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Abreviaturas

[*H] GABA  GABA triteado

2-AG 2-araquidonilglicerol

A2A Receptor para adenosina
ABCC1 Casete de union a ATP, subfamilia C, miembro 1
ACs Adenilil ciclasas

AEA Anandamida

AMPc Adenosin 3,5-monofosfato ciclico
ARN Acido ribonucleico

ATP Adenosin trifosfato

CAl Cuerno de Amon 1

ca* lon calcio

CaCl; Cloruro de calcio

CB1 Receptor a canabinoides tipo 1
CB2 Receptor a canabinoides tipo 2
CB3 Receptor a canabinoides tipo 3
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D1 Receptor a dopamina 1

DAG D-1,2-Diacilglicerol

DAGL Diacilglicerol lipasa

DMSO Dimetilsulfoxido

ERK Quinasas reguladas por sefial extracelular
GABA Acido y-aminobutirico

GAT Transportador de GABA

GIRK Canal de potasio rectificador entrante acoplado a proteina G
GPCRs Receptores acoplados a proteinas G

GPe Globo palido externo

GPi Globo pélido interno

GPR55 Receptor acoplado a proteina G 55

K* lon potasio

KCI Cloruro de potasio

KH,PO,4 Fosfato de potasio
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LPI

LPS

MgSO,4

MSN

NAPE-PLD

NacCl

NaHC03

NAT

NST

PDB

PKA

Pl

PKC

PL

PLA

PLC

L-a-lisofosfatidilinositol

Lisofosfolipido

Sulfato de magnesio

Neuronas espinosas medianas

N-acilfosfatidiletanolaminafosfolipasa D-especifica

Cloruro de sodio

Bicarbonato de sodio

N-acetiltransferasa

Nucleo subtalamico

Banco de datos de proteinas

Proteina quinasa A

Fosfatidilinositol

Proteina quinasa C

Fosfolipidos

Enzima fosfolipasa A

Enzima fosfolipasa C
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RMSD Desviacion cuadratica media

SEC Sistema Endocanabinoide

SNC Sistema Nervioso Central

SNc Sustancia nigra pars compacta

SNr Sustancia nigra pars reticulata

TH Tirosina hidroxilasa

vGLUT2 Transportador vesicular de glutamato 2
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Resumen.

El receptor GPR55 es un receptor acoplado a proteinas G que se propuso como
un tercer receptor a canabinoides (CB3). Se ha observado en sistemas de
transfeccion, que el receptor GPR55 induce la liberacion de calcio intracelular a
través de las vias Gaiz13/RhoA y Gay/PLC, y no aumenta los niveles de AMPc. Sin
embargo nuestro grupo de trabajo mostrd, en experimentos de liberacion, en
rebanadas de la SNr, que la liberacion de GABA estimulada por el receptor
GPR55 en terminales estriato-nigrales, no es modulada por el calcio de los
compartimentos intracelulares y ademas, que la via probable de sefalizacion del
receptor GPR55 es a través de AC-AMPc-PKA, lo que se contrapone con lo
descrito hasta el momento. Lo observado por nuestro grupo de trabajo puede
deberse a la activacion de receptores D1 de las terminales estriato-nigrales,
debido a la liberacion de dopamina estimulada por receptores GPR55 presentes
en dendritas de la SNc. El objetivo de este trabajo fue demostrar que la liberacién
de GABA en las terminales estriato-nigrales mediada por el receptor GPR55,
depende de la activacién de receptores D1 y de una enzima adenilil ciclasa. Para
demostrarlo, realizamos experimentos de liberacion de GABA en rebanadas de
SNr, en ratas depletadas de dopamina, bloqueando a los receptores D1 e
inhibiendo a la enzima adenilil ciclasa. Los resultados demuestran que el receptor
D1 y la AC V no participan en la liberacion de GABA mediada por el receptor
GPR55 en las terminales estriato-nigrales. Sin embargo, antecedentes muestran
qgque pudieran estar implicadas otras adenilil ciclas, por ello realizamos
experimentos de liberacion inhibiendo la AC VIl y la subunidad Ry de la proteina
G, la cual activa la AC VII. Se observé que la AC VII, activada por la subunidad Ry
probablemente de una proteina Gq pudiera estar implicada en la liberacion de

GABA estimulada por el receptor GPR55 en terminales estriato-nigrales.
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Abstract.

GPR55 receptor is a G-protein coupled receptor that was proposed as third
cannabinoid receptor (CB3). GPR55 induces calcium release through Gaizas/
RhoA and Gag / PLC pathways, and does not increase cAMP levels in transfection
systems. However, We seen that GABA release stimulated by GPR55 is not
modulated to intracellular calcium in striato-nigral terminals, and the probable
pathway is through CA-cAMP-PKA, all this is opposite to the background. This
phenomenon may be due to the activation of D1 receptors in striato-nigral
terminals, release of dopamine stimulated by GPR55 receptors present in SNc
dendrites. The objective of this work was to demonstrate that release of GABA in
striato-nigral terminals and GPR55 receptor, it does not depend to D1 receptors
activation, but it depends to adenylyl cyclase enzyme. We perform experiments of
GABA release in SNr slices, depleted dopamine rats, blocking D1 receptors and
inhibiting the enzyme adenylyl cyclase in order to demonstrate it. The results show
that D1 receptor and AC V do not participate in GABA release mediated by GPR55
in striato-nigral terminals. However background shows that other adenylyl cyclase
may be involved, we perform release experiments inhibiting AC VIl and Ry fraction
of G proteins, which activates AC VII. It was observed that AC VII activated by Ry
fraction could be involved in GABA release stimulation by GPR55 in striato-nigral

terminals.
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1. Introduccion.

1.1 Ganglios Basales.

Los Ganglios basales son un conjunto de grupos celulares o nacleos subcorticales
qgue forman un circuito neuronal y que se encargan principalmente del control
motor, también se le han descrito otras funciones como es, el aprendizaje motor,
el control del comportamiento y las emociones. Los ganglios basales estan
compuestos por varios nucleos; el nucleo caudado-putamen o estriado, el globo
palido, el nucleo subtalamico, la sustancia negra y el nucleo pedunculopontino los
cuales forman un circuito neuronal que se divide en dos vias denominadas via
directa y via indirecta y que comunican con el tdlamo y estructuras corticales las
cuales envian fibras a la médula espinal, para modular la ejecucién del
movimiento. También la corteza manda axones al estriado cerrando asi el circuito
neuronal (Fig. 1) (Lanciego et al. 2012). A continuacion daremos un breve

resumen de cada estructura que componen a los ganglios basales.

— Direet Figura 1: Esquema de los ganglios

— Indirect pasales. Esquema que representa un corte

sagital del cerebro donde se muestra la

Cortex localizacion de las estructuras que conforman

los ganglios basales y sus conexiones entre si

y otras estructuras. Las flechas representan

las fibras excitatorias (glutamatérgicas) y las

barras fibras inhibitorias (GABAérgicas). La

via directa esta representada con lineas de

color rojo y la via indirecta de color azul
(Calabresi et al. 2014).
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1.1.1 Estriado (Caudado-Putamen).

El cuerpo estriado es la estructura de entrada de los ganglios basales. Podemos
dividirlo en cuerpo estriado dorsal y ventral. El cuerpo estriado dorsal se divide
para formar el nucleo caudado y el putamen en el humano, en roedores se
encuentra formado por una sola estructura llamada neoestriado. Este nucleo
recibe informacion de indole glutamatérgico por parte de la corteza cerebral. Otra
entrada importante que se dirige al estriado es de las células dopaminérgicas de la
SNc y del area tegmental ventral (Bar-Gad et al. 2003). Celularmente el cuerpo
estriado contiene dos tipos diferentes de neuronas: 90% son neuronas de
proyeccion y el 10% interneuronas. Las neuronas de proyeccion o neuronas
espinosas medianas (MSN) son neuronas GABAérgicas que inervan al GPe,
formando la via indirecta, y al GPi y la SNr formando la via directa. Las
interneuronas forman un circuito local y presentan diferentes caracteristicas. El
grupo mas abundante de interneuronas consiste en neuronas que utilizan
acetilcolina como neurotransmisor. Otro grupo de interneuronas son las neuronas
GABAérgicas. Estas neuronas modulan la actividad de las neuronas MSN y a su
vez, estan bajo control dopaminérgico de las fibras que llegan de la SNc (Lanciego
et al. 2012).

