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RESUMEN 

 

Se ha descrito la presencia de receptores a canabinoides diferentes a CB1 en Sistema 

Nervioso Central, en este trabajo nos enfocamos al estudio del receptor a canabinoides tipo 2 

(CB2) y del receptor huérfano GPR55 en la vía subtálamo-nigral y estriato-nigral, 

respectivamente; además de evaluar la probable formación de heterómeros con el receptor 

CB1.  

 

En resultados correspondientes al proyecto de maestría observamos que: 1) El receptor CB2 

se expresa en el núcleo subtalámico, 2) Su activación en las terminales subtálamo-nigrales 

disminuye la liberación de [3H]glutamato estimulada por potasio y 3) La administración 

unilateral de GW833972 en la sustancia negra reticulada (SNr) induce giros contralaterales 

al sitio de administración. En este trabajo detectamos el RNA mensajero de CB2 por RT-

PCR y la proteína para el receptor CB2 por inmunofluorescencia, particularmente, en las 

neuronas glutamatérgicas del subtálamo y en cultivos neuronales primarios de este núcleo. 

El GW833972A, GW405833 y JHW 133 disminuyen la liberación de [3H]glutamate efecto 

que es dependiente de la concentración, sin embargo, el GW833972A es el más potente. La 

inhibición de la liberación inducida por el GW833972A se previene con los antagonistas del 

receptor CB2 AM-630 y JTE-907 y es sensible a la galeína y a la toxina de Bordetella 

pertussis, lo cual sugiere que el efecto es mediado por el complejo Giβγ. La agatoxina-TK 

(bloqueador de los canales de Ca2+ tipo P/Q) también inhibe la liberación de [3H]glutamato y 

tiene efectos oclusivos con el GW833972A. Nuestros resultados sugieren que la activación 

del receptor CB2 presináptico inhibe la liberación de [3H]glutamato en las terminales 
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subtálamo-nigrales debido a la modulación de los canales de Ca2+ tipo T por el complejo 

G. Finalmente, detectamos al heterodímero CB1-CB2 con el ensayo de proximidad de 

ligando (PLA) en el núcleo subtalámico y en la sustancia negra reticulada de rata.  

 

Por otra parte, a través de inmunofluorescencia detectamos en el estriado dorso-lateral de 

rata la expression del receptor GPR55 en células positivas a sustancia P, lo que sugiere su 

localización en neuronas espinosas medianas (MSN) de la vía directa de los ganglios 

basales. La lesión del estriado dorso-lateral con ácido kaínico disminuye el 50 % de la 

expresión de GPR55 en sinaptosomas de la SNr y previene el efecto del lisofosfatidilinositol 

(LPI) sobre la liberación de [3H]GABA, estos resultados indican que GPR55 se expresa en 

las terminales estriato-nigrales. Los dos agonistas del receptor GPR55 LPI y O-1602 

aumentan la liberación de [3H]GABA estimulada por potasio, efecto dependiente de la 

concentración y que se previene con los antagonistas de GPR55 CID16020046 y cannabidiol 

(CBD). La estimulación de la liberación inducida por el LPI es independiente de reservorios 

intracelulares de Ca2+ y de la fosfolipasa C, pero dependiente de Ca2+ extracelular y de la 

formación de AMPc. De forma interesante, el efecto del LPI no involucra la activación de 

las proteínas Gs/olf y de la adenilato ciclasa 5/6.  

 

A través de co-inmunoprecipitación y de PLA identificamos que el receptor CB1 forma 

heterómeros con el receptor GPR55 en el soma de MSN de la vía directa y en las aferentes 

estriato-nigrales, la co-activación del receptor CB1 con ACEA potencia el aumento en la 

liberación de [3H]GABA en rebanadas de la SNr inducida por el LPI, efecto independiente 

de la toxina de Bordetella pertussis. Finalmente, en cultivos primarios de MSN la 
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incubación durante 30 minutos con el agonista del receptor CB1 (ACEA) incrementa el 

número de heterómeros CB1-GPR55 evaluado por PLA. En conjunto, los resultados indican 

que: (1) el receptor GPR55 se localiza en las terminales estriato-nigrales, (2) su activación 

estimula la liberación de [3H]GABA en la SNr y la formación de AMPc en sinaptosomas y 

(3) GPR55 forma heterómeros funcionales con el receptor CB1 que modulan la liberación de 

[3H]GABA. 
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ABSTRACT 

 

 

The presence of cannabinoid receptors distinct from CB1 receptor has been described in 

Central Nervous System (CNS), in this work we focused on the study of the cannabinoid 

receptor type 2 and the orphan receptor GPR55 in the subthalamo-nigral and striatonigral 

pathways, respectively; in addition to the possible the formation of heteromers with CB1 

receptor. 

 

Previously we found that: (1) CB2 receptors are expressed in the subthalamic nucleus, (2) 

CB2 receptor activation in subthalamo-nigral terminals decreases the K+-induced 

[3H]glutamate release and (3) unilateral administration of GW833972A in the substantia 

nigra reticulate (SNr) enhances the number of contralateral turns. In this work we detected 

CB2 receptor messenger RNA using RT-PCR and CB2 protein with immunofluorescence, 

particulary in glutamatergic neurons of subthalamus both in tissue and in primary neuronal 

cultures. GW833972A, GW405833 and JHW 133, three CB2R agonists dose‐dependent 

inhibited K+‐induced [3H]‐glutamate release in slices of SNr, however, GW833972A 

exhibited higher potency (IC50 = 126 nM, CI ranging from 65 to 246 nM). The inhibitory 

effect of this compound is prevented with CB2 receptor antagonists AM-630 and JTE-907 

and is sensitive to gallein and pertussis toxin, this suggests that Giβγ mediates the effect. 

Agatoxin-TK (a P/Q type Ca2+ channel blocker) also decrease [3H]glutamate release and has 

occlusive effets with GW833972A. Our results suggests that the activation of presynaptic 

CB2 receptor inhibits [3H]Glutamate release in subthalamo-nigral terminals by P/Q-channels 
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modulation through the Gi subunit. Finally we found the CB1-CB2 heterodimer using 

proximity ligation assay (PLA) in the subthalamic nucleus and in the SNr of the rat. 

On the other hand, through immunofluorescence we detected that GPR55 receptor is 

expressed in positive cells to substance P in the dorso-lateral striatum of rat, suggesting its 

presence in medium spiny neurons (MSN) in the direct pathway of the basal ganglia. Dorso-

lateral lesions with kainic acid reduce 50 % of GPR55 protein expression in synaptosomal 

fraction of the SNr and prevents the lysophosphatidylinositol (LPI) effect on [3H]GABA 

release, indicating that GPR55 is expressed in striatonigral terminals. Two GPR55 agonists 

LPI and O-1602 increase K+‐stimulated [3H]GABA release in a dose-dependent fashion, this 

effect was prevented with the GPR55 antagonists CID16020046 and cannabidiol. 

Stimulation of LPI-induced release is not dependent of intracellular stores of Ca2+ and 

phospholipase C, but is dependent of extracellular Ca2+ and cAMP formation. Interestingly, 

the LPI effect do not involve Gs/olf and adenylyl cyclase 5/6 activation.   

 

Through co-immunoprecipitation and PLA we identify the CB1-GPR55 heterodimer in the 

substance P-positive MSN and in their axon projections to the SNr, the co-activation of CB1 

receptor amplify the increase of LPI-induced [3H]GABA release in SNr slices, an effect that 

is not sensitive to Pertussis toxin. Finally, in primary neuronal cultures of MSN the 

incubation for 30 minutes with CB1 receptor agonist ACEA enhances the number of CB1-

GPR55 heteromers evaluated by PLA. Taken together, our findings indicate that: (1) GPR55 

receptor is expressed at presynaptic level in striatonigral terminals, (2) its activation 

estilulated [3H]GABA release in the SNr and enhance cAMP production in synaptosomal 
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fractions and 3) GPR55 receptors form functional heteromers with CB1 cannabinoid 

receptor to modulate [3H]GABA release. 
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MODULACIÓN DE LA NEUROTRANSMISIÓN GABAÉRGICA Y 

GLUTAMATÉRGICA EN LAS VÍAS ESTRIATO-NIGRAL Y SUBTÁLAMO-

NIGRAL MEDIADA POR LOS RECEPTORES CB2 Y GPR55 

 

1. ANTECEDENTES 

 

1.1 La marihuana y el sistema de endocanabinoides 

 

La marihuana, también conocida como Cannabis sativa tiene una estrecha relación con la 

humanidad más que ninguna otra planta. Hay indicios arqueológicos de que era cultivada 

desde el año 8000 aC (Robinson, 1999); en China inicialmente fue utilizada para la 

obtención de fibras y más tarde para la fabricación de papel (Zuardi, 2006). Es dificil 

precisar con exactitud en que momento se comenzó a usar con fines recreacionales, pero 

actualmente es una de las drogas de abuso de mayor consumo alrededor del mundo (Adams 

y Martin, 1996). Sin embargo, la marihuana no sólo ha sido usada con fines recreacionales, 

también se ha utilizado con propositos medicinales desde tiempos milenarios, el primer 

reporte hace referencia al año  2700 aC, registrado en la farmacopea mas antigua del mundo  

“pen-ts’ao ching” en la época del emperador Shen-Nung (Zuardi, 2006). 

En las primeras décadas del siglo XX el uso de canabis como medicina disminuyó 

significativamente, los principales factores que propiciaron este evento fueron la dificultad 

para aislar el principio activo, aunado a factores legales y su reemplazo por opiáceos y 

barbitúricos (Zuardi, 2006). El uso de los canabinoides en la medicina occidental resurgió 

después del aislamiento y descubrimiento de la estructura del delta-9-tetrahidrocanabinol 

(9-THC), principal componente psicoactivo de la marihuana (Gaioni y Mechoulam, 1964), 

y el consecuente aumento en el número de estudios acerca de los efectos fisiológicos de la 

marihuana hasta el descubrimiento del sistema de endocanabinoides (ECS), el cual está 

constituido por receptores a canabinoides, compuestos endógenos que activan a estos 

receptores (endocanabinoides) y enzimas biosintéticas y catabólicas de los 

endocanabinoides (Piomelli, 2003). 
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En el Sistema Nervioso Central (SNC) el sistema de encocanabinoides modula múltiples 

procesos fisiológicos como la inflamación (Pertwee, 2005), el aprendizaje y memoria (Wise 

y cols., 2009), la contucta motora (Di Marzo y cols., 2000), la adicción (Maldonado y cols., 

2006), la sensación de dolor (Calignano y cols., 1998), el control del apetito (Di Marzo y 

cols., 2001), la neuroprotección (Sánchez y García-Merino, 2012), entre otros. La mayor 

parte de estos efectos son atribuidos a la activación de los receptores a canabinoides tipo 1 

(CB1) y tipo 2 (CB2) (Mackie, 2008). Estos receptores son activados por los canabinoides 

derivados de la planta Cannabis sativa (fitocanabinoides), por canabinoides sintéticos y por 

endocanabinoides.  

Los endocanabinoides se comportan como mensajeros retrógrados, es decir, se sintetizan a 

nivel post-sináptico y activan a sus blancos moleculares en la presinapsis (Piomelli, 2003). 

Los dos endocanabinoides más representativos son la anandamida (AEA), aislada a partir 

del cerebro de cerdo y considerada como un agonista parcial de los receptores a 

canabinoides (Devane y cols., 1992) y el 2- araquidonilglicerol (2-AG) aislado del intestino 

de perro y con un comportamiento de agonista total (Mechoulam y cols., 1995). Existen 

otros compuestos con propiedades canabinomiméticas: la N-araquidonildopamina, el 

noladinether, la palmitoiletanolamida, la oleoiletanolamida y la virodamina. A 

continuación, abordaremos aspectos generales de la AEA y el 2-AG. 

 

1.2 Biosíntesis, transporte y catabolismo de la AEA y  el 2-AG 

 

En general, los endocanabinoides tienen como precursores a fosfolípidos de la membrana 

plasmática o de membranas intracelulares. La N-araquidoniletanolamina o AEA fue el 

primer endocanabinoide aislado (Devane y cols., 1992); su biosíntesis inicia a partir de 

glicerofosfolípidos de membranas intracelulares y fosfatidiletanolamida, ambos son 

sustratos de la enzima N-aciltransferasa (NAT) para la producción de N-

araquidonilfosfatidiletanolamida (NArPE), éste es el sustrato de la enzima fosfolipasa D 

(PLD) específica para N-acilfosfatidiletanolamida, la cual sintetiza AEA (Di Marzo y cols., 

2004). Existen otras dos vías para la síntesis de AEA a partir de NArPE: por medio del 

dominio 4 de la  hidrolasa (ABHD4) y la fosfolipasa A2 de secreción (sPLA2) se 
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producen glicero-pAEA y Liso-NArPE, respectivamente; estos compuestos son 

transformados a AEA por las enzimas glirerofosfodiesterasa 1 (GDE1) y LisoPLD. 

Después de su síntesis, la AEA se almacena en adiposomas, los cuales funcionan como 

reservorios y como medios de transporte entre las membranas intracelulares y la membrana 

plasmática (Maccarrone, 2017). 

Existen evidencias experimentales que sustentan la existencia de proteinas intracelulares de 

union a la anandamida (AIBPs, por sus siglas en inglés), por ejemplo, la proteína de choque 

térmico 70 (HSP70), las proteínas de unión a ácidos grasos 5 y 7 (FABP 5 y 7) y la 

albúmina son candidatos a AIBPs; sin embargo, no conservan una homología entre sí ni 

una organización del dominio de unión a lípidos (Maccarrone y cols., 2010). Las AIBPs 

regulan el transporte de anandamida entre organelos, la membrana plasmática y los 

adiposomas, los cuales han sido propuestos como los reservorios de AEA en citoplasma 

(Oddi y cols., 2008). El transporte extracelular de la AEA ha sido un tema muy debatido, se 

ha sugerido que la anandamida se libera al medio extracelular por difusión pasiva 

dependiente de su hidrólisis intracelular por la amida hidrolasa de ácidos grasos 1 (FAAH 

1) (Kaczocha y cols., 2006); por otra parte, evidencia experimental sugiere la existencia de 

una proteína de transporte de endocanabinoides (EMT) en la membrana plasmática, aunque 

hasta la fecha se desconoce su identidad molecular (Maccarrone, 2017).  

El 2-AG es el endocanabinoide más abundante en el SNC, con una concentración de 170 

veces más que la anandamida (Stella y cols., 1997). Funciona como un ligando CB1/CB2 y 

al igual que la anandamida se sintetiza en la post-sinápsis, aunque recientemente se ha 

observado que la microglía tambien es una fuente de 2-AG en condiciones de 

neuroinflamación (Carrier y cols., 2004). El 2-AG es producido a partir de la hidrólisis del 

fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) por parte de la fosfólipasa C  (PLC-) para generar 

diacilglicerol (DAG) e inositol-1,4,5-trifosfato (IP3), a partir del DAG las enzimas 

diacilglicerol lipasa  y  (DAGL- y DAGL-) sintetizan el 2-AG (Murataeva y cols., 

2014). El transporte de el 2-AG dentro y fuera de la célula ha sido menos estudiado con 

respecto al de la anandamida, sin embargo, existe evidencia experimental que propone la 

unión de el 2-AG con la proteina de unión de ácidos grasos 5 (FABP5), la cual podría 

fungir como un transportador intracelular (Nicolussi y cols., 2014); con respecto al 
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transporte extracelular se ha sugerido la existencia de una proteína transportadora de 2-AG 

en la membrana plasmática de células humanas de astrocitoma (Piomelli y cols., 1999), sin 

embargo, es necesario realizar más estudios para explorar el transporte intra y extracelular 

de este endocanabinoide. 

Con respecto al metabolismo del 2-AG, este es transformado a ácido araquidónico y 

glicerol por la enzima monoacilglicerol lipasa (MAGL) (Fig. 1), responsable del 85 % de la 

hidrólisis del 2-AG en el cerebro, las serinas hidrolasas con dominios  6 y 12 (ABHD6 

y ABHD12) también pueden hidrolizar al 2-AG, aunque con una eficacia del 9 y 4 %, 

respectivamente. Además de las enzimas anteriores, el 2-AG puede ser metabolizado por la 

ciclooxigenasa-2 (COX2), la lipooxigenasa (LPX) y el citocromo P450 (cyt P450) 

(Blankman y cols., 2007). 

 

Figura 1. Hidrólisis de los endocanabinoides. Se representa la estructura química de los dos 

principales endocanabinoides en SNC: anandamida y 2-araquidomilglicerol (2-AG), los cuales son 

degradados por las enzimas amida hidrolasa de ácidos grasos (FAAH) y monoacilglicelo lipasa 

(MAGL), respectivamente. Los productos de la hidrólisis son ácido araquidonico (AA), 

etanolamida y y glicerol. Modificado de Blankman y Cravatt (2013). 
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1.3 Clasificación de los receptores  a canabinoides 

 

De forma general los receptores a canabinoides pueden clasificarse en metabotrópicos, 

ionotrópicos y nucleares. Los principales receptores metabotrópicos son CB1 y CB2, 

mientras que otros GPCRs como GPR55, GPR119 y GPR18 se han propuesto como 

receptores a canabinoides (Brown, 2007; Penumarti y Abdel-Rahman, 2014). Por otra 

parte, en reportes recientes se ha observado que algunos canabinoides pueden activar a los 

canales TRP (Receptores de Potencial Transitorio) TRPV1, TRPA1, TRPM1, TRPM8, 

TRPMC1 (De Petrocellis y cols., 2017). Finalmente, endocanabinoides como la 

anandamida y la oleoiletatolamida se comportan como agonistas del receptor activado por 

proliferador del peroxisoma  y  (Pistis y Melis, 2010). En este proyecto nos enfocaremos 

en los receptores CB1, CB2 y GPR55 por su amplia expresión en núcleos de los ganglios 

basales. 

 

1.3.1 El receptor CB1 

 

El receptor CB1 fue el primer receptor a canabinoides clonado a partir de una biblioteca de 

DNA de rata, inicialmente se consideró como un receptor huérfano perteneciente a la 

familia de los receptores acoplados a proteínas G (GPCR) (Matsuda y cols., 1990), un año 

mas tarde se identificó al receptor CB1 en humanos (Gerard y cols., 1991). Tiene una 

expresión generalizada en órganos y tejidos como el pancreas, testículos, adipocitos, 

linfocitos T, pulmón, Sistema Nervioso Central y Periférico, entre otros tejidos. 

