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RESUMEN

Las vias directa e indirecta de los ganglios basales (GB), tienen como funcién,
la activacion e inhibicion del movimiento respectivamente, lo cual se traduce en la
fina regulacion de los programas motores. La via indirecta de los GB se forma por
neuronas espinosas medianas (NEM) que provienen del estriado y proyectan hacia el
globo palido externo (GPe); la naturaleza de estas neuronas es GABAérgica, por
tanto, su activacion conllevara a la inhibicion de las funciones del GPe, que permitira
la activacion de los nucleos de salida de los GB (SNr/GPi), trayendo como
consecuencia la inhibicion del movimiento.

La concentracion de GABA en el espacio sinaptico es regulada por los
transportadores de GABA (GATS), de los cuales, el 1 y el 3 se localizan de manera
importante en el GPe. Asimismo, se ha demostrado que la actividad de los GATSs, es
regulada por la activaciébn de los receptores a canabinoides. Por tal motivo, el
objetivo de este trabajo fue estudiar la funcién de los receptores CB1 y GPR55, sobre
la actividad de los GAT-1 y 3 en el GPe de ratas intactas y estudiar las
consecuencias motoras que conlleva su activacién en el mismo nucleo.

Se cuantificé la captura de [*H]GABA después de activar a los receptores CB1
y GPR55 en sinaptosomas (terminales nerviosas) y gliosomas (astrocitos aislados)
de GPe de ratas intactas y se encontré que dicha activacién, inhibe a los GAT-1y 3
en astrocitos y en terminales nerviosas respectivamente. Por otro lado, la
administracion intrapalidal de los agonistas de los receptores CB1 y GPR55,
disminuy6 de manera significativa la actividad motora de ratas intactas; de la misma
forma que el bloqueo de los GATs 1y 3 palidales, disminuyé la actividad motora.

Debido a los resultados neuroquimicos obtenidos, se propone que los
receptores a canabinoides, disminuyen la actividad motora por el bloqueo de los
GATs 1y 3 del GPe. Este bloqueo, producird un incremento de GABA en el GPe, lo
qgue llevard a la sobreactivacion de la via indirecta de los GB, lo cual explica la

disminucidén motora observada.
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El presente estudio, muestra la importancia del sistema endocanabinoide y de
los GATs en la regulacion de los GB y propone a dichas proteinas como un blanco

terapéutico importante en el tratamiento de las diversas enfermedades de los GB.
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ABSTRACT

Basal ganglia (BG) function is based in the fine regulation of the direct and
indirect pathways, which activate and inhibit the movement respectively. Indirect
pathway of BG is formed by medium spiny neurons (MSN) which coming from the
striatum and project to the external globus pallidus (GPe); these GABAergic neurons
inhibit GPe functions, which allow the activation of the output nuclei of BG (SNr/GPi),
consequently resulting in inhibition of movement.

GABA concentration in the synaptic cleft is regulated by GABA transporters
(GATSs), which 1 and 3 are located substantially in the GPe. In addition, it has been
shown that the activity of GATSs, is regulated by the activation of cannabinoid
receptors. Therefore, the aim of this work was to study the role of CB1 and GPR55
receptors on the activity of GAT-1 and 3 in the GPe of intact rats and to study the
consequences associated with their activation in the motor activity.

[*H]GABA uptake measured after activating the CB1 and GPR55 receptors in
synaptosomes (nerve terminals) and gliosomes (isolated astrocytes) from GPe of
intact rats. We showed that CB1 receptors activation inhibits [*HJGABA uptake
mediated by GAT-3 in astrocytes, while GPR55 activation, inhibits [*H]JGABA uptake
mediated by GAT-1 in nerve terminals of GPe. Moreover, intrapallidal administration
of CB1 and GPR55 receptors agonists’ significantly decreased motor activity in intact
rats; also, GAT-1 and 3 blockade mediates low motor activity too.

Because neurochemical findings on CB1 and GPRS55 receptors, we can
propose that cannabinoid receptors activation, blocks GATs 1 and 3 in the GPe. This
blockade will produce an increase of GABA release in the GPe, leading to
overactivation of the indirect pathway of BG, which explains the decrease in motor
activity.

This study shows the importance of the endocannabinoid system and GATs in
BG regulating such proteins and proposes as an important therapeutic target in the

treatment of BG diseases.
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1 ABREVIATURAS

Ac: Adenilil ciclasa

ACh: Acetilcolina

ACEA: Araquidonil-2"-cloroetilamida

ADNc: Acido desoxirribonucléico complementario

AEA: N-araquidonil etanolamida o anandamida

2-AG: 2-araquidonilglicerol

AMPc: Adenosil monofosfato ciclico

AM251: 1-(2,4-Dichlorofenil)-5-(4-iodofenil)-4-metil-N- 1-piperidinil-1H-pirazol-3-carboxamida
AM404: N-(4-Hidroxifenil)-araquidonilamida

AP: Anteroposterior

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

BGT-1: Transportador de GABA y betaina-1

BDNF: Factor neurotrofico derivado del cerebro

8-Br-AMPc: 8-Bromo-Adenosil Monofosfato ciclico

BSA: Albumina sérica de bovino

CaMKIlla: Proteina cinasa Il a dependiente de calcio/calmodulina

ChAT: Colina acetil transferasa

COX-2: Cicloxigenasa-2

CP55940: 5-(1,1-Dimetilheptil)-2-[5-hidroxi-2-(3-hidroxipropil)ciclohexil]fenol
DA: Dopamina

DAG: Diacilglicerol

DARPP-32: Fosfoproteina de 32 kDa dependiente de dopamina 'y AMPc
DPM: Desintegraciones por minuto

ERK: Cinasa regulada de forma extracelular

ESI-MS: Espectrofotometria de masas por electrospray de ionizacion
ESM: Error estandar de la media

FAAH: Amido hidrolasa de los acidos grasos

FSK: Forskolina

GABA: Acido y-amino butirico
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GABA-T: GABA transaminasa

GAD: Glutamato descarboxilasa

GAT: Transportador de GABA

GB: Ganglios basales

GFAP: Proteina acidica fibrilar de la glia

G06983: 3-[1-[3-(Dimetilamino)propil]-5-metoxi-1H-indol-3-il]-4-(1H-indol-3-il)- 1H-pirrol-2,5-diona

GPCR: Receptores acoplados a proteinas G

GPe: Globo pélido externo

GPi: Globo palido interno

HEK-293: Células de rifion humano

HEPES: Sal de sodio &acido 4-(2-Hydroxletil)piperazina-1-etanesulfonico, N-(2-Hidroxietil)piperazina-

N'-( &cido 2-etanesulfonico)

HTG: High Throughput Genome (Genoma de alto rendimiento)

IP3: 1, 4, 5-trifosfato de inositol

IT: Intratelencefalico

JWHO15: (2-Metil-1-propil-1H-indol-3-il)-1-naftalenilmetanona

K-H: Krebs-henseleit

L: Lateralidad

LPI: Lisofosfatidilinositol

MAGL: Monoacilglicerol lipasa

MAPK: Proteinas cinasas activadas por mitbgeno

MEA: Metanandamida

NADA: N-araquidonildopamina

NAPE: N-palmitoiletanolamida

NCBI: National Center for Biotechnology Information (centro nacional de informacion
biotecnoldgica)

NEM: Neurona espinosa mediana

NO: Oxido nitrico

NRC: National Research Council (consejo nacional de investigacion)

NST: Nucleo subtalamico

P: Profundidad
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PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

PG: Proteina G

PGi/: Proteina G inhibidora de adenilil ciclasa

PGgy1: Proteina G estimuladora de fosfolipasa C

PGs/oir: Proteina G estimuladora de adenilil ciclasa

PI3K: Fosfatidilinositol 3 cinasa

PKA: Proteina cinasa dependiente de AMPc

PKC: Proteina cinasa C

PLC: Fosfolipasa C

PLP: Fosfato de 5" -piridoxal

PMA: 12-miristato-13-acetato

PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

PP-1: Proteina fosfatasa 1

PT: Tracto piramidal

RGS: Reguladores de la sefializacion de proteinas G

RIPA: Buffer de lisis (de Radio-Immunoprecipitation Assay)

SKF89976A: Acido 1-(4,4-Difenil-3-butenil)-3-piperidinecarboxilico

SLC6: Solute carrier gene family (familia de genes de transportadores de solutos)

SNAP5114: Acido (S)-1-[2-[Tris(4-metoxifenil)metoxi]ethil]-3-piperidinecarboxylico

SNc: Sustancia nigra pars compacta

SNC: Sistema Nervioso Central

SNP: Sistema Nervioso Periférico

SNr: Sustancia nigra pars reticulata

SR141716A: Hidrocloruro de N-(Piperidin-1-il)-5-(4-chlorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-
pirazol-3-carboxamida

SSADH: Semialdehido deshidrogenasa
TGI: Tracto gastrointestinal

TH: Tirosina hidroxilasa

AB-THC: A®- tetrahidrocanabinol
A°-THC: A% tetrahidrocanabinol

7TM: Siete dominios transmembranales
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TPA: 12-tetradecanoil-13-acetato

VGAT: Transportador vesicular de GABA
VTA: Area ventral tegmental
WINB5212-2: Mesilato de (R)-(+)-[2,3-Dihidro-5-metil-3-(4-morfolinilmetil)pirrolo[1,2,3-de]-1,4-
benzoxazin-6-il]-1-naftalenilmetanona
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4 INTRODUCCION

4.1 El sistema GABAérgico
El acido y-aminobutirico, mejor conocido como GABA, es el principal

neurotransmisor inhibitorio en el sistema nervioso central (SNC) de los mamiferos y
se encuentra involucrado de manera directa o indirecta en la mayoria de las
funciones cerebrales como procesos cognitivos, neurogénicos, motores y de
desarrollo (Olsen y Betz, 2006); se trata de una molécula pequefa, de 103 Da, cuya
concentracion en el SNC oscila en rango milimolar (Johnston, 2006).

A partir de 1950 y hasta 1965, diversos estudios demostraron que el GABA es
una sustancia abundante en el SNC, pero que también cumplia con parametros
imprescindibles para considerarlo un neurotransmisor

1. Se encuentra presente en terminales nerviosas.

2. Se libera al espacio sinaptico a través de estimulos eléctricos.

3. Cuenta con mecanismos especializados en la terminacién de su accion
en el espacio sinaptico.
Existen en la postsinapsis, receptores especificos para su accion.
Desencadena eventos inhibitorios tanto en el SNC como en modelos
aislados.

Debido a este importante descubrimiento, ahora se habla del sistema
GABAérgico, el cual se encuentra conformado por el neurotransmisor GABA, las
proteinas de sintesis denominadas glutamato descarboxilasa (GADess7), los
transportadores vesiculares (VGAT), los diferentes receptores transmembranales
(GABAA, GABAg, GABA(), los transportadores presindpticos que internalizan al
GABA (GAT-1, 2y 3, BGT-1) y la proteina de degradacion conocida como GABA
transaminasa (GABA-T) (Borden, 1996).

4.1.1 Sintesis, accion y degradacion del GABA
El GABA se sintetiza in vivo, a partir de un mecanismo que se conoce como

“shunt” o derivacién del GABA (fig. 1), el cual es un mecanismo cerrado que tiene

como finalidad la produccién y almacenamiento del GABA. La glucosa es el principal
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precursor del GABA in vivo, asimismo, el piruvato y otros aminoacidos, pueden
participar como precursores.

El primer paso en el “shunt” de GABA, es la transaminacioén del a-cetoglutarato
(que se forma a partir del metabolismo de la glucosa en el ciclo de Krebs) por la
GABA: -a-cetoglutarato transaminasa (GABA-T), lo cual forma acido L-glutdmico
(Martin y Olsen, 2000). Una vez realizado este evento, la GAD cataliza la
descarboxilacion del acido glutamico, evento que permite a formacion de GABA.

El GABA se metaboliza por GABA-T para formar semialdehido succinico, el
cual puede ser oxidado por la succinico semialdehido deshidrogenasa (SSADH) para

formar acido succinico, producto que puede ingresar nuevamente al ciclo de Krebs.

) . (GABA-T) ( Ciclo de Krebs
y-Aminobutirato a-Cetoglutarato
CcO, (GAD)
Semialdehido
succinico Glutamato Succinato
NAD NADH*

Fig.1l. La derivacion del GABA. GAD produce GABA y CO, a partir de glutamato (flechas rojas).
GABA-T metaboliza el GABA y forma semialdehido succinico (SSA) que posteriormente forma
glutamato. SSA es oxidado por NAD y la SSA deshidrogenasa (flechas rosas) a NADH" vy
succinato, el cual reingresa al ciclo de Krebs (Tomado y modificado de Olsen y Betz, 2006).

El paso limitante para la sintesis del GABA, es la descarboxilacion del
glutamato, reaccién que es catalizada por la GAD, cuya actividad es regulada por la
concentracion de fosfato de piridoxal, el cual, permite la interconversion entre la
forma inactiva (apo-GAD) y la activa (holo-GAD) (Martin y Tobin, 2000); mientras que
los moduladores negativos de esta enzima, son el GABA, ATP y aspartato (Petroff,
2002).
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El paso de apo-GAD a holo-GAD, comprende lo siguiente; una vez que se ha
unido el fosfato de piridoxal a apo-GAD, el fosfato inorganico antagoniza los efectos
inhibitorios del ATP, lo cual, produce efectos alostéricos y permite la formacion de
holo-GAD a partir del intermediario apo-GAD/fosfato de piridoxal. EI GAD se activa
por diversos cambios energéticos como por ejemplo, la despolarizacion, acidosis,
incrementos de CO,, disminucion de bicarbonatos (HCO3), disminucién de

fosfocreatina, incremento de Mg®* e incremento de ADP (Petroff, 2002) (fig. 2).

co,

GABA
Glutamato / holoGAD-GABA .

\ holoGAD

<—— ATP
holoGAD-glutamato

I \ Semialdehido succinico
hOlOGAD +

¢\ Fosfato de piridoxamina
apoGAD
apoGAD (pr) < Glutamato
apoGAD (ATP) GAD desnaturalizada

Fosfato de piridoxal

Fig.2. Regulacion de la sintesis de GABA. La actividad de la glutamato descarboxilasa (GAD),
depende de fosfato de piridoxal para sintetizar GABA (acido y-aminobutirico) a partir de glutamato.
(PLP: fosfato de piridoxal; holoGAD: isoforma activa de GAD; apoGAD: isoforma inactiva de GAD.
tomado y modificado de Petroff, 2002).

Se ha demostrado ampliamente, que la GAD cuenta con dos isoformas,
denominadas GADgs ¥ GADg7 (fig. 3), las cuales provienen de genes distintos
(Erlander y Tobin., 1991). Por un lado, el gen para GADgs se localiza en el
cromosoma 10p11.23, mientras que el gen que codifica para GADg7 se encuentra en
el cromosoma 2q31. Bu y cols, (1992), demostraron que el ADN complementario

(ADNCc) para GADgs, codifica un polipéptido de 65000 Daltones, compuesto de 585

10
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aminoacidos, mientras que el ADNc para GADg; codifica un polipéptido de 67000
Daltones compuesto de 594 amino&cidos. Ademas de tener secuencias y pesos
moleculares distintos, estas dos proteinas difieren en su patron de expresion,
distribucion intracelular y en su interaccion con el fosfato de piridoxal (Erlander y
Tobin., 1991).

Fig. 3. Representacion de la estructura tridimensional de GAD 65 y 67. A) GADg (MMDB ID:
45224) proviene del gen localizado en el cromosoma 10p11.23, cuenta con 585 aminoécidos y pesa,
como su nombre lo indica, 65 kDa. B) GADg; (MMDB ID: 106611) proviene del gen localizado en el
cromosoma 2g31, cuenta con 594 amino&cidos y pesa 67 kDa. Tomado de NCBI.

Diversos estudios han demostrado que GADgs se localiza insertada en la
membrana de las terminales nerviosas, y que es la encargada de sintetizar el 30 %
de GABA total en el cerebro (Petroff, 2002), lo cual se explica porque la mayoria de
esta enzima es sintetizada como apo-GAD y tiene una menor interaccién con el
fosfato de piridoxal (Kaufman y cols. 1991). Por otro lado, GADg; se localiza a nivel
citosolico, especificamente, se expresa en cuerpos celulares, axones y también en
terminales presinapticas. GADgs; es la enzima encargada de sintetizar el 70 %
restante de la concentracién de GABA a nivel neuronal (Bu y cols. 1992).

Si se realiza una comparacion en cuanto a su actividad, Battaglioli y cols,
(2003), demostraron que la actividad de holo-GADgs solamente es del 6.7 % mientras

que la actividad de holo GADg7, es del 72 %, asimismo, al realizar la cinética de estas

11



Estudio de los receptores a canabinoides CB1 y GPR55 sobre la captura de GABA en el Globo
Palido externo vy sus efectos en la actividad motora de ratas

dos enzimas, se demostrd que la Km de GADgs hacia glutamato fue cuatro veces
mayor en comparacion con GADs; (1.41 +0.32 mM; 0.33 = 0.15 mM,
respectivamente). De la misma manera, el paso de holo-GADgs a apo-GADgs es 15
veces mas rapido que GADg7, sin embargo, el mecanismo de interacciéon con el
fosfato de piridoxal, es 10 veces mas rapido con GADes que con GADg; (Petroff,
2002).

Cuando el GABA se sintetiza, se almacena en vesiculas para su posterior uso,
este evento se lleva a cabo por el transportador vesicular de GABA. Una vez que la
terminal presinaptica es despolarizada, se estimula la fusiobn de vesiculas en la
membrana de dicha terminal y se favorece la liberacion de GABA al espacio
sinaptico. EI GABA atraviesa la hendidura sinaptica hasta acercarse a la terminal
postsinaptica donde se localizan sus receptores blanco.

Por medio de técnicas electrofisiologicas y farmacoldgicas, los receptores
especificos para GABA han sido identificados en todas las regiones que forman parte
del SNC. Debido a que el GABA es un neurotransmisor ampliamente distribuido en el
SNC, se han desarrollado farmacos que han permitido la identificacidon de los
receptores GABAA Y GABAg, asimismo, se ha demostrado la presencia de un tercer
receptor GABAérgico denominado GABAc, los cuales difieren en cuanto a sus
propiedades farmacolégicas, electrofisioldgicas y bioquimicas (Olsen y Betz, 2006).

Los receptores GABAa, se definen como canales de CI° dependientes de
ligando cuyo peso molecular es de 275 kDa. Este receptor se encuentra formado por
cinco subunidades, distribuidas en forma de pentdmero, cuyo centro es propiamente
el canal de CI. Forman parte de la superfamilia de receptores de “asa de cisteina”,
en la cual se encuentran los receptores nicotinicos, los de glicina y los de serotonina
(BHT3).

Cada subunidad del receptor GABAa, cuenta con cuatro dominios
transmembranales denominados M1, M2, M3 y M4, siendo los dominios M2 los que
forman parte del canal de CI (fig. 4). Cuando dos moléculas de GABA se unen a las
subunidades a y B del receptor GABA,, se produce un cambio conformacional que

permite la apertura del canal de CI', lo cual permite la entrada de este anion a la

12
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terminal postsinaptica, producir la hiperpolarizacion de la célula y por tanto la
inhibicién de su funcion.