1.1.2 Globo Palido.

EL globo palido se divide en dos segmentos, el Gpe y Gpi (0 nucleo
entopeduncular en roedores) los cuales presentan neuronas GABAérgicas y estos
reciben fibras GABAergicas de las MSN (Utter et al. 2008). Las proyecciones del
GPe se dirigen principalmente al NST y otras se dirigen a la SNr, mientras que las
del Gpi, que es un ndcleo de salida de los ganglios basales, envian fibras al
talamo. El Gpi recibe fibras glutamatérgicas por parte del NST que forma parte de
la via indirecta. El Globo palido también recibe fibras dopaminérgicas provenientes
de la SNr (Bar-Gad et al. 2003).
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1.1.3 Ndcleo Subtalamico.

El NST recibe proyecciones glutamatérgicas de la corteza frontal y las areas
somato motoras corticales (Monakow et al. 1978, Nambu et al. 1996) y fibras
GABAérgicas del GPe. El NST es el unico nucleo de los ganglios basales que
tiene neuronas glutamatérgicas (excitatorias) las cuales envian sus fibras a ambos

segmentos del globo péalido y a la SNr (Bar-Gad et al. 2003).

1.1.4 Sustancia Nigra.

Se pueden reconocer dos estructuras en la sustancia nigra, la sustancia nigra pars
compacta que contiene células grandes y compactas de tipo dopaminérgicas y la

sustancia nigra pars reticulata que son de indole GABAérgicas.

1.1.5 Sustancia nigra pars compacta.

La SNc esta compuesta por células dopaminérgicas que se caracterizan
morfoldégicamente por presentar una gran pigmentacion (de ahi el término nigra)
esto debido a la gran cantidad de melanina que contienen (Lanciego et al. 2012).
Estas neuronas envian sus proyecciones principalmente al nucleo estriado, sin
embargo, todos los ndcleos de los ganglios basales presentan proyecciones
provenientes de este nucleo (Utter et al. 2008). Asi mismo, se han descrito varias
proyecciones hacia a la SNc principalmente de origen GABAérgico provenientes

del estriado y globo palido externo (Ribak et al.1980).

1.1.6 Sustancia nigra pars resticulata

Las neuronas de la SNr son de caracter GABAérgico y es uno de los nucleos de

salida de los ganglios basales. La SNr recibe fibras inhibitorias desde el estriado a
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través de ambas vias, la directa y la indirecta (Utter et al. 2008), aunque también
se ha descrito la llegada de fibras glutamatérgicas por parte del NST (Parent et al.
1995). La SNr junto con el Gpi son los principales nucleos de salida de los
ganglios basales por lo que son un punto muy importante en la regulacion del

movimiento.

1.2 Viadirecta e indirecta.

Como ya se menciono, el estriado envia fibras al GPe, al GPi y a la SNr. Las
eferencias del estriado se dividen en dos vias principales, la via directa y la via
indirecta. La via indirecta envia fibras al GPe, el cual esta conformado por células
GABAérgicas y este a su vez envia eferencias al nacleo subtalamico conformado
por neuronas glutamatérgicas excitadoras, las cuales, presentan axones que
llegan al GPi y a la SNr. La via directa, como su nombre lo dice, envia axones de
neuronas espinosas medianas directamente al GPi y a la SNr, los cuales son
neuronas inhibitorias 0 GABAérgicas. Una forma de caracterizar y diferenciar entre
ambas vias es la deteccidén de sustancia P que se expresa en las MSN de la via
directa y de encefalina la cual se expresa en MSN de la via indirecta, lo cual es
muy util al momento de querer diferenciar entre ambas vias. Otra diferencia
importante es que la via directa se caracteriza por expresar receptores a
dopamina 1, los cuales se acoplan a una proteina Gas (excitadoras), por otra
parte, en la via indirecta se expresan receptores a dopamina tipo 2 que se acoplan
a una proteina Ga; (inhibidor). La activacion de estos receptores es causada por la
dopamina que es secretada por la sustancia nigra pars compacta, que envia
axones hacia ambas vias participando asi en la regulacion de este circuito

neuronal.

Por ultimo, el GPi y la SNr que son neuronas de naturaleza GABAérgicas
presentan proyecciones de salida de los ganglios basales hacia el talamo que
tiene neuronas glutamatérgicas que a su vez envian axones a la corteza frontal

cerrando asi el circuito (Fig. 2) (Calabresi et al. 2014). Todo este complejo circuito
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juega un papel muy importante en el control de la motricidad, por lo que cuando se
presentan defectos o alteraciones en este circuito podemos observar
enfermedades como el Parkinson, el Huntington o el hemibalismo donde su

principal afectacion es de caracter motriz.

Como ya se menciond, uno de los principales reguladores del circuito de los
ganglios basales es el sistema dopaminérgico, sin embargo, en los ultimos afos
se han descubierto otros receptores y moléculas que pudieran estar implicados en
la regulacion de este circuito, tal es el caso de los derivados de la canabis sativa y

el sistema endocanabinoide.

Figura 2: Circuito de los ganglios
Cerebral cortex 9 gang

° ® < basales. Esquema donde se

representa el circuito de los ganglios

basales, las flechas rojos describen

la neuronas excitadoras que se

Iﬂatu_m}‘.' encuentran en corteza, subtalamo y
talamo; la azul las neuronas
® inhibitorias que se encuentran en
T estriado, Gpe, Gpi y SNr; la flecha
I ® : ‘ verde representa  la  accion
GPe SNe GPiA Thalamus reguladora de la dopamina secretada
por la SNc (Lanciego et al. 2012).
&—> Excitatory

2 . ™)
» o—> Inhibitory
STN &—> Modulatory

Normal state

1.3 Los Canabinoides y el sistema endocanabinoide.

Los canabinoides son compuestos extraidos de la planta Cannabis Sativa mejor
conocida como marihuana, en la actualidad es una de las drogas ilegales mas
consumidas en el mundo (Di Marzo 2004). El principal compuesto que presenta la

mayor actividad psicoactiva es el A%-tetrahidrocannabinol, el cual genera sus
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efectos a través de receptores que se encuentran en la membrana celular,
principalmente en neuronas del sistema nervioso central (Basavarajappa 2017).
Se sabe que las neuronas del SNC y otras células del cuerpo, pueden sintetizar
canabinoides llamados endocanabinoides y que estos estan jugando un papel muy

importante en la fisiologia celular.