Particularmente en SNC se considera el GPCR de mayor expresión (Matyas y cols., 2006); 

a través de técnicas de unión a radioligando se ha observado una amplia expresión de los 

receptores a canabinoides en el SNC, particularmente en el hipocampo, el cerebelo, la 

corteza, el hipotálamo, el bulbo olfatorio y los ganglios basales (Herkenham y cols., 

1991a). 
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CB1R y CB2R son receptores metabotrópicos con una estructura de 7 dominios 

transmembranales que de forma clásica se acoplan a una proteína Gi/o (Pertwee y cols, 

2010).  CB1R se ha denominado como el receptor a canabinoides central por su amplia 

expresión en SNC, con una ubicación subcelular principalmente a nivel presináptico en el 

hipocampo, la corteza, el cerebelo, el globo pálido, la sustancia nigra reticulada, entre otros 

(Herkenham y cols., 1991a; Fig. 2). Los endocanabinoides funcionan como mensajeros 

retrógrados, es decir, tras un aumento de calcio en la postsinapsis mediado por el receptor 

NMDA, canales de calcio dependientes de voltaje y/o GPCRs acoplados a proteínas Gq/11 

se promueve la síntesis y liberación de endocanabinoides al espacio sináptico, en este sitio 

activan al receptor CB1 de la presinapsis, el cual debido a su acople con una proteína Gi/o 

permite que la subunidad  del heterotrímero disminuya la actividad de la enzima adenilato 

ciclasa (AC), mientras que el complejo  puede inhibir a los canales de calcio tipo P/Q y 

activar a los canales de potasio GIRK, cualquiera de estas vías de señalización conlleva a 

una disminución en la liberación de neurotransmisores (Di Marzo y cols., 2004) (Fig. 3).  

 

 

 

 

Hp 

CF 

CTP 

NEp 

Es 

Gp 

SNr 

Cb 

COP 

Figura 2. Localización de los receptores 

canabinoides en el SNC. A) Autoradiografía 

de un corte sagital de cerebro de rata que 

nuestra el sitio de unión de 3H-CP55, 940 a 

receptores canabinoides. Se muestra una alta 

densidad de los receptores CB1 en el 

cerebelo (Cb), el hipocampo (Hp), la 

sustancia nigra reticulada (SNr), el núcleo 

entopendocular (NEp), el globo pálido (Gp), 

la corteza temporoparietal (CTP), el estriado 

(Es), la corteza frontal (CF) y la corteza 

olfatoria primaria (COP) (modificado de 

Herkenham y cols., 1991a).  

 



 

7  

 

Figura 3. Señalización retrógrada mediada por 

endocanabinoides en la sinapsis. La anandamida 

(AEA) sintetizada por las enzimas NAT-NAPE-PLD 

y el 2-araquidonilglicerol (2-AG) sintetizado por la 

DAGL en la postsinapsis son liberados a la hendidura 

sináptica donde activan al receptor CB1 presináptico, 

el cual se acopla a una proteína Gi/o y genera una 

subsecuente inhibición de la vía AMPc-PKA, además 

de promover vías de señalización mediadas por 

MAPK. Por otra parte, el receptor CB1 a través de 

las subunidades  puede bloquear a los canales de 

calcio activados por voltaje tipo N y P/Q y/o activar a 

canales de potasio GIRK, en consecuencia, la 

liberación de neurotransmisores disminuye 

(Modificado  de   Di Marzo y cols., 2004). 
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1.3.2 El receptor CB2 

 

CB2R fue clonado por primera vez a partir de la biblioteca de DNAc de células de leucemia 

promielocítica humana, tiene una homología del 68 % con el receptor CB1 (Munro y col., 

1993). Inicialmente fue considerado como el receptor a canabinoides periférico, con una 

alta expresión en células del sistema inmune y órganos como el bazo y el riñon (Howlett y 

cols., 2002), los primeros reportes de la presencia de CB2R en SNC sugerían que se 

expresaba en la microglía perivascular y microglía reactiva bajo condiciones de 

neuroinflamación como en la enfermedad de Alzheimer (Fernández-Ruíz y cols., 2005; 

Benito y cols., 2003), más tarde, con el uso de técnicas inmunohistoquímicas se demostró 

su localización en neuronas del hipocampo, el cerebelo, la corteza, el tálamo y los ganglios 

basales (Van Sickle y cols., 2005, Gong y cols., 2006, Brusco y cols., 2006). A pesar de 

que su presencia en el cerebro ha sido controversial por la falta de anticuerpos específicos 

para CB2, con el desarrollo de primers específicos, animales knock-out y agonistas 

selectivos para este receptor actualmente existe amplia evidencia electrofisiológica, 

genética, neuroquímica e histoquímica que apoya su presencia en el cerebro, aunque su 

nivel de expresión con respecto a CB1R es mucho menor (Onaivi, 2011).  

Con respecto a la función de CB2R, de forma canónica y al igual que el receptor CB1, se 

acopla a una proteína Gi/o e inhibe la actividad de la adenilato ciclasa, estimula a las 

cinasas activadas por mitógeno (MAPK) y a la vía PI3K, además de favorecer la síntesis de 

ceramida (Dhopheshwarkar y Mackie, 2016). La mayor parte de los estudios en los que se 

evalua su vía de señalización se han realizado en células del sistema inmune o en sistemas 

de transfección heterólogos, sin embargo, en SNC den Boon y cols. (2012) proponen que se 

localiza en membranas intracelulares neuronales de la capa II y III de la corteza prefrontal 

medial, donde tras su activación la frecuencia de disparo neuronal disminuye. Por otra 

parte, cuando se transfecta al receptor CB2 en cultivos autápticos de hipocampo 

proveniente de ratones knock-out a CB1R se restablece la supresión de la excitación por 

despolarización (DSE) (Atwood y cols., 2012a) y en cultivos primarios de hipocampo la 

activación crónica de CB2 aumenta la frecuencia de las corrientes excitadoras 

postsinápticas miniatura (Kim y Li, 2014). 
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A pesar de la baja expresión de CB2R con respecto al receptor CB1, su activación 

disminuye la liberación de dopamina en el núcleo accumbens y previene el número de 

autoadminitraciones de cocaína (Xi y cols., 2011); por otra parte, en el área ventral 

tegmental (VTA) el agonista JWH-133 disminuye el disparo neuronal (Zhang y cols., 

2017). La regulación de la excitabilidad neuronal que ejerce el receptor CB2 se asocia a la 

modulación de la liberación de neurotransmisores como el GABA en hipocampo (Andó y 

cols., 2012) y la dopamina en núcleo accumbens (Xi y cols., 2011). En nuestro grupo de 

trabajo hemos encontrado que la activación de CB2R disminuye la liberación de 

[3H]glutamato en la sustancia negra reticulada; después de la lesión del núcleo subtalámico 

con ácido kaínico la expresión de este receptor disminuye un 33 % en terminales sinápticas 

de la SNr y el efecto del agonista CB2 sobre la liberación desaparece, por lo cual, 

sugerimos que CB2R se encuentra en las terminales de la vía subtálamo-nigral y modula la 

liberación de glutamato. Al evaluar la vía de señalización determinamos que este efecto es 

mediado por los canales de calcio tipo P/Q (Sánchez-Zavaleta R. 2013. Tesis de Maestría). 

 

Figura 4. Modelo bidimensional del receptor a canabinoides tipo 2. El receptor CB2 es un 

clásico GPCR de siete dominios transmembranales, un extremo N-terminal extracelular y un 

extremo C-terminal intracelular. Se muestra una probable formación de puente disulfuro entre dos 

residuos de cisteína del asa dos extracelular. En rojo se muestra a los residuos de aminoácidos que 

participan en la unión a ligando (Modificado de Xie y cols., 2003). 
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1.3.3 Nuevos receptores a canabinoides: GPR55 

 

Además de CB1R y CB2R se han propuesto otros receptores activados por canabinoides 

como GPR119 y GPR55 (Sawzdargo y cols., 1999), ionotrópicos como TRPV1 y TRPA1 

(Akopian y cols., 2009) y nucleares como PPAR, el cual controla la transcripción de 

genes (Sun y cols., 2007). A continuación, mencionaremos algunos aspectos del receptor 

GPR55 conocido como “el tercer receptor a canabinoides” (Yang y cols., 2016). 

El receptor GPR55 humano (hGPR55) fue aislado en 1999 como un receptor acoplado a 

proteínas G “huérfano” con una expresión alta en diversos núcleos del SNC (Sawzdargo y 

cols., 1999) que se localiza tanto en neuronas como en células de la glía (Pietr y cols., 

2009). hGPR55 es una proteína de 319 aminoácidos que pertenece a la clase A de los 

receptores acoplados a proteínas G, muestra un porcentaje de homología del 13.5 % y 14.4 

% con el receptor CB1 y CB2, respectívamente. Se han reportado secuencias génicas de 

GPR55 en ratas, ratones, chimpancés, otros mamíferos y en marsupiales (Baker y cols., 

2006), sin embargo, los niveles de RNAm para GPR55 son de 3 a 10 veces menores que los 

del receptor CB1 dependiendo del núcleo cerebral; se ha identificado en el hipocampo, el 

cerebelo, la corteza cerebral, el estriado y el núcleo subtalámico (Ryberg y cols., 2007).  

En células de la línea HEK-293 transfectadas con GPR55, la anandamida promueve la 

unión de GTPS, activa a RhoA, cdc42 y rac1 a concentraciones nanomolares, estos efectos 

son mediados por la subunidad G13 (Ryberg y cols., 2007), y en neuronas del ganglio de la 

raíz dorsal la activación de GPR55 por el 9-THC aumenta la concentración de calcio en 

citoplasma a partir de depósitos intracelulares (Lauckner y cols., 2008). Existe evidencia 

experimental que propone al lisofosfatidilinositol (LPI) como el agonista endógeno de 

GPR55, este fosfolípido se encuentra en el cerebro a una concentración de 20-40 ng/mg de 

tejido, aunque inicialmente sólo era considerado como un componente de la membrana 

plasmática que alteraba sus propiedades mecánicas (Oka y cols., 2009). El LPI consite de 

una molécula de glicerol unida a una cadena acil en la posición sn-1 o sn-2 y una molécula 

mio-inositol en la tercera posición. El fosfatidilinositol es el precursor de las dos formas de 

LPI: sn-1-lisofosfolípidos o sn-2-lisofosfolípidos, los más representativos y abundantes son 

el 1-esteaoril LPI y el 2-araquidonil LPI, respectivamente (Alhouayec y cols., 2018). 
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A partir del 1-esteaoril-2-araquidonil PI y por acción de la PLA2 se genera la hidrólisis del 

grupo araquidonil en la posición sn-2 para formar el 1-esteaoril-LPI; por otra parte, a partir 

del mismo precursor la enzima PLA1 hidroliza al grupo acil en la posición sn-1 y genera el 

2-araquidonil LPI (Grzelczyk y Gendaszewska-Darmach, 2013). Ambos compuestos son 

transportados al medio extracelular por el transportador dependiente de ATP ABCC1 

(Piñeiro y cols., 2011). 

En cuanto a su rol fisiológico se le ha relacionado con la modulación de la quimiotaxis en 

neutrófilos (Balenga y cols., 2011), el crecimiento de las células ganglionares de la retina y 

la ramificación de sus proyecciones hacia el tálamo (Cherif y cols., 2015). En ratones 

knock-out a GPR55 no se observa hiperalgesia mecánica en los modelos de inflamación 

crónica y dolor neuropático (Staton y col., 2008); lo cual sugiere su participación en la 

nocicepción. En el hipocampo de raton la activación del receptor GPR55 promueve la 

mobilización de Ca2+ en la presinapsis a partir de compartimentos intracelulares y aumenta 

la probabilidad de liberación de glutamato en la region CA1 (Sylantyev y cols; 2013). 

 

1.4 El sistema endocanabinoide en los ganglios basales 

 

Entre los múltiples procesos nerobiológicos que regula el sistema de encadocanabinoides se 

encuentra la modulación de la actividad motora, en general, se ha observado en modelos 

animales y en humanos que los canabinoides disminuyen la actividad motora (Fernández- 

Ruíz y González, 2005), efecto justificado en gran medida por la expresión elevada del 

receptor a canabinoides tipo 1 en los ganglios basales, Herkenham y cols. (1991b) 

observaron la unión abundante del agonista al receptor a canabinoides [3H]CP55940 en 

varias estructuras de los ganglios basales de rata, posteriormente se encontró tambien en 

cerebro de humano (Glass y cols., 1997). Además de la expresión del receptor CB1 se ha 

reportado la presencia de enzimas que sintetizan y degradan a los endocanabinoides en los 

ganglios basales (Fernández-Ruiz y cols., 2009), y de altos niveles de los endocanabinoides 

anandamida y 2-AG  en globo pálido y SNr (Bisogno y cols., 1999; Di Marzo y cols., 

2000). 

 



 

12  

Los núcleos con mayor expresión de CB1R son la SNr, el globo pálido interno y externo, y 

el estriado. En general, el receptor CB1 se localiza en las terminales nerviosas de las 

neuronas espinosas medianas del estriado (MSN) que proyectan a la SNr y al globo pálido 

(Fusco y cols., 2004), es decir, en las vías directa e indirecta de los ganglios basales. Los 

agonistas del receptor CB1 disminuyen la liberación de GABA en la SNr, mientras que en 

el globo pálido estimulan la liberación de GABA, este efecto depende de la activación del 

receptor a dopamina tipo 2 (D2) (Cilia, 2018). 

El receptor CB1 tambien se expresa en las en las aferentes glutamatérgicas de los ganglios 

basales, particularmente en las aferentes córtico-estriatales (Kófalvi y cols., 2005) y en las 

terminales subtálamo-nigrales (Mailleux y Vanderhaeghen, 1992). Hasta la fecha no se ha 

descrito la expresión del receptor CB1 en neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra 

pars compacta, pero si del receptor TRPV1, el cual es activado por la anandamida y modula 

la liberación de dopamina en las terminales nigro-estriatales (Starowicz y cols., 2007). A 

pesar de estas evidencias, recientemente se ha propuesto que el receptor CB1 también esta 

presente a nivel post-sináptico en neuronas del globo pálido externo de Maccaca 

fascicularis y forma heterómeros con el receptor CB2 (Sierra y cols., 2015). 

Además del receptor CB1, se ha descrito la expresión del receptor CB2 en neuronas del 

estriado, globo pálido, núcleo subtalámico y SNr (Lanciego y cols., 2011; Sierra y col., 

2013; Martínez-Pinilla y cols., 2014; Sánchez-Zavaleta y cols., 2018), aunque su función en 

estos núcleos ha sido poco estudiada. Se ha observado que el receptor CB2 se expresa 

también en astrocitos de forma natural, pero en concidiones patológicas asociadas a la 

neuroinflamación aumenta su expresión en las células de la glía (Sagredo y cols., 2009). La 

expresión de varios elementos del sistema de endocanabinoides es alterada en desordenes 

de los ganglios basales, como la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Huntington. 

En muestras obtenidas de pacientes y en varios modelos experimentales se ha observado 

que en fases tempranas de las dos patologías hay una desensibilización y regulación 

negativa del receptor CB1, sin embargo, en las fases intermedia y avanzada existe un 

aumento en la expresión del receptor CB1 en la enfermedad de Parkinson, mientras que en 

la enfermedad de Huntington hay una disminución de su expresión, aunque los mecanismos 

involucrados se desconocen (Fernández-Ruiz y cols., 2009) 
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1.5 Heterómeros de receptores acoplados a proteínas G 

 

Los receptores acoplados a proteínas G (GPCR, pos sus siglas en inglés) conforman una 

super familia de proteínas transmembranales que señalizan de forma intracelular. Durante 

mucho tiempo se creyó que los GPCR funcionaban como entidades monoméricas acopladas 

a una proteína G heterotrimérica, sin embargo, en las dos últimas décadas ha aumentado la 

evidencia experimental que sustenta la existencia de GPCRs funcionales como un complejo 

de dos o más polipéptidos, estudios de cristalografía sugieren que se nececita una relación 

estequiométrica de GPCRs y proteínas G de 2:1 para que el receptor llegue a su actividad 

total en presencia de su agonista (Hamm y cols., 2001). 

Estudios con el receptor GABA B proponen que las isoformas GABA B(1) y GABA B(2) 

forman heteromeros de manera constitutiva en el retículo endoplásmico, y que este proceso 

representa un punto de control crítico para su posterior tráfico vesicular hacia la membrana 

plasmática (Margeta y cols., 2000). En este contexto, la heterodimerazación es un proceso 

en el cual dos GPCRs de distinta identidad se unen y funcionan como un complejo que 

tiene un comportamiento diferente al que tiene por separado cada uno de los GPCRs (Ferré 

y cols., 2009); al respecto, se ha observado que la homodimerización o heterodimerización 

pueden alterar la permanencia de los GPCRs en la membrana (Canals y cols., 2009), el 

acople a proteínas G (Jastrzebska y cols., 2006) o promover la señalización o inhibición 

cruzada (Breit y cols., 2006). Por citar un ejemplo, el receptor D2 de forma convencional se 

acopla a las proteínas Gi/o, mientras que el receptor A2A a proteínas Gs/olf, sin embargo, 

como entidad dimérica y tras su co-activación se ha propuesto que se unen a una proteína 

Gq (Ferré y cols., 2008). 

En sistemas de transfección heterólogos y en SNC se ha observado la formación de 

heterómeros entre receptores a canabinoides, por ejemplo, el heterodímero CB1-CB2 en el 

núcleo acumbens de rata (Callén y cols., 2012) y CB1-GPR55 en el estriado de Macaca 

fascicularis (Martínez-Pinilla y cols., 2014) o con otros GPCR como el heterómero CB1-

D2 (Kearn y cols., 2005) y CB1-MOR (Hojo y cols., 2008). Sin embargo, se desconoce el 

rol fisiológico de éstos heterómeros sobre en la transmisión sináptica. 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

El sistema de endocanabinoides regula múltiples funciones como el desarrollo del sistema 

nervioso, la excitabilidad neuronal, la neuroinflamación, entre otros procesos (Macarrone y 

cols., 2014). CB1R se ha considerado como el principal receptor a canabinoides en el SNC 

y es el responsable de los efectos psicoactivos del 9-THC (componente de la marihuana) 

(Huestis y cols., 2001); sin embargo, estudios recientes sustentan la presencia de otros 

receptores metabotrópicos a canabinoides en el SNC como CB2R y GPR55. 

A pesar de la controversial presencia de CB2 en neuronas, estudios recientes sugieren que 

tras su activación disminuye la liberación de glutamato, GABA y dopamina (Bari y cols., 

2011; Andó y col., 2009; Xi y cols., 2011). Al respecto, Li y cols. (2017) observaron que 

CB2R compensa la inhibición en la liberación de GABA mediada por CB1 en la médula 

dorsal ventromedial; aunado a estas evidencias, en nuestro grupo de trabajo hemos 

encontrado que la activación de CB2R en la vía subtálamo-nigral disminuye la liberación 

de glutamato en la SNr de rata. En cuanto al receptor GPR55, tras su activación la 

concentración de calcio en citoplasma aumenta a partir de reservorios intracelulares de 

calcio y en el hipocampo incrementa la probabilidad de liberación de glutamato (Henstridge 

y cols., 2010; Sylantyev y cols., 2013). Ryberg y cols. (2007) han reportado la presencia del 

RNA mensajero para GPR55 en el estriado, sin embargo, no se sabe si este receptor es 

enviado por transporte vesicular anterógrado a las aferentes estriato-nigrales y si puede 

modular la liberación de GABA. 