Las subunidades que conforman al receptor GABAa, tienen un peso
aproximado de 50-60 kDa y se conocen como a (1-6), B (1-3),y (1-3), 6, €, 8, Ty p
(1-3), las cuales comparten 20-30 % de identidad en su secuencia entre las
diferentes clases y 70 % de identidad dentro de cada clase. De esta manera, pueden
existir diferentes combinaciones entre estas subunidades (cada receptor se forma
solo de 5 subunidades), lo que produce diferentes perfiles farmacolégicos, y ha

permitido identificarlos en diferente neuronas (Olsen y Betz, 2006).

q\" Y
ONCFO0
(D'\E/ 23

Fig. 4. Representacién esquematica del receptor GABAa. El receptor de conforma de 5
subunidades, con 4 dominios (M1-M4) cada una, siendo M2 los dominios que forman el canal de ClI'.
La disposicion de estas subunidades, permite la formacion de un pentdmero (tomado y modificado
de Olsen y Betz, 2006).

La presencia de las diferentes subunidades en el receptor GABAA, permite que
existan diferentes sitios de interaccion, lo que sugiere la gran importancia de
diferentes moléculas y farmacos sobre la regulacion de estos receptores. Existen dos
sitios de unién a GABA, un sitio benzodiacepina, un sitio picrotoxina, un sitio de
anestésicos, un sitio de esteroides y un sitio de anestésicos volatiles (Olsen y Betz,
2006).

En 1980, Bowery y cols., descubrieron un nuevo receptor, el cual denominaron

GABAg (fig. 5) que, a diferencia del GABA4 (canal de CI), se encuentra acoplado a

13
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una proteina G inhibitoria (Gj,) y se descubrié debido a su falta de sensibilidad a la
bicuculina que es un antagonista GABA,, (Olsen y Macdonald, 2002).
Posteriormente, se descubrié que un analogo del GABA denominado baclofen, era

capaz de activar de manera potente al receptor GABAg.

Extracelular GABAg, GABAg,

GABA, agonistas
y antagonistas

Moduladores
alostéricos

AMPc

Intracelular

Fig. 5. Estructura del receptor GABAz y sus efectores intracelulares. El receptor GABAg se
conforma de dos subunidades 7TM, denominadas GABAg; Yy GABAg,; siendo la primera, una
subunidad de 130 kDa y 961 aminoacidos, esta subunidad cuenta con el sitio de unién a ligando en
su N-terminal. Por otro lado, GABAg, tiene un peso molecular de 110 kDa y cuenta con 940-941
aminoacidos. Esta subunidad tiene el sitio de unidon a proteinas G inhibitorias. (Tomado y
modificado de Matgorzata y Matgorzata, 2008).

Estos receptores metabotrdpicos pueden localizarse tanto en la presinapsis
como en la postsinapsis, por tanto, es un regulador importante de la
neurotransmision GABAérgica y también de otros tipos (Bowery y cols., 2002). La
activacion de estos receptores postsinapticos, puede inhibir canales de K*, mientras
que, de manera presinaptica, pueden disminuir la concentracién de Ca®* y modular la

concentracion de trifosfato de inositol.
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La estructura de los receptores GABAg consta de las subunidades GABAg: y
GABAg,, y se ha demostrado ampliamente, que dichas subunidades no son
funcionales cuando se encuentran por separado, sino que solamente pueden actuar
cuando se encuentran unidas, esto indica que el receptor GABAg funciona
exclusivamente como un heterodimero (Matgorzata y Matgorzata, 2008).

Las dos subunidades GABAg1s2, Son de siete dominios transmembranales
(7TM) y cuentan con un extremo N-terminal largo y extracelular, mientras que su
dominio C-terminal es corto e intracelular; son los extremos C-terminales, los
encargados de entrelazar las dos subunidades y por tanto, de la funcionalidad de
GABAg (Bettler y cols., 2004). De manera particular, la subunidad GABAg; tiene un
peso molecular de 130 kDa y consta de 961 aminodacidos, es codificada por el gen
localizado en el cromosoma 6p21.3 (Kaupmann y cols., 1998) en humanos y 20p12
en ratas (Li y cols., 2003). Es importante hacer notar, que el sitio de union a
agonistas y antagonistas, se encuentra localizado en el N-terminal de esta subunidad
(Kniazeff y cols., 2002).

Por otro lado, la subunidad GABAg, tiene 940-941 aminoacidos y su peso
molecular es de 110 kDa; el gen localizado en el cromosoma 9¢22.1-22.3 en
humanos y el 5924 en ratas, es el encargado de codificar a esta proteina. Es
considerada como una subunidad huérfana, debido a que el neurotransmisor o algun
otro ligando, no se une a ninguna porcion, sin embargo, esta subunidad es esencial
debido a que es el sitio de unién para las proteinas G y por tanto, para la activacion
del receptor (Galvez y cols., 2001), ademas, tiene la funcion de acarreador de
GABAg; desde el reticulo endoplasmico hasta la superficie celular (Couve y cols.,
1998).

El tercer receptor involucrado en la sefializacién del GABA, fue descubierto en
1984 debido a su falta de sensibilidad a bicuculina y baclofén (Alvano, 2003), y
recibio el nombre de receptor GABAC, el cual, al igual que el GABA,, forma parte de
la superfamilia de canales iénicos activados por ligando. De la misma manera, este
receptor se forma de 5 subunidades las cuales a su vez se forman de 4 dominios
(M1-M4), siendo M2 los dominios encargados de formar el canal (Chebib y Johnston,
2000).

15
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Hasta ahora, se ha demostrado la presencia del receptor GABAc en la retina
(Enz y cols., 1995), talamo, hipocampo e intestino. Participa en eventos como el
procesamiento de la vision, la regulacion del ciclo suefio-vigilia, dolor, aprendizaje y
memoria, ademas participan en la secrecion intestinal (Chebib, 2004). A diferencia
del GABAA que se conforma de cinco subunidades distintas, el receptor GABA., solo
se compone de subunidades p (p1 Y P2).

Diversos estudios han sugerido que cada subunidad p tiene un extremo N-
terminal largo y un C-terminal corto, ambos extracelulares (fig. 6). También, se
sugiere que entre M3 y M4, se forma una asa intracelular larga que contiene sitios
determinantes para la modulacién y localizacién del mismo receptor en las terminales

sinapticas (Enz y cols., 1998).

A) B) Cl-

Picrotoxina GABA

Extracelular

Intracelular

PKC

Fig. 6. Estructura del receptor GABAc. A) El receptor se forma por 5 subunidades p que se
ensamblan en un pentamero para formar el canal de CI'. B) Los sitios de union a tres moléculas de
GABA, asi como para antagonistas competitivos y neuromoduladores, se localizan
extracelularmente. Asimismo, el receptor GABA tiene un sitio para picrotoxina en el poro y un sitio
para zinc. Se sugiere que entre M3 y M4, puede existir un sitio a PKC, el cual modula la funcion y
localizacion del receptor en las terminales sinapticas (tomado y modificado de Enz y cols., 1998).
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Los elementos antes mencionados, conforman al sistema GABAérgico, el cual, es el

principal modulador de las funciones excitadoras en el SNC (fig. 7).

Glutaminasa

Fig. 7. Conformacion del sistema GABAérgico. La glutamato descarboxilasa (GAD), sintetiza
acido y-hidroxibutirico a partir de la descarboxilacién del glutamato. Posteriormente, el GABA se
almacena en vesiculas a través del transportador vesicular de GABA. Cuando incrementa la
concentracion de Ca*" en el medio intracelular, el GABA se libera al espacio sinaptico en donde
puede interaccionar con los receptores GABA, postsinapticos y/o GABAg presinapticos.
Finalmente, el GABA es recapturado por los transportadores de GABA, para ser degradados por la
GABA-transaminasa, o bien, internalizarse nuevamente en vesiculas para su porterior liberacion.
Tomado de Fuentes y Ruiz-Gayo, 1998.

4.1.2 Lacapturade GABA, es mediada por los transportadores de GABA
Una vez que el GABA ha interactuado con sus respectivos receptores, se

internalizar nuevamente a las terminales presinapticas o a los astrocitos. Este
proceso lo llevan a cabo proteinas denominadas “transportadores de GABA” (GATS),
cuyas funciones son la terminacion de la transmision sinaptica, delimitar el sitio de

accion del GABA al prevenir que este neurotransmisor actle sobre neuronas
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vecinas, permitir la reutilizacion rapida de GABA y ahorrar energia celular y por
altimo, en ciertas ocasiones, actuar como un transportador inverso e incrementar la
liberacion de GABA (Borden, 1996).

Se ha demostrado que existen cuatro transportadores de GABA denominados
GAT-1, GAT-2, GAT-3 y BGT-1 (transportador de GABA y betaina) (Borden, 1996),
los cuales son proteinas que pertenecen a la familia de transportadores
dependientes de Na* y CI" (Kanner, 1994) o SLC6 (por solute carrier 6) al igual que
los transportadores de dopamina, serotonina, noradrenalina y glicina.

El mecanismo por el cual los GATs “capturan” el GABA del espacio sinaptico
comienza cuando el GABA se une al transportador en estado de reposo, lo que
permite el paso al estado activo, en el cual dos moléculas de Na* y una de CI” se
unen al GAT que sufrird un cambio de conformacion e internalizara al GABA, Na* y
CI'. Cuando el transportador se encuentre vacio, este regresard a su conformacion
de reposo para repetir el ciclo (Kanner, 1994).

En general, los GATs y todos los transportadores pertenecientes a la familia
SLC6, son proteinas de doce dominios transmembranales cuyos extremos Ny C
terminales son intracelulares, los cuales, se encargan de modular varios procesos
como el trafico de proteinas, la estequiometria en cuanto a los iones transportados y
la funcion del mismo transportador (Kristensen y cols., 2011). Ademas, estos
transportadores se caracterizan por tener una asa extracelular muy larga entre los
dominios 3 y 4 transmembranales, cuentan con sitios intracelulares consenso de
fosforilacion y sufren modificaciones post-traduccionales como glicosilacién y

palmitoilacion (Foster y Vaughan, 2011) (fig. 8).
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Fig. 8. Modelo tedrico de GAT-1. A) Analisis hidropatico del GAT1. B) Topologia del GAT-1 basado
en el andlisis hidropético. El transportador tiene una asa extracelular muy larga entre los dominios
transmembranales 3 y 4, donde se encuentran tres sitios de N-glicosilacion. Los extremos N y C
terminales son intracelulares y participan en la modulacion de otras proteinas para el tréfico o la
funcion (tomado y modificado de Guastella y cols., 1990 y Bennet y Kanner, 1997).

El GAT-1, fue el primer transportador de la familia SLC6 en ser purificado y
clonado (Guastella y cols., 1990). Es el principal transportador de GABA cuyo ARNm
se ha localizado en la retina, en todo el sistema limbico, en los nacleos del cerebro
basal medio, en las capas IV-V de la corteza, en la corteza del cerebelo, en el
talamo, el hipotalamo, el estriado, el GPe, la SNr, el hipocampo, el tallo cerebral, la
médula espinal y el bulbo olfatorio (Swan y cols., 1994; Ikegaki y cols., 1994; Minelli y
cols., 1995; Durkin y cols., 1995), por tanto, se sugiere que dicho transportador juega
un papel importante en la regulacion de la neurotransmisién GABAérgica. ElI marco
de lectura abierto de GAT-1 comprende 1797 nucleétidos, los cuales codifican para
una proteina de 599 aminoéacidos con un peso molecular aproximado de 67 kDa sin
tomar en cuenta las glicosilaciones presentes entre M3-M4 (Borden, 1996).

Diversos estudios se han realizado con la finalidad de saber la correcta
regulacion de este transportador. Estos estudios se basan en la estructura y sitios
consenso no solo de los GATSs, sino de todos los integrantes de la familia SLC6. El
analisis de la secuencia aminoacidica de estos transportadores, ha sugerido que los
dominios intracelulares contienen sitios importantes donde se llevan a cabo

interacciones con diversas proteinas, lo cual sugiere que la actividad de GAT-1,
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puede depender de proteinas cinasas (Guastella y cols., 1990; Corey y cols., 1994;
Bahena-Trujillo y Arias-Montafio, 1999; Quick y cols., 2004; Gonzélez y cols., 2006)
fosfatasas, y otras proteinas que puedan participar en la modulacion y distribucion de
estos transportadores en la sinapsis o en los astrocitos (Quick, 2002; Quick, 2006;
Fany cols., 2006).

Se ha sugerido que el GAT-1 en su estructura, tiene tres sitios de fosforilacién
para PKC, localizados en Ser®®, Thr*® y Ser®®?, mientras que existe un sitio
extracelular de fosforilacion para PKA (Guastella y cols., 1990), debido a esto, los
estudios en cuanto a la modulacion de GAT-1, se han enfocado en su regulacion a
partir de estas dos cinasas. Corey y cols., en 1994 mostraron que el uso de forbol 12
miristato 13- acetato (PMA), un activador de la PKC, incrementa la captura de GABA
en ovocitos de Xenopus que expresan al GAT-1. Sin embargo, Bahena-Trujillo y
Arias-Montafio en 1999, mostraron que la activacion de la PKC con forbol 12-
tetradecanoil-13-acetato (TPA) en sinaptosomas de SNr de rata, disminuye la
captura de GABA, asimismo, el bloqueo de la PKC con estaurosporina, previno el
efecto del TPA (fig. 9 A y B). De la misma manera, en células de ovario de hamster
chino (CHO) que expresan establemente al GAT-1, se demostr6 que la activacion de
la PKC produce internalizacion del GAT-1; este incremento en la internalizacién del
transportador, podria ser la explicacién de la disminucién en la captura de GABA
(Quick y cols., 2004).
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Por otro lado, existen estudios donde se propone que la proteina cinasa
dependiente de AMPc (PKA), tiene un papel importante en la modulacion del GAT-1
sobre la captura de GABA (Gonzélez y cols., 2006). Un estudio realizado en cultivos
neuronales, demostré6 que el ARNm para GAT-1, disminuye al activar a la enzima
adenilil ciclasa (Ac) con forskolina (Gomeza y cols., 1994). Este evento podria ser la
explicacion de los resultados encontrados por el grupo de Floran (Gonzélez y cols.,
2006), ya que mostraron, que la activacion de Ac con forskolina y de la proteina
cinasa dependiente de AMPc (PKA) con 8-bromo-AMPc, disminuye la captura de
GABA en el GPe de ratas intactas de manera importante (fig. 9C).

Sin embargo, no solamente las proteinas cinasas pueden actuar sobre la
regulacion de GAT-1. Diversos estudios han mostrado que los factores de
crecimiento como el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) pueden inducir
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la presencia de GAT-1 en la membrana celular, esto como resultado de la
fosforilacién de tirosinas en el GAT-1 (Law y cols., 2000). Asimismo, se ha sugerido
gue la maquinaria encargada de la liberacion de neurotransmisores a partir de
vesiculas, conformada por SNAP25/sintaxina 1A, participa en la disminucién de la
funcion de GAT-1 (Fan y cols., 2006). Estos diferentes eventos, indican la
importancia de GAT-1 en el SNC y pone de manifiesto la compleja regulacién que
dicha proteina tiene.

Posterior al descubrimiento del GAT-1 y con la disponibilidad de la secuencia
de nucleétidos de esta proteina, fue posible descubrir otros dos transportadores, que,
al seqguir la nomenclatura propuesta por Guastella y cols., (1990), fueron
denominados GAT-2 y GAT-3 (Borden y cols., 1992). Por un lado, GAT-2 comprende
un marco de lectura abierto de 1806 pares de bases, las cuales codifican para una
proteina de 602 aminoacidos. Por otro lado, GAT-3 comprende un marco de lectura
abierto de 1881 pares de bases y codifica para una proteina de 627 aminoacidos. Al
igual que GAT-1, son proteinas de 12 dominios transmembranales con mdultiples
sitios de glicosilacion en el asa extracelular formada entre M3 y M4. Ambos
transportadores tienen aproximadamente un 52 % de identidad con el GAT-1y un 67
% entre ellos (Borden y cols., 1992) (fig.10).

En cuanto a la localizacién de cada transportador, GAT-2 se encuentra tanto
en SNC (cerebro y retina) como en sistema nervioso periférico (SNP, higado). En
cambio, GAT-3, se localiza exclusivamente en el SNC. El ARN mensajero de esta
proteina ha sido localizado en el tAlamo, el hipotdlamo, la amigdala, el tallo cerebral,
la corteza, el estriado, el hipocampo y la corteza cerebelar (Ikegaki y cols., 1994). De
manera importante, la localizacibn de este transportador es exclusivamente en
astrocitos (Minelli y cols., 1996) y se propone que su funciébn es regular las
concentraciones extracelulares de GABA en la denominada “sinapsis tripartita”.

Un parametro importante en cuanto a la actividad de los tres transportadores,
es su dependencia a los iones que cotransportan (Borden y cols., 1992). Se ha
demostrado la completa dependencia al Na* por parte de los tres GATS, ya que
cuando se ha reemplazado este i6n por Li*, la captura de GABA disminuye

significativamente. Sin embargo, cuando el CI" es sustituido por acetato, se observan
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diferentes eventos, el GAT-1, solo disminuye su actividad en un 5 %, GAT-2
disminuye la funcién de captura en un 43 % y GAT-3 se inhibe en un 20 % (Borden y
cols., 1992).
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Fig. 10. Modelo topolégico de GAT-2. Secuencia aminoacidica de GAT-2, deducida a partir del
marco de lectura abierto de este transportador. Los residuos en negro, son los aminoacidos que
también se localizan en GAT-3 (tomado y modificado de Borden y cols., 1992).

El dltimo de los transportadores que ha sido identificado, es el BGT-1 y este
fue descubierto a partir de estudios de fisiologia renal donde se demostré la
presencia de un transportador de betaina dependiente de Na* y CI" (Rasola y cols.,
1995). Mas adelante, se estudio el transporte de betaina en ovocitos de Xenopus que
expresaban a dicho tansportador (Yamauchi y cols., 1992); fue en estos estudios
donde se demostré, que podia ocupar GABA y betaina como sustratos, debido a ello,
se le asigno el nombre de BGT-1. Aunque este transportador no es tan sensible a
inhibidores de los GATs (L-DABA o B-alanina ICsp 2 2 mM), si es muy sensible al
GABA (Ky= 93 uM).

El BGT-1 es una proteina de 614 aminoacidos con 12 dominios
transmembranales y, a diferencia de los GATs, solo comprende 2 sitios de
glicosilacion en el asa comprendida entre M3 y M4 y comparte un 70 % de identidad
con el GAT-2 y un 66 % de identidad con el GAT-3 de rata (Borden y cols., 1996). La
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funcion de esta proteina, como su nombre lo indica, es transportar GABA, pero, a

diferencia de los GATs, modula a este neurotransmisor a nivel renal.

4.2 El circuito de los ganglios basales
Desde el punto de vista anatomico, los ganglios basales (GB) se definen como

un “conjunto de masa gris” que se ubican por debajo del telencéfalo, y que estan
embebidos en la materia blanca de cada hemisferio del cerebro (Herrero y cols.,
2002). Son nuacleos que, si bien funcionan como un circuito, necesitan de la corteza y
el tAlamo para regular de manera correcta las funciones asociativas, limbicas y
motoras que tienen a su cargo (Obeso y Lanciego, 2011).

Los GB incluyen el estriado (caudado, putamen y nacleo accumbens), el globo
palido en su porcién externa (GPe) e interna (GPi), el nucleo subtalamico (NST), la
sustancia nigra en su porcion compacta (SNc) y reticulada (SNr) y el area ventral
tegmental (Helie y cols., 2013). El estriado es el nucleo considerado como de
‘entrada” de la informacion, mientras que SNr/GPi son los nucleos de “salida” de la
informacion del circuito de los GB.

Diversas evidencias han mostrado que el estriado se divide en una porcion
ventral y otra dorsal. En cuanto al estriado ventral, este comprende el nucleo
accumbens, las porciones ventromedial del caudado y putamen y también el bulbo
olfatorio. Por otro lado, el estriado dorsal comprende el resto del caudado y putamen;
es esta porcién, la encargada de las funciones motoras (Helie y cols., 2013).