El término "endocanabinoide” fue acufiado en la década de 1990 después del
descubrimiento de receptores de membrana para el A%-tetrahidrocannabinol y sus
ligandos enddgenos. El sistema endocanabinoide (SEC), es un sistema complejo
de sefalizacibn que comprende receptores para canabinoides, ligandos
enddgenos y enzimas para la biosintesis e inactivacion de éstos ligandos (Di
Marzo et al. 2004). Se sabe que el SEC esta implicado en varias funciones
fisiolégicas y patoldgicas, tanto en el sistema nervioso central y periférico, como
en los 6rganos periféricos. Se ha observado que la modulacién de la actividad del
SEC resulta prometedora para el tratamiento de una amplia gama de
enfermedades y condiciones patologicas, por ejemplo, en el SNC con los
trastornos del movimiento como el Parkinson y la enfermedad de Huntington, el
dolor neuropatico, la esclerosis multiple y lesiones en la médula espinal (Pacher et
al. 2006). Se conocen actualmente dos principales receptores del SEC, el receptor
canabinoide tipo 1 y tipo 2 (CB1 y CB2, respectivamente), los cuales son activados
principalmente por dos ligandos enddgenos, el N- araquidonoiletanolamina
también conocida como anandamida (AEA) y el 2-araquidonoilglicerol (2-AG),
estos dos compuestos son lipidos que se sintetizan a partir de precursores de
fosfolipidos de membrana (Fig. 3). Por otra parte, se ha propuesto la existencia de
otros receptores que tienen alguna afinidad a los canabinoides ya sean sintéticos
0 endbgenos por lo que se han clasificado como receptores a canabinoides No
CB1/No CB2 (Balenga et al. 2011).
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Hatarorimeric |
G-proteins Cannabincid receptor agonists

Postsynaptic neuron

1.3.1 Receptor CB1

Figura 3: Resumen esquematico del
sistema endocanabinoide. El 2-AG se
sintetiza a partir de glicerofosfolipidos por
la enzima fosfolipasa C (PLC) y la
diacilglicerol lipasa (DAGL). La
anandamida se sintetiza a partir
glicerofosfolipidos y fosfatidilethanolamina
por las enzimas N-acetiltransferasa (NAT)
y N-acilfosfatidiletanolaminafosfolipasa D-
especifica (NAPE-PLD). En la hendidura
sindptica los endocanabinoides activan a
receptores CBl1 y CB2 que estan
acoplados a una proteina Gai. La sub-
unidad a inhibe la adenilil ciclasa y la
activacion de PKA. El complejo By inhibe
los canales de calcio tipo N y P/Q vy
estimula los canales de potasio tipo GIRK
(Modificada de Marzo 2004).

El receptor CB1 pertenece a la familia de los receptores acoplados a proteinas G,

se encuentra abundantemente en el SNC pero también esta distribuido, en menor

medida, en otros tejidos. En el SNC la mayor densidad de receptores CB1 se

encuentra en el cerebelo, en la sustancia nigra pars reticulata, el globo palido y el

hipocampo (Fig. 4) (Katona et al. 2009). En la sinapsis, los endocanabinoides se

liberan retrogradamente a la hendidura sinaptica activando receptores CB1 (Sierra

et al. 2015), el cual esta acoplado a una proteina Gaj,, inhibiendo la liberacién de

neurotransmisores (Marcu et al. 2013) (Fig. 1). La sub-unidad a de la proteina Gi
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inhibe la AC, mientras que el complejo By activa a canales de potasio tipo GIRK e
inhiben los canales de calcio (Basavarajappa et al. 2017). Recientemente en el
SNC se ha observado la presencia del receptor CB2, el cual es mas abundante en

tejidos periféricos.

Figura 4: Distribucion de CB1 en el

Cerebelo cerebro de rata. Imagen que muestra la

distribuciéon del receptor CB1 tras colocar

anticuerpo especifico contra este receptor

W R 3 en un ensayo de inmunohistoquimica en

cerebro de rata (Katona et al. 2009).

1.3.2 Receptor CB2

El receptor CB2 es miembro de la familia de proteinas GPCR y estructuralmente
esta compuesto por siete hélices a transmembranales. Los receptores CB2 y CB1
tienen 44% de homologia de aminoacidos a nivel transmembranal (Malfitano et al.
2014). El receptor CB2 a diferencia del CB1, se encuentra expresado
principalmente en tejidos periféricos; sin embargo, se ha observado la expresion
de CB2 en el GPe, GPi y en la SNr (Sierra et al. 2015). Experimentos de
inmunohistoquimica en rebanadas de nucleo subtalamico de rata, muestran que el
receptor CB2 co-localiza con células marcadas con el transportador vesicular de
glutamato (vGLUT2), que es un marcador para células glutamatérgicas, (Sanchez-
Zavaleta et al. 2018). Con respecto a su funcionalidad, CB2 se acopla a una
proteina Ga; al igual que CB1, evidencia de esto son los experimentos de
liberacion de glutamato en rebanadas de la SNr realizados por Sdnchez-Zavaleta
y colaboradores en el 2018, donde se observé la inhibicion de la liberacion de
glutamato al colocar GW833972A (un agonista selectivo a CB2), este efecto fue
prevenido al colocar AM630 el cual es un antagonista CB2 (Fig. 5). Ademas de los
receptores a canabinoides clasicos CB1 y CB2, recientemente se han

caracterizado otros receptores que son modulados por endocanabinoides pero con
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ciertas caracteristicas diferentes, como es el acople a otras proteinas que no sean

Ga;, este es el caso del receptor GPR55.

ns Figura 5. Efecto de la activacion del receptor CB2.
120+ I 1 . . L.
Experimento de liberacién de glutamato en rebanadas
1004 o . L,
00 de la SNr. Se observa la disminucion de la liberacién
804 Hedek de glutamato al colocar GW833972A (barra roja), con
607 respecto del control (barra negra). Al colocar AM630
40 el efecto de GW833972A se ve prevenido (barra azul)
201 (Sanchez-Zavaleta et al. 2018).
04
TS v &
XY ~
<& %

1.3.3 Receptor GPR55

El receptor GPR55 fue clonado en 1999, el cual presenta siete dominios
transmembranales (7TM) (Sawzdargo et al. 1999). El gen humano del receptor
GPR55 se maped en el cromosoma 237, que codifica 319 aminoacidos de
longitud y comparte 67% de los aminoacidos con su homélogo de ratay 13.5% y
14.4% de homologia con receptores canabinoides CB1 y CB2 respectivamente
(Balenga et al. 2011). Este receptor se propuso inicialmente como un receptor
para canabinoides tipo 3 (CB3) por ser activado por endocanabinoides,
fitocanabinoides y canabinoides sintéticos que actian como agonistas o
antagonistas del receptor, sin embargo, la farmacologia y la sefalizacién del
receptor GPR55 son bastante distintas en comparacién con los receptores de

canabinoides clasicos (Pifieiro et al. 2012).

Se ha propuesto al L-a-lisofosfatidilinositol (LPI) como un agonista enddgeno para
el receptor GPR55 (Oka et al. 2007), éste compuesto es un lisofosfolipido (LPS)
producto de la enzima fosfolipasa A (PLA). Esta enzima pertenece a una familia de
esterasas que hidrolizan ésteres de acidos grasos de los fosfolipidos de

membrana (PL) (Pifieiro et al. 2012). Recientemente se ha descrito que el LPI es
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exportado al espacio extracelular gracias a transportadores de membrana
dependiente de ATP (ABCC1). El LPI promueve la fosforilacion de ERK y aumenta
los niveles de Ca®" intracelular (Yamashita et al. 2013). Se sabe que la activacién

de GPR55 por parte del LPI modula diferentes vias de sefializacion.

Durante la ultima década, en sistemas de transfeccion se ha observado que el
receptor GPR55 no se acopla a una proteina Gas y parece no modular la actividad
de la adenilil ciclasa. Por otra parte la activacion de GPR55 induce la liberacion de
calcio intracelular a traves de Gaj3/RhoA (Martinez-Pinilla et al. 2014), Ga/PLC y
por Gai/RhoA (Lauckner et al. 2008). También se ha encontrado que GPR55
modula la fosforilacion de ERK (Oka et al. 2007) (Fig. 6).

GPRS55 GPRS5 GPRSS
(LPD - (071602, ARA) (THE, AEA, JWHOTS) - Figura 6. Vias de sefializacion de GPR55.
l / \ Imagen donde observamos la activacion de las
@ @ vias de Gay/RhoA, Gay/PLC y Gaj/RhoA vy la
v v liberacién de Ca** al estimular el receptor GPR55
. | (Ross et al. 2009).