Por otra parte, una característica del receptor CB1 es la formación de heterómeros con otros 

GPCRs, lo cual resulta en una modificación de la vía de señalización (Kargl y cols., 2012; 

Martínez-Pinilla y cols., 2014). Tomando como antecedentes la presencia del receptor CB1 

en el núcleo subtalámico y el estriado, resulta importante determinar si puede formar 

heterómeros con el receptor CB2 en la vía subtálamo-nigral y con el receptor GPR55 en las 

terminales estriato-nigrales, además identificar su probable regulación de la 

neurotransmisión en el circuito de los ganglios basales. 
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3. HIPÓTESIS 

 

Los receptores CB2 y GPR55 se expresan en las terminales subtálamo-nigrales y estriato-

nigrales donde modulan la liberación de glutamato y GABA, respectivamente y forman 

dímeros funcionales con el receptor CB1. 

 

4. OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar la expresión y función de los receptores CB2 y GPR55 en las terminales 

subtálamo-nigral y estriato-nigral, respectivamente y su probable dimerización con los 

receptores CB1. 

 

5. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

I. Completar la caracterización funcional de los receptores CB2 subtálamo-nigrales. 

II. Determinar la presencia del receptor GPR55 en el núcleo estriado y las terminales 

estriado-nigrales. 

III. Dilucidar la participación de estos dos receptores sobre la neurotransmisión, así 

como la vía de señalización implicada. 

IV. Determinar la probable formación de heterodimeros CB1-CB2 en terminales 

subtálamo-nigrales y GPR55-CB1 en proyecciones estriato-nigrales. 
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6. METODOLOGÍA 

 

6.1 Sujetos de experimentación 

En todos los experimentos se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar de 200 a 230 

gramos, los animales estuvieron en un ciclo luz-oscuridad de 12h/12h a una temperatura de 

22 ± 2 ºC, se les proporcionó agua y alimento ad libitum. Los animales se mantuvieron de 

acuerdo a los lineamientos del Comité de Cuidados Animales CINVESTAV-IPN. 

 

6.2 Obtención de las rebanadas de cerebro 

Los animales fueron sacrificados de acuerdo con el protocolo establecido por el Comité de 

Cuidados Animales, se extrajo rápidamente el cerebro y se colocó en solución Krebs-

Henseleit (KH) a 4 ºC perfundida constantemente con una mezcla de  O2/CO2 en relación 

95:5, v/v. La composición de la solución KH fue la siguiente (mM): NaCl: 118.25; KCl: 

1.75; KH2PO4: 1.25 y MgSO4: 1, D-glucosa: 10, NaHCO3: 25 y CaCl2: 2; además se agregó 

ácido aminoxiacético a una concentración final de 200 µM para inhibir a la descarboxilasa 

de ácido glutámico (Kofalvi y cols., 2005). Posteriormente se realizaron cortes coronales de 

300 µm con ayuda de un vibratomo (Campden Inc., Cambridge, UK) y a partir de las 

rebanadas obtenidas se disecó la SNr (n =10 roedores por cada experimento). 

 

6.3 Liberación de [3H]-GABA y [3H]-glutamato  

Para determinar la liberación de [3H]-glutamato se utilizó el protocolo reportado por Cortés 

y cols. (2010) con ligeras modificaciones; las rebanadas de la SNr se estabilizaron a 37 oC 

en solución K-H y posteriormente se incubaron en presencia de [3H]-glutamato 100 nM, 

ácido aminooxiacetico [200 μM] para inhibir a la descarboxilasa de ácido glutámico y 

ácido dihidroxikaínico (DHK) [200 μM] para disminuir la captura de [3H]-glutamato por 

los astrocitos (Bernardelli y cols., 2008). En la liberación de [3H]-GABA, después de la 

incubación se agregó ácido nipecótico [10 M] para inhibir la recaptura de GABA. 

Posteriormente se depositaron de dos a tres rebanadas en cada cámara de un sistema de 

perfusión vertical y el tejido fue perfundido con solución K-H a una velocidad de 0.5 



 

17  

L/min con ayuda de una bomba peristáltica multicanal (Brandel PP120). Se colectaron 4 

muestras bajo estas condiciones, para estimular la liberación de [3H]-glutamato la solución 

de perfusión fue cambiada por solución K-H con una concentración de potasio (K+) 30 mM 

y para el [3H]-GABA la concentración de K+ fue de 15 mM, se tomaron 6 colectas más con 

bajo el estímulo despolarizante. Las drogas se agregaron en la fracción 3 para observar su 

efecto en condiciones basales, en el caso de los antagonistas CB2 y GPR55 se agregaron 

desde la fracción 2. La ω-agatoxina TK y ω-conotoxina GVIA se agregaron sólo durante la 

incubación de las rebanadas de SNr con [3H]-glutamato (30 min). 

 

6.4 Determinación de la radioactividad 

La radioactividad se determinó agregando a cada muestra líquido de centelleo con la 

composición (1 L): tolueno 667 mL, tritón X-100 333 mL, PPO 4 mg y POPOP 200 mg. Se 

recuperó el tejido de cada cámara y se agregó líquido de centelleo. Posteriormente las 

muestras se colocaron en el contador de centelleo (Beckman Coulter) y se determinó el 

número de desintegraciones por minuto. Para normalizar los resultados se obtuvo un 

cociente de la radioactividad presente en cada fracción entre la radioactividad del tejido.  

6.5 Cultivos neuronales primarios 

Los cultivos primarios del núcleo subtalámico fueron obtenidos de acuerdo al protocolo 

reportado por Brewer y Torricelli (2007) para ratas adultas. Se usaron ratas macho con una 

edad aproximada de 6 semanas, tras su sacrificio se obtuvo el cerebro y se depositó en una 

solución a 4ºC con 220 mM sacarosa, 25 mM NaHCO3, MgSO4 2mM, CaCl2 2.5 mM, 10 

mM D-glucosa, 2.5 mM KCl y 1.25 mM NaH2PO4 (pH 7.4). Se disecó el STN y se incubó 

con papaína por 30 minutos a 30 ºC, se lavó con medio neurobasal (NB-A) y se agregaron 2 

mL de medio NB-A para desintegrar el tejido con ayuda de una pipeta siliconizada. Se 

recuperó el sobrenadante y se repitió el paso anterior. El sobrenadante total se colocó en un 

gradiente de Limphoprep y se centrifugó a 100 g por 15 min a 22 ºC. Se colectó la fracción 

neuronal, fue lavada con medio NB-A y finalmente la pastilla se resuspendió en 1 mL de 

medio NB-A con suplemento B-27, L-glutamina y gentamicina. Las células fueron 

sembradas en cubreobjetos o en cajas Petri previamente tratados con poli-D-lisina y 

mantenidas a 37 ºC en una atmosfera 5% CO2/95% aire por 48 horas hasta su uso. 
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6.6 RT-PCR  

Se extrajo el RNA total de riñon, núcleo subtalámico y cultivos primarios por el método de 

TRIzol (Invitrogen Life Technologies). El RNA fue extraido con cloroformo (Sigma) y se 

centrifugó a 12,000 g por 15 min a 4°C. La fase acuosa se precipitó con un volumen 

equivalente de isopropanol y se centrifugó a 10,000 g por 10 min a 4°C. La pastilla se lavó 

con etanol al 75 % y se resuspendió en agua tratada con dietil pirocarbonato. Se determinó 

la cantidad de RNA con el espectrofotómetro NanoDrop2000 (Termo Scientific). El cDNA 

fue sintetizado a apartir de 5 g de RNA con la transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen) 

y oligo-dT (50 pmol). Se usaron 3 µl de cDNA para cada reacción de PCR. Las secuencias 

de los primers usados para la PCR de Cnr2 se determinaron  con el programa Perl primer: 

GAGTTGGGAGGAGACTGCC (forward) y CCAGACGAATCAACTTCTTCCC 

(reverse). Los tamaños predecidos de los productos son de 496 pares de bases para la 

variante 1 (NM_001164143.3) y 2 (NM_001164142.3), y de 353 pb para la variante 3 

(NM_020543.4). Las reacciones se realizaron en la siguiente secuencia: un paso inicial a 

94ºC por 5 min seguido por 42 ciclos (30 s a 94ºC, 31 s a 57ºC y 30 s a 72ºC), finalmente la 

reacción de extensión se llevó a cabo durante 5 min a 72ºC. Los productos de la PCR se 

visualizaron en gel de agarosa al 2 % con bromuro de etidio y las imágenes se capturaron 

con ayuda del sistema BioDoc-It (UVP). 

 

6.7 Inmunofluorescencia en tejido y cultivos celulares 

Los animales fueron sometidos a una perfusión intracardiaca con PBS (pH = 7.4) y 

paraformaldehído (PFA) al 4 %, se extrajo el cerebro y se fijó con PFA 4 % durante 24 

horas a 4 ºC, enseguida fue colocado en una solución de sacarosa al 30 % durante 48 horas 

a 4 ºC y posteriormente se cubrió con el compuesto OCT (Miles Inc., EIkhart, IN, USA) 

para cortarlo en secciones coronales de 30 μm con ayuda de un microtomo a -25 ºC (Leica, 

Nussloch, Germany). Se obtuvieron rebanadas del núcleo subtalámico, el estriado y la 

sustancia negra reticulada, las cuales se depositaron en una placa de 24 pozos, donde se 

procedió a realizar inmunofluorescencia por flotación. Para realizar la recuperación 

antigénica el tejido se sometió a una temperatura de 95 ºC durante tres minutos en 

presencia de buffer de citratos (citrato de sodio: 10 mM, pH: 6.0). Tras el lavado del tejido 
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con PBS se agregó una solución de albúmina sérica bovina (BSA) al 1% y tritón X-100 al 

0.2 % en PBS durante 2 horas para bloquear y permeabilizar al tejido. La incubación con 

los anticuerpos primarios para SP (1:200), vGLUT2 (1:200), GFAP (1:200), CB1 (1:100), 

CB2 (1:100) y GPR55 (1:150) se realizó durante 24 horas a temperatura ambiente y para 

los anticuerpos secundarios correspondientes acoplados a fluoróforo (Alexa 488, Alexa 594 

y Alexa 647) 2 horas a temperatura ambiente. (Ver tabla 1 para referencias de anticuerpos). 

Para la inmunofluorescencia en cultivos neuronales, las células sembradas en los 

cubreobjetos se fijaron con PFA al 2 % por 10 minutos, se lavaron dos veces con PBS y se 

permeabilizaron con 0.12 % de tritón X-100 (Sigma) por 10 minutos. Se realizaron dos 

lavados más con PBS. Para reducir la unión inespecífica de los anticuerpos primarios, se 

realizó un bloqueo de 10 minutos con BSA al 10% (Sigma) en PBS, posteriormente los 

anticuerpos primarios se diluyeron en BSA al 1 % a la respectiva concentración y se 

incubaron toda la noche a 4 oC. Los cubreobjetos fueron lavados dos veves y se incubó con 

el anticuerpo secundario correspondiente (Alexa Fluor 488 (1:200) o Alexa Fluor 594 

(1:200)) durante dos horas a temperatura ambiente, finalmente se realizaron dos lavados 

con PBS y se procedió a montar la preparación con medio Vectashield/DAPI (Sigma). 

 

6.8 Ensayo de proximidad de ligando (PLA) 

 

En el protocolo de PLA las rebanadas y los portaobjetos tuvieron un tratamiendo similar al  

previamente descrito hasta la incubación con los anticuerpos primarios, posteriormente se 

incubaron con los anticuerpos secundarios acoplados a sondas de ADN complementarias: 

anti-rabbit (-) y anti-goat (+) (DuoLink II) durante 1 hora, se agregó la solución de ligación 

y la ligasa (1:40) durante una hora para promover la hibridación de las sondas, enseguida se 

colocó la solución de amplificación y la polimerasa (1:80) durante 90 minutos para obtener 

un concatémero por replicación en círculo rodante, finalmente se añadieron 

oligonucleótidos acoplados a un fluoroforo y complementarios al producto de la 

amplificación durante 90 minutos; todas las reacciones se efectuaron a una temperatura de 

37ºC. El tejido se monto en medio Vectashield con DAPI (Sigma) y las laminillas fueron 

analizadas en el microscopio confocal Leica SP8. 
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6.9 Lesión del STN y Estriado 

 

Se lesionaron diferentes lotes de roedores de forma unilateral con ácido kaínico (1 μg/0.5 

μL) en el STN o con dos administraciones  de KA (1 μg/1 μL)  con base en los protocolos 

establecidos por Rosales y cols. (1997) y Acosta-García y cols. (2009). Depués de ser 

anesteciados, los animales se colocaron en el aparato estereotáxico, enseguida se realizó un 

trépano y se posicionó una microaguja (0.22 mm x 1.4 mm) en el STN derecho,  de acuerdo 

con las coordenadas del atlas de Paxinos y Watson (1998) AP: -3.8, L: -2.2 con respecto a 

bregma y P: -8.0 con respecto a dura. Las coordenadas para el estriado fueron: AP: 1.9, L:-

2.2, P:-5, y AP: 0.9, L:-3.0, P:- 4.0. Con ayuda de una bomba de infusión se administró 0.5 

μL de ácido kaínico a una velocidad de flujo de 0.1 μL /2 min. Después de la cirugía, los 

sujetos de experimentación recibieron cuidados post-operatorios y se les administró 

penicilina procaínica (5 UI) durante tres días. Quince días después de la lesión los animales 

se sacrificaron y se disecó por separado la SNr del lado intacto y del lado lesionado. 

 

6.10 Obtención de sinaptosomas 

 

Las rebanadas de la SNr fueron homogeneizadas en 3 mL de solución HEPES-sacarosa 

0.32 M a pH 7.4 aplicando 10 golpes a 450 rpm cada uno, posteriormente se centrifugó a 

800g a 4ºC por 10 minutos. Se recuperó el sobrenadante y se centrifugó a 20000g durante 

20 min a 4 ºC. El precipitado obtenido (fracción sinaptosomal cruda) se resuspendió en 1 

mL de solución HEPES-sacarosa 0.32 M y se colocó sobre 5 mL de una solución de 

sacarosa 0.8 M para formar un gradiente de concentración; finalmente se realizó una última 

centrifugación a 20000 g durante 20 minutos. 
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6.11 Western blot  

 

Se cargaron 50 μg de proteína de cada muestra de interes en los geles desnaturalizantes 

preparados al 12% de acrilamida (SDS-PAGE); la electrofóresis se realizó a 100 V durante 

90 minutos y la transferencia se realizó en membranas de  PVDF por 2 horas a 4oC con 

amperaje constante de 250 mA. Enseguida la membrana se bloqueó con una solución de 

leche al 5% libre de grasa en PBS por 2 horas. Posteriormente se incubó con los 

anticuerpos primarios respectivos (Ver tabla 1) por 24 horas y el anticuerpo secundario 

correspondiente acoplado a peroxidasa durante 2 horas. Las bandas de interes fueron 

reveladas en una placa foto-sensible mediante la quimioluminiscencia producida por una 

solución de luminol Pirce ECL Plus®. Se realizó un análisis densitométrico de las bandas 

obtenidas con el programa ImageJ. 

 

6.12 Co-inmunoprecipitación 

 

A partir de los sinaptosomas obtenidos de la SNr, se tomaron 500 μg de proteína y se 

agregó 20 uL de perlas de agarosa A/G (Sigma), esta mezcla se dejo en agitación durante 

12 horas a 4 oC. Enseguida se agregó el anticuerpo para el receptor CB2 a una 

concentración final de 1:200 y se dejo en agitación rotatoria por 2 horas, después de esto se 

separaron las perlas del sobrenadante por centrifugación a 10000 RPM durante 15 

segundos, se realizó el lavado de las perlas con buffer de equilibrio, para posteriormente 

agregar buffer de muestra y desnaturalizar a las proteínas. Las muestras fueron sometidas a 

electroforesis en gel de poliacrilamida y posteriormente la proteína fue transferida a una 

membrana de PVDF para determinar la presencia de la proteína de interes con el uso de 

anticuerpos específicos para cada receptor. 
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6.13 Drogas y Anticuerpos 

Droga Concentración Distribuidor Función 

Clorhidrato de 2-[(3-

clorofenil)amino]-n-(4-

priridinilmetil)-4-

(trifluorometil)-5-

pirimidinacarboxamida, 

GW833972A 

100 nM Sigma-Aldrich Agonista CB2 

1-(2,3-Diclorobenzoil)-5-

metoxi-2-metil-(3-(morfolin-4-

yl)etil)-1H-indol clorhidrato 

(GW405833) 

10-10 - 10-5 M Sigma-Aldrich Agonista CB2 

 3-(1,1-Dimetilbutil)-1-deoxi-

Δ8-tetrahidrocanabinol (JWH-

133) 

10-10 - 10-5 M Sigma-Aldrich Agonista CB2 

N-(1,3-benzodioxol-5-ilmetil) -

1,2-dihidro-7-metoxi-2-oxo-8-

(pentiloxi)-3-

quinolincarboxamida,  JTE-907 

10 nM Sigma-Aldrich 

Agonista 

inverso/Antagonista 

CB2 

6-Iodo-2-metil-1-[2-(4-

morfolinil)etil]-1H-indol-3-

yl](4-metoxifenil)metanona 

AM630 

200 nM Abcam 

Agonista 

inverso/Antagonista 

CB2 

Toxina pertussis 10 g/1 L Sigma-Aldrich 
Inhibidor de 

proteínas Gai/o 

4,5-Dihidroxifluoresceina 

(Galeína) 
10 M Sigma-Aldrich 

Inhibidor del 

complejo Gβ/γ 

Forskolina 10 µM Sigma-Aldrich Activador de la AC 

Diclorhidrato de N-[2-(p-

Bromocinnamilamino)etil]-5-

isoquinolinsulfonamida  H-89 

10 µM Sigma-Aldrich Inhibidor de la PKA 

ω-Conotoxina GVIA 1 µM Alomone labs 

Bloqueador de los 

canales de Ca2+ tipo 

N 

ω-Agatoxina TK 1 µM Alomone labs 

Bloqueador de los 

canales de Ca2+ tipo 

P/Q 

1,4-Dihidro-2,6-dimetil-4-(2-

nitrofenil)-3,5-ácido 

piridincarboxílico dimetil ester 

(Nifedipino) 

10 µM Sigma-Aldrich 

Bloqueador de los 

canales de Ca2+ tipo 

L 
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Ácido kaínico 1 mg/0.5 mL Sigma-Aldrich Neurotoxina 

L--Lisofostatidilinositol (LPI) 100 nM Sigma-Aldrich Agonista de GPR55 

5-metil-4-[(1R,6R)-3-metil-6-

(1-metiletenil)-2-ciclohexeno-1-

yl]-1,3-bencendiol (O-1602) 

100 nM Tocris Agonista de GPR55 

 2-[(1R,6R)-3-Metil-6-(1-

metiletenil)-2-ciclohexeno-1-il]-

5-pentil-1,3-bencenodiol 

(Cannabidiol) 