El estriado es el principal nucleo de entrada de los GB y se encuentra formado
principalmente por neuronas espinosas medianas (NEM), cuya actividad es
determinada o regulada por las neuronas provenientes de la corteza y del tdlamo
(Reiner, 2010).

Las neuronas provenientes de la capa lll y V del area cortical, reciben el
nombre de neuronas cortico-estriatales, debido a que su funcién se realiza en el
estriado (Alexander y cols., 1986). Estas neuronas, son la principal proyeccion
glutamatérgica al estriado, y se encarga de proveer a este ultimo, la informacion

necesaria para permitir las diversas funciones motoras (Gerfen, 1992).
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Todas las neuronas corticoestriatales son de tipo piramidal y su naturaleza es
glutamatérgica. Se ha demostrado que, aproximadamente, de 5000 a 10000
neuronas glutamatérgicas, hacen sinapsis con una NEM (Helie y cols., 2013), y estas
pueden ser de dos tipos, conocidas como neuronas del tracto piramidal (PT) y
neuronas intertelencefélicas (IT). Las PT, son de la corteza frontal y son las que en
su mayoria proyectan a las motoneuronas del tallo cerebral y médula espinal,
ademas de que envian colaterales al estriado. Estas colaterales regulan
directamente el movimiento. Por otro lado, las IT se localizan en regiones corticales
agranulares que proyectan al estriado de manera mas arborizada que las PT (fig. 11)
y se encuentran en casi todo el estriado, segun lo que se ha demostrado con
técnicas de marcaje anterogrado, donde ademas de mostrar su arquitectura, se ha
demostrado que su localizacién es especifica, pues las PT se dirigen a la via
indirecta, mientras que las IT se dirigen a la via directa de los GB (Lei y cols., 2004),
lo cual, puede ser un hallazgo importante para el entendimiento del circuito de los
GB.
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Fig. 11. Neuronas glutamatérgicas cortico-estriatales de tipo intratelencefalica (IT) y del
tracto piramidal (PT). Se muestra el soma de las neuronas IT (A) y de las neuronas PT (B) en la
corteza. Las neuronas del tipo IT fueron marcadas retrégradamente desde el estriado con RDA3K.
Son neuronas de 12-13 pm y se localizan en la capa lll de la corteza principalmente. Por otro
lado, las neuronas del tipo PT, se marcaron con el trazador retrégrado BDA3k (molécula aniénica
de fijacion a lisina) desde el tracto piramidal pontino, se localizan principalmente en la capa V de
la corteza y son neuronas largas de aproximadamente 18-19 um (tomado y modificado de Reiner
y cols., 2003).
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4.2.1 Conformacion del estriado
Como se ha mencionado anteriormente, el estriado se conforma del caudado,

el putamen y el nicleo accumbens y es considerado el nucleo de entrada de la
informacion a los GB (Alexander y cols., 1986; Obeso y Lanciego, 2011).

El estriado se forma principalmente de NEM, las cuales, son neuronas de
proyeccion que se encuentran homogéneamente distribuidas a lo largo de todo el
estriado y representan aproximadamente el 95 % de la poblacion de neuronas
estriatales (Grofova, 1975). El 5 % restante, corresponde a interneuronas, que al
igual que las NEM, se encuentran distribuidas en el estriado, y, aunque no son de
proyeccion, estas neuronas pueden hacer sinapsis con las NEM y asi, modular su
funcion. La naturaleza de estas interneuronas es colinérgica, GABAérgica y
peptidérgica (Kawaguchi y Kubota, 1993).

Las NEM, tienen un soma de 12-20 um de diametro, el cual tiene de 7 a 10
dendritas altamente ramificadas y con una gran cantidad de espinas (fig. 12). Dichas
neuronas, proyectan su axon desde el estriado hasta el GPe y SNr/GPi (Kawaguchi y
cols., 1990), lo cual permite la formacién de las denominadas vias directa e indirecta,
siendo la via directa, la conformada por NEM que proyectan directamente a los
nacleos de salida (SNr/GPi), mientras que en la via indirecta, las NEM proyectan al
GPe y al NST, para regular la funcién de los nucleos de salida (Obeso y Lanciego,
2011). A pesar de que todas las NEM expresan GAD, existen marcadores
especificos que permiten diferenciar entre las que forman parte de la via directa de
aguellas que forman parte de la via indirecta, ya que las NEM de la via indirecta
contienen el neuropéptido encefalina, mientras que las NEM de la via directa
contienen sustancia P y dinorfina (Gerfen y Young, 1988).
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Fig. 12. Neuronas espinosas medianas estriatales. A) Fotomicrografia de una neurona espinosa
mediana tefiida con biotina; A") magnificacion de la misma NEM (tomada de Gerfen y Bolam,
2010).

Por otro lado, las interneuronas que forman el 5 % del estriado, son de una
gran variedad morfoloégica y neuroquimica que se dividen en dos grupos. Uno de
ellos, esta formado por neuronas largas no espinosas de naturaleza colinérgica
(Kawuaguchi y Kubota 1993) y el otro grupo, son interneuronas medianas no
espinosas de tipo GABAérgico (Kita, 1993) (fig. 13).

En cuanto a las caracteristicas de las interneuronas del estriado, las
interneuronas colinérgicas son facilmente identificables en el estriado debido a que
tienen un cuerpo celular de 40 um de diametro, del cual sobresalen largas dendritas
sin espinas y su axon es extremadamente fino. Como se espera, son neuronas
positivas a la colina acetil transferasa (ChAT), la cual, es la enzima de sintesis de la
acetilcolina (ACh) (fig. 13) (Kawuaguchi y Kubota 1993). Por otro lado, las neuronas
no espinosas GABAérgicas, son el segundo mayor subgrupo de interneuronas del
estriado, y son facilmente diferenciables de las NEM, debido a que estas expresan
mayoritariamente GAD67 (fig. 13), mientras que las NEM expresan GAD65. Ademas,
las interneuronas expresan somatostatina y neuropéptido Y, asi como parvalbumiba

y calretinina (Gerfen y Bolam, 2010).
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Fig. 13. Interneuronas estriatales. A) Interneuronas colinérgicas no espinosas; B) interneuronas
no espinosas medianas GABAérgicas (tomado de Gerfen y Bolam., 2010).

4.2.2 Estructura del globo pélido externo y del ntcleo subtalamico
En el GPe, al igual que en el estriado, existen dos tipos neuronales, uno cuyo

cuerpo celular es largo y radia de tres a cinco dendritas de 300 a 400 um sin espinas,
gue se ramifican de dos a tres veces y tienen forma de disco. El otro tipo neuronal se
distingue por el gran numero de espinas distribuidas en sus dendritas; el cuerpo
neuronal es mas pequefio que las no espinosas y su longitud es similar (1 mm).
Estas dos poblaciones de neuronas, GAD positivas y lo que difiere en ellas es la
morfologia y ciertos marcadores neuroquimicos como la parvalbimina, ya que las
neuronas discoidales no espinosas, presentan parvalbumina y son las mas
abundantes en el GPe (Kita y Kitai, 1994).

Ambas poblaciones neuronales, proyectan hacia diferentes sitios de los GB,

pues, las neuronas positivas a parvalbumina, proyectan colaterales hacia el NST,
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GPi, y SNr (Baufreton y cols., 2009), mientras que las neuronas parvalbimina
negativas, proyectan casi exclusivamente al NST. Asimismo, existe una pequefia
poblacién de neuronas colinérgicas en el centro del GPe (Grove y cols., 1986) cuya
funcién parece ser regular la liberacion de glutamato cortical (Ingham y cols., 1988).

El GPe, recibe las proyecciones de las NEM provenientes del estriado (Parent
y Hazrati, 1995; Obeso y Lanciego, 2011), ademas de neuronas glutamatérgicas del
NST; las neuronas GABAérgicas del GPe, proyectan hacia otros nucleos de los GB,
siendo los principales aceptores, el NST, SNr/GPi y el estriado (Kita y Kitai, 1994).

A pesar que el principal neurotransmisor del GPe es el GABA, existen
evidencias que indican que la dopamina (DA) juega un papel importante en la
modulacién de dicho nucleo. Floran y cols., (1997), mostraron que la administracion
de DA en el GPe de ratas, disminuye la liberacibn de GABA; asimismo, se ha
demostrado la presencia de tirosina hidroxilasa (TH), la cual es la enzima limitante en
la sintesis de DA (Fuchs y Hauber, 2004).

Como se ha mencionado anteriormente, el GPe proyecta neuronas
GABAérgicas al NST, el cual, se encuentra formado principalmente por neuronas de
tipo glutamatérgico. El cuerpo de estas neuronas es ovoide o poligonal, y mide
aproximadamente de 10 a 20 um de diametro, generalmente, estas neuronas tienen
de 3 a 4 dendritas sin espinas, las cuales se estrechan y ramifican en dendritas
secundarias y terciarias.

Ademas de las proyecciones que recibe del GPe, el NST también recibe
proyecciones de la corteza, las cuales son de naturaleza glutamatégica. Asimismo,
las neuronas subtalamicas, envian axones al GPe y a SNr/GPi asi como al estriado
con la finalidad de proveer una regulacidén excitatoria en cada uno de estos nucleos
(Kita y Kitai, 1987).

4.2.3 Estructura de la sustancia nigra reticulada y del globo péalido
interno

La SNr y el GPi, son considerados los nacleos de salida en el circuito de los

GB (Parent y Hazrati, 1995) y son los encargados de “comunicar” la informacion de

29



Estudio de los receptores a canabinoides CB1 y GPR55 sobre la captura de GABA en el Globo
Palido externo vy sus efectos en la actividad motora de ratas

los GB, con los nacleos que se encuentran fuera del circuito, en especifico con el
talamo y con estructuras del cerebro medio (Deniau y Chevalier, 1992).

Ambos nucleos, utilizan GABA como neurotransmisor, asimismo, son de
naturaleza GABAérgica las principales proyecciones provenientes del estriado
(Deniau y Chevalier, 1985) y del GPe, mientras que las neuronas que provienen del
NST son de naturaleza glutamatérgica (Kita y Kitai, 1987).

Las proyecciones de la SNr/GPi, terminan en la porcién ventromedial del

talamo, el cual, proyecta a las areas corticales determinadas (Gerfen y Bolam, 2010).

4.2.4 Funcionamiento de los ganglios basales
Fisiolégicamente, los GB se definen como el conjunto de nucleos que

controlan del movimiento voluntario (Cui y cols., 2013); junto a la corteza y talamo
ventromedial, los GB cierran un circuito motor cuyo funcionamiento aun no es del
todo comprendido, sin embargo, el estudio de la via directa e indirecta a partir del
estriado, permite un estudio detallado del funcionamiento motor de este circuito
(Penney y Young, 1986; Alexander y cols., 1986; Obeso y Lanciego, 2011; Freeze y
cols., 2013; Cui y cols., 2013). La principal funcién de ambas vias es modular la
actividad de los nucleos de salida (SNr/GPi), ya que la activacion o inhibicion de
dichos nucleos, activa o inhibe el movimiento (Gerfen y Surmeier, 2011).

La via directa (fig. 14) se caracteriza por tener una proyeccién monosinaptica
formada por NEMs que expresan receptores dopaminérgicos del tipo D1, sustancia P
y dinorfina. Su funcion es liberar GABA con la finalidad de inhibir a los ndcleos de
salida (SNr/GPi). Este evento inhibitorio, activa al tAlamo ventral, el cual transmite la
informacion (glutamatérgica) hacia la corteza, lo cual produce movimiento.

Por otro lado, la via indirecta de los GB (fig. 14), a pesar de estar formada
igualmente por NEMs, estas expresan receptores dopaminérgicos tipo D2 y
encefalina, ademas de que su proyeccion es de tipo polisinaptica, pues el estriado
envia informacion hacia el GPe y posteriormente al NST (Herrero y cols., 2002) para
finalmente activar a SNr/GPi, que producira, al contrario de la via directa, la inhibicion
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del tdlamo ventral, lo cual inhibe el movimiento (Parent y Hazrati, 1995; Freeze y
cols., 2013).

# Corteza# 4‘\

alamo
GPe

Médula Q
Espinal ‘\/\A
NST SNr/GPi

Fig.14. Circuito de los ganglios basales. La via directa del estriado hacia SNr/GPi, activa el
movimiento, mientras que la via indirecta del estriado-GPe-NST-SNr/GPi lo inhibe. Rojo:
neuronas glutamatérgicas; azul: neuronas GABAérgicas; amarillo: neuronas dopaminérgicas.
Laboratorio del Dr. Benjamin Floran.

4.2.5 Papel de la dopamina sobre el funcionamiento de los ganglios
basales

Las neuronas dopaminérgicas, se localizan principalmente en los nucleos del

cerebro medio, los cuales incluyen el area ventral tegmental (VTA), la SNc, la SNr y
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el area retrorubral (Gerfen y Bolam, 2010). Dichas neuronas dopaminérgicas, se
dividen en diferentes grupos de acuerdo a su localizacién (Deumens y cols., 2002):
o Grupo A10: Neuronas dopaminérgicas del VTA. Son neuronas que
proyectan a areas limbicas principalmente como el &area septal, corteza
prefrontal, bulbo olfatorio y nicleo accumbens.
o Grupo A9: Neuronas dopaminérgicas de la SN. Son neuronas que
proyectan al estriado.
o Grupo A8: Neuronas dopaminérgicas del area retrorubral. Al igual que
A9, proyectan al estriado.

La inervacion dopaminérgica hacia el estriado es densa y uniforme; las
neuronas del grupo A9 y A8, se encuentran en la porcion ventral y lateral de la SNc y
proyectan hacia el estriado dorsal y lateral; son estas neuronas dopaminérgicas, las
encargadas del control motor estriatal (Deumens y cols., 2002).

Asimismo, la SNc envia proyecciones dopaminérgicas hacia el GPe, SNr,
talamo y corteza, con la finalidad de regular la actividad de dichos nucleos.

El control de la dopamina sobre la neurotransmision GABAérgica y
glutamatérgica de los GB, lo realiza a través de los receptores dopaminérgicos, los
cuales son receptores 7TM. Se ha demostrado que existen cinco tipos de receptores
dopaminérgicos (D1-D5) acoplados a proteinas G (PG), los cuales se agrupan en
dos clases importantes (D1 like y D2 like) basadas en el tipo de PG a la que se
acoplan dichos receptores: la familia D1 like se conforma por los receptores D1 y D5,
los cuales se acoplan a PG estimuladoras (Gs y Gor), mientras que los receptores de
la familia D2 like, formada por los receptores D2, D3 y D4, , se acoplan a PG
inhibitorias (Gyo) (Neve y cols., 2004).

Por un lado, la activacion de PGgr, estimula a la Ac, lo cual incrementa la
concentracion intracelular del segundo mensajero AMPc y la actividad de la PKA.
Dicha proteina, permite la activacion de una amplia gama de proteinas, entre las que
se encuentran factores de transcripcion, canales dependientes de voltaje y

receptores de glutamato (Svenningson y cols., 2004). Por otro lado, la activacion de
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PGin, tiene un efecto contrario, es decir, inhibe a la Ac, disminuye la concentracion
de AMPc e inhibe a PKA, por tanto, inhibe canales dependientes de voltaje, asi como
algunas isoformas de la PLC (Hernandez-Lopez y cols., 2000). Ademas, los
receptores de la familia D2 like, también tienen la caracteristica de modular a los
reguladores de la sefalizacion de PG (RGS), las cuales, se encuentran densamente
expresadas en el estriado.

Los cinco receptores dopaminérgicos, has sido localizados en todo el circuito
de los GB, principalmente en el estriado (fig. 15), sin embargo, los receptores D1 y
D2, se encuentran en mayor proporcién y de manera diferenciada; es decir, los
receptores D1, se localizan principalmente en NEM de la via directa, mientras que los
receptores D2 estan en las NEM de la via indirecta (Surmeier y cols., 1996). Estos
eventos se demostraron a partir de medir el ARN mensajero de dichos receptores y
de la sustancia P, asi como el de encefalina; los resultados mostraron que el ARN
mensajero para el receptor D1 y el de sustancia P colocalizaban en las NEM de la
via directa, mientras que el ARN mensajero para el receptor D2, colocalizaba con el

de encefalina en las NEMs de la via indirecta (Gerfen y cols., 1990).

A) Estriado
dorsal Corteza

Fig. 15. ARN mensajero de los cinco
Q) receptores dopaminérgicos en el estriado. A)
Representacion de la region dorsal del estriado
gue fue analizada. B) fotografia de un gel tefiido

B) === con bromuro de etidio, en el cual los amplicones

Estriado dorsal para cada receptor fueron separados por

2 Saatd electroforesis. Tomado y modificado de Surmeier
y cols., 1996.
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La localizacion de los receptores D1 y D2 en la via directa e indirecta
respectivamente, es determinante en la correcta regulacion de los GB en cuanto a la
inhibicion y activacion de la actividad motora. En 1990, Floran y cols., mostraron que
la activacion de los receptores D1 en rebanadas de SNr, incrementa la liberacion de
[*H]JGABA, mientras que la activacion de los receptores D2 en el GPe, disminuye la
liberacién de este mismo neurotransmisor marcado radiactivamente (Floran y cols.,
1997) (fig. 16 A-C). De la misma forma, los receptores D3 y D4, tienen un papel
importante en la regulacion de la liberacion de GABA en la via directa e indirecta, ya
que se ha demostrado que los receptores D3 que se localizan en la via estriado-
nigral, tienen la funcion de potenciar el efecto de los receptores D1 sobre la
liberacién de [*H]JGABA, cuando la proteina cinasa |l o dependiente de
Ca”*/calmodulina (CaMKlla) se encuentra bloqueada (Avalos-Fuentes y cols., 2013).
Por otro lado, se ha demostrado la presencia de los receptores D4 en la via palido-
nigral, cuya activacion, disminuye la liberacion de GABA (Acosta-Garcia y cols.,
2009; Cruz-Trujillo y cols., 2013).

Debido a esto, la presencia de la dopamina y de sus diferentes receptores en
los GB es imprescindible para el correcto funcionamiento del circuito en cuanto a la
activacion e inhibicion del movimiento. No obstante, el funcionamiento de los GB
también es regulado por otro tipo de heteroreceptores (receptores diferentes a la
naturaleza de la neurona que los contiene), que participan en la modulacion de la
neurotransmision GABAérgica (Maneuf y cols., 1996; Koéfalvi y cols., 2005; Gonzalez
y cols., 2006; Cristovao-Ferreira y cols., 2013), lo cual permite la fina regulacion de
este importante circuito del SNC.
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4.3 El sistema endocanabinoide como modulador del sistema
nervioso central

El interés hacia el sistema endocanabinoide comenzé cuando se logré aislar al
principal componente psicoactivo de la marihuana y del hashish, denominado A°®-
tetrahidrocanabinol (A°-THC) por Gaoni y Mechoulam (1964). En paralelo a este
descubrimiento, se realizaron diversas pruebas en diferentes modelos animales
(roedores, primates no humanos) y también en humanos, con la finalidad de estudiar
los efectos psicotropicos y motores de los diferentes componentes de la planta
Cannabis sativa, fue asi como se mostré, que el A%-THC era el fitocanabinoide

responsable de la mayoria de los efectos producidos por el consumo de la
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marihuana, tales como la catalepsia, alteraciones motoras, euforia, disforia,
ansiedad, alteraciones en las percepciones de tiempo y espacio, eventos de pénico y
deterioro en la memoria (Howlett, 2004). Sin embargo, en la década de los 60, adn
no se tenia claro el porqué de los diversos efectos producidos por el A%-THC.