At
e

El receptor GPR55 se distribuye en varios tejidos, en el SNC se localiza
predominantemente en la corteza frontal y el cuerpo estriado, aunque también se
observa en hipotalamo, tronco encefalico, hipocampo, cerebelo y médula espinal
(Ryberg et al. 2007). En nuestro grupo de trabajo se observdo que GPR55 co-
localiza con cuerpos celulares positivos a sustancia P, el cual es un marcador de
la via directa de los ganglios basales e interesantemente la lesién del estriado con
acido kainico provoca la disminucién de la expresiéon de GPR55 en aferencias a la

SNr, lo cual sugiere que GPR55 se encuentra expresado en la via estriato-nigral.
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Por otra parte, en células de la SNc marcadas con tirosina hidroxilasa (TH) hay
una co-localizacion del ARN mensajero para GPR55, lo que sugiere que también
puede estar presente en la SNc (Celorrio et al. 2017) (Fig. 7).

GPRS5S as

Figura 7: GPR55 se expresa en células de la SNc. Co-localizacion de células positivas a TH con
el mensajero del receptor GPR55 en células de la SNc. En verde se representa la marca de TH y
en rojo el mensajero del receptor GPR55 (Celorrio et al. 2017).

Por otra parte, en nuestro grupo de trabajo se observo que en terminales estriato-
nigrales al colocar LPI hay un aumento de la liberacion de GABA y este se
previene al administrar CID 160246, un antagonista selectivo para el receptor

GPR55 (Fig. 8) (Sanchez-Zavaleta, tesis de doctorado, 2018).

200 -
%_ﬁ‘ p—
=
53150-
- —
T
- T, |
@ o —1-
100 4 o
pgy -
Eg 50
=53
o -
& F
L)
<

Péagina 23



Figura 8: GPR55 estimula la liberacion de GABA en terminales estriato-nigrales. Grafica
donde se muestra la regulacion de GABA por parte de GPR55, donde LPI promueve un aumento
en la liberacion de GABA vy el antagonista selectivo de GPR55 el CID 16020046 previene el efecto
del LPI (Sdnchez-Zavaleta R, 2018. Tesis de Doctorado).

Se ha encontrado que la estimulacion con GPR55 aumenta el calcio intracelular,
Oka y colaboradores en 2009 mostraron en sistemas de expresion heterdloga, al
colocar LPI aumenta la liberacion de calcio a partir de los compartimentos
intracelulares. Por otra parte, en la region CA1 del hipocampo el LPI favorece la
probabilidad de liberacion de glutamato, efecto que se previene con la tapsigargina
y la rianodina, lo cual sugiere que GPR55 promueve la liberacion de
neurotransmisores involucrando el aumento de calcio de compartimentos

intracelulares (Sylantyev et al. 2013).

Nuestro grupo de trabajo encontré que al depletar el calcio de los compartimentos
intracelulares con tapsigargina en rebanadas de la SNr, el efecto estimulador de
LPI no se previene y al bloquear la PKA con H-89 el efecto estimulador de LPI
sobre la liberacion de GABA se previene, lo que sugiere que la via de sefializacion
de GPR55 depende de AC-AMPc-PKA y no del calcio de los compartimentos
intracelulares. Sin embargo, Obara y colaboradores en 2011 observaron que al
activar a GPR55 con los agonistas LPI, anandamida, 2-AG y CP no habia un
aumento de los niveles de AMPc en sistemas de transfeccién (Fig. 9). Esta
discrepancia entre los efectos de la activacion de receptores GPR55 y la
formacion de AMPc, podria estar relacionada con la activacion de receptores D1

gue se encuentran en las terminales estriato-nigrales.
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Figura 9: Modulaciéon de GPR55 sobre la via AC-AMPc-PKA. (A) Grafica donde se observa la
liberacién de GABA estimulada por LPI (agonista GPR55) y la prevencién de su efecto con el
inhibidor de la PKA (H-89) (Sanchez-Zavaleta, 2018., Tesis de Doctorado). (B) Gréfica que muestra
los niveles de AMPc tras colocar agonistas de GPR55 como LPI, anandamida, 2-AG y CP se
observa que no aumentan los niveles de AMPc. Como control positivo se muestra la activacion de
receptores A,A que aumentan la formacién de AMPc por su acople a proteinas Gag (Obara, et al.,
2011).

1.4 Receptores para dopamina D1y su acople ala via AC-AMPc-PKA
por medio de una proteina Ga,;.

Los receptores para dopamina pertenecen a la superfamilia de receptores
acoplados a proteinas G. El receptor D1 estimula la actividad de adenilil ciclasa a
través de subtipos de proteinas Gas 0 Gagyr. Los receptores D1 se expresan
abundantemente en el nucleo estriado y preferentemente, en una subpoblacion de
neuronas GABAérgicas que se proyectan hacia el nicleo entopeduncular y la SNr
(Jan et al. 2007). Se ha observado mediante hibridacion in situ a los mensajeros
de las proteinas Gagr y Gas. Gagr esta altamente expresado en el estriado. Por el
contrario, la expresion de Gas es apenas detectable en este nucleo. Se ha
observado que al activar al receptor D1 con SKF 81297 y cocaina (que aumenta la
concentracion extracelular de dopamina al bloquear su recaptura actuando como

un agonista indirecto de los receptores D1), hay un aumento de la actividad
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motora, éste efecto se previene en ratones Knock-out para la proteina Gag, 0 que
sugiere que Ga,s esté presente en el nucleo estriado y es regulada por receptores
D1 (Fig. 10) (Zhuang et al. 2000). Por otra parte, se sabe que Gagr en células del
nacleo estriado estimula principalmente a la AC V favoreciendo la formacion de
AMPc y la estimulacion de la PKA (Hervé 2011).

%k

2500 1
%%k

Total path length in the open field (cm/5 min)

saline SKF Cocaine

Figura 10. El receptor D1 se acopla a una proteina Ga,;; en nulcleo estriado. Registro de la
actividad motora por medio de la medicion de la longitud del trayecto realizado por ratas wild type
(barras blancas) y en ratas knockout para proteina Gaolf (barras negras). Se administré SKF 81297

un agonista de receptor D1 y cocaina un agonista indirecto del receptor D1 (Zhuang et al. 2000).

Nuestro grupo de trabajo observé en rebanadas de la SNr, que al generar un pulso
despolarizante con alto potasio en experimentos de liberacién, hay un aumento de
la liberacion de dopamina enddégena que se encuentra en dendritas de la SNc y
esta activa a los receptores de D1, que se encuentran en las terminales estriato-
nigrales favoreciendo la liberacion de GABA. Este efecto se previene por
SCH23390 antagonista selectivo de receptores D1.
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2 Planteamiento del problema.

