupo TCE (F, 30= 28.43,
p<0.0001, ANOVA 1V); **p<0.01 (Prueba exacta de Fisher’s).

6.2. Discusion

El grupo TCE presentd una recuperacion gradual del peso corporal y de la capacidad
sensoriomotora sin alcanzar valores similares al grupo control. Nuestros resultados coinciden
con lo reportado previamente por Segovia-Oropeza et al., 2020. Adicionalmente, observamos
un incremento significativo de la concentracion de glutamato a las 4 semanas post-TCE.
Respecto a esto, los estudios de evaluacion de glutamato por microdialisis no son tan extensos
y se remontan a las primeras horas post-TCE (Faden et al., 1989; de Lima et al., 2014). Sin
embargo, sugieren al glutamato como un biomarcador del prondstico clinico y de muerte
cerebral (Stefani et al., 2017). En aquellos sujetos con mayores concentraciones de glutamato
la tasa de mortalidad fue mayor y la recuperacién funcional a los 6 meses posterior a la lesion
fue deficiente (Chamoun et al., 2010). Las concentraciones elevadas al dia 30 post-TCE son
consistentes con la hipotesis de Cantu et al., 2015. Los autores describieron que la
disminucion de los transportadores en astrocitos se regula a los 14 dias post-TCE. Por
consiguiente, el fallo en la recaptura posiblemente no esté implicada en el aumento del

glutamato, por lo tanto, sugieren que el aumento del tono excitador se debe a una disfuncién
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de la red inhibicidn-excitacion (Cantu et al., 2015). Este fendmeno también es consistente
con los eventos de hiperexcitabilidad hipocampal in vivo observados a las 4 semanas post-
TCE (Segovia-Oropeza et al., 2020). Se ha sugerido que las neuronas sobrevivientes
desarrollan un fenotipo excitador como lo observado en células musgosas del hipocampo, las
cuales presentan un mayor numero de potenciales de accion y despolarizaciones mas
prolongadas (Santhakumar et al., 2000). Por lo tanto, los niveles elevados de glutamato en
este estudio puede ser una consecuencia de los eventos fisiopatologicos subsecuentes a la

muerte neuronal aguda.

Por otra parte, la expresion de citocinas proinflamatorias sigue presente 4 semanas post-
TCE. Respecto a esto, se describio una inflamacion cronica patolégica post-TCE. El
momento exacto o los factores que implican el cambio de la inflamacion reparadora a
inflamacion patoldgica ain no esta claro. En ratones sometidos a un TCE por el modelo de
LLPF se presentd un aumento de la reactividad de los astrocitos en el cuerpo calloso y la
corteza parietal 30 dias post-TCE. Este aumento se acompafié con un patrén de microglia
pre-activada o “preparada” y con una mayor expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad Il. Sugiriendo que la microglia puede ser responsable de mantener,
interpretar y propagar la sefial inflamatoria post-TCE (Fenn et al., 2014). Adicionalmente,
esta microglia “preparada” se describio que reacciona de manera exacerbada a estimulos
externos. Ejemplo de ello son los retos inmunolégicos con administracion de
lipopolisacérido, donde esta microglia induce el incremento de citocinas proinflamatorias,
preservando la inflamacion (Henry et al., 2009). Blaylock y Maroon en el 2011 propusieron
la hipotesis de “inmunoexcitotoxicidad” como la causante de la generacion excesiva de
especies reactivas de oxigeno, la acumulacion de productos de peroxidacién de lipidos y la
activacion de prostaglandinas. En conjunto, todos los procesos antes mencionados conducen
a un dafio sindptico y mitocondrial que sera causante del desarrollo de procesos
neurodegenerativos post-TCE (Blaylock y Maroon et al., 2011).