El mecanismo propuesto fue que el A°-THC actuaba de forma inespecifica, ya
que, al ser altamente lip6filo, podria interaccionar con la membrana celular y
modificar la fluidez y estructura celular (Hillard y cols., 1985). No obstante, las
diversas pruebas realizadas con los demas canabinoides (A%-THC) -que comparten
las mismas caracteristicas lipofilicas- no mostraban la misma potencia y eficacia del
A°-THC, por tanto, la idea sobre la alteracién de la fluidez membranal fue desechada.

No obstante, Howlett (1984), descubrié que el A°-THC inhibfa la formacién de
AMPc, y en 1988, Devane y cols., descubrieron que el canabinoide se unia a sitios
especificos en el cerebro; estos dos descubrimientos dieron la pauta a un
descubrimiento inminente, el A°-THC debia unirse a un receptor en especifico que se
localizara en el cerebro y que modulara la concentracion de AMPc. Fue en 1990
cuando Matsuda y cols., caracterizaron al receptor CB1, en 1991, Herkenham y cols.,
demostraron su distribucibn en el cerebro. Este fue el primer paso en el
descubrimiento del sistema endocanabinoide.

Posteriormente, en 1992, se aisl6 al primer ligando endocanabinoide N-
araquidoniletanolamida o anandamida (AEA), a partir de un cerebro de cerdo
(Devane y cols., 1992), un afio mas tarde, se descubrié al receptor CB2 en células
del sistema inmune (Munro y cols., 1993), cuya caracteristica principal, al igual que el
receptor CB1, es que es un receptor 7TM que se acopla a una PGj,. Finalmente,
dos grupos independientes descubrieron al segundo ligando endocanabinoide
denominado 2-araquidonilglicerol (2-AG) (Mechoulam y cols., 1995; Sugiura y cols.,
1995).

La accion de los dos endocanabinoides sobre los receptores CB1 y CB2, se
termina por un mecanismo de transporte hacia el espacio intracelular, seguido del
metabolismo de los mismos (Fowler y Ghafouri, 2008). La primera evidencia acerca
de un mecanismo de captura de la AEA, fue un afo después de su descubrimiento,

donde se observé una disminucion de AEA extracelular dependiente del tiempo en
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células de gliomas (C6) y en células de neuroblastoma N18TG2 (Deutsch y Chin.,
1993). Posteriormente se demostrd que este mecanismo era especifico, saturable y
dependiente de la temperatura fisiologica (37 °C) (Di Marzo y cols., 1994).
Asimismo, la administracién de albumina o de agentes farmacoldgicos como el N-(4-
Hidroxifenil)-araquidonilamida (AM-404), disminuyen de manera significativa la
captura de AEA (Beltramo y cols., 1997), no obstante, hasta el momento, no se ha
logrado clonar a dicho transportador, por tanto, los estudios acerca de este
mecanismo contindan, ya que dicho transportador, seria un blanco farmacologico
importante para regular las concentraciones de endocanabinoides en el medio
extracelular y permitir con ello una mayor accion sobre sus receptores.

Una vez que la AEA se localiza en el medio intracelular, es metabolizada por
una proteina transmembranal con propiedades serina hidrolasa, la cual se encarga
de degradarla a &cido araquidénico y etanolamina (Cravat y cols., 1996), y se
denomina amido hidrolasa de los acidos grasos (FAAH). Esta proteina se encuentra
ampliamente distribuida en el cerebro de rata y se localiza principalmente en los
cuerpos celulares y dendritas, descrita por primera vez por Deutsch y Chin en 1993.

El metabolismo del otro ligando endocanabinoide (2-AG), ha sido menos
estudiado que el de AEA, sin embargo, se tiene conocimiento de que este, es
metabolizado por varias proteinas como la ciclooxigenasa 2 (COX-2), lipoxigenasas y
monoacilglicerol cinasas (Kosak y Marnett, 2004). Asimismo, el 2-AG puede ser
hidrolizado por la FAAH y la monoacilglicerol lipasa (MAGL), la cual, al igual que la
FAAH, se encuentra ampliamente distribuida en el SNC, pero, a diferencia de la
FAAH que es una enzima postsinaptica, la MAGL se localiza en las terminales
nerviosas presinapticas.

Desde el descubrimiento del sistema endocanabinoide en la década de los
90’s, el interés en el estudio sobre su funcionamiento y modulacién no ha disminuido,
ya que este sistema regula una gran cantidad de funciones del SNC y SNP. Debido a
este constante estudio, se han descubierto otras sustancias endocanabinoides como
N-araquidonil glicina, N-araquidonil dopamina o NADA, N-araquidonil serina, N-
palmitoil etanolamida o PEA y el noladin éter. Asimismo, se ha propuesto que existe
un tercer receptor a canabinoides (CB3), el cual podria explicar los diversos efectos
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independientes de la accién de los receptores CB1 y CB2, ocasionados por los
endocanabinoides, tal es el caso del receptor huérfano GPR55.

4.3.1 Papel de los receptores CB1 en los ganglios basales

Los receptores a canabinoides CB1, son proteinas de 472 (en humanos) y 473
(en rata y ratén) aminod&cidos, los cuales se caracterizan por conservar un extremo
N-terminal extracelular de 116 a 117 aminoacidos. Asimismo, los receptores de las
tres especies de mamiferos, comparten una identidad del 97 al 99 % (Howlett y cols.,
2002) y se ha demostrado que los aminoacidos de las posiciones 67 a 68, 75a 79y
94, que se localizan en el extremo N-terminal son los que generalmente difieren en

los tres tipos de receptores. Es un receptor ampliamente distribuido en el SNC,

principalmente en los GB (GPe y SNr), hipocampo y cerebelo (Herkenham y cols.,
1990; Tsou y cols., 1998; Silverdale y cols., 2001; Chaves-Kirsten y cols., 2013) (fig.
17).

Fig. 17. Expresion de los receptores CB1
en el cerebro de rata. Autoradiografia de
los receptores CB1, los cuales son
reconocidos por [3H]CP55940, un agonista
de los receptores CB1, en un corte sagital
de cerebro de rata. Las zonas mas oscuras,
son densamente pobladas por receptores
CB1 (Cx: corteza; Cp: caudado-putamen;
GP: globo palido; Ep: nacleo
entopeduncular; SNr: sustancia nigra
reticulata; Th: tdlamo; Hi: hipocampo; Col:
coliculo; Cer: cerebelo; BrSt: tallo cerebral).
Tomado y modificado de Herkenham vy
cols., 1990.

Debido a que los receptores CB1 se localizan en las terminales presinapticas
(Herkenham y cols., 1991; Tsou y cols., 1998; Rodriguez de Fonseca y cols., 2005),
y que la AEA y el 2-AG se sintetizan y liberan de la postsinapsis, se considera que el
sistema endocanabinoide tiene una sefalizacién retrégrada (Piomelli y cols., 1999).

Es por esta caracteristica tan importante, que el receptor CB1 participa en la
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modulacién de la neurotransmision, pues su activacion en diversos nucleos del SNC,
como el estriado, el GPe y la corteza, disminuye la liberacion de [*H]GABA y
[*H]glutamato (Kofalvi y cols., 2005; Gonzélez y cols., 2009; Ferreira y cols., 2012),
(fig. 18). El mecanismo por el cual se lleva a cabo dicha modulacion, se debe a su
clasico acople a una PGj,, por tanto, la activacion del receptor CB1 comprende la
inhibicion de la Ac, disminucion en la concentracion de AMPc, cierre de los canales
de Ca*'y apertura de los canales de K*, ademés de la activacién de la cascada de
activadora de mitogenos (MAPK) (Piomelli, 2003).
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A pesar de que se trata de un receptor acoplado a una PGj, (Howlett y cols.,
1998), se ha demostrado que puede experimentar acoples a PGy (Jarrahian y cols.,
2004; Gonzalez y cols., 2009) y a Gg11 (Lauckner y cols., 2005). Diversos estudios

han mostrado que los receptores CB1 pueden interaccionar con otros receptores,
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principalmente con el de dopamina D2 (Glass y Felder, 1997; Giuffrida y cols., 1999;
Martin y cols., 2008; Gonzélez y cols., 2009), y con los CB2 (Callen y cols., 2012).
La interaccion entre ambos receptores, sugiere el cambio de acople a una P Ggor por
parte del receptor CB1, ya que se ha demostrado, que al co-activar a los receptores
CB1 y D2, la concentracion de AMPc incrementa (Glass y Felder, 1997; Jarrahian y
cols., 2004), lo cual explica el incremento en la liberacion de GABA en el GPe
(Gonzalez y cols., 2009).

No obstante, los receptores a canabinoides, también tienen la funcién de
modular otros puntos de la neurotransmisién GABAérgica, tales como la captura de
GABA. Se ha demostrado que la activacion de los receptores CB1 en rebanadas de
GPe de rata, disminuye la captura de GABA de manera significativa (Maneuf y cols.,
1996), no obstante, diversos estudios han mostrado efectos contrarios o nulos sobre
este mecanismo (Venderova y cols., 2005; Kéfalvi y cols., 2005), por lo cual, se
necesitan mas estudios para elucidar este evento.

El mecanismo por el cual los receptores CB1 podrian disminuir la captura de
GABA, hasta ahora no es conocido, sin embargo, estudios previos han mostrado que
la activaciéon de la PKA (proteina implicada en la sefializacién del CB1) disminuye la
captura de GABA en el GPe de ratas intactas, por ello se propone que esta proteina
podria tener un efecto importante sobre el GAT-1, el cual tiene una alta densidad en
el GPe (Gonzélez y cols., 2006). Sin embargo, la PKA no podria actuar directamente
sobre el GAT-1 debido a que el transportador cuenta con un sitio de fosforilacion
para PKA de manera extracelular (Guastella y cols., 1990). Existen estudios que
proponen a la fosfoproteina de 32 kDa reguladora de dopamina y AMPc (DARPP-32)
como una proteina importante en la regulacion de la Ac en la via estriado palidal
(Svenningsson y cols., 2004) y posiblemente esta proteina es la moduladora de la
actividad del GAT-1 (Gonzalez y cols., 2006).

Se ha demostrado que la activacion de los receptores CB1 permite la
fosforilacion de la DARPP-32 (Borgkvist y cols., 2008) en la treonina 34 (Thr**), lo
cual la vuelve en inhibidora de la proteina fosfatasa-1 (PP-1), lo que incrementa la
accion del AMPc (Svenningsson y cols., 2004). Se propone que posiblemente, la
inhibicion de la PP-1 puede participar en la disminucion de la actividad del GAT-1, lo
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cual explica la inhibicién en la captura de GABA observada por la activacion de PKA
(Gonzélez y cols., 2006). Asimismo, existen reportes donde se indica que en ciertas
condiciones, la activacion del receptor CB1 en rebanadas de GPe de ratas intactas,
incrementa la formacion de AMPc (Maneuf y Brotchie, 1997), hecho que refuerza
mas la idea que los receptores CB1 podrian disminuir la captura de GABA por esta
via de sefializacion.

Los receptores CB1 también pueden actuar a través de las subunidades B/y
de la PG (Hillard y Auchampach, 1994; Lauckner y cols., 2005). Las subunidades B/y
pueden modular varios procesos de sefalizacion entre los que se encuentran la
modulacion de canales ionicos, algunas isoformas de Ac, PLC y la PI3K
(Wettschureck y Offermanns, 2005). Debido a esto, se ha propuesto que el receptor
CB1 puede activar la via PLC-PKC, e incrementar la formacién de IP3 y de DAG
(Gomperts y cols., 2009), los cuales participan en la liberacién de Ca®*" de los
depositos intracelulares y la activacion de la PKC respectivamente (Lauckner y cols.,
2005); posiblemente, esta via de sefalizacion sea la implicada en la inhibicién del
GAT-1.

En el SNC, se encuentran principalmente dos tipos de células, las neuronas y
las células de la glia, las cuales, cumplen una funcién determinada. Por un lado, las
neuronas son las encargadas de transmitir la sefial quimica a través de la
denominada “sinapsis”, la cual se forma por una neurona presinaptica y una
postsinaptica. Por otro lado, las células de la glia, cumplen la funcién de sistema
inmune del SNC, ademas de que son el “soporte” de la compleja red neuronal.

Recientemente, se ha sugerido una comunicacion bidireccional entre los
astrocitos y las neuronas (Araque y cols., 2001). Se demostré que los astrocitos
responden con un incremento en la liberacién de Ca*" intracelular cuando ocurre la
liberacion de glutamato y acetilcolina en las células de Schaffer del hipocampo
(Perea y Araque, 2005), este incremento de Ca®*, permite la liberacion de los
denominados “gliotransmisores”, los cuales, tienen como funcién la regulacion de la
excitabilidad neuronal (Araque y cols., 1999). Los astrocitos también presentan
diferentes receptores, que en la mayoria de los casos, se encuentran acoplados a la

sefializacion de segundos mensajeros, los cuales, movilizan el Ca?* de los
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compartimentos intracelulares; de esta manera se propone que el término clésico de
sinapsis debe ser modificado a “sinapsis tripartita” ya que los astrocitos juegan un
papel determinante en la regulacion de la transmision de la sefial quimica (Navarrete
y Araque, 2008).

Por medio de microscopia electrénica y mediante el uso de anticuerpos
dirigidos hacia el extremo N-terminal de los receptores CB1, se demostré que estos
receptores a canabinoides se expresan en astrocitos de estriado de ratas Sprague-
Dawley (Rodriguez y cols., 2001). Los receptores CB1 también se localizan en los
astrocitos de la corteza, del hipocampo (fig. 19), del haz del cerebro medio, de la
amigdala y de las lamina | y Il de la médula espinal de ratas Wistar (Moldrich y
Wenger, 2000; Salio y cols., 2002). Sin embargo, la participacion sobre la modulacion

de la neurotransmision, hasta ahora no es clara (Stella, 2010)

GFAP RCB1 Empalme

Fig. 19. Localizacién inmunocitoquimica de GFAP y de los receptores CB1 en astrocitos de
la region CA1l del hipocampo de ratdn. Las imagenes superiores, muestran la localizacion de
GFAP (rojo), de los receptores CB1 (verde) y el empalme de las fotografias. Las imagenes
inferiores, muestran un acercamiento de cada inmunocitoquimica asi como de la localizacién de
ambas proteinas. Tomado y modificado de Navarrete y Araque, 2008.

Para el estudio funcional de los receptores CB1 en astrocitos, se han realizado
estudios de microscopia de fluorescencia, a través de los cuales y por medio del
indicador de Ca?* conocido como fluo-4, se ha demostrado que la activacién de estos
receptores con 2-AG, AEA y WIN55212-2, incrementa la concentraciéon de Ca*'
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intracelular en astrocitos de la region CA1 del hipocampo de raton, lo cual propone
que estos receptores se podrian acoplar a una PGgs1 (Lauckner y cols., 2005). Este
incremento de Ca?*, induce al astrocito a liberar glutamato, el cual puede activar a los
receptores NMDA o metabotropicos de glutamato de tipo neuronal, lo que permitiria
la transmision neuronal (Navarrete y Araque, 2008; 2010). Asimismo, en rebanadas
de la region CA1l del hipocampo de rata, la activacion de estos receptores a
canabinoides localizados en los astrocitos, incrementa la duracion de descargas
epileptiformes inducidas por 4-aminopiridina. Por otro lado, el antagonismo de los
CB1 con AM251, si bien no bloquea las descargas, si disminuye la frecuencia de
disparo de los astrocitos de esta region cerebral (Coiret y cols., 2012). Estos eventos,
sugieren que los receptores CB1 tienen un papel importante en la modulacion de la
sinapsis tripartita.

El papel de los receptores CB1 sobre la modulacion de la liberacion de
glutamato astrocitico, ha tomado relevancia en afios recientes. Un estudio realizado
en gliosomas (astrocitos aislados) de corteza de rata, mostré que la activacion de los
receptores CB1, incrementa la liberacién de [*H]aspartato (un anélogo del glutamato)
inducida por despolarizacion con KCI, ademas de que se registré un incremento en la
formacion del IP; y en la liberacién de Ca®" intracelular (Bari y cols., 2011). No
obstante, en los GB, no se ha demostrado que los receptores CB1 astrociticos
tengan algun papel en la modulacién de la transmision sinaptica.

Los eventos neuroquimicos de liberacién y captura modulados por la accién
de los receptores CB1, tienen una importante consecuencia sobre el funcionamiento
de los GB, lo cual produce cambios sobre los procesos motores. Safudo-Pefia y
cols., (1998) han mostrado que la activacion los receptores CB1 con CP55940 en el
GPe de ratas en condiciones fisiologicas normales, induce conducta de giro
ipsilateral al sitio de administracion, lo cual sugiere que estos receptores inhiben el
disparo de las neuronas palidales. Asimismo, en sujetos de experimentacion intactos
y reserpinizados, la administracion de endocanabinoides produce hipocinesia (Di
Marzo y cols., 2000).
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A pesar de conocer las consecuencias de la activacion de los receptores CB1
en los GB y principalmente en el GPe, aun no se comprende la compleja modulacion

gue estos realizan para disminuir la actividad motora.

4.3.2 El receptor GPR55 como posible modulador de la neurotransmision
en el sistema nervioso central

Una de las principales caracteristicas que tienen las proteinas pertenecientes
a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR), es que tienen un
papel importante en la transduccion de sefales desde el medio extracelular hasta el
interior de la célula, lo cual permite la correcta funcién celular asi como la regulacion
de la expresion genética (Savarese y Fraser, 1992).

Una herramienta importante para el estudio de nuevos GPCR, es el uso de la
base de datos, denominada “High Throughput Genome” o HTG, que contiene las
secuencias gendmicas de Homo sapiens, Caenorhabditis elegans, Drosophila
melanogaster, Arabidopsis thaliana y Mus musculus. Las secuencias incluidas en
esta base de datos, pueden contener algunos fragmentos desorganizados, espacios
entre fragmentos o algunos errores de secuenciacion. Por tanto, esta fuente permite
la identificacién y caracterizacion de nuevos genes que pudieran tener una baja
expresion, 0 que se expresan transitoriamente.

A partir de esta base de datos, se logré clonar al gen humano del receptor
GPR55, el cual se localiza en el cromosoma 2q37 y codifica para un receptor 7TM de
319 aminoacidos (como en la rata) con dos sitios consenso para N-glicosilacion, tres
sitios de fosforilacion para PKA/PKC y dos sitios especificos de fosforilacion para
PKC; tiene un porcentaje de identidad importante con otros receptores humanos,
tales como el P2Y5 (29 %), GPR23 (30 %), GPR35 (27 %) y CCR4 (23 %)
(Sawzdargo y cols., 1999), ademas de que el ARNm para el GPR55 se localiza en el
caudado-putamen (estriado en ratas), sin embargo, no se ha localizado en ninguna
de las siguientes estructuras: hipocampo, tdlamo, cerebelo, corteza frontal e higado
(Sawzdargo y cols., 1999). No obstante, en el raton, se ha identificado el ARNm de

este receptor en glandula suprarrenal, bazo, tejido adiposo, pulmones, higado, rifidn,
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atero, tracto gastrointestinal (TGI), médula espinal, hipocampo, corteza frontal,
cerebelo, estriado, hipotdlamo y tallo cerebral (Ryberg y cols., 2007). Asimismo, en
ratas se ha localizado igualmente en el SNC y en TGI (Baker y cols., 2006). Dichos
estudios acerca de la expresion del GPR55 permiten proponer la posible importancia
moduladora del GPR55 sobre el SNC.