200 nM Tocris 
Antagonista de 

GPR55 

4-[4,6-Dihidro-4-(3-

hidroxifenil)-3-(4-metilfenil)-6-

oxopirolo[3,4-c]pirazol-5(1H)-

yl]-ácido benzóico 

(CID16020046) 

400 nM Sigma-Aldrich 
Antagonista de 

GPR55 

1-[6-[((17β)-3-Metoxiestra-

1,3,5[10]-trieno-17-

il)amino]hexil]-1H-pirrol-2,5-

diona (U-73122) 

10 M Tocris Inhibidor de la PLC  

Ácido etilendiamintetraacético 

(EDTA) 
5 mM Sigma-Aldrich Quelante de Ca2+ 

 2-

[((3S,3aR,4S,6S,6AR,7S,8S,9bS

)-6- (Acetiloxi)-

2,3,3a,4,5,6,6a,7,8,9b-

decahidro-3,3a-dihidroxi-3,6,9-

trimetil-8-[[(2Z)-2-metil-1-oxo-

2-butenil]oxi]-2-oxo-4-(1-

oxobutoxi)azuleno[4,5-b]furan-

7-il octanato (Tapsigargina) 

2 M Tocris 
Inhibidor de 

SERCA ATPasa 

8-Bromoadenosina-3',5'-

monofosfato cíclico de sodio (8-

Br-AMPc) 
250 M Sigma-Aldrich 

Activador de la 

PKA 

2-Amino-7-(furanil)-7,8-

dihidro-5(6H)-quinazolina 

(NKY80) 
10 M Tocris 

Inhibidor de la AC 

5/6 

Toxina colérica 1 g/mL 
Merck 

Mollipore 

Activador de las 

proteínas Gs/olf 
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  Dilución   

Anticuerpos primarios  
Western 

blot 
Inmunofluorescencia Distribuidor 

Anti-CB2 1:1000 1:100 Alomone lab 

Anti-CB1 1:2000 1:100 Antibodies online 

Anti-GPR55 1:1500 1:100 Bioss 

Anti-vGLUT2 - 1:200 abcam  

Anti-GFAP - 1:200 Santa Cruz 

Anti-SP - 1:200  abcam 

Anti-D4 - 1:100  Santa Cruz 

Anti-actina 1:2500     

        

Anticuerpos 

secundarios 
      

HRP anti-rabbit  1:2000  -   abcam 

HRP anti-goat  1:2500 - Santa Cruz  

HRP anti-mouse    1:2500  - abcam 

        

Alexa 488 anti-rabbit - 1:100 abcam 

Alexa 594 anti-mouse - 1:100 abcam 

Alexa 647 anti-goat - 1:100 abcam 

 
   

    
Kit PLA:     
Duolink® In Situ Red Starter Kit Goat(+)/Rabbit(-)  
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7. RESULTADOS 

7.1 La proteína y el RNA mensajero para el receptor CB2 se expresan en neuronas del 

núcelo subtalámico de rata  

En experimentos realizados durante la Maestría observamos que el receptor CB2 se localiza 

en las terminales subtálamo-nigrales y que el agonista GW833972A [100 nM] disminuye la 

liberación de [3H]-glutamato de forma independiente de la vía AC-AMPc-PKA. La  

presencia de CB2R en neuronas del SNC ha sido controversial (Mechoulam y Parker, 

2013), por tal motivo el primer objetivo en éste trabajo fue identificar si el receptor CB2 se 

expresa en neuronas de proyección del STN, para ello utilizamos un anticuerpo contra el 

receptor CB2 probado en ratones knock-out (Zhang y cols., 2014) y otro contra el 

transportador vesicular de glutamato tipo 2 (vGLUT2) como un marcador del fenotipo 

neuronal glutamatérgico (Hrabovszky y cols., 2006). Tanto en cortes coronales del 

subtálamo (Figs. 1A-B), como en los cultivos neuronales primarios del STN de ratas 

adultas (3-4 semanas) (Fig. 1C) hay co-localización de CB2R (verde) con vGLUT2 (rojo) 

(B4 y C4), lo cual sugiere que CB2R se expresa en neuronas glutamatérgicas. 

Después de determinar la expresión de la proteína evaluamos la presencia del RNA 

mensajero para CB2 por RT-PCR en tejido y cultivos neuronales primarios del STN. La 

probable contaminación de los cultivos neuronales con astrocitos se determinó usando un 

anticuerpo contra GFAP y se encontró una célula en 7 campos ópticos, es decir que existe 

una mínima contaminación (Anexo 2). Para determinar el RNAm para CB2 por RT-PCR se 

empleó un par de primers diseñados con base en una secuencia conservada entre las 

variantes transcripcionales 1 (NM_001164143.3), 2 (NM_001164142.3) y 3 

(NM_020543.4). En las muestras de bazo (usado como control positivo), de STN y en 

cultivos primarios neuronales del STN se observa un amplicon de aproximadamente 496 

pares de bases correspondiente a la predicción para las isoformas 1 y 2; de forma 

interesante la banda de 353 pares de bases correspondiente a la variante transcripcional 3 

sólo de detectó en el bazo (Fig. 2). El producto de la amplificación fue enviado a secuenciar 

al Laboratorio de Biología Molecular del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM y se 

realizó un blast para validar la especificidad de los primers (Anexo 1). 
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Figura 1. Expresión del receptor CB2 en tejido y cultivos neuronales del subtálamo. 

Fotomicrografias representativas obtenidas por inmunofluorescencia de células positivas al receptor 

CB2 en rebanadas del subtálamo de rata (A y B) y neuronas aisladas de éste núcleo (C). En azul se 

observa la tinción de núcleos celulares con DAPI (A1, B1 y C1), el verde representa la marca 

positiva para el receptor a canabinoides tipo 2 (A2, B2 y C2) y en rojo la presencia del 

transportador vesicular de glutamato tipo 2 (rojo, A3, B3 y C3). Existe co-localizacón de CB2 con 

vGLUT (A4-C4). Barra de escala superior: 100 m, media e inferior: 10 m. 

 

Figura 2. El RNA mensajero para 

CB2R se localiza en neuronas del 

subtálamo. El RNA total fue aislado 

del bazo (control positivo), núcleo 

subtalámico y cultivos de STN. La RT-

PCR fue llevada a cabo usando primers 

para el receptor CB2. El tamaño del 

amplicon esperado es de 496 pares de 

bases y corresponde a las isoformas 1 y 

2. En el bazo se expresa la variante 

transcripcional 3 (353 pb). En el último 

carril se muestra el control negativo. 
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7.2 La activación de CB2R disminuye la liberación de [3H]-Glutamato en la SNr de 

rata a través del complejo   y por la inhibición de los canales de calcio tipo P/Q 

 

Los resultados de inmunofluorescencia y RT-PCR sugieren que CB2R se localiza en 

neuronas del subtálamo y sustentan resultados previos acerca de la presencia de CB2R en 

terminales glutamatérgicas que inervan a la SNr, núcleo en el cual previamente evaluamos 

el efecto de la activación de CB2R sobre la liberación de [3H]-Glutamato con el agonista 

GW833972A, para completar estos estudios determinamos el efecto de otros dos agonistas: 

JWH-133 (Huffman y cols., 1999) y GW405833 (Gallant y cols., 1996). En la figura 3 se 

observa que los 3 agonistas disminuyen la liberación de [3H]Glutamato inducido por K+ de 

forma concentración-dependiente, sin embargo, el más eficaz fue el GW833972A (IC50 = 

126 nM, intervalo de confianza (InC): 65-246 nM e inhibición máxima del 66 ±5 %). Los 

efectos de GW405933 y JHW133 fueron menos efectivos, pero significativos (GW405833: 

IC50 = 6 nM, InC: 2-611 nM, inhibición máxima = 31 ± 7%; JWH133 IC50 = 49 nM, InC: 

2-610 nM, inhibición máxima: 24 ± 8%. 

 

 

 

 

Figura 3. La activación del receptor CB2 disminuye la liberación de [3H]-glutamato en 

rebanadas de la SNr de rata. A) Curva dosis-respuesta de la liberación de [3H]-glutamato. En el 

eje de las ordenadas se representa el % de la liberación con respecto al control, en el eje de las 

abscisas se muestra la concentración de los agonistas a CB2R: GW833972A, GW405833 y 

JWH133. B) Valores de IC50, InC e inhibición máxima de los agonistas. El GW833972A  es el 

agonista más eficaz con una IC50=126 nM, InC: 2-611 nM y una inhibición máxima del 66±5%. Los 

datos son graficados como la media ± el error estándar de 3 experimentos con 4 réplicas cada uno.  

Agonista IC50 
Intervalo de 

confianza (InC) 

Inhibición 

máxima 

GW833972A 126 nM 65 – 246 nM 66 ± 5 % 

GW405833 36 nM 2 – 611 nM 31 ± 7 % 

JWH133 49 nM 2 – 610 nM 24 ± 8 % 
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  Posteriormente continuamos con la caracterización de la vía de señalización por la cual 

CB2R disminuye la liberación de [3H]glutamato; 48 horas antes de los experimentos de 

liberación se administró toxina pertussis (PTX, 10 g/L) de forma unilateral en la SNr, la 

cual previene la activación de proteínas Gi (Innis y Aghajanian, 1987); en el lado 

contralateral se inyectó solución salina isotónica como vehículo de la toxina, donde se 

observa que el GW833972A [100 nM] disminuyó 48 % de la liberación de [3H]glutamato 

(GW833972A: 52 ± 2%, t = 47.24, df = 2, p <0.001 con respecto al control, t de Student 

test, n = 3 experimentos, 5 replicas cada uno), éste efecto fue prevenido por la PTX (Fig. 

4A y 4B). Por otra parte, la galeina [10 M], un inhibidor del complejo  (Lin y Smrcka, 

2011) también previno la inhibición en la liberación mediada por el agonista CB2 

(Porcentaje con respecto al control, GW833972A = 63 ± 3% vs. GW833972A+ galeina = 

105 ± 6 %, diferencia significativa (ds) = 41.9, p <0.01, F = 28.29, df = 3, ANOVA de una 

vía y  Tukey post-test, n = 3 experimentos, 5 replicas por experimento) (Fig. 1C). (Fig. 4).   

 

 

 

 

 

 

Figura 4. El complejo  participa en la inhibición de la liberación de [3H]-Glutamato 

inducida por GW833972A. A) Curso temporal de la liberación de [3H]-Glutamato inducida por K+ 

30 mM (flecha negra) en rebanadas de SNr después de 48 horas de la inyección unilateral de PTX 

(10 μg/μL) y contralateral de SSI en la SNr. B) Área bajo la curva de A graficada como porcentaje 

con respecto al control. En ratas tratadas con vehículo el GW833972A [100 nM] disminuye la 

liberación de glutamato 48 % (***p<0.001 con respecto al control, t de Student test, n=3), éste 

efecto se previene por la pre-administración de PTX. C) La galeina [10 M] previene la inhibición 

de la liberación de [3H]-Glutamato por el GW833972A (GW833972A+Galeina: 105±6 %) **p 

<0.01, F=28.29, df=3, ANOVA y Tukey post-test, n=3 experimentos, 5 replicas por cada uno. 
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Se ha reportado que el receptor CB2 inhibe los canales de calcio activados por voltaje en 

cultivos autápticos de neuronas del hipocampo (Atwood y cols., 2012), debido a ello 

evaluamos si el efecto inhibitorio de CB2R sobre la neurotransmisión glutamatérgica en 

nuestro modelo depende de éstos canales, se emplearon bloqueadores específicos para tres 

subtipos. La pre-incubación de las rebanadas de SNr durante 30 minutos con la ω-

conotoxina GVIA 1 M (bloqueador de canales de calcio tipo N, Hirata y cols., 1997) 

generó una modesta pero significativa disminución en la liberación de [3H]-glutamato del 

18.38 ± 3.32 %, este efecto es aditivo a la disminución generada por el GW833972A, el 

cual fue de 47.66 ± 0.92 %, pero en presencia de ambos compuestos la inhibición fue de 

64.16 ± 4.18 % (porcentaje de liberación con respecto al control, GW833972A: 52 ± 2%, 

ω-conotoxina GVIA: 81 ± 6% y GW833972A+ω-conotoxina GVIA: 36 ± 4%; Diferencias 

estadísticas: ω-conotoxina GIVA vs. control, diferencia significativa (ds) = 18.38, p <0.01; 

GW833972A vs. control, ds = 47.6, p <0.001; GW833972A + ω-Con-GVIA vs. control, ds 

= 64.16, p <0.001; GW833972A + ω-Con-GVIA vs. GW83393A, ds = 16.5, p <0.01; F = 

112.6, df = 3, ANOVA y Tukey post-test , n = 3 experimentos, 5 replicas por experimento). 

 

La participación de los canales de calcio tipo P/Q fue evaluada al bloquearlos con la ω-

Agatoxina TK a 1 M (Terramoto y cols., 1995), el pretratamiento con la toxina redujo la 

liberación en un 50.51 ± 4.73% y tuvo efectos oclusivos con el agonista CB2, es decir no se 

observó efecto del agonista GW833972A cuando los canales P/Q se bloquearon (liberación 

de [3H]glutamato con respecto al control, GW833972A: 52 ± 3%; ω-Agatoxina-TK: 49 ± 

5%, y GW833972A+ ω-Agatoxina-TK: 45 ± 5%; diferencias estadísticas: ω-Agatoxina-TK 

vs. control, ds = 50.5, p <0.001; GW833972A vs. control, ds = 48.2, p <0.001; 

GW833972A + ω-Agatoxina-TK vs. control, ds = 55.4, p <0.001; GW833972A + ω-

Agatoxina-TK vs. GW83393A y vs. ω-Agatoxina-TK; sin diferencia significativa (ns); F = 

49.03, df = 3, ANOVA de una vía y Tukey post-test, n = 3 experimentos, 5 réplicas por 

experimento). 
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Finalmente, el bloqueador de canales de calcio tipo L (nifedinipino) a una concentración de 

10 M (Meir y cols., 1999) no modificó la liberación de [3H]-glutamato ni el efecto 

inhibidor inducido por el GW833972A (Liberación de [3H]-glutamato con respecto al 

control, GW833972A: 62 ± 4%, nifedipino: 97 ± 3%, GW833972A + nifedipino: 69 ± 5%; 

diferencias estadísticas: nifedipino vs. control, ds = 2.7, sin significancia (ns); GW833972A 

vs. control, ds = 37.5, p <0.001; GW833972A+nifedipino vs. control, ds = 30.9, p <0.01; 

GW833972A + nifedipino vs. GW83393A, ds = -6.6, ns, ns; F = 31.01, df = 3, ANOVA de 

una vía y Tukey post-test, n = 3 experimentos, 5 replicas por experimento)  (Fig. 5). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. El bloqueo de los canales de Ca2+ tipo P/Q previene la disminución en la liberación 

de [3H-Gutamato] inducida por el GW833972A. Efecto de los bloqueadores de los canales de 

calcio tipo A) N (ω-Conotoxina GVIA) , B) P/Q  (ω-Agatoxina TK) y C) L (Nifedipino) sobre la 

liberación de [3H]-Glutamato en la SNr. La ω-Conotoxina GVIA disminuye la liberación de [3H]-

Glutamato y al agregar GW833972A se presenta un efecto aditivo sobre la liberación, la ω-

Agatoxina TK disminuye la liberación y previene el efecto del GW833972A, el Nifedipino no tiene 

efecto sobre la liberación. Se representa la media aritmética ± ESM de 3 experimentos 

independientes con 4 réplicas en cada uno. ANOVA de una vía y Tukey post-test, **p<0.01 y 

***p<0.001 con respecto al control; ##p<0.01 con respecto a GW833972A; &&&p<0.001 con 

respecto a ω-Conotoxina GVIA. 
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7.3 El receptor CB1 forma heterómeros con el receptor CB2 en el subtálamo y en 

terminales subtálamo-nigrales 

 

En sistemas de transfección heterólogos, en el núcleo accumbens y en el globo pálido de 

rata se ha observado la formación del heterómero CB1-CB2 (Callén y cols., 2012), después 

de haber demostrado la expresión y función del receptor CB2 en las terminales subtálamo-

nigrales nos cuestionamos si podría formar heterómeros con el receptor CB1 en el 

subtalamo y en las proyecciones que envía a la SNr, puesto que existe evidencia de la 

expresión de CB1R en las terminales subtálamo-nigrales (Wallmishrath y Szabo, 1991). 

Para tal objetivo realizamos ensayos de proximidad de ligando (PLA) con ayuda del kit 

DuoLink-II, el cual nos permite determinar la interacción proteínas en sistemas nativos con 

una sensibilidad menor a 40 nm (Debaize y cols., 2017) (Fig. 6A). En rebanadas coronales 

del STN de rata se observó la presencia del heterómero CB1-CB2 representado en un 

patrón de puntos rojos en torno a núcleos celulares marcados con DAPI (azul) (6C y 6D). 

En ausencia de anticuerpos primarios para CB1 y CB2 se encontró un marcaje escaso para 

el heterómero (6B).  

 

 

Figura 6. El heterómero CB1-CB2 se expresa en el núcleo subtalámico de rata. A) 

Representación esquemática del ensayo de proximidad de ligando (PLA) para CB1 y CB2 (Ver 

metodología). Fotomicrografías representativas de PLA en B) ausencia o C) presencia de los 

anticuerpos para CB1 y CB2 en rebanadas coronales del subtálamo. Los puntos rojos (Texas Red) 

indican la presencia del heterómero CB1-CB2. En azul se representan los núcleos celulares teñidos 

con DAPI. Barra de escala 20 m. En D se observa una magnificación de C, obsérvese la expresión 

de los heterómeros entorno a los nucleos marcádos con DAPI (azul). Barra de escala: 10 m. 
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Con el mismo ensayo evaluamos la expresión del heterómero CB1-CB2 en la SNr, uno de 

los núcleos inervados por el subtálamo. Con ayuda del programa Fiji y siguiendo el 

protocolo establecido por Bonaventura y cols. (2014) contamos el número de puntos rojos 

(indicativo del número de heterómeros CB1-CB2) en rebanadas de la SNr 15 días después 

de la lesión unilateral del subtálamo con ácido kaínico (1 g/0.5 L). En el lado intacto se 

encontró un promedio de 281.6 ± 31.4 puntos por campo óptico (7 B), mientras que en el 

lado lesionado hay una disminución significativa a 146.8 ± 24.2 (t=11.42, df=4, p<0.05, t 

de Student test, n= 6-7 campos ópticos) (7C). Aunado a éste resultado, en el ensayo de co-

inmunoprecipitación en sinaptosomas de la SNr observamos que después de 

inmunoprecipitar al receptor CB2 con un anticuerpo específico y realizar un western blot 

para el receptor CB1 obtuvimos una banda de aproximadamente 50 kDa (que corresponde a 

su peso molecular esperado) en los sinaptosomas totales (In), en el inmunoprecipitado (IP) 

y en el sobrenadante (S). En el control negativo (-) se omitió al anticuerpo para CB2 en el 

inmunoprecipitado. 