En los resultados de los animales tratados con CBD fue maés evidente la recuperacion
gradual de la capacidad sensoriomotora y de la ganancia de peso corporal. En estos grupos,
la recuperacion funcional se acompafié con una menor concentracién de glutamato

extracelular y de citocinas proinflamatorias 4 semanas post-TCE.
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Dada la vida media del CBD y a pesar del tratamiento subcrénico, descartamos un efecto
per se del CBD en la reduccion del glutamato y citocinas a las 4 semanas post-TCE. Sin
embargo, podemos asociar los efectos en la reduccion de glutamato y de citocinas observados
en el experimento anterior como un posible efecto neuroprotector a largo plazo. En este
sentido, multiples estudios evaltan tratamientos agudos con resultados favorables a corto y
largo plazo aun con la suspension del tratamiento con CBD. En ratas neonatas (postnatal 7-
10) sometidas a hipoxia-isquemia y tratadas con una dosis Unica de CBD 1 mg/kg sc se
observo a las 36 h post-administracion una concentracion de CBD en el tejido cerebral de 0.6
+ 0.6 ng/g. Las evaluaciones se realizaron al dia postnatal 14 y 37. Se demostré que una
administracion unica de CBD condujo a un efecto neuroprotector sostenido con una mejora
en la capacidad sensoriomotora, menor volumen de atrofia, asi como niveles mas bajos de
glutamato y TNF-a (Pazos et al., 2012). Estos efectos neuroprotectores a largo plazo pueden
asociarse a la preservacion de la BHE, menor muerte neuronal al reducir la expresion de
proteinas proapoptdticas como BCL-2/Bax y caspasa-3 y al aumentar la actividad de enzimas
antioxidantes como el superoxido dismutasa y la catalasa (Khaksar et al., 2022). EI CBD
también disminuye la disfuncién mitocondrial asociada con la neuroinflamacion (Majdi et
al., 2019). Tomados en conjunto con la reduccion de glutamato y de citocinas
proinflamatorias se podria explicar la proteccién a largo plazo encontrado en el presente

estudio.

Nosotros esperabamos que al mantener la administracion de CBD posterior a la induccién
del TCE, la recuperacion a largo plazo se favoreciera mas que con el pretratamiento solo. Sin
embargo, los resultados obtenidos para ambos esquemas son muy similares con una
reduccion mas evidente de las concentraciones de glutamato al dia 30 post-TCE en el grupo
Unicamente pretratado. En relacion con esto, en un modelo de convulsiones inducidas con
administracion de &cido kainico se encontraron efectos similares a los nuestros cuando se
administr6 CBD como pretratamiento, pero no como pre y post tratamiento. Estos resultados
sugieren que los efectos protectores del CBD no son evidentes una vez establecido el dafio
inicial, probablemente debido a los cambios transduccionales posteriores a la lesion (Victor
et al., 2022). Sin embargo, una limitacion de este estudio fue no contar con un grupo solo
con tratamiento de CBD. Con respecto a esto un estudio previo sugiere que el tratamiento

oral con CBD comercial al 10% (dosis exacta no publicada) durante 14 dias post-TCE
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disminuye la alodinia tactil, las conductas tipo depresivas y restaura la coordinacién motora
(Belardo et al., 2019). Por lo tanto, se sugiere profundizar en las ventanas de administracion
del CBD en los modelos de TCE.

Por otra parte, la disminucién de la ganancia de peso a largo plazo post-TCE puede ser
ocasionada por el dafio en los centros de saciedad/hambre, como el hipotalamo ventromedial
lateral, asi como la expresion disminuida de orexina/hipocretina (Kousi et al., 2021), una
hormona que regula procesos nutricionales y la ingesta (Mediavilla et al., 2020). Nuestros
resultados respaldan que el tratamiento oral con CBD facilita la recuperacion del aumento de
peso corporal después de un TCE. En este sentido, el tratamiento cronico con CBD aumentd
la ganancia de peso corporal en un modelo de depresion en ratas (Gall et al., 2020). De
manera similar, en un modelo de diabetes en ratones, el CBD mejoré el aumento de peso e
indujo efectos ansioliticos. Estos efectos se acompafiaron con una disminucion de la
hiperglucemia y con un aumento la insulina plasmatica (Chaves et al., 2020). Por otro lado,
observamos una recuperacion de la capacidad sensoriomotora mejorada con el tratamiento
de CBD. Previamente se demostrd que la administracion dual de CBD a través de dos vias
(sitio de la lesion y sistémica) mejoro el aprendizaje, la memoria y las funciones vestibulo-
motoras a largo plazo post-TCE. Estos efectos se asociaron con una disminucién del volumen
de la lesién y pérdida neuronal (Friedman et al., 2021). Por tanto, no podemos descartar que
el CBD posiblemente este mejorando la viabilidad neuronal. Una mayor preservacion celular
reflejaria menor atrofia cerebral y por consecuencia recuperacién de las consecuencias