La funcion del GPR55 no ha sido completamente esclarecida, sin embargo,
estudios realizados en células de riidon humano (HEK-293s) transfectadas con el
receptor GPR55, han mostrado que se acoplan a PGi,3, debido a que fragmentos
peptidicos de PGi,/13, inhiben la union de GTPyS, lo cual sugiere que estos péptidos
interaccionan con el receptor y no permiten el acople a la PGj213. Asimismo, el uso
de anticuerpos contra diversos péptidos del extremo C-terminal de las PG,
demostraron que las PGiy13 se encuentran acopladas a la sefializacién de estos
receptores (Ryberg y cols., 2007), por tanto, la sefalizacion que desencadena dicho
receptor, involucra la activacién de PG pequefias como Rho, asi como la activacion
de ERK y la de las MAPK.

Un aspecto importante acerca del estudio del GPR55, se debe a que
posiblemente sea el denominado receptor CB3, ya que farmacol6gicamente, este
receptor es activado por algunos canabinoides, ya sean enddgenos, sintéticos o
naturales, ademas de que se ha demostrado en ratones knock out al receptor CB1,
qgue la administracion de AEA, WIN55212-2 o THC, estimulan la unién de GTPyS en
membranas cerebrales de estos ratones (Breivogel y cols., 2001).

En cultivos de células HEK-293, transfectadas con receptores GPR55, se ha
demostrado que la activacion de dichas proteinas con el fitocanabinoide THC, el
endocanabinoide AEA y con su metabolito estable metanandamida (MEA), induce el
incremento de Ca®* intracelular; ademas, el uso del agonista especifico de los
receptores CB2 JWHO15, también indujo el incremento de Ca?". No obstante, la
administracion de los canabinoides sintéticos WIN55212-2 y CP55940 no produjeron
ningn cambio sobre la concentraciéon de Ca?* (Lauckner y cols., 2008).

Un hecho interesante acerca de la farmacologia de este posible receptor a
canabinoides, es que puede producir respuestas con los arilpirazoles, tales como el

SR141716A y el AM251, los cuales son conocidos antagonistas de los receptores
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CB1 (Ross, 2008). En cultivos de células HEK-293 transfectadas con el receptor
GPR55, se ha demostrado que el uso de estos farmacos, incrementa la
internalizacion mediada por B-arrestinas, las cuales fueron fusionadas con proteina
verde fluorescente. El hecho de que la internalizacion incremente, indica que el
GPR55 es activado por las moléculas empleadas y que posteriormente, deben ser
degradados. Este es un evento de regulacién importante en todos los GPCR. No
obstante, en este estudio se propone que el CP55940 inhibe la accion del SR141716
y del AM251, lo cual propone que este agonista CB1, sea un antagonista GPR55
(Kapur y cols., 2009). Asimismo, otra sustancia canabinoide no psicotrépica conocida
como canabidiol, puede jugar el papel de antagonista de estos receptores (Ryberg y
cols., 2007; Henstridge y cols., 2010)

A pesar de la farmacologia parecida a los receptores a canabinoides, el
receptor GPR55 comparte un bajo porcentaje de identidad con los receptores CB1
(13.5 %) y CB2 (14.4 %), aunado a la falta de la clasica “bolsa de union de
canabinoides” de los receptores CB1 y CB2 (Petitet y cols., 2006).

Debido al hecho de que los agonistas de los receptores CB1 y CB2 son
derivados lipidicos y que el 2-AG puede ser intermediario en varias rutas
metabdlicas, el grupo de Sugiura, se dio a la tarea de buscar un posible agonista
lipidico para el GPR55. Estudiaron el efecto de diferentes lisolipidos sobre la funcion
de los GPR55 transfectados en células HEK-293 y si estos, podian modular la
cascada de las ERK. Oka y cols., (2007) demostraron que la adicion de
lisofosfatidilinositol (LPI) en los cultivos celulares transfectados con GPRS55,
incrementa la fosforilacion de ERK, mientras que la adicion del LPI en el cultivo sin
transfectar no produce cambios. Debido a estos datos, se sugiere que el agonista
enddgeno de los receptores GPR55 es el LPI, el cual, a pesar de ser un lipido, no es
considerado un endocanabinoide, es por ello que hasta ahora, la pregunta acerca de
si el GPR55 es el receptor CB3, continua abierta (Ross, 2008).

Debido a que el ARNm del GPR55 se expresa en una amplia variedad de
tejidos, se sugiere que, al igual que el receptor CB1, se encuentra involucrado en la
regulacion de una gran variedad de procesos fisiologicos que pueden ser

desencadenados por sustancias implicadas en la modulacion endocanabinoide y
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también por el LPI (Henstridge y cols., 2010), tales como la modulacion de los
procesos nociceptivos, ya que estudios en ratones knock out para GPR55, han
reportado una reduccion en la inflamacién y dolor neuropatico (Staton y cols., 2008),
ademas de un incremento en la masa 0sea a través de la activacion de Rho y ERK
(Whyte y cols., 2009).

Los receptores GPR55 también pueden participar en el desarrollo prenatal
pues se ha mostrado que a partir del dia 10 de gestacion de ratas, los GPR55
incrementan de manera significativa. Se propone que este incremento se debe a que
dicho receptor participa en la proliferacion celular (Fonseca y cols., 2011).

Debido a que el GPR55 se acopla a una PGi213 ¥ que incrementa la actividad
de ERK y la via MAPK (Anavi-Goffer y cols., 2012), se ha propuesto y demostrado
gue estos receptores tienen un papel importante en la regulacion de la proliferacion
celular (Whyte y cols., 2009). Anteriormente se ha demostrado por medio de
espectrofotometria de masas por electroespray de ionizacion (ESI-MS) basado en la
deteccién de lipidos, que en muestras de sangre de pacientes con cancer de ovario y
endometrial, presentan niveles altos de LPI (Xiao y cols., 2000). Posteriormente, se
demostré en diferentes lineas celulares cancerigenas y por medio de PCR, que los
receptores GPR55 se presentan de manera importante en la superficie de dichas
lineas celulares; asimismo, la activacion de estos receptores con su endoégeno LPI,
incrementa la unién de GTPyS, asi como la migracién, orientacion y polarizacion de
las células cancerigenas (Ford y cols., 2010).

De la misma forma, el grupo de Sanchez demostrd por medio de PCR, que el
receptor GPR55 incrementa su expresion en tumores de cancer de mama, por tanto,
proponen a este receptor, como marcador de este tipo de cancer, ya que al
incrementar la densidad del GPR55, los prondsticos de recuperacién para las
pacientes son muy bajos (Andradas y cols., 2011). Asimismo, este grupo de trabajo
demuestra que la proliferacion celular se realiza a través del incremento en la
fosforilacion de ERK.

Debido a lo anteriormente mencionado, se propone que el GPR55 en el
sistema periférico, participa en la proliferacion celular y también en eventos

inflamatorios a través de la via MAPK; asimismo, incrementa la concentracion de IP3
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y de Ca* intracelular, sin embargo, el papel funcional del GPR55 a nivel de SNC alin
no es claro. Un estudio reciente realizado por el grupo de Rusakov, demuestra por
medio de electrofisiologia en célula entera y de andlisis 6ptico cuantal de Ca**, que
los receptores GPR55 localizados en las neuronas piramidales, al ser activados con
LPI, incrementan la probabilidad de liberacion de glutamato de la region CAS3 a la
CALl del hipocampo, lo cual sugiere que este receptor huérfano, puede modular
eventos de liberacion en el SNC (Sylantyev y cols., 2013). Sin embargo, la
investigacion acerca de la funcionalidad del GPR55 en el SNC contintda, con el
objetivo de demostrar los diferentes eventos de modulacion que realiza y de
postularlo como un blanco terapéutico en las diferentes enfermedades

neurodegenerativas.
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5 JUSTIFICACION

Los receptores a canabinoides del tipo CB1 y GPR55 se encuentran
localizados ampliamente en el sistema nervioso central sobre todo en los ganglios
basales, por tanto, se propone que participan en el control de la actividad motora.
Estudios recientes han mostrado que los receptores CB1 participan en la regulacién
de la neurotransmision GABAérgica de la via estriado palidal ya que disminuyen la
captura de GABA en el globo pélido externo de sujetos de experimentacion, sin
embargo, hasta ahora no se conoce el mecanismo por el cual se lleva a cabo este
tipo de regulacion; debido a ello se propone que el estudio de las principales vias de
sefalizacion que participan en la neurotransmision del sistema nervioso central como
son las vias Ac-PKA y PLC-PKC, puede llevar al entendimiento de esta regulacién y
asi conocer cémo los receptores CB1 regulan la actividad motora.

Por otro lado, y a pesar de su identificacién en el sistema nervioso central, la
accion fisiologica de los receptores GPR55 en el globo palido externo,
especificamente sobre la neurotransmision GABAEérgica no se conoce, debido a ello,
su posible participacion en el control motor no se ha explorado. Es por ello que se
propone el estudio funcional de este receptor y su posible participacién en la captura
de GABA, lo cual ampliara el interés y la comprension sobre la neuromodulacion
endocanabinoide en los procesos motores.

El estudio de estos dos receptores a canabinoides en el globo palido externo
sobre la captura de GABA, permitira una mayor comprension de los mecanismos de
regulacion en el sistema nervioso central y sobre la compleja regulacion motora,
ademas, propondra de manera mas precisa al sistema endocanabinoide como

blanco terapéutico en las enfermedades neurodegenerativas de los ganglios basales.
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6 HIPOTESIS

La activacion de los receptores a canabinoides CB1 y GPR55, disminuye la
actividad motora de rata por la inhibicion de la captura de GABA en el globo palido

externo.

7 OBJETIVO GENERAL

Estudiar el papel de los receptores a canabinoides CB1 y GPR55 sobre la
captura de GABA en el globo pélido externo de rata y las consecuencias motoras que

se daran por su activacion.

7.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Estudiar el efecto del bloqueo del GAT-1 y del GAT-3 sobre la captura de
GABA en sinaptosomas y gliosomas de globo palido externo de ratas intactas.

2. Estudiar el papel de los receptores CB1 y GPR55 sobre la captura de GABA 'y
la participaciéon de la via de sefalizacion Ac-PKA en el globo palido externo de
rata.

3. Estudiar el efecto del bloqueo de la via de sefalizacibn PLC-PKC sobre los
efectos en la captura de GABA al activar a los receptores CB1 y GPR55 en el
globo palido externo de rata.

4. Evaluar la actividad motora de ratas en condiciones fisiol6gicas normales
después de la activacion de los receptores CB1 y GPR55 en el globo palido

externo.
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8 METODOLOGIA

8.1 Diagrama general de trabajo

Expresion de CB1 y GPR55 en
proteina de sinaptosomas y
gliosomas de GPe
(Western blot)

Captura de [*H]GABA
en sinaptosomas y
gliosomas de GPe

Ratas macho
Wistar

Actividad motora en campo cerrado y
abierto (administracion de bloqueadores
de GAT-1y 3 y de agonistas y antagonistas
de los receptores CB1 y GPR55)

8.2 Farmacos de estudio

Los farmacos que se utilizaron durante las pruebas conductuales vy
neuroquimicas son los siguientes: ACEA (agonista CB1; Ki= 1.4 nM), AM251
(antagonista CB1; Ki= 8 nM y agonista GPR55; Ki= 39 nM), WIN55212-2 (agonista
no selectivo CB1/CB2; Ki= 62.3 nM) los cuales fueron obtenidos de Tocris, mientras
que LPI (agonista GPR55), acido nipecético (bloqueador inespecifico de GATS),
SKF89976A (bloqueador GAT-1; ICs0= 0.64 uM), SNAP5114 (bloqueador GAT-3; 5
pM), forskolina o FSK (activador de la adenilato ciclasa), 8-Br-AMPc (activador de la
PKA), PMA (activador de la PKC), G66983 (inhibidor selectivo de la PKC-a) fueron

obtenidos de Sigma.
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8.3 Sujetos de experimentacion

Para los estudios neuroquimicos y bioquimicos, se utilizaron ratas macho de la
cepa Wistar provenientes del bioterio del CINVESTAV-IPN. Por otro lado, las ratas
empleadas en las pruebas conductuales, provinieron del bioterio Claude Bernard de
la BUAP y se mantuvieron en el vivario del Laboratorio de Neurofarmacologia. Los
sujetos se utilizaron con un peso de 230 - 250 g y fueron alojados en cajas de acrilico
transparente (5 ratas por caja), y se mantuvieron en condiciones controladas de
temperatura (21 °C + 2) y humedad (20 %), ciclos luz-oscuridad 12/12 h, con libre
acceso de agua y alimento. El uso y cuidados de los animales se realizaron conforme
a lo establecido en la Norma mexicana 062-Z0O0-1999, a los ordenamientos
establecidos en la guia National Research Counsel (NRC), al comité de investigacion
de usos de animales de laboratorio de la Benemérita Universidad Autdbnoma de
Puebla y al comité de cuidado de animales del CINVESTAV-IPN. La sustentante de
este trabajo, obtuvo la certificacion para el uso y manejo de animales de laboratorio,
expedido por el bioterio Claude Bernard de la BUAP.

8.4 Obtencidén de las estructuras de estudio

8.4.1 Obtencion de sinaptosomas de globo pélido externo de ratas

Se realiz6 eutanasia a ratas macho Wistar intactas, se extrajeron los cerebros
y se realizaron cortes coronales de 300 um de espesor. Una vez obtenidos los cortes
y por medio de un sacabocados (D= 1 mm), se disecaron rebanadas de GPe, las
cuales se mantuvieron en solucién Krebs-HEPES o K-H (composicion: NaCl 127 mM,
KCI 3.73 mM, MgS0O4 1.18 mM, KH2PO4 1.18 Mm, CaClI2 1.8 mM, HEPES 20 Mm,
dextrosa 11 mM pH=7.4 bajo saturacion con carbogeno) a 4 °C.

Terminada la diseccion se retiré el K-H frio y se adicion6 a las rebanadas de
GPe 1 mL de solucion de sacarosa 0.32 M a 4 °C para homogeneizarlas a 450 rpm
con diez incursiones del émbolo al tubo de homogeneizacion para romper las
membranas celulares. Dicho homogenado se centrifugé a 3000 rpm a 4 °C durante
15 min en una centrifuga marca Beckman para sedimentar los nucleos. El
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sobrenadante se recuperd y este se centrifugd nuevamente a 15000 rpm a 4 °C
durante 35 min en una centrifuga Sorvall RC5, en este paso, se obtuvieron los
sinaptosomas de GPe mas otros organelos como lisosomas. Terminado el tiempo de
centrifugacion, la pastilla se recuperd y se resuspendio en 1 mL de sacarosa 0.32 M,
posteriormente, el resuspendido se colocd en una cama de sacarosa 0.8 M (4 °C) y
nuevamente se centrifugd a 15000 rpm a 4 °C durante 35 min en una centrifuga
Sorvall RC5 para purificar los sinaptosomas de otros organelos. Por ultimo, la pastilla
gue se formd se recupero y se resuspendio en 1 mL de K-H a 37 °C para activar los
sinaptosomas obtenidos. Por medio de microscopia electrénica, se verifico que los
sinaptosomas obtenidos no tuvieran contaminantes celulares (fig. 20).

Fig. 20. Fotomicrografia de un sinaptosoma de globo
palido externo de rata. Se observa el sinaptosoma
formado el cual contiene en su interior una gran cantidad
de vesiculas que almacenan neurotransmisor.
Laboratorio del Dr. Beniamin Floran.

8.4.2 Obtencion de gliosomas de GPe
Los gliosomas se obtuvieron por el método propuesto por Bari y cols. (2011).

El GPe obtenido fue homogeneizado en 2 mL de sacarosa 0.32 M a 450 rpm (4 °C)
con doce incursiones del émbolo. Posteriormente, el homogenado se centrifugd a
3500 rpm durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante obtenido, se diluyé en 2 mL de
sacarosa 0.32 M (volumen final 4 mL) y posteriormente, esta soluciéon se coloco
cuidadosamente en un gradiente de Percoll® previamente elaborado (2%, 6%, 10% y
20% en sacarosa 0.32 M pH 7.4) y se centrifugd a 20000 rpm/5 min a 4°C. La
fraccidon gliosomal se localiza en la capa formada entre los gradientes de 2 'y 6 % de
Percoll®, esta capa se tomoO y posteriormente, se diluyd en 40 mL de K-H.
Nuevamente, la solucion formada se centrifugoé a 16000 rpm/30 min a 4°C y el pellet
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formado fue recuperado y resuspendido en K-H para activar a los gliosomas. Para
determinar la pureza de los gliosomas, se realizaron estudios de western blot donde
se verifico la presencia de la proteina GFAP la cual es una proteina constitutiva de

astrocitos (fig. 21).

C R M S G

Fig. 21. Expresion de GFAP en Gliosomas de
globo paélido externo de rata. Se muestra la
expresiéon de GFAP en 50 ug de proteina de
diferentes muestras. C: cerebro; R: rifién; M:
musculo; S: sinaptosomas; G: gliosomas

8.5 Estudios neuroquimicos

8.5.1 Captura de [°*H]GABA en rebanadas de globo palido externo de
ratas

Los estudios de captura de [°H]-GABA se realizaron con el método utilizado
por Gonzélez y cols., en 2006.

Se colocaron 2 rebanadas de GPe en camaras de captura conteniendo 5 mL
de solucién K-H a 37°C incubandola durante 30 minutos para su estabilizacion.

Una vez terminado el periodo de incubacion, la soluciéon se reemplaz6 por una
solucién fresca de K-H con 0.5 pL de [°H]-GABA maés el farmaco a estudiar (ACEA).
El periodo de incubacion con la marca radiactiva fue de 30 minutos; terminado este
periodo, las rebanas se lavaron con 4 cambios de K-H frio (4°C) para eliminar el
exceso de marca radiactiva.

Una vez retirado el ultimo lavado con K-H frio, las muestras se transfirieron a
viales (2 rebanadas por cada vial) y se les agregé una solucién de HCI 1N para
posteriormente someterlos a sonicacion durante 30 minutos (10 min con calor y 20
min sin calor) para solubilizarlas y de esta manera poder recuperar la marca
radiactiva, una vez terminado este periodo, se agregaron 10 mL de liquido de
centelleo para determinar la radiactividad y su posterior cuantificacion en el aparato
de centelleo liquido.
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8.5.2 Captura de [°H]GABA en sinaptosomas y gliosomas de globo
palido externo de ratas

A partir de la suspension de sinaptosomas y gliosomas obtenida, se
resuspendieron 800 uL en 5400 pL de K-H a 37 °C. Esta preparacion se estabilizé a
37 °C durante 10 min y terminado este tiempo, se colocaron 270 uL de la solucién en
cada tubo de ensayo (segun el experimento que se realiz0).

Una vez colocados los 270 pyL en los tubos, se adicionaron 10 pyL del farmaco a
estudio y 20 uL de [*H]JGABA a una concentracién de 7.5 uM. La preparacioén anterior
se incubo (10 min en el caso de sinaptosomas y 5 min para los gliosomas) a 37 °C y
terminado el tiempo de incubacion la reaccion se detuvo en hielo.

Las preparaciones se filtraron en un papel filtro previamente colocado en
polietilenimina al 0.3 %, finalmente, cada porcién del papel filtro se transfirié a viales
y se adicionaron 7 mL de liquido de centelleo. Para liberar el [°H]GABA del papel
filtro se reposaron los viales durante 2 horas. Por dltimo, se cuantificaron las
desintegraciones por minuto en un contador de centelleo liquido (Beckman LS-6500)
(fig. 22).
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Fig. 22. Metodologia para medir la captura de [3H]GABA en sinaptosomas y gliosomas de
GPe de ratas intactas. Descripcion en el texto.