El receptor GPR55 es un receptor a canabinodes atipico que se expresa en varios
nacleos del SNC (Ryberg et al.,, 2007), en nuestro grupo de trabajo hemos
observado que el receptor GPR55 se expresa en la via estriato-nigral y tras su
activacion con el agonista LPI promueve la liberacibn de GABA. Una evidencia
reciente sugiere la presencia del receptor GPR55 en neuronas de la SNc (Celorrio
et al. 2017), lo cual nos lleva a la pregunta si la liberacion de GABA estimulada por
el LPI en la SNr esta mediada por la activacion de receptores GPR55 de las
dendritas provenientes de la SNc, lo cual favoreceria la liberacion de dopamina a
la hendidura sindptica y en consecuencia promoveria la activacion de los
receptores D1 en la terminal estriato-nigral y la liberacion de GABA (Fig. 11). Por
otra parte, la via de sefializacion de GPR55 involucra un acople a una proteina
Gag, Gair o Gays, con el consecuente aumento de los niveles de calcio
citoplasmatico a partir de compartimentos intracelulares, sin embargo, hemos
observado que en rebanadas de la SNr, la liberacion de GABA estimulada por el
receptor GPR55 no depende del calcio de compartimentos intracelulares y
ademas este aumento de la liberacion de GABA se previene con el inhibidor de la
PKA (H-89), por tal motivo es importante determinar si éste efecto depende de un
probable acople a una proteina Gag y la via AC-AMPc—PKA directamente en la

terminal estriato-nigral (Fig. 12).
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Dendrita SNc¢ erminal estriato-nigral

“GPRSS “/ Receptor D1 OOO Dopamina . ® Fndocannabinoides/LPI ... GABA

®
Figura 11. Planteamiento del problema: La liberacién de GABA estimulada por el receptor
GPR55 en las terminales estriato-nigrales pudiera darse de manera indirecta. 1) Liberacion
deendocanabinoides de la SNr. 2) Endocanabinoides o LPI exdgeno activan receptores GPR55
gue se encuentran en dendritas de la SNc activando alguna proteina G. 3) La sub-unidad a activa
la AC. 4) Aumento del AMPc por la actividad de la AC. 5) El AMPc activa a PKA. 6) y 7) PKA
favorece la liberacién de dopamina a la hendidura sinaptica. 8) La dopamina activa receptores D1
en la terminal estriato nigral. 9) La sub-unidad a de la proteina Golf activa la AC. 10) Aumento del
AMPc por la actividad de la AC. 11) El AMPc activa a PKA. 12) y 13) PKA favorece la liberacion de
GABA a la hendidura sindptica.
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Figura 12. Planteamiento del problema: La liberacion de GABA estimulada por el receptor
GPR55 en las terminales estriato-nigrales pudiera darse de manera directa. 1) Liberacion
deendocanabinoides de la SNr. 2) Endocanabinoides o LPI exdgeno activan receptores GPR55
gue se encuentran en las terminales estriato-nigralesactivando alguna proteina G. 3) La sub-unidad
a activa la AC. 4) Aumento del AMPc por la actividad de la AC. 5) El AMPc activa a PKA. 6) y 7)

PKA favorece la liberacion de GABA a la hendidura sinaptica.
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3 Hipotesis.

La liberacion de GABA en las terminales estriato-nigrales estimulada por el
receptor GPR55 depende de la activacion de receptores D1 y de una enzima
adenilil ciclasa.

4 Objetivo general.
e Determinar el papel de la dopamina enddgena, los receptores D1 y la

adenilil ciclasa sobre la liberacion de GABA estimulada por receptores

GPR55 en la via estriato-nigral.

4.1 Objetivos particulares.

e Estudiar el efecto de la deplecion dopaminérgica sobre la estimulacién de la

liberacion de GABA por activacion de receptores GPR55.

e Estudiar el efecto del bloqueo de receptores D1 sobre la estimulaciéon de la
liberaciobn de GABA mediada por receptores GPR55.

e Estudiar el efecto del bloqueo de la adenilil ciclasa V sobre la liberacion de

GABA mediada por GPR55 en ratas reserpinizadas.
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5 Material y métodos.

5.1 Obtencion de la sustancia nigra pars reticulata (SNr).

Los nucleos de SNr se obtuvieron de ratas Wistar machos que se mantuvieron y
manipularon de acuerdo con las normas del Comité de Cuidados Animales del
Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico
Nacional. Después de la decapitacion rapida, el cerebro fue removido y sumergido
en liquido cerebroespinal artificial o Krebs-Henseleit, con la siguiente composicion:
118,25 mM NaCl, 1,75 mM KCI, 1 mM MgS0O4, 1,25 mM KH2PO4,25 mM
NaHCO3, 2 mM CaCl2 y 10 mM D-glucosa, gaseado continuamente con O2 / CO2
[95: 5] a 4 ° C, pH 7.4. El cerebro se colocd en un cubo de metal en una placa de
Petri llena con Krebs-Henseleit a 4°C se realizaron cortes coronales de 300um
para obtener la SNr. Las rebanadas obtenidas se colocaron en Krebs-Henseleit a
4°C. (Gonzalez et al. 2009).

5.2 Deplecién de la dopamina endbégena con reserpina.

Varios grupos experimentales del proyecto fueron tratados previamente con
reserpina (10 mg/kg) 18 h antes de la obtencion de las rebanadas de la SNr. Este
tratamiento causa una caida de mas del 92% en el contenido de dopamina en la
sustancia nigra (Garcia et al. 1997).

5.3 Farmacos utilizados.

Los farmacos utilizados se obtuvieron de Sigma-Aldrich y se diluyeron en DMSO o
agua destilada segun las indicaciones del proveedor para cada farmaco. El
agonista selectivo para GPR55, L-a-lisofosfatidilinositol (LPI), se utiliz6 a una
concentracion de 100nM en todos los experimentos de liberacion; CID 16020046

que es el antagonista selectivo para GPR55 se utiliz6 a una concentracion de
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400nM; NKY 80 inhibidor selectivo de la AC V se utiliz6 a concentraciones de
10uM. Para inhibir la actividad de la sub-unidad Ry se utilizé6 Galeina a 10uM; SCH
23390 se usO6 como antagonista de los receptores D1 a una concentracion de
100nM; GO 6983 un inhibidor de la PKC se us6 a 10uM; ARA-A 0 Vidaravine se ha
caracterizado como un inhibidor a AC V pero a diferentes concentraciones puede
bloguear otras adenilil ciclasas, se utilizé a una concentracion de 230uM que es la

concentracion referida para bloquear la AC VII.

5.4 Liberacién de [°*H] GABA.

El tejido obtenido se incub6 durante 30 min a 37 ° C en Krebs-Henseleit.
Posteriormente, se transfirieron durante 30 minutos a Krebs-Henseleit que
contenia [*H] GABA 8nM en 2ml de solucién de Krebs-Henseleit que contenia
acido aminooxiacético 10uM (para evitar, mediante la inhibicion de Ila
transaminasa GABA, la degradacion del GABA). Al final de este periodo, se
elimind el exceso del marcador radiactivo realizando lavados en tres tiempos con
Krebs-Henseleit que contiene, ademas del &acido aminooxiacético, acido
nipecaético, el cual es un inhibidor del transportador de GABA (GAT), lo que evita la
captura del neurotransmisor por parte de la célula. Ambos compuestos estuvieron
presentes en la solucién de perfusion durante el resto del experimento. El tejido se
repartid aleatoriamente en un sistema de perfusion que presenta 20 camaras en
paralelo con un volumen de 80ul para cada camara (estas camaras pueden
conectarse a las condiciones y al medio deseado por el experimentador) y se
perfundié con el medio a una velocidad de 0,5 ml/min. La liberacién basal de [°H]
GABA se midio recolectando cuatro fracciones de lo perfundido en intervalos de 4
minutos (cada fraccibn de 2ml), posteriormente se estimulé la liberacion
cambiando a una solucion de Krebs-Henseleit con 15mM de K' o alto potasio
(NaCl 101.25mM, KCI 18.75mM, MgSO4 1mM, NaHCO3 4.25mM, KH2PO
1.25mM, CaCl2 2mM, y D-glucosa 10mM). Seis fracciones mas fueron colectadas
en condiciones de alto potasio. Para determinar la cantidad de GABA remanente

en el tejido, se obtuvieron las rebanadas de las camaras y se trataron con 1ml de
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HCI 1N, se dejan reposar hasta el siguiente dia antes de la adicién del liquido de

centelleo.

La liberacién de [*H] GABA se expres6 como una fraccién del total de la cantidad
de tritio restante en el tejido. El efecto de los farmacos utilizados sobre los
cambios de la liberacién de [*H] GABA se evalué con el cociente de todas las
fracciones entre la fraccién cuatro y comparando las areas bajo la curva de la
liberacién [*H] GABA de cada condicién establecida (Floran et al. 2004).
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6 Resultados.