funcionales observadas en este estudio.

Finalmente, el aceite de CBD evaluado en este trabajo contiene una baja concentracion
(0.65%) de Cannabidivarina (CBDV). La CBDV es un fitocannabinoide detectado en
diferentes aceites de cafiamo (Citti et al., 2018). La administracion oral con CBDV a dosis
de 400 mg/kg demostro efectos anticonvulsivos en un modelo animal de convulsiones
(Amada et al., 2013). Sin embargo, la CBDV presenta una baja absorcion y una alta
interaccion con enzimas metabolicas, que resultan en una baja biodisponibilidad (Zamberletti
et al., 2021). De acuerdo con lo anterior, podemos descartar que los efectos observados en

este estudio no son el resultado de la administracién concomitante con CBDV.
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7. Conclusiones

De los resultados obtenidos se desprende la siguiente conclusion:

La administracion de CBD disminuye el aumento en la concentracion extracelular glutamato
y citocinas proinflamatorias a corto y largo plazo después de un TCE severo, efectos
asociados con la mejora en la capacidad sensoriomotora y la ganancia de peso corporal, asi
como una menor mortalidad. Estudios futuros son esenciales para dilucidar los mecanismos

moleculares por los cuales el CBD ejerce estos efectos.

Nuestros resultados sugieren un efecto neuroprotector del CBD posterior al TCE. Este efecto
neuroprotector puede ser una estrategia terapéutica para poblaciones de alto riesgo a TCE,
como personal militar y deportes de contacto. A futuro, seré interesante determinar si la
neuroproteccion del CBD es suficiente para prevenir el desarrollo de trastornos subsecuentes
al trauma como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la epilepsia

postraumatica, entre otras.
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8. Perspectivas

8. Perspectivas

El presente trabajo demuestra que el CBD disminuye las concentraciones de glutamato y

citocinas proinflamatorias a corto y largo plazo acompafado con una recuperacion funcional

mejorada post-TCE. En este sentido se mencionaran algunas perspectivas que derivan de esta

investigacion:

Dada la relevancia de los efectos encontrados con el pretratamiento con CBD, se
propone estudiar este efecto en un modelo de induccion de TCE leves de forma
repetida, para brindar informacion mas cercana sobre los efectos del CBD en estos
tipos de eventos.

Es necesario comprobar si el CBD es neuroprotector en los modelos de TCE. Por lo
que estudios futuros deben investigar si el CBD mejora la viabilidad neuronal, esto
se puede realizar con estudios inmunohistoquimicos de las diferentes estructuras

cerebrales.

Como se observo, la ventana terapéutica y la dosis influyeron en los efectos del CBD.
Por lo anterior, se plantea determinar las concentraciones de CBD que llegan al SNC
después de los diferentes esquemas de tratamiento. Esto permitird asociar los posibles
mecanismos que pueden estar regulando cada uno de los efectos y facilitara el uso de
agonistas o antagonistas dependiendo de los receptores que pueden afectarse por las

concentraciones especificas de CBD.

Finalmente, aunque la literatura actual sugiere que el CBD presenta una baja
toxicidad, es importante determinar los efectos adversos de la administracion
subcrénica o cronica con CBD, para considerarlo como tratamiento para poblaciones

susceptibles a TCE.
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