8.6 Estudios bioquimicos

8.6.1 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford
Se obtuvieron sinaptosomas y gliosomas de GPe, los cuales se

resuspendieron en RIPA con inhibidores de proteasas (cOmplete® y PMSF 10
mg/mL) (RIPA 500 puL + 10 pL cOmplete®+ 5 pL de PMSF) e inhibidores de
fosfatasas (NaF 100 mM, Ortovanadato de Na 1 mM). Una vez adicionados los
inhibidores, la solucién formada se reposé por 15 minutos en hielo. Pasado este
tiempo, las muestras se resuspendieron 16 veces y se cuantifico la cantidad de
proteina por el método de Bradford como se indica en la tabla 1.
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Tabla 1 Curva de calibracion para la obtencion de proteinas por el método de
Bradford

Curva Albumina (uL) H,O (uL) H,O (llevar a 800 pL) Bradford (uL)
(BSA;1 mg/mL)
0 0 20 780 200
25 25 17.5 780 200
5 5 15 780 200
7.5 7.5 125 780 200
10 10 10 780 200
12,5 12.5 7.5 780 200

Las muestras se incubaron durante 15 min y posteriormente se leyeron a 595
nm en una ldmpara visible de un espectrofotometro Beckman Coulter.

Se tomaron 3 pL de la muestra de sinaptosomas y 4 pL de gliosomas, se
adicionaron 17 y 16 yL de agua para aforar a 20 pL y posteriormente se adicionaron
780 yuL més de agua y 200 uL de reactivo de Bradford. Por ultimo, las muestras se

leyeron a 595 nm y se obtuvo la cantidad de proteina en cada muestra.

8.6.2 Deteccidn de proteinas por Western blot
Una vez cuantificada la proteina, se adicion¢ el buffer de muestra 4x (Glicerol

50%, Tris-HCI 125 mM, pH 6.8, SDS 4 %, Azul de bromofenol 0.08 %,
B-mercaptoetanol 5 %), la proteina se hirvid a 99°C por 10 minutos, posteriormente,
las muestras se congelaron a -80 °C para los ensayos de western blot, los cuales
consistieron en lo siguente (fig. 23):
1. Se preparo el gel de poliacrilamida al 10 %
2. Se cargaron los carriles con la proteina, asi como el marcador de peso (Dual
Color 4 pL).
3. La electroforesis se realizé a 80 V por 10 min y posteriormente a 100 V
durante 90 min o hasta que la proteina migro al fondo del gel.
4. Antes de terminar la electroforesis, las membranas de PVDF se activaron

durante 1min en MeOH concentrado, se realizaron 2 lavados de 5 minutos con
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agua miliQ y se colocaron en buffer de transferencia junto a las almohadillas
de transferencia.

5. Al término de la electroforesis, se obtuvieron los geles de poliacrilamida y se
monto el “sandwich” para la trasferencia humeda en el siguiente orden (de
abajo hacia arriba): almohadilla, papel filtro, gel de poliacrilamida, membrana
de PVDF, papel filtro y almohadilla. La transferencia se realiz6 durante 4 h a
180 mA.

6. Una vez terminada la transferencia, las membranas se colorearon con rojo de
Ponceau para verificar la correcta transferencia, posteriormente se lavaron
con agua y se reactivaron con MeOH concentrado (1 min), agua 2 lavados (5
min) y TBS-tween 0.1 % 2 lavados (5 min).

7. Posterior a la reactivacion, las membranas se bloquearon con albumina (BSA)
al 5 % durante tres horas a temperatura ambiente (para ocupar espacios
inespecificos).

8. Las membranas se retiraron del bloqueo y se incubaron con el anticuerpo
primario disuelto en BSA 0.25 %- TBS-tween 0.1 % durante doce horas a 4 °C
(tabla 2).

9. Terminado el tiempo de incubacion, el anticuerpo primario se retiré y las
membranas se lavaron 4 veces (5 min cada lavado) con TBS-Tween 0.1 %.
10.La membranas se incubaron con anticuerpo secundario disuelto en BSA
0.25 %- TBS-tween 0.1 % a temperatura ambiente (tabla 3). El anticuerpo

secundario se lavo 4 veces (5 min c/u) con TBS-Tween 0.1 %.

11.La membrana se tifid posteriormente con ECL-plus (General Electric) durante
3 min [1 mL solucion A (luminol) + 25 pL solucién B (perdxido)] y se reveld por

el método de Kodak.
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Tabla 2 Anticuerpos primarios utilizados para el reconocimiento de proteinas

Anticuerpo 1°  Descripcion Origen Dilucién Marca
Anti- Policlonal Conejo 1:500 Abcam
cannabinoid
receptor |
Anti-GPR55 Policlonal Conejo 1:100 Bioss
Anti-actina Policlonal Ratén 1: 250 Elaborado en
CINVESTAV
Anti-GFAP Policlonal Raton 1:250 Millipore

Tabla 3 Anticuerpos secundarios utilizados para la visualizacion de proteinas

Anticuerpo 2° Descripcion | Origen Dilucion Marca
Anti-conejo Acoplado a @ Cabra 1:2000 (para CB1y Invitrogen
peroxidasa GPR55)
Anti-ratén Acoplado a @ Cabra 1:4000 (para actina) Invitrogen
peroxidasa 1:2000 (para GFAP)
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Fig. 23. Pasos realizados para la deteccion de los receptores CB1 y GPR55 en proteina de
sinaptosomas y gliosomas de globo pélido externo de ratas. Se detalla cada paso en el texto.

8.7 Cirugia estereotaxica

8.7.1 Implante de canula en el GPe de ratas intactas
Con la finalidad de evaluar la funcién de los receptores CB1 y GPR55 en el

globo palido de ratas en condiciones fisiolégicas normales, se realiz6 el implante de
una canula de acero inoxidable por medio de cirugia estereotaxica. Las ratas fueron
anestesiadas con una mezcla de Ketamina/Xilasina (75 y 10 mg/kg respectivamente)
y posteriormente se colocaron en un aparato para cirugia estereotaxica marca
Stoelting. Las coordenadas utilizadas para localizar el GPe, en base al atlas de
Paxinos y Watson (1998) fueron las siguientes: AP: -0.2 mm, L: - 2.9 mm con
respecto a bregma y la profundidad (P) de -3.8 mm con respecto a la dura madre.

La canula se fij6 al craneo de las ratas con un tornillo de acero inoxidable y

acrilico dental. Posteriormente, las ratas tuvieron los cuidados postoperatorios
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adecuados y su recuperacion consto de siete dias para que después se sometieran a

las pruebas motoras.

8.8 Estudios conductuales

8.8.1 Evaluacion de la conducta de motora en campo cerrado

Siete dias posteriores al implante de canula en el GPe, los sujetos de
experimentacion se sometieron al modelo de las cajas de actividad motora, el cual
consta de una caja de acrilico de 44 cm de largo por 22 cm de ancho y 22 cm de
altura de color negro (fig. 24). La parte inferior de la caja consta de una rejilla 'y en las
paredes de la caja estan distribuidos ocho fotodiodos a través de los cuales pasa un
haz de luz infrarroja a lo ancho de la caja. Cada vez que la trayectoria de la luz se
interrumpe  por algin movimiento (acicalacion, enderezamiento, giros) o
desplazamiento (deambulacién de un extremo a otro de la caja) del animal, estos se
contabilizan en un dispositivo electrénico que se encuentra adaptado a la parte
superior de la caja y que almacenara los datos obtenidos en la memoria para la
posterior lectura. Cabe sefialar que un movimiento se registra cuando la rata
interrumpe un solo haz de luz, mientras que se registrara un desplazamiento cuando
la rata interrumpa todos los haces de luz de la caja.

El dia de la prueba, los sujetos fueron administrados intrapalidalmente con 1
ML de los diversos farmacos de estudio (ACEA [1 uM], LPI [10 pM], SKF89976A [10
MM], SNAP5114 [10 yM] o sus combinaciones ACEA/SNAP, LPI/SKF, ACEA/LPI) o
con vehiculo (DMSO 0.001%). La infusion del farmaco se realiz6 durante 3 minutos
(0.33 pL/min), terminado el tiempo de administracion, el inyector permanecio durante
un minuto mas para asegurar la perfusién del farmaco o vehiculo y posteriormente
los animales se introdujeron a las cajas durante una hora. Se grafico el nimero de

desplazamientos y el nUmero de movimientos de cada animal.
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Fig. 24. Cajas de actividad motora.
El haz de luz infrarroja producido por
los ocho fotodiodos, permite registrar
los movimientos y desplazamientos
de los sujetos de experimentacion.
Laboratorio de Neurofarmacologia.

8.8.2 Evaluacion de la conducta motora en el modelo de campo abierto

La conducta motora de los sujetos de experimentacion fue evaluada en el
modelo de campo abierto, el cual consta de una caja de madera de 60 cm por 60 cm
y altura de 1m, cuya base esta dividida en 9 cuadros de 20 cm por 20 cm (fig. 25).

La administracion de los farmacos se realiz6 de la misma manera que en el
campo cerrado (0.33 pL/min durante 3 min). Las ratas se situaron en el cuadro
central y se videograbaron durante 15 minutos. Al finalizar la evaluacion de cada
rata, la caja de madera se limpié con una mezcla de agua y alcohol para eliminar
olores que pudieran perturbar la actividad de la siguiente rata.

Posteriormente, los videos obtenidos fueron observados para registrar el
namero de cuadros visitados, de erguidos y de torsiones que son parametros que
hablan acerca de la capacidad de los sujetos de experimentacion de realizar un
movimiento normal o deficiente.

Una vez finalizadas las pruebas conductuales, los sujetos de experimentacion
se sometieron a eutanasia, se obtuvo el cerebro y este se fij6 en paraformaldehido
(4 %), posteriormente, se realizaron cortes coronales de 250 um para verificar la
posicion de la canula; solo aquellos animales que tuvieron la canula en el GPe,

fueron consideradas en el analisis de la actividad motora.
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Fig. 25. Modelo de campo abierto. En este
modelo conductual, se videograbo al sujeto
de experimentacion y se registr6 el nimero de
cuadros visitados (la base se divide en 9
cuadros de 20*20 cm), el nimero de erguidos
y el ndmero de torsiones. Laboratorio de
Neurofarmacologia.
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9 RESULTADOS

9.1 Efecto de la activacion de los receptores CB1 sobre la captura
de GABA en rebanadas de globo palido externo de ratas
intactas

Maneuf y cols. (1996) mostraron que la activacion de los receptores CB1 en el
GPe de ratas, disminuia la captura de GABA de manera importante, sin embargo
otros grupos de trabajo mencionan que el receptor CB1 carece de actividad sobre
dicha captura en el GPe (Venderova y cols., 2005). Para determinar el papel de los
receptores CB1 sobre la captura de GABA, los primeros experimentos de captura de
GABA se realizaron en rebanadas de GPe de ratas intactas con el método de
captura descrito por Gonzélez y cols. (2006). Se realizé una curva concentracion-
respuesta en el GPe de sujetos de experimentacién intactos con diferentes
concentraciones de ACEA (0.01 uM, 0.1 pM, 1 pM, 10 uM y 100 uM), un agonista
especifico de los receptores CB1 (Ki= 1.4 nM) y se cuantific la captura de GABA
radiactivo en cada una de las concentraciones. En la figura 26 se observa la curva
logaritmica de la concentraciones utilizadas, la cual muestra una disminucién de la
captura de GABA de manera concentracion dependiente al agonista empleado,
asimismo, se obtuvo una ICsy de 0.11 uM (obtenida a través de una regresion no
lineal en el programa Prism GraphPad Software 4.0, San Diego, CA, USA). Dicho
resultado permite proponer que la activacion de los receptores CB1 inhibe la captura
de GABA tal y como lo demostré Maneuf y cols. (1996). No obstante, no se sabe aun
por qué estos receptores a canabinoides disminuyen dicho evento de la
neurotransmision GABAérgica.
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Fig. 26. Captura de GABA en rebanadas de globo pélido externo de ratas intactas. La activacion de los
receptores CBL1 inhibe la captura de GABA de manera concentracién dependiente. Los valores son el
promedio + ESM determinado en 3 experimentos con 4 réplicas cada uno.

9.2 Participacion del GAT-1 y GAT-3 sobre la captura de GABA en
el globo palido externo de ratas intactas.
Se ha demostrado que la activacion de los receptores CB1 disminuye la

captura de GABA en el GPe, sin embargo, no se tienen reportes sobre el mecanismo
gue se realiza para inhibir dicho proceso, ni tampoco se tiene informacion acerca del
transportador de GABA que inhiben dichos receptores. Debido a ello, un aspecto
importante fue la caracterizacién funcional de los GATs que segun previos reportes
se localizan en el GPe (Galvan y cols., 2010). Para cumplir con este objetivo, se
midio la captura de GABA en sinaptosomas y gliosomas de GPe de ratas intactas,
siguiendo la metodologia propuesta por Bahena-Truijillo y Arias-Montafio en 1999.

Se realiz6 la incubacion de los sinaptosomas y gliosomas de GPe con
[*H]GABA ([10] y [30 pM], respectivamente) a diferentes tiempos (1, 5, 10, 15 y 20
min para gliosomas y 5, 10, 15 y 30 min para sinaptosomas), posteriormente la
reaccion fue detenida a baja temperatura (4 °C) y por ultimo, se adicionaron 7 mL de
liquido de centelleo a base de tolueno para medir las desintegraciones por minuto
(DPM) en un contador de centelleo liquido. Como se observa en la figura 27, del
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minuto 1 al 10 en gliosomas, la captura de GABA (medida a través de las DPM)
incrementd de manera proporcional al tiempo de incubacion (fig.27 A), mientras que
este incremento en sinaptosomas se registré desde el minuto 1 hasta el 15 (fig. 27
B), después de este periodo, se observO una asintota, que indica la posible
saturacion del sistema; debido a ello, los subsecuentes estudios de captura de GABA
se realizaron hasta el minuto 5 para los gliosomas y al minuto 10 en el caso de los
sinaptosomas.

Los principales transportadores de GABA en el GPe de primates y ratas, son
el GAT-1y el GAT-3 (Galvan y cols., 2010; Jin y cols., 2011 ay b; Jin y cols., 2012),
los cuales tienen una localizacion definida, ya que el GAT-1 se encuentra en
neuronas, mientras que el GAT-3 esta exclusivamente en células gliales (Galvan y
cols., 2010). Después de haber mostrado que los sinaptosomas y gliosomas pueden
capturar GABA, el siguiente paso fue estudiar si este proceso era mediado por los
transportadores antes mencionados, para realizar dicho estudio, se empled
SKF89976A y SNAP5114 - los cuales son blogueadores del GAT-1 y del GAT-3
respectivamente- y se midi6 la captura de GABA en sinaptosomas y gliosomas.

La figura 27 C, muestra una disminucion de la captura de GABA al utilizar el
bloqueador del GAT-3 en gliosomas de GPe (ICso= 0.156 nM; tabla 4). Sin embargo,
el bloqueador del GAT-1, no produjo cambios sobre la captura de GABA, lo cual
indica que el principal transportador de GABA en astrocitos, es el GAT-3. Por otro
lado, el bloqueo del GAT-1 en sinaptosomas de GPe de ratas, disminuyoé la captura
de GABA, de manera concentracion dependiente  (ICsp= 6.15 nM), mientras que el
bloqueador GAT-3, no produjo modificaciones en la captura de GABA de los
sinaptosomas (fig. 27 D y tabla 4), por tanto, se asume que el GAT-1 es el que
modula la captura de GABA neuronal.

Una de las caracteristicas mas importantes de los transportadores de GABA
es su dependencia al Na* y CI" (Borden, 1996). Para demostrar que la captura de
GABA es regulada por este tipo de proteinas, se midié la captura de GABA en
sinaptosomas y gliosomas de GPe de ratas intactas, después de disminuir la
temperatura y omitir el Na* de las soluciones de trabajo. La figura 27 E muestra los
efectos producidos en los gliosomas de GPe, donde se registrd que la temperatura a
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4 °C, disminuy6 significativamente la captura de GABA en un 70 %, mientras que el
cambio de NaCl por cloruro de colina, disminuyo la captura de GABA en un 66 %.
Por dltimo, nuevamente se muestra que el SKF89976A [10 uM] no disminuyod la
captura de GABA, mientras que el SNAP5114 [10 uM], disminuyol este evento en un
44 %, lo cual confirma y sustenta los resultados, que indican que el GAT-3 se localiza
en gliosomas de GPe y que este transportador regula la captura de GABA astrocitica.

El estudio de la captura de GABA en los sinaptosomas de GPe, se muestra en
la figura 27 F. La captura de GABA disminuyo6 en un 75 % al disminuir la temperatura
a 4 °C, mientras que la omision de Na® en la solucion fisiolégica, disminuyo la
captura de GABA en un 65 %. Finalmente, la captura de GABA disminuy6 en un
75 % al bloguear al GAT-1 (SKF89976A, 10 uM), mientras que el bloqueo del GAT-3
no produjo cambios en la captura de GABA. Lo cual indica que el GAT-1 es el
transportador encargado de regular la captura de GABA de tipo neuronal. La tabla 5
muestra los porcentajes que indican los cambios en la captura de GABA tanto en

gliosomas como en sinaptosomas.
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Fig. 27. Captura de GABA en gliosomas y sinaptosomas de globo pélido externo de ratas intactas. A)
La captura de GABA en gliosomas es lineal hasta el minuto 10; B) la captura en sinaptosomas es lineal
hasta el minuto 15; C) el GAT-3 regula la captura de GABA en gliosomas; D) en sinaptosomas, el GAT-1
regula la captura de GABA. E y F) GAT-3 y GAT-1 son dependientes de temperatura fisioldgica y de Na".
Los valores son el promedio + ESM determinado en 3 experimentos con 4 réplicas cada uno (ANOVA de
una via y post-test comparacion multiple de Dunnett, ***p<0.001).
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Tabla 4 Captura de GABA después del bloqueo del GAT-1 y GAT-3 en
sinaptosomas y gliosomas de GPe.

Farmaco ICs (NM)
Gliosomas GPe Sinaptosomas GPe
SNAP5114 0.156 463500
SKF89976A ND 6.15

Tabla 5 Captura de GABA después de modificaciones fisiologicas vy
farmacoldgicas en gliosomas y sinaptosomas de GPe de ratas intactas.

Condicion Captura de GABA (% del basal)
Gliosomas Sinaptosomas
Control 100 100
Baja temperatura (4°C) 30 £9.02 25+ 2.60
Sin [Na'] 34 +6.70 35+8.19
SKF89976A [10 uM] 97 +4.09 24 +5.23
SNAP5114 [10 puM] 56 +4.84 92 + 4.66

9.3 Efecto de la activacion de los receptores CB1 y GPR55, sobre la
captura de GABA en el globo palido externo de ratas intactas.
Se ha demostrado ampliamente que el ARNm para el receptor CB1, se

localiza en el estriado de ratas (Romero y cols., 2000) y que el receptor se expresa
en las terminales estriado-palidales (Herkenham y cols., 1990). También, se ha
demostrado que el ARNm para el receptor GPR55 se expresa en el estriado de rata,
sin embargo, no se tienen reportes que indiguen la expresion del receptor en el GPe.
Uno de los aspectos mas importantes en este trabajo, fue mostrar la expresiéon

de estos dos receptores a canabinoides en el GPe; para ello, se obtuvo proteina de
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sinaptosomas y gliosomas de GPe de ratas intactas y posteriormente, se realizé la
técnica de western blot para evaluar la expresion de los receptores CB1 y GPR55. La
figura 28 A y B corresponde al western blot que muestra la presencia de una proteina
de 60 kDa y otra de 37 kDa respectivamente, las cuales corresponden a los
receptores CB1 y GPR55 en proteina de sinaptosomas y gliosomas de GPe (G y S).
Asimismo, se muestra la expresion de la actina (43 kDa) como control de carga y de
la GFAP (50 kDa) como marcador de astrocitos aislados. Las densitometrias
realizadas en sinaptosomas y gliosomas para cada receptor se visualizan en las
figuras 28 C y D, las cuales se obtuvieron por la normalizacion con la actina. Este
resultado corrobora la expresién de ambos receptores en el GPe y permite su estudio
sobre la captura de GABA.
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Fig. 28. Expresién de los receptores CB1 y GPR55 en el globo pélido externo de ratas. A) Se
muestra el western blot para el receptor CB1 y sus respectivos controles (actina y GFAP); B)
western blot para el receptor GPR55 y sus respectivos controles (actina y GFAP), en 50 ug de
proteina de sinaptosomas (S) y gliosomas (G). En C y D) se muestra las densitometrias para el
receptor CB1y GPR55 en Sy G (n= 3).