 

Figura 7. Expresión del heterómero CB1-CB2 en las terminales subtálamo-nigrales. 

Fotomicrografías obtenidas por microscopia confocal después del ensayo de PLA en rebandas de la 

SNr intacta (A) y tras la lesión con ácido kaínico del subtálamo (B) en presencia de los anticuerpos 

primarios para CB1 y CB2. Los puntos rojos (Texas Red) indican la localización del heterómero 

CB1-CB2. En azul se muestran los núcleos marcados con DAPI. Barra de escala: 20 m. C) Conteo 

automático del número de puntos de A y B. Intacto: 281.6 ± 31.4 puntos, lesionado: 146.8 ± 24.2 

(t=11.42, df=4, **p<0.05, t test, n= 6-7 campos ópticos por cada condición). D) Blot para el 

receptor CB1 despues de inmunoprecipitar a CB2r en sinaptosomas de la SNr. Se observa una 

banda de 50 kDa esperada para el  receptor CB1. In: Sinaptosomas totales, IP: Inmunoprecipitado, -

: Control negativo y S: Sobrenadante. 
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7.4 El receptor GPR55 se localiza en la vía directa de los ganglios basales 

 

Por medio de RT-PCR e hibrización in situ se ha determinado la expresión del RNAm y 

recientemente de la proteína para el receptor GPR55 en el núcleo estriado de rata (Ryberg y 

cols., 2007; Celorrio y cols., 2017); el primer abordaje experimental que realizamos fue 

evaluar su expresión por inmunofluorescencia en la vía directa de los ganglios basales, para 

ello utilizamos un anticuerpo específico contra la sustancia P, un péptido utilizado como 

marcador de las neuronas espinosas medianas (MSN) de la vía directa (Gerfen y Bolam, 

2010). En la figura 8 se observa inmunomarcaje para GPR55 (verde, Alexa 488) y su co-

localización con neuronas positivas a sustancia P (rojo, Alexa 594) indicada por flechas,  

esta evidencia experimental sustenta la idea de que GPR55 se localiza en el soma de las 

MSNs de la vía directa. Es importante notar que existen algunos elementos positivos a 

GPR55 que no co-localizan con SP (Fig. 8). 

 

Figura 8. Expresión del receptor GPR55 en el estriado dorso-lateral de la rata. A) Imágenes 

representativas obtenidas por microscopia confocal en presencia de los anticuerpos para GPR55 y 

sustancia P en rebanadas del núcleo estiado de rata. La marca en verde (Alexa 488) muestra la 

expresión de GPR55 en torno a nucleos celulares teñidos con DAPI y su co-expresión con sustancia 

P (rojo, Alexa 594). B) Ampliación de A, las flechas indican neuronas positivas a GPR55 y SP. 

Barra de escala superior: 100 m, inferior: 20 m. 
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El receptor CB1 se sintetiza en el estriado y se envía a las terminales que inervan a la SNr 

(Herkenham, 1991b); aquí evaluamos si GPR55 tambien se expresa en la vía estriato-nigral. 

En la Fig. 9A observamos marcaje positivo para éste receptor en la SNr (verde). Por otra 

parte, al determinar su presencia en sinaptosomas de la SNr observamos una banda de 

aproximadamente 37 kDa correspondiente al peso esperado para GPR55, después de la 

lesión del estriado con ácido kaínico (1g/L) la expresión de GPR55 disminuye con 

respecto al lado intacto. Se obtuvo un cociente de la densidad óptica de GPR55 entre la 

actina y se observa que en el lado lesionado GPR55 disminuye a 49.3 ± 3.2 % con respecto 

al lado intacto (t=15.4, df=2, p<0.05, t de Student test, n=4 por cada condición) (Fig. 9C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. El receptor GPR55 se expresa en las terminales estriato-nigrales. A) Fotomicrografía 

de la SNr de rata donde se observa inmunorreactividad para GPR55 (verde). B) Inmunoblot 

representativo que muestra una banda de aproximadamente 37 kDa correspondiente al peso 

reportado para GPR55, en el primer carril se visualiza al riñon como control positivo; la lesión del 

estriado dorso-lateral con ácido kaínico disminuye la expresión de GPR55 en sinaptosomas de la 

SNr con respecto al lado intacto. C) Promedio de la densidad óptica GPR55/Actina graficada como 

porcentaje con respecto al lado intacto, **p<0.05, t de student test de muestras independientes, n=4 

por condición. D) Liberación de [3H]GABA en rebanadas de la SNr, la lesión con KA previene el 

aumento en la liberación de [3H]GABA inducido por el LPI. Se graficó la media aritmética ± ESM 

de 3 experimentos y 5 replicas en cada uno. ***p <0.001 con respecto al grupo control, ns = sin 

diferencia significativa, t de Student test para muestras independientes. 
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Por otra parte, al cuantificar la liberación de [3H]GABA en las rebandas de SNr donde se 

administró SSI en el estriado, el LPI estimula la liberación de GABA (LPI: 158.2 ± 4.26 %, 

t=13.65 df=6, p <0.001 con respecto al control, t de Student test, n = 4 experimentos, 4 

replicas cada uno), mientras que la administración de KA en el estriado previne el aumento 

en la liberación de GABA inducido por el LPI en la SNr (LPI: 92.1 ± 8.8 %, t=0.8760 df=4, 

sin diferencia significativa, n = 4 experimentos, 4 replicas cada uno). Estos resultados 

sustentan la hipótesis de que GPR55 se localiza en la vía estriato-nigral (Fig. 9D).                                        

 

7.5 La activación de GPR55 aumenta la liberación de [3H]GABA en rebanadas de la SNr 

 

Después de determinar la expresión de GPR55 en las terminales estriato-nigrales 

evaluamos el efecto de su activación sobre la liberación de [3H]-GABA en rebanadas de la 

SNr. Para éste propósito utilizamos dos agonistas: el lisofosfatidilinositol (LPI), propuesto 

como un agonista endógeno (Oka y cols., 2009)  y el agonista sintético O-1602 (Li y cols., 

2013). Ambos compuestos aumentan la liberación de [3H]-GABA inducida por K+ [15 

mM], éste efecto es dependiente de la concentración. La IC50 del LPI es 20 nM (InC: 9 a 35 

nM) con una estimulación máxima de 73 % con respecto al control, mientras que para el O-

1602 la IC50 fue de 90 nM (InC: 16 a 500 nM) y una estimulación máxima de 80 % (Fig. 

10). Puesto que la IC50 del LPI es menor y éste se ha propuesto como el agonista endógeno, 

en los futuros experimentos usamos LPI [100 nM]. 

Para corroborar que el aumento en la liberación de [3H]-GABA por el LPI y O-1602 era 

dependiente de la activación de GPR55 usamos los antagonistas CID16020046 a una 

concentración de 400 nM (Kargl y cols., 2013) y cannabidiol (CBD) 200 nM (Ryberg y 

cols., 2007). La pre-incubación de las rebanadas de la SNr con los antagonistas durante 20 

minutos previene el aumento en la liberación estimulado por LPI [100 nM]. Porcentaje de 

liberación con respecto al control, LPI: 164.5 ± 6.5, CID: 100.4 ± 4.6, CID/LPI: 106.3 ± 

5.9, CBD: 98.87 ± 8.5 y CBD/LPI: 107 ± 4.5. Diferencias estadísticas: LPI vs. control, 

diferencia significativa (ds)=64.5, p<0.001; LPI vs. CID/LPI, ds=58, p<0.001; LPI vs. 

CBD/LPI, ds = 57.4, p <0.001; F = 29.4, df = 5, ANOVA de una vía y Tukey post-test, n = 

3 experimentos, 4 replicas por experimento) (Fig. 11A). 
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El CID y el Cannabindiol también previenen el efecto del agonista síntético O-1602 [100 

nM]. Porcentaje de liberación con respecto al control, O-1602: 159.5 ± 10.3, CID: 100.4 ± 

4.56, CID/O-1602: 93.7 ± 3.3, CBD: 98.87 ± 8.5 y CBD/O-1602: 102.4 ± 7.1. Diferencias 

estadísticas: O-1602 vs. control, ds = 59.5, p<0.001; O-1602 vs. CID/O-1602, ds = 65.7, 

p<0.001; O-1602 vs. CBD/O-1602, ds = 57,  p<0.001; no hubo diferencias significativas de 

los antagonistas con respecto al control; F = 14.3, df = 5, ANOVA de una vía y Tukey post-

test, n = 3 experimentos, 4 replicas por experimento) (Fig. 11 B). 
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Agonista IC50 
Intervalo de 

confianza 

Inhibición 

máxima 

LPI 18 nM 9 – 355 nM 66±5 % 

O-1602 90 nM 16.4 – 494 nM 24±8 % 

Figura 10. El LPI y el O-1602 aumentan la liberación de [3H]-GABA en la SNr. Porcentaje de 

liberación cuantificado como el área bajo la curva. La liberación de [3H]-GABA fue inducida por 

potasio 15 mM en rebanadas de la SNr en presencia de A) LPI u B) O-1602 en un rango de 

concentraciones de 1 a 1000 nM. C) Curvas dosis-respuesta de LPI (IC50 = 20 nM, IC: 9 a 35 nM) y 

O-1602 (IC50 = 90 nM, InC: 16 a 500 nM) para la liberación de GABA. Cada punto representa la 

media aritmética ± ESM para cada concentración señalada, n = 3 experimentos con 4 replicas cada 

uno.  
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Figura 11. Los antagonistas del receptor GPR55 previenen el aumento en la liberación de 

[3H]GABA inducido por el LPI y el O-1602. Área bajo la curva del curso temporal de la 

liberación de [3H]GABA graficada como porcentaje con respecto al control. Los antagonistas del 

receptor GPR55 CID16020046 [400 nM] y cannabidiol (CBD) [200 nM] previenen el aumento en 

la liberación de GABA inducido por A) LPI [100 nM] u B) O-1602 [100 nM] aumenta un 64.2 % ± 

6.5 la liberación de GABA, O-1602 64.6 ± 10.7 efecto que se previene con el antagonista del 

receptor GPR55 CID16020046. Se representa la media aritmética ± ESM, n = 3 experimentos, 4 

réplicas en cada uno. ANOVA de una vía y Tukey post-test, *** p<0.001 con respecto al control, 

&&& p<0.001 con respecto al LPI y ### p<0.001 con respecto a O-1602. 

 

Otro abordaje experimental que realizamos para mostrar que GPR55 modula la 

neurotransmisión GABAérgica a nivel de la presinápsis fue evaluar la liberación de 

[3H]GABA en sinaptosomas de la SNr. El LPI [200 nM] aumenta la liberación de [3H]-

GABA, mientras que el antagonista CID16020046 previene esta facilitación inducida por el 

LPI en sinaptosomas (porcentaje de liberación con respecto al control, LPI: 168.7 ± 9.9, 

CID: 106.3 ± 14.3, CID/LPI: 119.3 ± 12.3, Diferencias estadísticas: LPI vs. control, ds = 

68.7, p<0.01; LPI vs. CID, ds = 62.3, p<0.05; LPI vs. CID/LPI, ds = 49.4, p<0.001; no 

hubo diferencias significativas del CID con respecto al control; F = 8.5, df = 3, ANOVA de 

una vía y Tukey post-hoc, n = 3 experimentos, 4 replicas por experimento) (Fig. 10). Estas 

evidencias sugieren que el efecto del LPI es directamente en las terminales de la SNr. 
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Figura 11. La activación del receptor GPR55 

aumenta la liberación de [3H]-GABA en 

sinaptosomas de la SNr. Área bajo la curva de la 

liberación de GABA en sinaptosomas. El estímulo 

despolarizante se aplicó en la quinta y sexta fracción, 

el LPI [200 nM] aumentó la liberación de [3H]-

GABA, efecto que se prevenido por CID16020046 

[200 nM]. ANOVA de una vía y Tukey post-hoc, 

**p0.01 con respecto al control y # p  0.01 con 

respecto al LPI. 

 

7.6 La estimulación en la liberación de [3H]GABA inducido por el LPI depende de 

Ca2+ extracelular, pero es independiente de reservorios intracelulares de Ca2+ 

En neuronas del ganglio de la raiz dorsal la activación de GPR55 estimula la liberación de 

Ca2+ de compartimentos intracelulares, efecto dependiente de la activación de la fosfolipasa 

C (PLC), y en neuronas de la sustancia gris periacueductal activa a  los canales de calcio 

tipo P/Q (Deliu y col., 2015). Para determinar si en nuestro modelo experimental el efecto 

facilitador sobre la liberación de GABA mediado por el LPI dependía de Ca2+ extracelular 

o de reservorios intracelulares sensibles a IP3, en la solución de perfusión agregamos 

EDTA para quelar el Ca2+ y en otra serie de experimentos bloqueamos a la fosfolipasa C 

(PLC) con U-73122 [10 mM] para prevenir la formación de IP3. En la imagen 13 se obseva 

que el inhibidor de la PLC no previene el el efecto del LPI sobre la liberación de GABA 

(LPI: 158 ± 5.6 , U-73122: 105.5 ± 11.1, U-73122/LPI: 143.8 ± 6.5, Diferencias 

estadísticas: LPI vs. control, ds = 58, p<0.01; U-73122 vs. LPI, ds = 43.8, p<0.05; U-

73122/LPI vs. U-73122, ds = 38.3, p<0.05; no hubo diferencias significativas del U-73122 

con respecto al control; F = 16, df = 3, ANOVA de una vía y Tukey post-test, n = 3 

experimentos, 4 replicas por experimento). En presencia de EDTA no se observa la 

estimulación de la liberación inducida por K+ 15 mM y por el LPI 100 nM; LPI: 166 ± 

13.6, EDTA/LPI: 9 ± 1. Diferencias estadísticas: LPI vs. control, ds = 66, p<0.01; EDTA 

vs. control, ds = 99, p<0.001; EDTA/LPI vs. LPI, ds = 156, p<0.001; F = 100.8, df = 2, 

ANOVA de una vía y Tukey post-test, n = 3 experimentos, 4 replicas por experimento. 
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Figura 13. El aumento en la liberación de [3H-GABA] inducido por el LPI no involucra la 

PLC, pero es dependiente de Ca2+ extracelular. Área bajo la curva de la liberación de [3H]GABA 

graficada como porcentaje con respecto al control en presencia de A) U-73122 o B) EDTA. El 

inhibidor de la PLC U73122 [10 M] no modifica la liberación per se y no previene el aumento en 

la liberación inducido por el LPI; el EDTA previene la liberación estimulada por K+ y por  el LPI 

[100 nM]. N=3 experimentos en cada gráfico, 3 replicas en cada uno, * p<0.05, **p<0.01 y *** 

p<0.001 con respecto al control, & p<0.05 con respecto  a U-73122 y +++ p<0.001 con respecto a 

LPI, ANOVA de una vía y Tukey post-test. 

 

Con base en los resultados anteriores planteamos que la vía PLC-IP3 no modula el efecto 

del LPI, para descartar la participación de Ca2+ proveniente de depósitos intracelulares los 

sinaptosomas de la SNr fueron preincubados con thapsigargina de acuerdo al protocolo 

establecido por Khvotchev y cols., (2000). El CaCl2 fue retirado del medio de perfusión en 

la segunda fracción y la thapsigargina [2 M] se agregó a partir de la cuarta fracción 

colectada y hasta el final del experimento, el LPI se colocó en la sexta fracción y el 

estímulo despolarizante (K+: 3 mM, Ca2+: 2 mM) se aplicó en la fracción 8 y 9 (Fig. 14 A). 

Para el análisis de los datos, se obtuvo el área bajo la curva del curso temporal y se agrupo 

en condiciones normales (K+: 3 mM) y con el estímulo despolarizante (K+: 15 mM). En la 

gráfica 14 B se observa que en condiciones no despolarizantes la tapsigargina aumenta la 

liberación de GABA per se (tapsigargina vs control, ds = 1.4, p<0.05) y en presencia de 

LPI (tapsigargina/LPI vs Control, ds = 1.21; p<0.05), mientras que el LPI no tiene efecto en 

condiciones basales (LPI vs Control, ns), F = 9.36, df = 3, ANOVA de una vía y Tukey 

post-test. 
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Cuando se despolariza con K+ el efecto de la thapsigargina observado en condiciones 

basales se conserva (tapsigargina vs control, ds = 1.36; p<0.05), el LPI aumenta la 

liberación (LPI vs control, ds = 1.3; p<0.05) y en presencia de ambas drogas se observan 

efectos aditivos (tapsigargina/LPI vs. tapsigargina, ds = 1.47, p<0.05;  tapsigargina/LPI vs. 

LPI, ds = 1.5, p<0.05), F = 15.89, ds = 3, ANOVA de una vía y Tukey post-test (Fig 14 C). 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. La facilitación de la liberación de [3H]GABA estimulada por el LPI es 

independiente de reservorios intracelulares de Ca2+ en sinaptosomas de la SNr. A) Curso 

temporal de la liberación de [3H]-GABA en la SNr, en la fracción 2 se retiró el Ca2+ de la solución 

de perfusión, en la fracción 4 se agregó thapsigargina 2 [M] y se mantuvo hasta el final del 

experimento; el estímulo despolarizante se aplicó en las fracciones 8 y 9. B) Área bajo la curva del 

curso temporal en A antes del estímulo despolarizante, la tapsigarnina favorece la liberación y el 

LPI no tiene efecto. C) Liberación durante el estímulo despolarizante, el efecto de la thapsigargina 

en condiciones sin despolarizar se mantiene, el LPI promueve la liberación con respecto al control y 

en presencia de ambos se observa un efecto aditivo sobre la liberación. N = 3 experimentos, 3 

replicas en cada uno. *p<0.05, **p<0.01  y ***p<0.001 con respecto al control; & p<0.05 con 

respecto a LPI y # p<0.05 con respecto a tapsigargina/LPI. ANOVA de una vía y Tukey post-test. 

 

Los resultados sugieren que la liberación de GABA inducida por la activación de GPR55 

con LPI no depende de la PLC y de reservorios intracelulares de Ca2+. Por otra parte, 

nuestro grupo de trabajo ha demostrado que la liberación de [3H]GABA en la vía estriato-

nigral depende de la vía AMPc/PKA (Arias-Montaño y cols., 2007), por este motivo 

decidimos evaluar su participación en el efecto del LPI. 
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7.7 El efecto estimulador de GPR55 sobre la liberación de [3H]GABA depende de la 

proteina cinasa A (PKA) y de la formación de AMPc 

En nuestro modelo el inhibidor de la PKA H-89 [10 M] no tuvo efecto per se, pero 

previne el aumento de la liberación inducido por LPI (LPI vs control, ds = 53.27, p <0.001; 

H-89/LPI vs LPI, ds = 46.76, p <0.01) (Fig. 15 A). Para determinar si la estimulación por el 

LPI depende de AMPc utilizamos un análogo permeable, el 8-Br-AMPc (Jijón-Lorenzo y 

cols., 2018) a una concentración de 250 M, éste compuesto aumenta la liberación GABA 

y tiene efectos oclusivos con el LPI (Porcentaje con respecto al control, LPI: 171.8 ± 3.71, 

8-Br-AMPc: 170.8 ± 15.85, 8-Br-AMPc/LPI: 166.7 ± 8.45. Diferencias estadísticas: LPI vs. 

control, ds = 71.8, p<0.01; 8-Br-AMPc vs. control, ds = 70.7, p<0.01; 8-Br-AMPc/LPI vs. 

control, ds = 66.6, p<0.01; no hubo diferencias significativas entre LPI, 8-Br-AMPc y 8-Br-

AMPc/LPI; F = 13.21, df = 3, ANOVA de una vía y Tukey post-test, n = 3 experimentos, 4 

replicas por experimento) (Fig. 15 B).  