6.1 Ladopaminaenddgenano estadimplicada en laliberacion de
GABA estimulada por la activacion del receptor GPR55.

Los resultados obtenidos de los experimentos de liberacion (Gréfica 1), muestran
que, tras depletar la dopamina enddgena con reserpina, no se modifican los
efectos del receptor GPR55 sobre la liberacion de GABA, observando los mismos
resultados de Sénchez-Zavaleta en el 2018, en experimentos de liberacién en
rebanadas de la SNr, donde no se depletd la dopamina enddgena (liberacion de
GABA respecto del control: LPI=157.5£14.3%, diferencia promedio=-57.4,
p<0.001, F=8.14, df=17). Esto nos sugiere que la dopamina enddgena no esta
implicada en la liberacion de GABA generada por la activacion del receptor GPR55
en las terminales estriato-nigrales.

ns
200 A

Liberacién de [°H]-GABA
(% respecto al control)

F(3,17)=8.14, P=<0.001; *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 con respecto al control, ns = no hay
diferencia significatica, n=5

Grafica 1. Efecto de la deplecién dopaminérgica sobre la liberacién de GABA por activacién
de receptores GPR55. Se muestra el efecto del receptor GPR55 al ser activado por LPI el cual

promueve la liberacién de GABA (barra roja), este efecto se ve prevenido al colocar CID 16020046
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antagonista selectivo de GPR55 (barra azul), el CID 16020046 por si solo no presenta diferencia
significativa respecto al control y al LPI+CID (barra verde), todo esto en rebanadas de SNr de ratas
reserpinizadas (F(3,17)=8.14, P=<0.001; *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 con respecto al control,
ns = no hay diferencia significativa entre los grupos, ANOVA de una via por prueba de

comparacion multiple de Tukey, n=5).

6.2 El bloqueo de los receptores D1 no modifica la liberacién de
GABA por la activacion del receptor GPR55.

Posteriormente se observé si los receptores D1 pudieran estar implicados en la
liberacion de GABA mediada por los receptores GPR55. En experimentos de
liberacion en rebanadas de SNr tanto en ratas reserpinizadas, como no
reserpinizadas se adicion6é el antagonista del receptor D1, SCH 23390,
observando que la liberacion de GABA estimulada por el receptor GPR55 no se ve
modificada y que el blogqueo del receptor D1 no previene los efectos del LPI como
podemos observar en la grafica 2a y 2b (grafica a. liberacion de GABA respecto
del control: LPI=134.1+6.5%, diferencia promedio=-34.1, p<0.0001, F=30.39,
df=12; LPI=134.146.5% vs. LPI+SCH 23390=124.6+6.5%, diferencia
promedio=9.58, p<0.0001, F=30.39, df=12, ANOVA post Tukey, n=4
experimentos; grafica b. liberacion de GABA respecto del control: LPI=
141.448.7%, diferencia promedio=-41.36, p<0.0002, F=16.17, df=11;
LPI1=141.4+8.7% vs. LPI+SCH 23390=140+8.7%, diferencia promedio=1.3,
p<0.0002, F=12.94, df=12, ANOVA post Tukey, n=4 experimentos), también tras
colocar solamente SCH 23390, disminuye la liberacién de GABA con respecto al
control similar a lo observado por nuestro grupo de trabajo anteriormente (grafica
a. liberacion de GABA respecto del control: SCH 23390=77.5+6.5%, diferencia
promedio=22.41, p<0.0001, F=30.39, df=12). También se analizé todos los
experimentos que se realizaron con LPI y reserpina comparandolos con los
experimentos de LPI sin reserpina (Grafica 3), observando que no hay una
diferencia significativa entre ambas condiciones (liberacion de GABA con respecto
del control: LPI sin reserpina 135.9+8.8% vs. LPI con reserpina 140.7+8.8%,
diferencia promedio=-4.7, p<0.0001, F=12.67, df=30, ANOVA post Tukey, n=4
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experimentos), o que sugiere que el receptor D1 y la dopamina enddgena no

estan participando en la liberacion de GABA estimulada por el receptor GPR55.
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F(3,12)=30.39, P=<0.0001; *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 con respecto al
control, ns = no hay diferencia significatica, n=4

(o
~

Liberacién de [°’H]-GABA

(% respecto al control)

F(3,12)=16.17, P=<0.0002; *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 con respecto
alcontrol, ns = no hay diferencia significatica, n=4

Grafica 2. Efecto del bloqueo de receptores D1 sobre la estimulacion de la liberacion de
GABA mediada por los receptores GPR55 en ratas reserpinizadas y no reserpinizadas. a)
SCH 23390 no previene la liberacion de GABA producida por el LPI como se muestra en la barra
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azul donde no hay diferencia significativa con respecto al LPI (barra roja), también se observa que
el SCH 23390, por si solo disminuye la liberacion de GABA (barra verde) con respecto del control
(barra negra). La barra roja muestra la liberacion de GABA por parte del LPlI mostrando una
diferencia significativa con el control y con el SCH 23390 (F(3,12)=30.39, P=<0.0001; *p <0.05, **p
<0.01, ***p <0.001 con respecto al control, ns = no hay diferencia significativa entre los grupos,
ANOVA de una via por prueba de comparacion multiple de Tukey, n=4). b) Mismo experimento
realizado como un control del inciso a) en ratas reserpinizadas donde se observan resultados
similares, sin embargo el efecto del SCH 23390 no se observa (F(3,12)=16.17, P=<0.0002; *p
<0.05, **p <0.01, ***p <0.001 con respecto al control, ns = no hay diferencia significativa entre los
grupos, ANOVA de una via por prueba de comparacion multiple de Tukey, n=4).
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F(3,30)=12.67, P=<0.0001; *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 con respecto al
control, ns = no hay diferencia significatica, n=11

Grafica 3. Efecto de la reserpina sobre la liberacion de GABA mediada por el receptor
GPR55. El LPI por si solo (barra roja) no presenta una diferencia significativa con respecto al LPI
que se colocd en rebanadas de SNr tratadas previamente con reserpina (barra verde), ambos si
presentan diferencia significativa con respecto al control (barra negra) (F(3,30)=12.67, P=<0.0001;
*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 con respecto al control, ns = no hay diferencia significativa entre
los grupos, ANOVA de una via por prueba de comparacion multiple de Tukey, n=11).

6.3 La adenilil ciclasa V no esta implicada en la liberacion de GABA
por la activacion del receptor GPR55 en ratas reserpinizadas.

Como ya se menciond, una probable via de sefalizacién del receptor GPR55 en la
terminal estriato-nigral que puede explicar la liberacion de GABA es la via AC-
AMPc-PKA, por lo que se exploro esta via mediante el bloqueo de la AC V la cual

es la AC que mas se presenta en las terminales estriato-nigrales. Para demostrar
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la implicacion de la AC V en la liberacibn de GABA por el receptor GPR55, se
utilizé NKY 80 que es su bloqueador especifico a una concentracién de 7.7uM
(Brand et al. 2013). Se observd, en experimentos de liberacion, que NKY 80 a una
concentracion de 10uM no previene la liberacion de GABA estimulada por LPI
(gréfica 4. liberacion de GABA con respecto del control: LPI=161+6.1% vs
LPI+NKY 80=148+6.1%, diferencia promedio=13.04, p<0.0001, F=55.52, df=8,
ANOVA post Tukey, n=3 experimentos), lo que muestra que GPR55 no esta
regulando la liberacion de GABA por medio de la via de la AC V. Lo anterior nos
llevé a preguntarnos qué otra via podria estar modulando el receptor GPR55 que
implicase a la PKA.
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Liberacion de [3H]-GABA
(% respecto al control)

F(3,8)=55.52, P=<0.0001; *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001 con
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Gréafica 4. Efecto de la inhibicion de la adenilil ciclasa V sobre la liberacion de GABA
mediada por el receptor GPR55 en ratas reserpinizadas. La barra en rojo muestra la mayor
liberacion de GABA por parte del LPI con respecto del control en negro, este efecto no se ve
prevenido cuando se coloca NKY 80 en presencia de LPI, como se observa en la barra azul, el
NKY 80 por si solo (barra verde) no presenta efecto sobre la liberacion GABA (F(3,8)=55.52,
P=<0.0001; *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 con respecto al control, ns = no hay diferencia
significativa entre los grupos, ANOVA de una via por prueba de comparacion mdaltiple de Tukey,
n=3).
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6.4 La inhibicién de PKC no previene la liberacién de GABA por la
activacion del receptor GPR55.