La figura 26 indica que la activacion de los receptores CB1 disminuye la
captura de GABA en el GPe, no obstante, no se sabe si esta disminucién en la
captura se debe al bloqueo del GAT-1 o del GAT-3. Para contestar esta pregunta, se
midio la captura de GABA con los agonistas y antagonistas de dicho receptor en
sinaptosomas y gliosomas de GPe de ratas intactas.

La figura 29 A, muestra los datos obtenidos durante los estudios de captura de
GABA después de activar o inactivar a los receptores CB1 en los sinaptosomas de
GPe. Se realizaron curvas concentracion-respuesta con dos agonistas CB1 (ACEA y
WIN55212-2; 0.1, 1, 10, 100 nM, 1, 10 y 100 pM), sin embargo, ningun agonista
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empleado inhibi6 la captura de GABA. No obstante, de manera interesante se
encontr6 que el antagonista del receptor CB1 (AM251), disminuyé la captura de
GABA de manera concentracion dependiente (ICsp= 0.93 uM). Existen reportes que
indican que el AM251, puede ser agonista del receptor GPR55 (Ryberg y cols., 2007,
Kapur y cols., 2009). Debido a los resultados obtenidos, en este trabajo se propone
gue los receptores GPR55 pueden modular la captura de GABA en los sinaptosomas
de GPe de ratas. Para verificar esta posibilidad, se realizé una curva concentracion
respuesta con lisofosfatidilinositol (LPI), que es el agonista enddgeno de los
receptores GPR55, lo cual produjo una disminucién concentracién-dependiente de la
captura de GABA (ICso= 0.65 pM) (fig. 29 A).

Debido a que la activacion de los receptores CB1 en sinaptosomas de GPe no
disminuyo la captura de GABA a pesar de haber ya demostrado que su activacion
disminuia la captura de GABA de manera importante en el GPe, se propuso que el
receptor CB1 que esté en los astrocitos astrocitos (ver fig. 28 A), pudiera inhibir este
proceso mediado por el GAT-3. Para mostrar si este evento era posible, se midio la
captura de GABA en gliosomas de GPe a concentraciones crecientes (0.1, 1, 10, 100
nM y 1 uM) de ACEA. Los resultados obtenidos mostraron una disminucién de la
captura de GABA de manera concentracion dependiente al agonista del receptor
CB1 y una ICs= 5.07 nM; de la misma forma, la activacion de este receptor con
WIN55212-2 también disminuy6 la captura de GABA (ICsp= 31.62 nM) (fig. 29 B), no
obstante, la activacion de los receptores GPR55 con LPI, no produjo ningin cambio
en la captura de GABA. Las ICsy obtenidas en las diferentes curvas concentracion
respuesta se concentran en la tabla 6.

Por otro lado, la figura 29 C muestra que la activacion de los receptores CB1
(ACEA [1 uM]) no disminuy6 la captura de GABA, mientras que la activacion de los
receptores GPR55 con AM251 [10 uM] y LPI [10 pM] (agonistas del GPR55),
disminuyo la captura de GABA en un 47 % y 33 % respectivamente y que la co-
administracion de ACEA y AM251, produjo una disminucion de la captura de un 43
%, lo cual permite proponer que los receptores GPR55 del GPe de ratas participan

en la inhibicion de la captura de GABA.
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Finalmente, la figura 29 D muestra que la activacion de los receptores CB1 [1
pM], disminuye la captura de GABA en un 39 %, mientras que la administracion de
AM251 [10 uM] y LPI [10 puM] no produjo cambios y que la co-administracion de
ACEA y AM251, no permitié la activacion del receptor CB1. En la tabla 7, se
encuentran los porcentajes de la captura de GABA obtenidos con respecto a la
muestra basal.
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Fig. 29. Efecto de la activacion de los receptores CB1 y GPR55, sobre la captura de GABA
en gliosomas y sinaptosomas de globo palido externo de ratas intactas. La activacion de los
receptores GPR55 con AM251 y LPI, inhibe la captura de GABA sinaptosomas (A y C), mientras
que la activacion de los receptores CB1 con ACEA, disminuye la captura en gliosomas (B y D). Los
valores son el promedio + ESM determinado en 3 experimentos con 4 réplicas cada uno (ANOVA
de una via y post-test comparacién multiple de Dunnett, ***p<0.001).
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Tabla 6 Inhibicién de la captura de GABA por agonistas del receptor CB1 y
GPR55

Farmaco ICs0 (NM)
Sinaptosomas Gliosomas
ACEA ND 5.07
WIN55212-2 ND 31.62
AM251 0.93
LPI 0.65

Tabla 7 Captura de GABA mediada por diferentes farmacos en el globo pélido
externo

Farmaco Captura de GABA (% del basal) en GPe
Sinaptosomas Gliosomas
Control 100 100
ACEA [1 uM] 94 +1.52 61 + 3.05
AM251 [10 puM] 53 + 3.60 97 +1.45
ACEA+AM251 57 £1.85 100 £1.76

9.4 Participacion de las vias adenilil ciclasa-PKA y PLC-PKC, sobre
la captura de GABA en el globo péalido externo de ratas intactas.
El GAT-1 tiene en su estructura varios sitios de fosforilacion para la PKA vy

PKC segun el modelo propuesto por Guastella y cols. (1990), y se ha sugerido que
estos sitios pueden modular la funcién de dicho transportador, sin embargo, no se
sabe si estas vias de sefializacion participan en la inhibicion de la captura de GABA
mediada por los receptores a canabinoides CB1 y GPR55. Debido a ello se
emplearon activadores y bloqueadores especificos de cada via para estudiar su
posible participacion en la modulacion de la captura de GABA.

La primera via de sefializacion estudiada fue la de Ac-PKA; se activd a la Ac
con forskolina (fsk) [10 uM] y a la PKA con 8-Br-AMPc [350 uM] y se midio la captura
de GABA en sinaptosomas de GPe de ratas intactas. La figura 30 muestra que la
administracion del bloqueador del GAT-1, SKF89976A [10 uM], inhibid la captura de

GABA en un 62 %, sin embargo, la captura de captura no disminuyo al activar a la Ac
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ni a la PKA. El porcentaje de la captura de GABA con respecto a la captura basal

obtenida en 3 experimentos, se puede observar en la tabla 8.
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Fig. 30. Efecto de la activacion de la adenilil ciclasa y de la PKA, sobre la captura de GABA
en sinaptosomas de globo palido externo de ratas intactas. Los valores son el promedio

+ ESM determinado en 3 experimentos con 4 réplicas cada uno (ANOVA de una via y post-test
comparacion multiple de Dunnett, **p<0.01).

Tabla 8 Efecto de la activacion de la PKA sobre la captura de GABA en
sinaptosomas de GPe

Farmaco Captura de GABA (% del basal)
Control 100
SKF89976A [10 uM] 38 + 5.50
Forskolina [10 uM] 104 +14.17
8-Br-AMPc [350 pM] 99 +8.71

Posteriormente, se activd a la PKC, ya que el GAT-1 tiene tres sitios
intracelulares de fosforilacién para esta proteina (Ser®®, Thr*® y Ser®®?; Guastella y
cols., 1990). La captura de GABA disminuy6 en un 48 % al activar a los GPR55 con
AM251 [10 yM], mientras que la activacion de la PKC con PMA [100 nM] disminuyo
la captura en un 20 %. Asimismo, la co-activacion de los GPR55 y de la PKC,
disminuyo la captura de GABA en un 69 %, es decir, las dos proteinas inhiben la

captura de GABA por vias diferentes, lo cual produce un efecto aditivo (fig. 31 A). El
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bloqueo de la PKC con G66983 [100 nM] confirma que el GPR55 y la PKC utilizan
vias diferentes para inhibir la funcién del GAT-1, pues aunque la accién de la PKC se
bloqued, el agonista del GPR55 (AM251) continudé bloqueando la captura de GABA
en un 53 % (fig. 31 B). Los porcentajes de la captura de GABA con respecto al basal,

se pueden observar en la tabla 9.
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Fig. 31. Papel de la PKC, sobre la captura de GABA en sinaptosomas de globo palido
externo de ratas intactas. A) activacion de la PKC; B) bloqueo de la PKC. Los valores son el
promedio + ESM determinado en 3 experimentos con 4 réplicas cada uno (ANOVA de una via y
post-test comparacion multiple de Dunnett, ***p<0.001).

Tabla 9 Efecto de la PKC sobre la captura de GABA en sinaptosomas de GPe

Farmaco Captura de GABA (% del basal)
Control 100
AM251 [10 pM] 52 +2.90
PMA [100 nM] 80 +1.20
AM251+PMA 31+1.45
G66983 [100 nM] 92 +3.84
G066983 + AM251 47 +1.45
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9.5 Efecto de la activacion de los receptores CB1 y GPR55 sobre la
actividad motora de ratas intactas.

Los datos neuroquimicos obtenidos en este trabajo, indican que la activacion
de los receptores CB1 y GPR55, inhibe la captura de GABA en gliosomas y
sinaptosomas de GPe, por tanto, se propone que en un animal integro, la activacion
de estos receptores incrementaria la concentracion de GABA en el espacio sinaptico,
lo cual produciria hipocinesia. Para mostrar este efecto, se evalué la actividad motora
de ratas intactas, después de haber administrado los agonistas de dichos receptores.
Asimismo, se evalué la actividad motora de ratas después de haber administrado los
blogueadores del GAT-1y del GAT-3.

En primera instancia, se evalud la actividad motora en el modelo de campo
cerrado, donde se registraron los movimientos y desplazamientos de las ratas. Cabe
aclarar nuevamente, que los movimientos consisten en acicalaciones o erguidos
(interrupcién de un haz de luz) realizados por las ratas, mientras que los
desplazamientos, son las deambulaciones que los sujetos realizan de un lado a otro
de la caja (interrupcion de 4 haces de luz).

La figura 32 A muestra las cuentas acumuladas durante los sesenta min de la
evaluacion de la actividad motora en el campo cerrado. Se puede observar que el
namero de cuentas realizadas por las ratas, increment6 con respecto al tiempo, sin
embargo, este movimiento fue menor cuando se activd a os receptores CB1 y a los
GPR55. De la misma forma, se observa que el bloqueo especifico de los GAT-1y 3,
también disminuye de manera considerable la actividad motora de las ratas.

De manera mas especifica, se registré el niumero de movimientos (fig. 32 B).
Las ratas administradas intrapalidalmente con el vehiculo (DMSOQO), registraron en
promedio 3176 movimientos, mientras que las ratas administradas con el agonista
GPR55 (LPI [10 uM]), disminuyeron sus movimientos en un 44 %, al registrar en
promedio 1792 movimientos. La activacion de los receptores CB1 palidales con
ACEA [500 nM], disminuyé los movimientos de las ratas en un 40 % (1929
movimientos). Los blogqueadores del GAT-1 y del bloqueador del GAT-3, a una

concentracion de [10 uM], disminuyeron significativamente los movimientos de los
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sujetos de experimentacion en un 53 % y en un 54 %, al registrar 1497 y 1468
movimientos respectivamente (fig. 32 B).

Los resultados neuroquimicos obtenidos en este estudio, indican que el GAT-1
se localiza en terminales nerviosas, mientras que el GAT-3 esta en astrocitos; debido
a esto, se propone que los receptores GPR55 inhiben la actividad del GAT-1 y que
los receptores CBL1 inhiben al GAT-3. Por esta razdn, se realizé la co-administracion
de LPI/SKF89976A y de ACEA/SNAP5114, donde ambos grupos de animales,
disminuyeron sus movimientos en un 32 % y en un 60 % (2169 y 1274 movimientos)
respectivamente. Por Ultimo, la co-activacion de los receptores CB1 y GPR55,
disminuy6 el movimiento de los animales en un 51 % (1559 movimientos) (tabla 10).

De la misma forma en que se registré una disminucién en los movimientos de
las ratas, también hubo una disminucién en cuanto a los desplazamientos de las
mismas (tabla 11). En la figura 32 C se observa que las ratas donde fueron activados
los GPR55, disminuyeron su deambulacién al registrar 236 desplazamientos,
mientras que el grupo administrado con el vehiculo registré6 457 desplazamientos
(disminucion del 48 %). En el mismo sentido, las ratas administradas con ACEA,
realizaron 192 desplazamientos (disminucion del 58 % con respecto al vehiculo). De
la misma manera, el bloqueo del GAT-1 y del GAT-3, disminuyé los desplazamientos
de los animales en un 60 y 58 % respectivamente (181 y 192 desplazamienos
respectivamente); la co-administracion del agonista CB1 y del bloqueador del GAT-3,
disminuyo los desplazamientos en un 58 % (191 desplazamientos), mientras que la
disminucién motora al co-administrar el agonista de los receptores GPR55 vy el
bloqueador del GAT-1, fue de un 51 % (225 desplazamientos). Finalmente, la co-
activacion de los CB1 y GPR55, produjo una disminucion de desplazamientos del

50 % (228 desplazamientos) en los sujetos de experimentacion (fig. 32 C).
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Fig. 32. Actividad motora en campo cerrado. A) Cuentas acumuladas durante una hora; B)
movimientos totales; C) nimero de desplazamientos. Se graficé el promedio de cada parametro
+ ESM, B y C, ANOVA de una via con un post-test de comparacién multiple de Dunnet, *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001). n= 12 ratas por grupo. Vehiculo: DMSO 0.001 %; LPI: agonista GPR55;
ACEA: agonista CB1; SKF89976A: bloqueador GAT-1; SNAP5114: bloqueador GAT-3.
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Tabla 10 Movimientos en el modelo de campo cerrado después de la
administracion intrapalidal de agonistas CB1 y GPR55

Grupo Movimientos Movimientos
registrados (% del vehiculo)

Vehiculo 3176 + 225.00 100
LPI 1792 + 188.00 56
ACEA 1929 + 155.00 60
SKF89976A 1497 + 141.00 47
SNAP5114 1468 + 125.00 46
ACEA + SNAP5114 1274 + 186.00 40
LPI + SKF89976A 2169 + 230.00 68
ACEA + LPI 1559 + 94.00 49

Tabla 11 Desplazamientos en el modelo de campo cerrado después de la
administracion intrapalidal de agonistas CB1 y GPR55

Grupo Desplazamientos Desplazamientos (% del
registrados vehiculo)

Vehiculo 457 + 38.00 100
LPI 236 + 27.00 52
ACEA 192 + 22.00 42
SKF89976A 181 + 24.00 40
SNAP5114 192 + 22.00 42
ACEA + SNAP5114 191 + 34.00 42
LPI + SKF89976A 225+ 21.00 49
ACEA + LPI 228 + 25.00 50

81



Estudio de los receptores a canabinoides CB1 y GPR55 sobre la captura de GABA en el Globo
Palido externo vy sus efectos en la actividad motora de ratas

Un dia después de la evaluacion en el campo cerrado, la actividad motora fue
nuevamente evaluada, esta vez en el campo abierto, donde se registré el nimero de
cuadros visitados, el nimero de erguidos y el nimero de torsiones (fig. 33).

Las ratas administradas intrapalidalmente con vehiculo, visitaron en promedio
82 cuadros durante los quince minutos de duracién de la prueba (100 %). Por otro
lado, la activacion de los receptores GPR55 y CB1 disminuyeron el niamero de
cuadros visitados a 38 y 35 respectivamente (disminucion del 54 y 57 %), mientras
gue el bloqueo del GAT-1 y 3 también produjo un evento inhibitorio, pues las ratas de
ambos grupos solamente visitaron 46 y 29 cuadros respectivamente (disminucién del
44 y 65 %). La coadministracion del agonista CB1 y del bloqueador GAT-3, asi como
del agonista GPR55 y del bloqueador GAT-1, disminuyé los cuadros visitados en
esta prueba a 44 y 61 respectivamente (disminucion del 46 y 26 %). Por ultimo, las
ratas donde se realizd la coactivacon de los receptores CB1 y GPR55 visitaron 44
cuadros (disminucion del 46 %) (fig. 33 Ay Tabla 12).

En el campo abierto, también se registr6 una disminucién en el numero de
erguidos. Las ratas administradas con vehiculo realizaron en promedio 31 erguidos,
mientras que las ratas administradas con LPI o con ACEA, realizaron 16 y 14
erguidos respectivamente, lo que indica una disminucion del 48 y 55 %. Por otro
lado, el bloqueo de los GAT-1y 3, disminuyd los erguidos a 13 y 10 respectivamente
(disminucion del 58 y 68 %). Al activar a los receptores CB1 y bloguear al GAT-3 en
el GPe de las ratas, estas realizaron 15 erguidos (disminucion del 52 %) mientras
que las ratas con la activaciéon del GPR55 y el bloqueo del GAT-1 realizaron 21
erguidos, lo cual corresponde a una disminucién del 33 % con respecto al control.
Finalemente la coactivacién de los receptores CB1 y GPR55 en el GPe, produjo la
disminucién de los erguidos a 16 (disminucion del 48 %) (Tabla 13y fig. 33 B)

El nimero de torsiones, es el parametro que indica el grado de asimetria
motora de los sujetos de experimentacion. El grupo de ratas administradas con
vehiculo, no realizaron torsiones, mientras que la activacion de los receptores
GPR55 y CB1, produjo 4 y 8 torsiones, lo cual corresponde a un incremento del 601
y del 1303 % con respecto al grupo vehiculo. El bloqueo del GAT-1 y 3 también

incrementd la asimetria motora en un 601 y 426 % respectivamente (4 y 3 torsiones
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respectivamente). Las ratas administradas con el agonista CB1 y con el bloqueador
del GAT-3, realizaron 4 torciones (incremento del 601 %), mientras que el grupo
administrado con el agonista GPR55 y con el bloqueador GAT-1, realizé 6 torsiones
(incremento del 952 %). Por dltimo, la coactivacion del receptor CB1 y GPR55
produjo 7 torsiones en el grupo de ratas, lo cual corresponde a un incremento del

1128 % con respecto al grupo vehiculo (fig. 33 C y Tabla 14).
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Fig. 33. Actividad motora en
campo abierto. A) Cuadros
visitados; B) ndimero de erguidos;
C) nimero de torsiones. Se graficd
el promedio de cada parametro +
ESM. ANOVA de una via con un
post-test de comparacion multiple
de Dunnet, *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001). n= 12 ratas por
grupo. Vehiculo: DMSO 0.001 %;
LPI: agonista GPR55; ACEA:
agonista CBj1; SKF89976A:
bloqueador GAT-1; SNAP5114:
blogueador GAT-3.
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Tabla 12 Cuadros visitados en el campo abierto después de la administracion
intrapalidal de agonistas CB1 y GPR55

Grupo Cuadros visitados Disminucion en el niamero
de cuadros visitados (%
del vehiculo)

Vehiculo 82+ 7.00 100
LPI 38 +4.00 54
ACEA 35 +8.00 57
SKF89976A 46 + 8.00 44
SNAP5114 29 +6.00 65
ACEA + SNAP5114 44 + 8.00 46
LPI + SKF89976A 61 + 15.00 26
ACEA + LPI 44 +7.00 46

Tabla 13 Niumero de erguidos en el campo abierto después de la administracion
intrapalidal de agonistas CB1 y GPR55

Grupo Numero de erguidos Disminucion de erguidos
(% del vehiculo)

Vehiculo 31+4.00 100
LPI 16 £ 9.00 48
ACEA 14 + 3.00 55
SKF89976A 13 + 3.00 58
SNAP5114 10+ 2.00 68
ACEA+SNAP5114 15+ 4.00 52
LPI+SKF89976A 21 + 6.00 33
ACEA+LPI 16 + 3.00 48
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Tabla 14 Numero de torsiones en el campo abierto después de la
administracion intrapalidal de agonistas y antagonistas CB1 y GPR55

Grupo Numero de torsiones | Incremento de la asimetria

motora (torsiones % del

vehiculo)
Vehiculo

LPI 4+1 601
ACEA 8x1 1303
SKF89976A 4+2 601
SNAP5114 31 426
ACEA+SNAP5114 4+2 601
LPI+SKF89976A 61 952
ACEA+LPI 71 1128
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10 DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio, han mostrado que la
activacion de los receptores CB1 y GPR55, con ACEA y LPI respectivamente,
inhiben la captura de GABA en el GPe, en la denominada “sinapsis tripartita”, cuyos
componentes son la terminal presinaptica, la terminal postsinaptica y los astrocitos
(Navarrete y Araque 2008). Por un lado, la activacion de los receptores GPR55 en
sinaptosomas de GPe disminuy6 la captura de GABA, a través del bloqueo del GAT-
1. Por otro lado, la activacion de los receptores CB1 en gliosomas de GPe, inhibi6 la
actividad del GAT-3. Asimismo, se estudiaron las posibles vias de sefalizacion que
se encuentran involucradas en la regulacion de los receptores CB1 y GPR55 sobre
los transportadores de GABA.