       

       

 

 

 

 

 

Figura 15. El receptor GPR55 promueve la liberación de GABA a traves de la activación de la 

PKA y aumenta la formación de [3H]AMPc en sinaptosomas de la SNr. Liberación de 

[3H]GABA representada como porcentaje con respecto al control, el inhibidor de la PKA no tiene 

efecto sobre la liberación, sin embargo previene el efecto estimulador del LPI en la liberación (A); 

por otra parte el análogo sintético del AMPc (8Br-AMPc), mimetiza el efecto del LPI al estimular la 

liberación y ambos tiene efectos oclusivos (B). C) Formación de [3H]AMPc en sinaptosomas de la 

SNr. La FSK aumenta en un 50 % los niveles de [3H]AMPc, el LPI genera un aumento de 

aproximadamente 25 %, el cual se bloqueó con el antagonista de GPR55 CID16020046 [400 nM], 

n=3 experimentos, 4 replicas en cada uno. ANOVA de una vía y Tukey post-test, * p<0.05, ** 

p<0.01 y *** p<0.001 con respecto al control; & p<0.05, && p<0.01 con respecto a LPI. 
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Los resultados anteriores sugerian que la vía AC-AMPc-PKA participa en la vía de 

señalización de GPR55, el siguiente paso fue determinar si la activación de éste receptor 

estimulaba la formación de [3H]AMPc en sinaptosomas de la SNr, en la figura 15 C se 

observa que la forskolina [10 M] (utilizada como control positivo) aumenta la formación 

de [3H]AMPc (150 ± 4 %), el LPI [1 M] tambien estimula la formación de AMPc de 

forma modesta pero significativa con respecto al control (127 ± 2.7 %), efecto que se 

previene con el antagonista del receptor GPR55 CID16020046 [1 M] (100 ± 7.1 %). 

 

7.8 Participación de las proteínas Gs/olf y de las isoformas 5 y 6 de la adenilato ciclasa 

en la estimulación de la liberación de [3H]GABA inducida por el LPI 

 

Hasta el momento hemos observado que la liberación de [3H]GABA inducida por el LPI 

depende de la formación de AMPc y de la activación de la PKA. La mayor parte de la 

liberación de [3H]GABA por la activación del receptor D1 en las terminales estriato-

nigrales dependen de la activación de la AC 5/6 y de la proteína Golf (Avalos-Fuentes y 

cols., 2013), por esta razon evaluamos la participación de estas isoformas y de la subunidad 

 de las proteínas Gs/olf. El NKY80 [10 M], un inhibidor de la AC 5/6 (Brand y cols., 

2013) disminuyó la liberación per se (Control: 100 % vs NKY80: 81.75 ± 4 %, p<0.05); el 

LPI aumenta la liberación en auscencia (LPI: 144.8 ± 6.8 & vs control: 100 %) o prescencia 

de NKY80 (NKY80/LPI: 119.1 ± 3.01 % vs NKY80: 81.8 ± 4 %, p<0.001), es decir que el 

NKY80 no previene el efecto del LPI, F = 38.3, df = 3, AVOVA de una vía y Tukey post-

test, n = 4 experimentos, 4 replicas en cada uno (Fig. 16 A). En otros grupos 

experimentales se agregó toxina colérica (ChTx) la cual activa a las proteinas Golf/s, Jones 

y cols., 1990) 3 horas antes de los experimentos de liberación de acuerdo al protocolo de 

Ari y cols. (1989), la toxina colérica no evita la estimulación en la liberación de GABA por 

el LPI (LPI: 149.4 ± 10.5 vs Control: 100 %, p<0.05; ChTX/LPI: 140.5 ± 7.5 vs Control: 

100 %, p<0.05; ChTX/LPI: 140.5 ± 7.5 vs Control: 97.65 ± 9.5 %, p<0.05, F = 11.27, df = 

3, ANOVA de una vía y Tukey post-test), n = 3 experimentos, 4 replicas en cada uno (Fig. 

16 B). La viabilidad de la toxina colérica fue corroborada en experimentos donde se evalua 

el curso temporal de la liberación de [3H]GABA en prescencia de la toxina (Anexo 3). 
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Figura 16. La AC 5/6 y las subunidadades Gs/olf no modulan el efecto del LPI sobre la 

liberación de [3H]GABA. A) Porcentaje de liberación con respecto al grupo control en prescencia 

de LPI 100 nM, NKY80 10 M o ambos compuestos, observése que el NKY80 disminuye la 

liberación con respecto al control pero no previene el efecto del LPI (KNY/LPI vs NKY). B) El LPI 

aumenta la liberación de GABA en prescencia (LPI vs control) o auscencia de la toxina colérica 

(ChTx/LPI vs ChTx). *p<0.05 y ***p<0.001 con respecto al control, &&& p<0.001 con respecto a 

NKY y & p<0.05 con respecto a ChTx, ANOVA de una vía y Tukey post-test, n = 4 experimentos, 

4 réplicas en cada uno. 

 

En conjunto, estos resultados sustentan la hipótesis de que el receptor se expresa en las 

terminales estriato-nigrales y que su activación aumenta la liberación de [3H]GABA, efecto 

dependiente de Ca2+ extracelular, de la formación de AMPc e independiente de la AC 5/6 y 

de la PKA. En la discución se comentará acerca de las probables vías de señalización 

implicadas en tal efecto. Retomando los objetivos planteados el siguiente paso fue evaluar 

la probable formación de heterómeros CB1-GPR55 en neuronas espinosas medianas del 

núcleo estriado y en su aferencias a la sustancia negra reticulada. 
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7.9 El receptor CB1 forma heterómeros con GPR55 en la vía directa de los ganglios 

basales 

 

Después de determinar la expresión y función del receptor GPR55 en la vía estriato-nigral, 

evaluamos la presencia del heterómero CB1-GPR55 en el núcleo estriado de rata con el 

ensayo de proximidad de ligando, el cual permite identificar heterómeros en sistemas 

nativos (Debaize y cols., 2017). En la figura 17 se muestra la presencia del dímero como 

puntos rojos en torno al núcleo y alejados de éste, al cuantificar el número de puntos de 6 

campos ópticos obtuvimos un promedio de 140 puntos en el estriado intacto, mientras que 

tras la lesión del estriado con ácido kaínico (1g/L) el número de heterómeros disminuye 

de forma significativa (Control 139 ± 8.6 vs Lesionado: 85.6 ± 11.1, p<0.001). En los 

controles negativos se observó un marcaje inespecífico de 12.67 ± 4.1 para CB1-D4 y de 

5.1 ± 1 para el control negativo técnico (en auscencia de anticuerpos primarios), sin 

embargo es considerablemente menor que el control (Control: 139 ± 8.6 vs CB1-D4: 12.67 

± 4.1, p<0.001; Control: 139 ± 8.6 vs Negativo: 5.1 ± 1, p<0.001). F = 65.5, df =3, 

ANOVA de una vía y Tukey post-test, n = 6 – 7 por cada grupo experimental. 

 

Posteriormente, determinamos si el heterodímero CB1-GPR55 se expresa en las MSN de la 

vía directa combinando el ensayo de PLA con la técnica de inmunofluorescencia en 

presencia de un anticuerpo específico para la sustancia P (como marcador las MSN de la 

vía directa, Gerfen y Bolam, 2010). En la figura 18 se indica con cabezas de flecha a  

células positivas a sustancia P (marcaje en verde) que co-localizan con el heterómero 

(denotado por puntos rojos), tambien se encontró marcaje positivo para el dímero en torno a  

cuerpos celulares que no fueron positivos a sustancia P y en regiones fuera del soma, 

probablemente el heterómero tambien se localice en otros tipos celulares, axones y 

dendritas. 
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7.10 El receptor CB1 forma heterómeros con GPR55 en la vía directa de los ganglios 

basales 

 

Después de determinar la expresión y función del receptor GPR55 en la vía estriato-nigral, 

evaluamos la presencia del heterómero CB1-GPR55 en el núcleo estriado de rata con el 

ensayo de proximidad de ligando, el cual permite identificar heterómeros en sistemas 

nativos (Debaize y cols., 2017). En la figura 19 se muestra la presencia del dímero como 

puntos rojos en torno al núcleo y alejados de éste, al cuantificar el número de puntos de 6 

campos ópticos obtuvimos un promedio de 140 puntos en el estriado intacto, mientras que 

tras la lesión del estriado con ácido kaínico (1g/L) el número de heterómeros disminuye 

de forma significativa (Control 139 ± 8.6 vs Lesionado: 85.6 ± 11.1, p<0.001). En los 

controles negativos se observó un marcaje inespecífico de 12.67 ± 4.1 para CB1-D4 y de 

5.1 ± 1 para el Negativo, sin embargo, es considerablemente menor que el control (Control: 

139 ± 8.6 vs CB1-D4: 12.67 ± 4.1, p<0.001; Control: 139 ± 8.6 vs Negativo: 5.1 ± 1, 

p<0.001). F = 65.5, df =3, ANOVA de una vía y Tukey post-test, n = 6 – 7 por cada grupo 

experimental. 

 

Posteriormente, determinamos si el heterodímero CB1-GPR55 se expresa en las MSN de la 

vía directa combinando el ensayo de PLA con la técnica de inmunofluorescencia en 

presencia de un anticuerpo específico para la sustancia P (como marcador las MSN de la 

vía directa, Gerfen y Bolam, 2010). En la figura 17 se indica con cabezas de flecha a  

células positivas a sustancia P (marcaje en verde) que co-localizan con el heterómero 

(denotado por puntos rojos), tambien se encontró marcaje positivo para el dímero en 

cuerpos celulares que no fueron positivos a sustancia P y en regiones fuera del soma, 

probablemente el heterómero tambien se localice en otros tipos celulares, axones y 

dendritas. 
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Figura 17. El receptor GPR55 forma heterodímeros con el receptor CB1 en el 

estriado dorsolateral. A) Ensayo de proximidad de ligando en rebandas del estriado 

dorso-lateral de rata, los anticuerpos primarios fueron goat anti-CB1 acoplado a la 

sonda positiva y rabbit anti-GPR55 acoplado a la sonda negativa. Se observa la 

presencia del heterómero denotada como puntos rojos en el lado intacto y en el lado 

lesionado con ácido kaínico. En presencia de los anticuerpos CB1 y D4 (control 

negativo técnico) ó en ausencia de anticuerpos primarios (negativo) la marca es escasa. 

B) Promedio del número de puntos por campo óptico cuantificados con el programa fiji 

(n = 5-6, por condición), la lesión disminuye el número de puntos con respecto al lado 

intacto. *** p<0.001 con respecto al control, ANOVA de una vía y Tukey post-test. 

Objetivo 63X, barra de escala superior: 20 m, inferior 10 m. 
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Figura 18. El heterómero CB1-GPR55 se expresa en neuronas positivas a sutabcia P. Ensayo de proximidad de ligando acoplado a inmunofluorescencia 

convencional. Fotomicrografías del estriado dorso-lateral donde se observa marca positiva usando un aticuerpo selectivo para la sustancia P (verde), en rojo se 

observa la formación del heterodímero CB1-GPR55 por PLA, en el último panel se observa la co-localización del heterodímero con células positivas a sustancia 

P, como marcador de las neuronas espinosas medianas de la vía directa. Objetivo 63X, barra de escala superior: 20 m, inferior 10 m.

SP PLA CB1-GPR55 DAPI MERGE 
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Continuando con la teoría de que el heterodímero CB1-GPR55 se expresa en terminales 

estriato-nigrales, la lesión del estriado dorso-lateral disminuyó significativamente el 

número el número de heterómeros en la sustancia negra reticulada  (Intacto: 146 ± 15 vs 

Lesionado: 103.5 ± 7.24, *p <0.05, t = 4.7, df = 3, t de Student test, n = 5 campos ópticos 

por cada condición experimental) (Fig. 19). Otra maniobra experimental que usamos para 

evaluar el heterómero en terminales fue aislar sinaptosomas de la SNr y realizar un ensayo 

de co-inmunoprecipitación para los receptores CB1 y GPR55. Al inmunoprecipitar a la 

muestra con un anticuerpo para GPR55 y realizar un blot para CB1 obtuvimos una banda 

de aproximadamente 52 kDa correspondiente al peso reportado para este receptor. En la 

maniobra contraria obtuvimos una banda de 37 kDa, correspondiente al peso esperado para 

GPR55 (Fig. 20). Con base en estas evidencias podemos sugerir que el heterodímero CB1-

GPR55 se expresa en la vía estriato-nigral. 

                    

Figura 19. El número de heterodímeros CB1-GPR55 disminuye en la SNr tras la lesión del 

estriado. A) Ensayo de proximidad de ligando en rebanadas de la SNr 15 días después de la lesión 

del estriado con ácido kaínico, los puntos rojos indican la presencia del heterodímero en el lado 

intacto y lesionado, respectivamente. Objetivo 63X, barra de escala superior: 20 m, inferior 10 

m. B) Promedio del número de puntos por campo óptico de seis muestras.* p<0.05, t de student 

test. 
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Figura 20. Los receptores GPR55 y CB1 co-inmunoprecipitan en sinaptosomas de la sNr. 

Ensayo de co-inmunoprecipitación en sinaptosomas aislados de la SNr de rata. A) Se 

inmunoprecipito usando un anticerpo contra GPR55, en el inunoblot se observa una banda de 

aproximadamente 50 kDa correspondiente al receptor CB1, mientras que al inmunoprecipitar al 

receptor CB1 (B) obtenemos una banda alrededor de los 37 kDa en el blot, la cual corresponde al 

receptor GPR55, en ambos casos no hay inmunorreactividad en auscencia de IgG como control 

negativo. Notese cierta expresión de las proteínas de interes la fracción del sobrenadante en ambos 

casos. 

 

7.11 El agonista del receptor CB1 (ACEA) potencía el aumento en la liberación de 

[3H]GABA estimulado por del LPI en la SNr 

 

El siguiente paso fue determinar la función del heterodímero CB1-GPR55 sobre la 

regulación de la neurotransmisión GABAérgica en la SNr, para tal objetivo las rebanadas 

de SNr fueron perfundidas con el agonista CB1 (ACEA, 100 nM) durante 30 minutos antes 

de la exposición al LPI [100 nM] (grupo ACEA/LPI). En la figura 21 A se observa que el 

ACEA disminuye de forma modesta pero significativa la liberación de [3H]GABA (control: 

100 % vs ACEA: 80.55 ± 7.7 %, p<0.05), el LPI aumenta la liberación (cºontrol: 100 % vs 

LPI: 142 ± 2.2, p<0.001), sin embargo, la prevía activación del receptor CB1 con ACEA 

potenció la liberación inducida con LPI (ACEA/LPI: 161 ± 6.5 vs LPI: 142 ± 2.2, p<0.05). 

Para evaluar la probable participación del receptor CB1 per se en la co-activación de los 
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receptores CB1 y GPR55 las rebanadas fueron pre-incubadas durante tres horas con PTX (2 

g/mL) de acuerdo al protocolo establecido por Lev-Ari y cols. (1989). La toxina no 

modificó la liberación con respecto al control (Control: 100 % vs PTX: 98.5 ± 2.7 %, ns) 

pero si previno el efecto inhibitorio del ACEA (Control: 100 % vs PTX/ACEA: 101 ± 8.5, 

ns). El efecto del LPI en prescencia o auscencia de PTX fue similar (144 ± 3.3 % y  142 ± 

2.2 %, respectivamente). Finalmente, el efecto potenciador de la co-activación de los 

receptores CB1 y GPR55 con ACEA y LPI permanece, sin embargo, existe una tendencia a 

aumentar en presencia de PTX (ACEA/LPI:161 ± 6.5 y PTX/ACEA/LPI: 176 ± 6.2) (fig. 

21 B). 

 

    

Figura 21. Efecto de la co-activación de los receptores CB1 y GPR55 sobre la liberación de 

[3H]GABA. Liberación de GABA en rebanadas de la SNr de rata en auscencia de PTX (A) y 

despues de la pre-incubación por 3 horas con PTX (2g/L) (B). Se representa la media aritmetica 

± el error estandar de la media. En auscencia de PTX el ACEA [100 nM] disminuye la liberación de 

GABA, mientras que el LPI [100 nM] la estimula, con ambas drogas se observa una potenciación 

sobre la liberación (ACEA/LPI). Por otra parte, la PTX previene la inhibición inducida por el 

ACEA sin afectar el efecto del LPI,  la potenciación en la liberación por el ACEA y LPI tiende a 

aumentar cuando se pre-incuba con PTX. *p<0.05 y ***p<0.001 con respecto al control; + p<0.05 

y +++ p<0.001 con respecto al grupo LPI. ANOVA de una vía y Newman-Keuls post-test,  n = 3 

experimentos, 4 replicas en cada uno. 
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7.12 La activación del receptor CB1 estimula la formación del heterómero CB1-

GPR55 en cultivos neuronales primarios del estriado 

 

En sistemas de transfección heterólogos se ha observado que la activación de un GPCR 

puede estimular la formación heterodímeros (Imperatore y cols., 2017). Después de 

observar el efecto funcional de la co-activación de CB1 y GPR55, evaluamos si la 

activación de los receptores promueve la formación del heterómero CB1-GPR55 por PLA 

en cultivos neuronales primarios del estriado dorso-lateral de rata. 72 horas después de 

sembrar a las células, se agregó al medio ACEA (100 nM) o LPI (100 nM) ó el vehículo de 

ambas drogas (DMSO 0.1 %) durante 30 minutos. Se determinó el cociente del número de 

puntos por núcleo celular, la exposición a ACEA incrementó la formación del heterómero 

CB1-GPR55 con respecto al vehículo, (Vehículo: 36.33 ± 6 vs ACEA: 70.6 ± 8.5, p<0.05), 

por otra parte, el LPI [100 nM] no mofidicó la formación del heterómero (Vehículo: 36.33 

± 6 vs LPI: 44 ± 12.5, ns). Finalmente en el control negativo se detectó una marca basal de  

5.2 ± 2 puntos/núcleo, valor que con respecto a los otros grupos experimentales es 

significativamente menor (Negativo vs Vehículo, ACEA y LPI,  p<0.05, p<0.001 y p<0.01, 

respectivamente; F = 12.65, df =3, ANOVA de una vía y Tukey post-test, n = 5-6 células 

por cada condición) (Fig. 22). 