Otra via que pudiera estar implicada en la liberacion de GABA estimulada por
GPR55, es la activacion de la PKC por la via PLC-DAG-PKC, la cual es una via
activada por Gag, por lo que nos dimos a la tarea de investigar esta via utilizando
el farmaco G6 6983, el cual es un inhibidor de la PKC. Observamos que G6 6983
no previno el efecto del LPI manteniéndose la liberacion de GABA como se
muestra en la grafica 5 (liberacibn de GABA con respecto del control:
LPI1=134+5.5% vs LPI+G6 6983=137.8+5.5%, diferencia promedio=-2.3, p<0.0001,
F=30.56, df=11, ANOVA post Tukey, n=4 experimentos), lo que sugiere que PKC
no esta implicada en la via de activacion de GPR55 en las terminales estriato-
nigrales.
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F(3,11)=30.56, P=<0.0001; *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 con respecto al
control, ns = no hay diferencia significatica, n=4
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Gréafica 5. Efecto de la inhibicién de la PKC en la liberacion de GABA estimulada por GPR55.
Se administré 10 yM de G6 6983 en presencia de 100 nM de LPI en rebanadas de SNr (barra azul)
sin diferencia significativa con las rebanadas tratadas solo con LPI (barra roja). G6 6983 por si solo
(barra verde) no presenté diferencia con el control (barra negra) (F(3,11)=30.56, P=<0.0001; *p
<0.05, **p <0.01, ***p <0.001 con respecto al control, ns = no hay diferencia significativa entre los

grupos, ANOVA de una via por prueba de comparacion mdltiple de Tukey, n=4).

6.5 La inhibicién de la sub-unidad By previene la liberacion de GABA
por la activacion del receptor GPR55.

Como se menciond anteriormente la PKA esta involucrada en la liberacion de
GABA estimulada por el receptor GPR55 en terminales estriato-nigrales. Sin
embargo los resultados obtenidos anteriormente, muestran que la via mas
probable que activa la PKA no estd implicada. Otra via alternativa que pudiera
activar la PKA, es por medio de la activacion de una adenilil ciclasa por la sub-
unidad By de una proteina G, por lo que realizamos experimentos de liberacion en
rebanadas de la SNr bloqueando la sub-unidad By con galeina. Observamos que
la galeina fue capaz de prevenir la liberacibn de GABA estimulada por el LPI
(Grafica 6; liberaciébn de GABA con respecto del control: LPI1=134+8.9% vs LPI+
Galeina=105.1+8.9%, diferencia promedio=28.95, p<0.001, F=8.35, df=8, ANOVA
post Tukey, n=3 experimentos), lo que nos sugiere que la sub-unidad Ry esta
implicada en la via de sefializacion del receptor GPR55 y por ende en la liberacién
de GABA. Posteriormente nos dimos a la tarea de investigar la probable

participacion de la AC VIl en la via de sefializacion.
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Grafica 6. Efecto de la inhibiciéon de la sub-unidad By en la liberacién de GABA mediada por
GPR55. LPI (100nM) representado con la barra rojo presenta diferencia significativa con el control
(barra negra), Galeina a 10uM (barra verde) y con galeina + LPI (barra azul) en rebanadas de la
SNr. (F(3,8)=8.35, P=<0.001; *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 con respecto al control, ns = no hay
diferencia significativa entre los grupos, ANOVA de una via por prueba de comparacion multiple de
Tukey, n=3).

6.6 Ara-A previene laliberacion de GABA por la activacion del
receptor GPR55.

Ara-A también conocido como vidarabina, es un analogo de adenosina que se
utilizaba en la clinica como un antiviral, principalmente contra Herpes virus. Brand
et al. en sistemas de transfeccibn mostraron que Ara-A puede inhibir las ACs a
diferentes concentraciones para cada una. Ellos observaron que la inhibicion para
la AC VIl se presentd a una concentracion de 230uM, por lo que utilizamos ésta
dosis para la realizacién de nuestros experimentos de liberacién en rebanadas de
la SNr. Como se observa en la grafica 7, al colocar Ara-A en presencia de LPI se
previene la liberacion de GABA (liberacion de GABA con respecto del control:
LPI1=137.7+8.9% vs LPI+ARA-A=104+8.3%, diferencia promedio=32.88, p<0.005,
F=9.2, df=8, ANOVA post Tukey, n=3 experimentos), sugiriendo la probable

participacion de la AC VIl en la via de sefializaciéon de GPR55.

Péagina 41



ns

< ~ [ | 1
@ 5 1504 xx
< = I
O ¢
— O
T o
. 5 1001 !
()
- 2
< o
© o 50+
o n
© O
%)
o X
=< o-

» N N s

o .

= & N \g

A ,\/QQ ,]/’b ?Q"
o Q\ Ael X
~ Q_‘?‘ Q\
N

F(3,8)=9.24, P=<0.005; *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 con respecto al control, ns =
no hay diferencia significativa, n=3

Grafica 7. Efecto de ARA-A en laliberacion de GABA mediada por GPR55. Rebanadas de SNr
tratadas con Ara-A (230uM) mas LPI (100nM) representado en barra azul presenta diferencia
significativa con respecto a las rebanadas solo tratadas con LPI (barra roja). Ara-A por si solo
(barra verde) no presente diferencia significativa con respecto del control y Ara-A mas LPI. El LPI
presenta diferencia significativa con todas las variables. (F(3,8)=9.24, P=<0.005; *p <0.05, **p
<0.01, ***p <0.001 con respecto al control, ns = no hay diferencia significativa entre los grupos,
ANOVA de una via por prueba de comparacién mdltiple de Tukey, n=3).

7 Discusion.

Dado el hecho que Celorrio et al. en 2017 demostré la presencia del ARNm de
GPR55 en la SNc, y por ende se estuviera expresando este receptor en dendritas
de este nucleo que proyectan a la SNr, regulando la liberacion de dopamina y asi
de manera indirecta la liberacion de GABA en terminales estriato-nigrales, era
importante descartar la participacion de la dopamina para poder esclarecer el
mecanismo por el cual el receptor GPR55 estuviese estimulando la liberacion de
GABA en las terminales estriato-nigrales. Nuestros resultados donde se realizé la
deplecién de dopamina enddgena con reserpina y el bloqueo de receptores D1
con SCH 23390 en rebanadas de la SNr de ratas sin y con reserpina, demuestran
que la dopamina que pudiera estar presente en las dendritas de la SNc y que

proyecta a la SNr no esta implicada en la liberacion de GABA al activar el receptor
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GPR55. Esto nos llevo a pensar que el efecto de la activacion de GPR55 esta
directamente en la presinpsis de la terminal estriato-nigral. Cabe mencionar que
el receptor GPR55 se encuentra presente en terminales estriato-nigrales como

demostré Sanchez-Zavaleta en 2017.