En resumen, nuestros datos sugieren que el receptor GPR55 forma heterómeros con el 

receptor a canabinoides tipo 1 y que la activación del receptor CB1 con ACEA potencía el 

aumento de la liberación mediada por el agonista GPR55 (LPI) en rebanadas de la SNr de 

rata; por otra parte, el ACEA promueve la formación del heterómero CB1-GPR55 en 

cultivos neuronales primarios del estriado. Se necesitan estudios adicionales para esclarecer 

la vía de señalización implicada en este efecto. 
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B) Figura 22. El agonista del receptor CB1 (ACEA) promueve la formación 

del heterómero CB1-GPR55 en neuronas del estriado. A) Ensayo de 

proximidad de ligando en cultivos neuronales primarios del estriado después de 

la exposicion durante 30 minutos a DMSO al 0.1 %. B) Promedio del número 

de puntos por célula bajo las condiciones descritas en (A) El ACEA aumenta la 

formación de heterómeros y el LPI no tiene efecto con respecto al control. Se 

observa una marca basal en el control negativo, pero significativamente menor 

que los demás grupos experimentales. *p<0.05 con respecto al control, 

&p<0.05, &&p<0.01 y &&&p<0.001 con respecto al control Negativo. 

ANOVA de una vía y Tukey post-test, n = 5-6 células por cada condición 

experimental. 
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8. DISCUSIÓN 

 

8.1 El receptor CB2 se expresa en neuronas del STN y en terminales subtálamo-nigrales 

Durante poco más de una década el receptor a canabinoides tipo 2 fue considerado como el 

receptor a canabinoides periférico, sin embargo, actualmente existe evidencia experimental 

que apoya la presencia de su RNAm en núcleos del SNC como el globo pálido, el 

hipocampo y el núcleo estriado (Lanciego y cols., 2011; Kim y Li, 2014; Zhang y cols., 

2015). Nosotros diseñamos un par de primers para detectar a las variantes transcripcionales 

1, 2 y 3, en los resultados observamos que existe una mayor expresión del receptor CB2 en 

bazo con respecto a neuronas del núcleo subtalámico, aunado a esto, se encontró que la 

variante transcripcional 3 sólo se expresa en el bazo, resultado justificado por la expresión 

diferencial de las isoformas dependiente del núcleo (Zhang y cols., 2015). Para validar los 

primers, el producto de amplificación fue secuenciado y se realizó un BLASTn en la 

plataforma de NCBI, los resultados muestran que los primers son específicos para las tres 

isoformas del receptor CB2 previamente mencionadas (Anexo 1).  

La especificidad de los anticuerpos para éste receptor ha sido cuestionada (Baeck y cols., 

2013), en este estudio utilizamos el anticuerpo sintetizado por Laboratorios Alomone por 

que ha sido probado en ratones knock-out a CB2, en estos sujetos experimentales no se 

observa auscencia total de inmunorreactividad, pero hay una disminución significativa en 

los ensayos de Western-blot e inmunofluorescencia en el estriado y neuronas 

dopaminérgicas del VTA (Zhang y cols., 2014; Zhang y cols., 2017). Al evaluar la 

expresión de la proteína para CB2 observamos su expresión en el soma de neuronas 

glutamatérgicas del STN por su co-localización con vGLUT2 (Hrabovszky y cols., 2006), 

presumiblemente a nivel de la membrana plasmática y citoplasma, aunque no descartamos 

su expresión funcional en el retículo endoplásmico como sucede en neuronas piramidales 

de la corteza (den Boon y cols., 2012); por totra parte, se sabe que CB2 se expresa en la 

microglía, astrocitos y oligodentrocitos (Fernández-Ruiz y cols., 2007), en éste estudio no 

se evaluó el porcentaje de neuronas positivas a CB2, pero la expresión en astrocitos es 

mínima, pues no se encontro co-localización con la proteína acídica fibrilar de la glia 

(GFAP) en tejido y en los cultivos neuronales (Anexo 2). 
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La localización de CB2 en las terminales subtálamo-nigrales se sustenta en la disminución 

del 50 % de su expresión en sinaptosomas de la SNr después de la lesión del STN con 

ácido kaínico, aunado a una perdida del efecto del agonista CB2 (Sánchez-Zavaleta, 2013, 

Tesis de Maestría). La expresión remanente en sinaptosomas sugiere que CB2R podría 

localizarce en otras terminales, como las aferetes GABAérgicas del núcleo estriado o globo 

pálido o colaterales GABAérgicas locales, nucleos donde se ha detectado la expresión del 

RNAm y/o proteína para CB2 (Lanciego y cols., 2011; Zhang y cols., 2015; Brusco y cols., 

2008), al respecto en nuestro grupo hemos hemos observado que los agonistas de CB2 

modulan la liberación de GABA en la SNr (datos no publicados). En conjunto, estos 

resultados aportan evidencias de la expresión del receptor CB2 en el soma de neuronas del 

núcleo subtalámico y su expresión funcional en las terminales que inervan a la SNr.  

 

8.2 El receptor CB2 modula la neurotransmisión glutamatérgica en las terminales 

subtálamo-nigrales 

 

En experimentos anteriores determinamos que el GW833972A disminuye la liberación de 

[3H]Glutamato en la SNr debido a la activación del receptor CB2 presente en las terminales 

subtálamo-nigrales (Sánchez-Zavaleta, 2013, Tesis de Maestría). Al evaluar el efecto de los 

agonistas al receptor CB2: GW833972A, GW404833 y JWH133 observamos que los 3 

compuestos disminuyen la liberación de [3H]glutamato de forma concentración-

dependiente. Al respecto, la constante de inhibición (Ki) de los tres se encuentra en un 

rango de 3 a 8 nM (Huffman y cols., 1996; Belvisi y cols. 2008; Gallant y cols., 1998), sin 

embargo, observamos que el más eficaz fue el GW833972A con una inhibición máxima del 

66 %, éste efecto diferencial puede ser explicado por la selectividad funcional del receptor 

CB2, lo cual da origen a la activación de diferentes vías de señalización dependientes del 

agonista (Atwood y cols., 2012b); otra alternativa es una expresión direrencial de las 

isoformas del receptor CB2 dependiente del tipo célular y de la especie (Liu et al., 2009; 

Zhang et al., 2014), lo que podría generar una afinidad diferencial de los agonistas a cada 

isoforma. La IC50 del GW833972A es similar a la reportada por Dhopeshwarkar y Mackie 

(2016) para los ensayos de reclutamiento de B-arrestina e inhibición en la formación de 

AMPc.  
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8.3 El efecto inhibidor sobre la liberación de [3H]Glutamato por la activación de 

CB2R es dependiente del complejo Gi y de los canales de calcio tipo P/Q 

La mayoría de funciones celulares y las vías de señalización que regula el receptor CB2 se 

deben al acople que tiene con proteínas Gi/o (Pertwee y cols., 2010), en la Fig. 4 

observamos que la ihibición de la liberación inducida por el GW833972A es sensible a la 

toxina de Bordetella pertussis (la cual cataliza la ADP-ribosilación de las subunidades  de 

proteínas Gi/o e impide su acople a GPCRs (Gierschik, 1992)), esta evidencia sustenta  que 

a nivel de la presinapsis CB2R también se acopla a una proteína Gi/o; tres de los 

principales efectores de este complejo heterotrimérico que regulan la liberación de 

neurotransmisores son la enzima AC, los canales de calcio tipo N y P/Q activados por 

voltaje, y los canales de potasio tipo GIRK (Di Marzo y cols., 20004). En nuestros 

resultados observamos que el complejo  aparentemente modula de forma negativa a los 

canales de calcio dependientes de voltaje tipo P/Q, puesto que el inhibidor del complejo  

(galeína, Mizuno et al., 2013) y la Agatoxina TK (inhibidor de los canales tipo P/Q) 

previenen el efecto del GW833972A sobre la liberación de [3H]glutamato. 

Estudios iniciales habían demostrado que la modulación de los canales de calcio por el 

receptor CB2 en sistemas de transfección heterólogos era escasa (Felder, 2005), por 

ejemplo, en neuronas del ganglio de la raíz dorsal el JWH-133 (agonista CB2) disminuye el 

calcio intracelular, aunque se desconoce el mecanismo de acción (Sagar y cols., 2005). En 

estudios recientes realizados con cultivos de neuronas piramidales de hipocampo, el 2-AG 

disminuye la frecuencia de las corrientes exitadoras postsinápticas (EPSC), este efecto es 

mediado por la activación del receptor CB2 a nivel presináptico y depende de calcio 

extracelular (Atwood y cols., 2012a). Por otra parte, el receptor CB2 modula los canales de 

calcio tipo T en células ganglionares de la retina a traves de la proteina cinasa II 

dependiente de calcio/calmodulina (CaMKII) (Quian y cols., 2017), en nuestras 

condiciones experimentales es poco probable que éste efector intermediario participe, 

puesto que CAMKII regula de forma positiva a los canales de calcio tipo P/Q (Jiang y cols., 

2008), lo cual conllevaria a un aumento en la liberación de [3H]glutamato, efecto que no se 

observa. En resumen, estos resultados aportan la primeria evidencia de la regulación de los 

canales de calcio dependientes de voltaje tipo P/Q por el receptor CB2. 
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El receptor CB2 decrementa la actividad de la enzima adenilato-ciclasa (AC) y en 

consecuencia reduce la producción de AMPc y la actividad de la PKA,                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

efecto mediado por la subunidad Gi (Bayewitch y cols. 1995; Bouaboula y cols., 1996). 

En resultados anteriores la participación de esta subunidad fue descartada debido a la 

ausencia de efectos del H-89 (bloqueador de la PKA) y a que el GW833972A no modula la 

liberación de [3H]glutamato estimulada por Forskolina (Sánchez-Zavaleta, 2013, Tesis de 

Maestría). Por otra parte, al evaluar la probable activación directa de la fosfolipasa C por el 

complejo  de la proteína Gi/o (Betke y cols., 2012), el inhibidor de esta fosfolipasa no 

modifica el efecto del GW833972A, lo que descarta la participación de esta enzima en la 

vía de señalización que desencadena la activación del receptor CB2. 

La regulación de la liberación de glutamato en esta vía por parte del receptor CB2 podría 

tener una implicación funcional en el control del movimiento regulado por los ganglios 

basales, el incremento en la actividad de las neuronas de la SNr esta asociado a hipocinecia, 

mientras que un aumento en la frecuencia de disparo promueve la hipercinecia (De Long, 

1990), la cantidad de GABA y glutamato en la SNr determinan la frecuencia de disparo de 

estas neuronas y en consecuencia el movimiento (Robertson, 1993). La disminución de 

glutamato en la SNr disminuiría la actividad de las neuronas de la SNr y promovería una 

asimetría motora, esto se reflejada en una umento de giros contralaterales despues de la 

activación local de CB2R en la SNr giros contralalterales (Sanchez-Zavaleta y cols., 2018). 

En la enfermedad de Parkinson se ha observado un aumento en la actividad neuronal del 

subtálamo y la SNr, debido a ello la inhición en la liberación de glutamato que promueve la 

activación del receptor CB2 lo postula como un blanco atractivo para el tratamiento de la 

enfermedad de Parkinson, aunado a los efectos directos sobre la neurotransmisión, es 

importante señalar que en modelos de Parkinson experimental y en pacientes post-morten 

se ha observado un aumento en el número de receptores CB2 en migroglía de la sustancia 

nigra compacta (Gomez-Galvez y cols., 2016; Navarrete, 2017), y la activación de éste 

receptor tiene efectos neuroprotectores (Javed y cols., 2016). 
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8.4 El receptor CB2 forma heterómeros con el receptor CB1 en la vía estriato-nigral.  

 

En SNC, el receptor CB1 esta localizado principalmente en la presinápsis (Di-Marzo, 

2004), mientras que el receptor CB2 se localiza mayoritariamente en la postsinápsis a nivel 

del soma o en membranas intracelulares (Brusco y cols., 2008; den Boon y cols., 2012), por 

otra parte, se ha observado que forma heterómeros tanto en la presinapsis como en post-

sinapsis del globo palido externo e interno, y en terminales pálido-nigrales (Sierra y cols., 

2015). A traves del ensayo de proximidad de ligando observamos el heterómero CB1-CB2 

en el núcleo subtalámico (Fig. 6), en este estudio no determinamos el tipo celular donde se 

expresa éste heterómero, sin embargo, después de la lesión del STN con ácido kaínico 

observamos una disminución de aproximadamente 50 % del número de heterómeros en la 

SNr y una disminución en la co-inmunoprecipitación del receptor CB1 y CB2 en 

sinaptosomas, resultados que sustentan la expresión del heterómero CB1-CB2 en neuronas 

de proyección de la vía subtálamo nigral. La expresión residual del 50 % puede provenir 

del estriado o globo pálido externo, donde se ha observado la formación del heterómero 

(Callén y cols., 2012; Sierra y cols., 2015). 

Los estudios acerca del efecto funcional de éste heterómero son escasos, en la línea celular 

de neuroblastoma SH-SY5Y que expresa éste heterómero existe una regulación negativa 

mutua entre ambos receptores sobre la fosforilación de AKT y la diferenciación celular 

(Callén y cols., 2012), por otra parte, en un modelo de Parkinson inducido por MPTP en 

Macaca fascicularis el número de heterómeros CB1-CB2 disminuye en las neuronas palido 

talámicas (Sierra y cols., 2015), mientras que en cultivos primarios de miroglia obtenidos 

de estriado e hipocampo y en prescencia de LPS y amiloide-1-42, respectivamente, el 

número de heterómeros aumenta (Navarro y cols., 2018). En general, se nececitan más 

éstudios para evaluar el efecto funcional de éste heterómero en condiciones fisiológicas 

normales y patológicas, además de determinar su expresión funcional en la presinápsis. 
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8.5 Expresión de GPR55 en la via directa de los ganglios basales 

 

El receptor GPR55 ha sido propuesto como un candidato para pertecer a la familia de 

receptores a canabinoides y su RNAm ha sido identificado en varios núcleos del SNC 

(Sawzdargo y cols., 1999; Ryberg y cols., 2007), Celorrio y cols. (2017) detectaron la 

expresión del RNAm y de la proteína para GPR55 en neuronas del estriado de rata, nuestros 

resultados indican que éste receptor se expresa partícularmente en neuronas espinosas 

medianas positivas a sustancia P, es decir neuronas de la vía directa de los ganglios basales; 

también se detectó inmunoreactividad en elementos celulares que no co-localizan con SP, 

al respecto en nuestro grupo de trabajo hemos observado que GPR55 modula la captura de 

GABA en sinaptosomas del globo pálido externo (datos no publicados), este resultado 

sugiere que GPR55 podría expresarse tambien en la vía indirecta de los ganglios basales, 

aunque se necesitan experimentos adicionales para comprobarlo; otra posibilidad es que se 

localice en células de la glía como se ha observado en el hipocampo (Kalendrusch y cols., 

2013), sin embargo, en este proyecto no se evaluó su expresión y función. 

 

En la sustancia negra reticulada la expresión de GPR55 se observó con un patron de 

puntilleo similar al reportado en el hipocampo, donde se localiza en la presinapsis de la 

región CA1 (Sylantyev y cols., 2013), en este trabajo se evaluó su presencia en 

sinaptosomas de la SNr y observamos una reducción del 50 % de su expresión después de 

la lesión del estriado con ácido kaínico, el cual promueve la muerte neuronal y disminuye 

un 70 % del GABA endógeno (Schwarczs y Coile, 1977), esta evidencia indica que el 

receptor GPR55 se sintetiza en las neuronas espinosas medianas del estriado y es enviado a 

las terminales que inervan a la SNr. El 50 % de la expresión residual de GPR55 en 

sinaptosomas podría tener su origen en neuronas del núcleo subtalámico o en neuronas 

dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta, ambos núcleos envían sus 

proyecciones nerviosas a la SNr y en los dos se ha reportado la prescencia del RNA 

mensajero para GPR55 (Celorio y cols., 2017).  
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8.6 La activación de GPR55 aumenta la liberación de [3H]GABA en la vía estriato-

nigral 

 

Los compuestos LPI y O-1602 aumentan la liberación de [3H]GABA de forma 

concentración-dependiente en rebanadas de la SNr con una EC50 de 18 nM y 90 nM, 

respectivamente (Fig 10); a pesar de que la farmacología éste receptor a canabinoides 

“atípico” ha sido controversial se ha establecido que GPR55 es un receptor específico para 

el LPI (Falasca y Ferro, 2016), en particular el 2-araquidonil-sn-glicero-3-fosfoinositol (2-

AGPI) es la especie con mayor actividad sobre GPR55 (Oka y cols., 2009). La constante de 

afinidad (kd) del LPI para GPR55 no se ha establecido, sin embargo, la EC50 reportada 

oscila en un rango de 50 nM a 3.6 M dependendiendo del parámetro que se evalua (por 

ejemplo, la union a GTPS, la cantidad de Ca2+ intracelular, etc.) y del tipo celular 

(Alhouayek y cols., 2018), la concentración que usamos en la mayoría de los experimentos 

(100 nM) se encuentra dentro de éste rango y esta por debajo de 5 M, concentración 

reportada en sistemas de transfección a la cual el LPI podría tener efectos independientes de 

GPR55 (Oka y cols., 2007). Con respecto al agonista sintético O-1602, la EC50 obtenida 

para estimular la liberación de [3H]GABA es menor a la reportada para activar a los 

receptores CB1 y CB2 (› 30 M, Ryberg y cols., 2007), además su efecto sobre  la 

neurotransmisión GABAérgica que observamos en la SNr coincide con lo reportado por 

Musella y cols. (2017) en el estriado, donde el O-1602 aumenta la frecuencia de las 

corrientes inhibitorias post-sinapticas sin alterar su amplitud, respuesta mediada por la 

activación del receptor GPR55 presináptico. 

 

Los efectos de ambos agonistas a GPR55 sobre la neurotransmisión GABAérgica fueron 

prevenidos con la inactivación farmacológica de GPR55 por el CID16020046 [400 nM] y 

el canabidiol [200 nM], éste último se ha observado que puede actuar sobre blancos 

moleculares a concentraciones superiores a 5M como el receptor 5HT1A y GPR6, los 

cuales se expresan en el estriado y sustancia nigra (Russo y cols., 2005; Burnet y cols., 

1995; Laun y cols., 2018), sin embargo, la concentración usada fue menor y similar a la 

reportada para antagonizar a GPR55 (Ryberg y cols., 2007). En resumen estos resultados 
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indican que el efecto estimulante del LPI y O-1602 sobre la liberación de [3H]GABA son 

dependientes de la activación del receptor GPR55.  

La fuente de [3H]GABA en las rebanadas de la SNr puede tener tres posibles origenes: 1) 

las terminales  estriato-nigrales (Misgeld y cols., 2007), las terminales palido-nigrales 

(Smith y Bolam, 1987) y las colaterales locales de la SNr (Deniau y cols., 2007), sin 

embargo el efecto del LPI sobre la liberación de [3H]GABA en rebanadas de la SNr se 

previene totalmente después de la lesión del estriado (Fig. 9), éstos resultados, en conjunto 

con los experimentos de liberación realizados en sinaptosomas sugieren que el efecto del 

LPI sobre la neurotransmisión GABAérgica en la SNr es mediado por la activación de 

GPR55 en las terminales estriato-nigrales. Una regulación indirecta por la dopamina, la 

cual modula la liberación de GABA de dorma indirecta al activar a los receptores D1 de la 

vía estriato-nigral (Rosales y cols., 1997) se descarta en nuestro modelo, puesto que hemos 

observado que en ratas reserpinizadas la respuesta del LPI no se modifica (datos no 

publicados), sin embargo, se necesitan experimentos adicionales para determinar el 

probable efecto de GPR55 sobre el control de la liberación de glutamato y dopamina en la 

SNr. 
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8.7 La liberación de [3H]GABA estimulada por el LPI no depende de la  PLC y de 

Ca2+ de reservorios intracelulares 

 

El receptor GPR55 se acopla a las proteínas G12, G13 y Gq, pero no a Gi (Ryberg y 

cols., 2007; Lauckner y cols., 2008) y la evidencia experimental muestra estimula múltiples 

vías de señalización (Henstridge y cols., 2010). Lauckner y cols. (2008) observaron que en 

la línea HEK-293 transfectada con GPR55, éste se acopla a la proteína Gq, activa a la vía 

PLC-IP3-IP3R y estímula la liberación de Ca2+ de compartimentos intracelulares sensibles 

a IP3. En éste estudio el efecto del LPI no se previene con el inhidor de la PLC U-73122 

(Jin y cols., 1994) o con la preincubación de thapsigargina, la cual inhibe a la bomba 

SERCA y descarga el calcio de compartimentos intracelulares (Thastrup y cols., 1990); por 

otra parte, al quelar el Ca2+ de la solución de perfusión con EDTA ya no se observa el 

efecto del LPI, éstos resultados indican que el incremento en la liberación de [3H]GABA 

por el LPI no depende del calcio de compartimentos intracelulares, pero si del calcio 

extracelular. La discrepancia con respecto a otros estudiós donde se ha observado que la 

activación de GPR55 estimula la salida de Ca2+ de reservorios intracelulares (Lauckner y 

cols., 2008; Hendtridge y cols., 2010; Sylantiev y cols., 2013) puede explicarse por la 

selectividad funcional de los agonistas o por el diferente fenotipo celular evaluado en cada 

estudio (Laprairie y cols., 2015; Alhouayec y cols., 2018). 

En los sinaptosomas de la SNr la thapsigargina [2 M] aumenta la liberación de [3H]GABA 

antes del estímulo despolarizante con K+ y en auscencia de Ca2+ extracelular, este resultado 

se sutenta en estudios previos donde la tapsigargina aumenta el Ca2+ intracelular en 

sinaptosomas de cerebro completo de rata (Miguel y cols., 2001; Hrynevich y cols., 2017), 

al respecto,  la presencia de reservorios intracelulares de Ca2+ en la presinapsis que 

modulen la liberación de neurotransmisores se ha descrito en varias regiones del SNC como 

el cerebelo (Kelm y cols., 2007), la neocorteza (Mathew y Hablitz, 2008) y el globo pálido 

(Jijon-Lorenzo y cols., 2017), a pesar de éstas evidencias el tema sigue siendo controversial 

y la discrepancia de los resultados podría explicarse por la falta de sensibilidad de las 

técticas para cuantificar el Ca2+ en la presinápsis o por efectos diferenciales dependientes 

del tipo neuronal (de Juan-Sanz y cols., 2017). 
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8.8 El LPI estímula la formación de AMPc y la activación de la PKA en la SNr, efecto 

independiente de la proteína Gs y de la AC 5/6 

 

En la gráfica 15 observamos que el inhibidor de la PKA (H-89) previene la estimulación de 

la liberación de [3H]GABA por el LPI y el análogo del AMPc (8-Br-AMPc) tiene un efecto 

oclusivo con el LPI, aunado a estos resultados la activación de GPR55 estimula formación 

de AMPc en sinaptosomas de la SNr. En nuestro grupo de trabajo hemos observado que el 

receptor a dopamina tipo 1 (D1) estimula la vía AMPc-PKA y aumenta la liberación de 

[3H]GABA en las terminales estriato-nigrales (Nava-Asbell y cols., 2007), efecto 

dependiente de una proteína Gs/olf y de la AC5 (Rangel-Barajas y cols., 2011). Cuando 

evaluamos ésta vía de señalización observamos que el NKY80 [10 mM], un inhibidor 

selectivo de las isoformas 5 y 6 de la adenilato ciclasa (Brand y cols., 2013) no previenen el 

efecto del LPI; por otra parte, la pre-incubación con la toxina colérica (la cual activa a las 

proteinas Golf/s, Janes y cols., 1990) aumenta la liberación de [3H]GABA estimulada con 

potasio 15 mM, efecto que desaparece 3 horas despues de la incubación (Anexo 3), pero 

tampoco previene la estimulación de la liberación dependiente del LPI. A pesar de que la 

isoforma 5 de la enzima AC es la más abundante en el estriado de rata y la principal 

reguladora de la formación de AMPc (Iwamoto y cols., 2003), el efecto que observamos es 

independiente de las isoformas 5/6. 

En reportes previos se ha observado que en sistemas de transfección heterólogos el receptor 

GPR55 no se acopla a una proteína Gs (Ryberg y cols., 2007) y no regula la formación de 

AMPc (Schröder y cols., 2010), en nuestros resultados observamos que la estimulación de 

la liberación de [3H]GABA por el LPI es independiente de una proteína Gs/olf pero que la 

activación de GPR55 si promueve la formación de AMPc, una posible explicación a esta 

discrepancia es que en las terminales estriato-nigrales éste receptor se acople a una proteína 

G12/13 como se ha observado en sistemas de transfección heterólogos (Ross y cols., 2011) 

y la subunidad alfa active directamente a la isoforma 7 de la enzima adenilato ciclasa 

(AC7) para aumentar la formación de AMPc (Jiang y cols., 2008), ésta isoforma se ha 

descrito en el estriado de rata a nivel de soma, dendritas y axones (Mons y cols., 1998) y es 

regulada por la interacción directa de la proteína G13 en los dominios C1b y N-terminal de 
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C1a de la AC 7. Una explicación alterna es que GPR55 se acople a las proteínas Gq/G13 

y activen a RhoA, proteína que inhibe a la cinasa de diacil glicerol (DAGK) y genera un 

aumento del DAG (McMullan y Murrich, 2007), uno de los efectores de DAG es la 

proteína cinasa C (PKC), particularmente se ha descrito que la PKC delta  activa a la 

enzima AC 7 y aumenta la formación de AMPc (Deger y cols., 2000). Cualquiera de estas 

dos posibilidades involucraría la activación de la PKA y la posible forforilación de 

proteínas presinápticas como los canales de calcio tipo P/Q, SNAP25, sinapsina, entre 

otros, todas involucradas en la regulación de la liberación de neurotransmisores (Árias-

Montaño y cols., 2007; Leenders y Sheng, 2005). 

En conjunto estos resultados indican que el aumento en la liberación de [3H]GABA 

inducida por el agonista del receptor GPR55 LPI depende de la vía AMPc-PKA sin la 

participación de la AC 5/6 y de la proteína Gs, ésta es la primera evidencia de que GPR55 

promueve la formación de AMPc y favorece la liberación de GABA, sin embargo, se 

necesitan más experimentos para discernir la vía de señalización involucrada. 

 

8.9 Expresión funcional del heterómero CB1-GPR55 en las terminales estriato-

nigrales 

 

El heterodímero CB1-GPR55 ya se ha reportado en el estriado de Macaca fascicularis 

(Martínez-Pinilla y cols., 2014), en este éstudio hemos identificado su presencia 

particularmente en el soma de neuronas positivas a sustancia P, es decir en neuronas de la 

vía directa de los ganglios basales (Gerfen y Bolam, 2010). Se ha propuesto que algunos 

heterómeros como el receptor a GABA B se forman desde el retículo endoplasmico y por 

medio de transporte vesicular se envían a la membrana celular (Margete-Mitrovic y cols., 

2000), en este éstudio no se evaluó su localización subcelular a nivel del soma, sin 

embargo, observamos que después de la lesión del estriado dorsolateral hay una 

disminución significativa del numero de heterómeros en la SNr, este resultado aunado la 

co-inmunoprecipitación del receptor CB1 con GPR55 en sinaptosomas sugieren que el 

heterómero es sintetizado en el soma de las MSN de la vía directa y es enviado a las 

terminales que inervan a la SNr.  
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Desconocemos los dominios involucrados en la formación del heterómero CB1-GPR55, sin 

embargo en reportes previos se ha observado que la región C417-T431 del extremo C-

terminal del receptor CB1 interactua con el dominio rico en Arginina 266NRRRVEAARR275 

de la tercera haza intracelular del receptor D2 (Navarro y cols., 2010; Khan y cols., 2013), 

estudios preliminares realizados en la base de datos de NCBI indícan que el receptor 

GPR55 carece de éste dominio, a pesar de que se requieren experimentos adicionales para 

determinar los sitios de interacción entre CB1 y GPR55, la existencia del heterómero ha 

sido aceptada (Martínez-Pinilla y cols., 2014; Franco y cols., 2016). 

En sistemas nativos es dificil determinar la fracción de GPCRs que forman heterómeros y 

de entidades monoméricas en sistemas nativos con respecto a sistemas de transfección 

heterólogos (Ferré y cols., 2009), en este trabajo no determinamos la relación 

estequiométrica del heterómero CB1-GPR55 en el estriado y en la SNr, aunque no 

descartamos la presencia de entidades homodiméricas CB1-CB1 o GPR55-GPR55, como 

se ha descrito para el heterodímero CB1-A2A, el cual puede formar heterotretámeros por 

una unión de los homodímeros CB1-CB1 y A2A-A2A en las neuronas espinosas medianas 

de la vía indirecta (Bonaventura y cols., 2015).  

Cuando evaluamos el efecto funcional del heterómero observamos que el agonista del 

receptor CB1 (ACEA) disminuye la liberación de [3H]GABA, resultado que coincide con 

un reporte previo donde el agonista del receptor CB1 WIN55,212-2 disminuye la 

frecuencia de las corrientes inhibidoras postsinápticas en la SNr (Walmishrath y Szabo, 

1991); de forma sorpresiva la activación previa del receptor CB1 potencía el efecto del LPI 

sobre la liberación (Fig. 21), éste fenómeno de cooperatividad positiva se ha observado en 

la línea celular HEK-293 transfectada con el receptor CB1, donde el agonista ACEA 

potencía la fosforilación del factor de transcripción NFAT cuando las células se co-

transfectan con el receptor GPR55 (Kargl y cols., 2012). La pre-incubación de las 

rebanadas con la toxina pertusis previene la inhibición de la liberación inducida por ACEA 

debido al bloqueo de la señalización dependiente de proteínas Gi (Innis y Aghajanian, 

1987), por otra la PTX tiende a aumentar la liberación inducida por el ACEA y el LPI, esto 

sugiere que en condiciones de co-activación de los receptores CB1 y GPR55 existe una 
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fracción de receptores CB1 que se acoplan a una proteína Gi e inhiben la liberación de 

GABA.  

Los mecanismos moleculares involucrados en el efecto potenciador del receptor CB1 sobre 

GPR55 no se evaluaron, pero contemplamos tres posibles explicaciones:  

1) Se ha reportado que la activación de uno de los receptores del complejo heterodimérico 

puede modificar la afinidad del otro receptor por su ligando, en forma positiva o negativa 

(Franco y cols., 2008; Ferre, 2015), en nuestros resultados la activación del receptor CB1 

con ACEA podría generar un cambio conformacional en GPR55 e incrementar su afinidad 

a su ligando.  

2) Que el aumento en la formación de heterómeros CB1-GPR55 observado despues de la 

exposición con ACEA en los cultivos neuronales primarios, reclute a una mayor cantidad 

de proteínas G en microdominios, la cantidad de proteínas G es directamente proporcional a 

la afinidad de un GPCR a su ligando (Kuszak y cols., 2009; Ferre y cols., 2015), al respecto 

se ha observado que la activación de uno de los receptores del complejo dimérico es 

suficiente para estimular la formación del heterómero, como en el caso de los 

heterodímeros del receptor a orexina tipo 1 con CB1 (OX1-CB1) y del receptor D2 con el 

receptor a somatostatina 5 (D2-SSTR5) (Rocheville y cols., 2000; Imperatore y cols., 

2016).   

3) Finalmente, que como entidad dimérica (CB1-GPR55) se acople a una proteína Gs, 

estimule la formación de AMPc y en consecuencia la liberación de [3H]GABA por encima 

del efecto del agonista a GPR55 (LPI), esta hipótesis se fundamenta en otros complejos 

diméricos como del  heterómero CB1-5-HT2A, que promueve un cambio de acomple de 

proteina G para 5-HT2A de Gq (al cual se acopla de forma canónica) a Gi (Viñals y cols., 

2015), ó en el caso del heterómero CB1-D2, donde el receptor CB1 cambia de una proteína 

Gi a Gs  (Kearn y cols., 2005). 

Culquiera de las propuestas anteriores es posible y no es mutuamente excluyente, se 

nesecitan estudios futuros para esclarecer los mecanismos moleculares que sudyacen a este 

efecto potenciador sobre la liberación de [3H]GABA. 
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9. CONCLUSIONES 

 

➢ Las neuronas glutamatérgicas del núcleo subtalámico expresan receptores CB2 en el 

soma y en las terminales subtálamo-nigrales. 

➢ El receptor CB2 inhibe la liberación de [3H]Glutamato en la SNr a traves del 

complejo Giβ/γ y la modulación de los canales de calcio tipo P/Q. 

➢ El receptor CB2 forma heterómeros con el receptor CB1 en la vía subtálamo-nigral 

de rata. 

➢ El receptor GPR55 se expresa en las terminales estriato-nigrales y su activación 

aumenta la liberación de [3H]GABA en la sustancia nigra reticulada. 

➢ La estimulación en la liberación de [3H]GABA inducido por la activación del 

receptor GPR55 involucra a la proteina cinasa A (PKA) y la formación de AMPc, 

efecto independiente de la proteína Gs y de la adenilato ciclasa 5/6. 

➢ Los receptores GPR55 y CB1 forman heterodímeros en la vía estriato-nigral y la co-

activación del receptor CB1 potencia el aumento en la liberación generado por la 

activación de GPR55. 

➢ La activación del receptor CB1 promueve la formación de heterómeros con el 

receptor GPR55 en neuronas espinosas medianas del estriado. 
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10. PERSPECTIVAS 

 

• Determinar la función del heterodímero CB1-CB2 en la vía subtálamo-nigral sobre la 

liberación de glutamato. 

• Abordar por técnicas electrofisiológicas la función del receptor CB2 en las terminales 

subtálamo-nigrales. 

• Determinar si el aumento en la liberación de GABA mediado por GPR55 depende de la 

activación de la proteína Gs13 y de la adenilato ciclasa 7. 

• Discernir la vía de señalización del heterómero CB1-GPR55 responsable del aumento 

en la liberación de [3H]GABA en la SNr. 
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12. ANEXOS 

Anexo 1. Secuenciación del producto de amplificación 

Forward: 

NNNNNNNNNCAGCCCATGCTGTCTCTGGGTACCTGCATTTTACCTTCAGCAAAGGTTGC

ATTCCCAACAGACGGAGGTTCAAGGCGCTGCTGGTGGTAGGGGTAGGTAGCACTGGGG

ACCGCAGACACGGTGAAAGGAAAACCCTCAAACACTTTCTACTTTTGCTTTTAGCAGAT

TCAGCCAACAGACAAGACGTCCGTCCCCATTGCCCAGAGGAACTAACATGGTGGTGTT

CAGTGAGAAGACCAATCAGCCTCCCTAATAAAGCAGGGCAGTCCACTCTGCTATAAAC

CCTCTCACATGCCTCTGCAGGAGGACATTTTGTTTTCTCTGTTAAGGTCAAGTGAAGGT

CACAGTGTCTCATTTTATTCTTCCCAAGACAAGTTCTGTGCATCAAAAGCTGCTGCAAA

TTCTACTCTAATCGCTATGTGGGAGGACTCGGGGAAGAAGTTGATTCGTCTGGACGAA

GGG 

 

Reverse: 

NNNNNNNNCGATTAGAGTAGATTTGCAGCAGCTTTTGATGCACAGAACTTGTCTTGGGAAGAAT

AAAATGAGACACTGTGACCTTCACTTGACCTTAACAGAGAAAACAAAATGTCCTCCTGCAGAGG

CATGTGAGAGGGTTTATAGCAGAGTGGACTGCCCTGCTTTATTAGGGAGGCTGATTGGTCTTCTC

ACTGAACACCACCATGTTAGTTCCTCTGGGCAATGGGGACGGACGTCTTGTCTGTTGGCTGAATC

TGCTAAAAGCAAAAGTAGAAAGTGTTTGAGGGTTTTCCTTTCACCGTGTCTGCGGTCCCCAGTGC

TACCTACCCCTACCACCAGCAGCGCCTTGAACCTCCGTCTGTTGGGAATGCAACCTTTGCTGAAG

GTAAAATGCAGGTACCCAGAGACAGCATGGGGCTGTGGATCGAGGATGTCCGCAGCAGGCAGT

CTCCTCCCAAACTCCNNACATG 
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Anexo 2. Expresión escasa del receptor CB2 en astrocitos. Fotomicrografias de cultivos 

neuronales primarios del núcleo subtalámico obtenidas por inmunofluorescencia. En el panel 

superior se obseva la expresión del receptor CB2 (verde) en células no positivas a la proteína 

acídica fibrilar de la glía (GFAP). En el panel inferior se muestra uno de los 7 campos ópticos 

donde  se encontró co-localización del receptor CB2 con GFAP (rojo). En azul se observa la tinción 

de núcleos celulares con DAPI. Barra de escala: 10 m. 
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Anexo 3. La toxina colérica estimula la liberación de [3H]GABA inducida por potasio. Curso 

temporal de la liberación de [3H]GABA en rebanadas de la SNr después de la incubación con toxina 

colérica (ChTx, 1 g/L) durante 1, 2 ó 3 horas, la ChTx aumenta la liberación de [3H]GABA, éste 

fecto es dependiente del tiempo y después de 3 horas no hay diferencia significativa con respecto al 

control. Se representa la media aritmética del área bajo la curva + ESM. n=3 experimentos, 4 

replicas en cada uno. ANOVA de una vía y Tukey post-test, ** p<0.01 con respecto al control, ns: 

sin diferencia significativa. 
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