Una vez descartada la participacion de la dopamina enddgena y los receptores D1
en el efecto del receptor GPR55, el siguiente paso fue determinar qué via de
sefalizacion es la involucrada. Clasicamente, el receptor GPR55 se acopla a una
proteina Gaiz13 activando la via de RhoA, favoreciendo la salida de Ca** de los
compartimentos intracelulares (Martinez-Pinilla et al. 2014), sin embargo esto no
sucede en la SNr como lo demostrd nuestro grupo de trabajo en 2017 al depletar
el calcio intracelular y observar que el efecto del LPlI no se previene. Nuestro
grupo de trabajo ha observado que al utilizar H-89 un inhibidor de la PKA, se
previenen los efectos del receptor GPR55 en experimentos de liberacion en
rebanadas de la SNr, por lo que la via de activacion del receptor GPR55 pudiera
implicar un aumento en el AMPc y la participaciéon de las ACs. Por lo tanto,
pensamos en la posible activacion de la enzima AC V, la cual se expresa en el
nucleo estriado (Glatt et. al. 1993 y Kim et al. 2006), por medio de una proteina
Gas que también esta presente en el nucleo estriado (Zhuang et al. 2000), sin
embargo Obara en el 2011 en sistemas de transfeccion donde sobrexpresa el
receptor GPR55, demostrd que el receptor GPR55 no se acopla a una proteina
Gas.

Se tiene como antecedente que el receptor GPR55 puede acoplarse a otras
proteinas G como es la Gag (Ross et al., 2009) que activa la via PLC-DAG-PKC.
Ademas se sabe que el H-89, inhibidor de la PKA, puede inhibir también a la PKC
a pesar de que el H-89 presenta una afinidad menor por la PKC que por la PKA
(Naitoy et al., 1990), por lo que decidimos utilizar G6 6983 un inhibidor de la PKC
gue no inhibe la PKA. Nuestros resultados mostraron que al inhibir la actividad de
la PKC con G6 6983 no se previene la liberacion de GABA estimulada por el
receptor GPR55, lo que sugiere que esta via no esta implicada en el mecanismo
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por el cual actia el receptor GPR55 en el efecto estimulador de la liberacion de
GABA. Posteriormente decidimos ver si la AC V estaba participando en el efecto
estimulador del receptor GPR55. La inhibicibn de la AC V con NKY 80 en
experimentos de liberacion, demostro que la AC V no esta participando en la via
de sefalizacion del receptor GPR55 y nos llevd a pensar en otras vias de
sefializacion y en la posible participacion de la AC VIl ya que se ha demostrado la
presencia del ARNm de la AC VIl en el nucleo estriado (Nicole Mons et al., 1995
and Matsuoka et al., 1997) y la expresion de la proteina AC VIl en este nucleo, asi

como en las terminales estriato-palidales (Nicole Mons et al. 1998).

Para poder evaluar la participacion de la AC VII en esta via, se utiliz6 Ara-A o
Vidarabina, el cual es un farmaco antiviral utilizado en la clinica para las
infecciones por Herpes-virus y que puede inhibir a las ACs a determinadas
concentraciones (Brand et al. 2013) al igual que el NKY 80. El uso de NKY 80 a
concentraciones mayores para inhibir otras AC se descartd por las grandes
cantidades de farmaco necesarias para poder bloguear la AC VII, por lo que se
opto por utilizar el Ara-A a para inhibir a la AC VII. Esto previno la liberacion de
GABA estimulada por el receptor GPR55, lo que nos sugiere que la probable via
de sefalizacion del receptor GPR55 en la estimulacion de la liberacion de GABA,
puede estar dada por la AC VII. La AC VII se agrupa junto con la AC Il y la AC IV
en una sub-familia de adenilil ciclasas que pueden ser activadas por la sub-unidad
Ry de las proteinas G (Tang et al., 1991 y Jiang et al., 2008). Con lo anterior
decidimos realizar experimento de liberacion para inhibir la sub-unidad Ry. Para
esto se utilizé galeina, inhibidor de la sub-unidad Ry (Seneviratne et al., 2011) y se
observdé que este farmaco previene la liberacion de GABA estimulada por el
receptor GPR55, sugiriendo que la sub-unidad Ry esta participando en la via de
sefalizacion activada por el receptor GPR55. El siguiente paso fue determinar que
sub-unidad By de que proteina G (Gj, Gi213, Gs 0 Gg), estaba participando en la
liberacién de GABA estimulada por el receptor GPR55. Experimentos de liberaciéon
en rebanadas de la SNr con toxina pertussis, realizados por nuestro grupo de

trabajo, mostraron que la sub-unidad By de la proteina G; no participa en la
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liberacion de GABA estimulada por el receptor GPR55, por lo que podemos
descartar la sub-unidad Ry de la proteina G;. Otra proteina que puede descartarse
es la proteina Ga;3 ya que antecedentes muestran que la sub-unidad Ry de la
proteina Gi3 no participa en la activacion de las adenilil ciclasas activadas por Ry
(Jiang et al., 2008). Por otra parte, los experimentos realizados por Obara en 2011
demuestran que el receptor GPR55 no se acople a una proteina Gas, esto
descarta la posible participacion de la sub-unidad Ry de la proteina Gs. Quedaria
por demostrar si la sub-unidad Ry de la proteina Gq pudiera estar participando en
la estimulacion de la liberacion de GABA por el receptor GPR55 en las terminales
estriato-nigrales. Se ha demostrado que la sub-unidad Ry de la proteina Gq es
funcional al activar receptores acoplados a proteinas G4 (Sanchez-Fernandez et
al. 2014) también se ha observado que la proteina G4 se encuentra en el nucleo
estriado (Wang et al. 1995) y ademas la sub-unidad Ry de las proteinas G4 puede
ser bloqueada por galeina (Li et al. 2015), por lo que la probabilidad de que el
receptor GPR55 estimule la liberacion de GABA en terminales estriato-nigrales por

medio de la sub-unidad By de una proteina G4 es alta.

Otro punto a considerar es el hecho que la activacion de esta via pudiera estar
regulada por otras ACs de la sub-familia a la que pertenece la AC VII, sobre todo
la AC Il, ya que a pesar que no se tienen antecedentes de la presencia de la
proteina AC Il en las terminales estriato-nigrales, si se ha demostrado la presencia
de su ARNm en el nucleo estriado (Nicole Mons et. al. 1995), ademas las
concentraciones de inhibicion de Ara-A para la AC VIl son muy cercanas a las de
la AC Il (230uM y 250uM respectivamente) (Brand et al. 2013) por lo que no

debemos descartar la posible participacién de la AC Il en esta via.
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8 Conclusion.

La dopamina enddgena, el receptor D1 y la AC V no participan en la liberacion de
GABA estimulada por el receptor GPR55 en terminales estriato-nigrales.

La liberacion de GABA estimulada por los receptores GPR55 en terminales
estriato-nigrales pudiera estar regulada por la AC VII/lIl activada probablemente
por una sub-unidad Ry de una proteina Gq. (Fig. 12).
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Terminal estriato-nigral &=

“/GPRSS “/ Receptor D1 OOO Dopamina ‘.. Endocannabinoides/LPI ... GABA

Figura 12. Resumen: GPR55 estimula la liberacion de GABA en las terminales estriato-
nigrales por una AC activada por la fraccion Ry de una proteina G. 1) Liberacién de
endocanabinoides de la SNr. 2) Endocanabinoides o LPI exdgeno activan receptores GPR55 que
se encuentran en las terminales estriato-nigrales activando proteinas G. 3) La sub-unidad Ry activa
la AC VII. 4) Aumento del AMPc por la actividad de la AC. 5) El AMPc activa a la PKA. 6) La PKA

favorece la liberacion de GABA a la hendidura sinaptica.

9 Perspectivas.

» Demostrar la expresion de la enzima AC VII en terminales estriato-nigrales,

mediante western blot.

» Evaluar la participacion del receptor GPR55 sobre la liberacion de GABA en
rebanadas de la SNr en ratas hemiparkinsonicas, mediante experimentos

de liberacion.

» Evaluar la posible dimerizacién del receptor CB1 con el receptor GPR55
mediante PLA
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