Los datos obtenidos, muestran que la inhibicién de los transportadores de
GABA presentes en el GPe, disminuye la actividad motora de ratas intactas, por lo
cual, estas proteinas no solo tienen como funcién la regulacién de la concentracion
de GABA en el espacio sinaptico -lo cual hasta ahora tiene una aplicacién importante
como terapia anticonvulsivante (Sharopov y cols., 2014)- sino que participan de
manera importante en el control motor, lo cual apunta a que estas proteinas pueden
ser un blanco terapéutico en el tratamiento de algunas enfermedades de los GB.
Asimismo, el presente trabajo muestra la importancia que tienen los astrocitos en la
modulacién de la neurotransmision, al modular la captura de GABA en el GPe,
siendo estos eventos, modulados por la activacién de los receptores a canabinoides
CB1 y GPR55, lo cual contribuye al estudio de la sinapsis tripartita del GPe de rata e

incrementa el interés hacia el estudio de este sistema, sobre la regulacién de los GB.

Efecto de la activacion de los receptores CB1 sobre la captura de GABA en el
globo palido externo

Los receptores CB1l son receptores acoplados a PGj, por lo cual, su
activacion conllevara a la disminucion de la actividad de la Ac y por tanto a una
disminucién en la concentracion de AMPc (Jarrahian y cols., 2004), lo cual es un

mecanismo involucrado en la disminucion de la liberacion de GABA (Kofalvi y cols.,
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2005, Gonzalez y cols., 2009). No obstante, en afios anteriores se demostr6  que

la activacion de los receptores CB1 también disminuia la captura de GABA en el GPe
(Maneuf y cols., 1996), sin embargo, existia la controversia acerca de este nuevo tipo
de modulacién debido a los resultados contrarios encontrados por otros grupos de
trabajo (Romero y cols., 1997; Venderova y cols., 2005). Debido a estas diferencias,
en este trabajo se propuso el estudio de los receptores CB1 en rebanadas de GPe
de ratas intactas, donde se demostr6 que la activacion de dichos receptores,
disminuye de manera concentracion-dependiente la captura de GABA (figura 26).
Dichos resultados permiten proponer que los receptores CB1 regulan de cierta
manera a los GATs 1y 3 presentes en el GPe, sin embargo, no se sabia si regulaba
a los dos de la misma forma o si tendria cierta especificidad con alguno de dichos

transportadores.

Naturaleza de los transportadores de GABA en el globo pélido externo de ratas
intactas

El principal mecanismo que regula la actividad de un neurotransmisor, es la
captura del mismo hacia el espacio intracelular para su posterior degradacién o
reciclaje y asi liberarse nuevamente hacia el espacio sinaptico. Estos eventos, en la
neurotransmision GABAérgica, son mediados por los GATSs, los cuales se definen
como proteinas de doce dominios transmembranales, cuyos extremos N y C
terminales son intracelulares y pertenecen a la familia de proteinas dependientes de
Na®y CI" (Borden, 1996). El funcionamiento de dichas proteinas comienza cuando en
el espacio sinaptico, dos moléculas de Na* y una de CI', se unen a los GATS, lo cual
produce cambios conformacionales en dicha proteina y permite la union de una
molécula de GABA; al encontrarse unidas las tres moléculas, los GATs se traslocan
hacia el espacio intracelular, para liberar al GABA y a los iones implicados para
después regresar a su estado basal en espera de nuevas moléculas para transportar
(Kanner, 1994).

Debido a que diversos estudios han mostrado que los GATs- 1y 3 se localizan
en las neuronas y astrocitos respectivamente del GPe (Galvan y cols., 2005; Galvan
y cols., 2010; Jin y cols., 2011b; Jin y cols., 2012), en este trabajo se obtuvieron
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sinaptosomas y gliosomas de GPe con la finalidad de estudiar la funcion de cada una
de estas proteinas. Cabe sefialar que los sinaptosomas, se forman por la capa de
fosfolipidos de la membrana celular, y en su interior contienen pequefas vesiculas
sinapticas, lo cual indica su origen presinaptico, ademas de los componentes
necesarios para el almacenamiento, liberacion y captura de diferentes
neurotransmisores; asimismo, contienen mitocondrias que permiten la produccion de
ATP y por tanto un metabolismo activo. Es por ello que se consideran estructuras
viables para el estudio de procesos a largo plazo como la liberacion y la captura de
neurotransmisores (Breuckel y cols., 1997). De la misma forma, los gliosomas se
definen como estructuras gliales subcelulares que se caracterizan por contener a la
proteina acidica fibrilar de la glia (GFAP), la cual co-existe con proteinas propias de
la maquinaria exocitica, ademas de una cantidad importante de vesiculas. La
comunidad cientifica, ha mostrado gran interés acerca de estas estructuras, debido a
gue los cultivos de astrocitos, son elaborados a partir de ratas neonatas, los cuales
han brindado resultados diferentes a lo que ocurre en un cerebro adulto (Milanese y
cols., 2009)

La figura 27 A y B, muestra los resultados obtenidos en la cuantificacion de la
captura de GABA en sinaptosomas y en gliosomas de GPe de ratas intactas, donde
se observa que ambas estructuras son capaces de capturar GABA de manera
directamente proporcional al tiempo de incubacion con la marca radiactiva, ademas
de gue este mecanismo es saturable en ambas fracciones celulares, lo cual implica
la presencia de una proteina transportadora de GABA.

Una vez que se mostré que tanto sinaptosomas como gliosomas, son
fracciones que cuentan con una maquinaria de transporte, se procedié a estudiar la
naturaleza del mecanismo de captura en cada estructura, para lo cual se realizé un
estudio concentracion-respuesta con SKF89976A y SNAP5114, los cuales son
bloqueadores especificos del GAT-1 y del GAT-3 con una ICsy de 0.64 y 0.8 uM
respectivamente (Borden y cols., 1994; Borden y cols., 1996).

El bloqueo del GAT-1 con SKF89976A, disminuyd la captura de GABA en
sinaptosomas con una ICsp de 6.15 nM, mientras que el bloqueo del GAT-3 con
SNAP5114, disminuyo la captura de GABA en los gliosomas de GPe con una ICsg de
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0.156 nM (fig. 27 C y D). Dichos eventos corroboran lo demostrado por Galvan y
cols. (2005 y 2010) acerca de la localizacion especifica de los GAT-1 y GAT-3 en
neuronas y células gliales del GPe respectivamente. No obstante, es importante
notar, que la inhibicion en la captura de GABA mediada por el GAT-3 en gliosomas,
fue menor en comparacion con la inhibicién en la captura producida por el bloqueo
del GAT-1 en sinaptosomas, lo cual puede ser explicado a través del estudio de Jiny
cols. (2012), donde se muestra, que el bloqueo del GAT-3 en el GPe de ratas, no
produce efecto alguno sobre las corrientes postsinapticas excitatorias, a menos que
primero se realice el bloqueo del GAT-1, con lo cual, es posible observar la
disminucién de estas corrientes cuando se bloquea al GAT-3. Posiblemente, si se
realiza la co-administracion de los bloqueadores del GAT-1 y del GAT-3 en
gliosomas, se observe una disminucion mayor de la captura de GABA. No obstante,
Kersanté y cols. (2013) han propuesto que el GAT-3 localizado en astrocitos de
hipocampo de rata, regulan la concentracion de GABA en eventos de actividad
neuronal sostenida, ya que al inducir la liberacidbn excesiva de GABA por la
despolarizacion inducida por alto K™ y posteriormente administrar el bloqueador de
este transportador, se registr6 un incremento en la concentracion de GABA
extracelular en experimentos de microdialisis realizados en ratas en libre movimiento.
Por tanto, se propone que la disminucion en la captura de GABA producida por el
bloqueo del GAT-3 en los gliosomas de GPe de ratas intactas, pudiese ser mayor Si
se primero se despolariza a la célula y posteriormente se administra el bloqueador
del GAT-3.

Para mostrar que los eventos de captura anteriormente observados, son
mediados por un transportador de GABA, se omiti6 el NaCl y se disminuyd la
temperatura a 4°C en las soluciones empleadas en los estudios de captura, donde se
observd una disminucion significativa tanto en gliosomas como en sinaptosomas del
GPe, lo cual concuerda con lo reportado por Borden y cols. (1996) y por Gonzéalez y
cols. (2006) y se confirma que la captura registrada en sinaptosomas y gliosomas es
a través del GAT-1y del GAT-3 (fig. 27 Ey F).
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Expresién de los receptores CB1 y GPR55 en el GPe y sus efectos sobre la
captura de GABA

Debido a la expresion del ARNm para el receptor CB1 en el estriado (Romero
y cols., 2002) y a la importante densidad de estos receptores en el GPe de primates
y roedores (Herkenham y cols., 1990; Herkenham y cols., 1991; Lastres-Becker y
cols., 2001; Lastres-Becker y cols., 2005), se propone que se localizan en la via
estriado-palidal de los GB. De la misma forma, Ryberg y cols. (2007) demostraron
gue el ARNm para otro posible receptor a canabinoides, denominado GPR55, se
localiza de manera importante en el estriado de ratdn, por lo cual, una pregunta
importante en este trabajo fue si dicho receptor se expresaba en el GPe de ratas. Se
demostré por medio de western blot en proteina de sinaptosomas de GPe de ratas,
gue ambos receptores con un peso molecular de 60 (CB1) y de 37 kDa GPR55)
respectivamente (fig. 28 A-D) se expresan de manera importante. Sin embargo, la
expresion de estos dos receptores, no solo se limita a las terminales nerviosas, sino
gue también se expresan en astrocitos, ya que de la misma forma que Navarrete y
Araque (2008), se mostro la expresion del receptor CB1 y GPR55 en los gliosomas
del mismo nucleo, lo cual, permite suponer un importante papel del sistema
endocanabinoide en la modulacion de la neurotransmision GABAérgica.

El principal mecanismo donde se ha demostrado la participacion de los
receptores CB1 en la via estriado-palidal es la liberacion de GABA, pues al ser
activados con agonistas canabinoides endégenos o exdgenos, inhiben la liberacion
al disminuir la actividad de la Ac (Gonzélez y cols., 2009). Sin embargo, se ha
demostrado que la captura de GABA también es una diana importante en la
modulacién de los receptores CB1 en el GPe (Maneuf y cols., 1996), no obstante,
hasta ahora no es claro el mecanismo por el cual estos receptores modulan este
evento. Debido a ello, se cuantifico la captura de GABA en sinaptosomas de GPe de
ratas intactas después de activar a los receptores CB1, sin embargo, no se
registraron cambios significativos con los dos agonistas empleados (ACEA vy
WIN55212-2; fig. 29 A), lo cual coincide con los datos reportados por Romero y cols.
(1998) y por Venderova y cols. (2005), ya que no observaron cambios en la captura
de GABA en sinaptosomas y rebanadas de GPe respectivamente. Asimismo, Kéfalvi
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y cols. (2005) tampoco observaron disminucién de la captura en sinaptosomas de
estriado de ratas.

A pesar de no encontrar cambios al activar a los receptores CB1, si se
observd una disminuciéon de la captura de GABA de manera inversamente
proporcional a la concentracion de AM251 (antagonista CB1) (fig. 29 Ay C), el cual
ha sido reportado como agonista del receptor GPR55 (Kapur y cols., 2009; Anavi-
Goffer y cols., 2012); este evento, aunado a la expresion del GPR55 en
sinaptosomas de GPe, permitid proponer que estos receptores son los que inhiben la
captura de GABA. No obstante, se ha propuesto que el agonista enddégeno de los
receptores GPR55 es el LPI (Oka y cols., 2007), por lo cual, en este trabajo también
se empled dicho farmaco, donde efectivamente, se observd la disminucion de la
captura de GABA en los sinaptosomas de GPe (fig. 28 A y C), evento que muestra
que la captura de GABA neuronal, es regulada por los receptores GPR55.

En estudios anteriores se ha demostrado que la activacién de los receptores
CB1 disminuye la captura de GABA (Maneuf y cols., 1996), sin embargo en este
estudio no se encontrd dicho efecto en los sinaptosomas de GPe, lo cual se puede
deber a que en los trabajos anteriores, se ha medido la captura de GABA en
rebanadas de GPe, mientras que en el presente estudio, solo se han aislado las
terminales nerviosas de dicho nucleo. Debido a que anteriormente se ha demostrado
la expresion de los receptores CB1 en astrocitos del estriado de ratas (Rodriguez y
cols., 2001) y en este trabajo se mostr6 que también se expresan en astrocitos de
GPe, se propone que los receptores CB1 que se expresan en astrocitos, son los
responsables de inhibir la captura de GABA,

Shivachar (2007), demostr6 que la activacion de los receptores CB1 en
cultivos de astrocitos corticales de ratas, disminuye la captura de D-aspartato de
manera concentracion-dependiente. Asimismo, Bari y cols. (2011), mostraron que la
activacion de los receptores CB1 en gliosomas de la corteza de ratas, participa de
manera importante en la inhibicién de la liberacion de glutamato, ademas de que esta
fraccion subcelular cuenta con toda la familia endocanabinoide. Debido a lo
mencionado anteriormente, es viable proponer que los receptores CB1 de los

astrocitos del GPe de rata son los que inhiben la captura de GABA. Para demostrar
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esta suposicion, se cuantific6 la captura de GABA en gliosomas de GPe de ratas
intactas, en donde se observo la disminucién de la captura de GABA a medida que la
concentracion de agonista CB1 (ACEA y WIN55212-2) incrementaba (fig. 29 B y D).
Los resultados obtenidos en este estudio, indican la importancia del sistema
endocanabinoide en la modulacion de lo que ahora se conoce como la sinapsis
tripartita propuesta por varios grupos de trabajo, en donde se propone la activa
participacion de los astrocitos en la modulacion de la sefial quimica que ocurre en las
terminales sinapticas (Stella, 2004; Navarrete y Araque, 2008; Stella, 2010).

Debido a que los receptores CB1 y GPR55 inhiben la captura de GABA en
sitios distintos de la sinapsis tripartita, se propone que los receptores GPR55 inhiben
la funcion del GAT-1 neuronal, mientras que los receptores CB1 inhiben al GAT-3 de
los astrocitos. No obstante, ain no se tiene claro el mecanismo por el cual estos
receptores inhiben a dichas proteinas transportadoras. Guastella y cols. (1990),
mostraron que el GAT-1, tiene varios sitios de fosforilacion, entre los que se
encuentra uno para la PKA y siete para la PKC, por lo cual, se decidié estudiar el
efecto de la activacion de ambas proteinas cinasas sobre la captura de GABA en los
sinaptosomas del GPe. Es importante el estudio de la captura, debido a que este
proceso es el principal regulador de la concentracion de GABA en el espacio
sinaptico, por lo tanto, el conocimiento de la funcién de los transportadores de GABA,
permitira conocer mas sobre dicha regulacion y las posibles implicaciones que

conllevara dicha funcion.

Participacion de las vias Ac-PKA y PLC-PKC sobre la captura de GABA
modulada por los receptores GPR55

Gonzalez y cols. (2006), mostraron que la activacién de la Ac y de la PKA en
rebanadas de GPe de ratas, disminuye la captura de GABA de manera importante,
sin embargo, en sinaptosomas de hipocampo de ratas se demostro que la activacion
de estas mismas proteinas, incrementa la captura de GABA (Cristévao-Ferreira y
cols., 2009); no obstante, en este estudio no se observaron cambios al activar a
ambas proteinas, hecho que concuerda con la propuesta realizada en este trabajo,

acerca de la actividad del GPR55, ya que este receptor se acopla a una PGizi3 Y
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tambiéen a PGgy11, cuya sefializacion no involucra la activacion de la via Ac-PKA
(fig. 30).

El hecho de proponer que la PKC inhibe la actividad del GAT-1, se basa en
que dicho transportador tiene en su estructura siete posibles sitios de fosforilacion
para dicha proteina, de los cuales, tres se localizan intracelularmente en Ser?*, Thr*

y S ers62

(Guastella y cols., 1990). Asimismo, diversos grupos de trabajo han
mostrado que la activacion y/o el bloqueo de la PKC, puede modular la actividad del
GAT-1 (Bahena-Trujillo y Arias Montafio, 1999; Quick y cols., 2004). Debido a que el
receptor GPR55 puede acoplarse a una PGgyi1, Se propuso que su activacion
conllevaria a la activacion de la PKC, siendo esta proteina la que interactie con el
GAT-1, trayendo como resultado la inhibicion en la captura de GABA registrada en
las pruebas neuroquimicas presentadas en este trabajo. No obstante, los datos
obtenidos, muestran una disminucion significativa de la captura de GABA cuando la
PKC fue activada, sin embargo, la co-activacion de los receptores GPR55 y de la
PKC, produjo un evento aditivo sobre la inhibicion de la captura de GABA (fig. 31), lo
cual indica que ambas proteinas, inhiben al GAT-1 por vias de sefalizacion que no
se encuentran relacionadas. Este hecho se confirmé cuando se realiz6 el bloqueo de
la PKC mas la activacion del GPR55, en donde se mantuvo la inhibicion de la captura
de GABA a pesar del bloqueo de la PKC.

Debido a los resultados obtenidos, se propone que la PKC no forma parte de
la sefalizacion desencadenada por los receptores GPR55 sobre el GAT-1. Por lo
cual, se propone que la union del agonista (LPI o AM251) al GPR55, permite la
activacion de la subunidad agq1 (Lauckner y cols., 2008), lo cual permitira el
incremento de la sintesis del IP3 que a su vez incrementara la liberacion de ca?
intracelular, lo cual podria participar en la activacién de la sintasa de éxido nitrico
neuronal (nNOS) y por tanto incrementar la sintesis de oxido nitrico que promueve la
union de SNAP-25 a la sintaxina 1, la cual se une directamente al extremo N-terminal
del GAT-1 y modula su funcién (Deken y cols., 2000). La formacién del complejo
SNARE es imprescindible para que se realice la liberacién de neurotransmisores, sin

embargo, estudios recientes de Fan y cols. (2006) han mostrado que este complejo
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inhibe la funcién del GAT-1, por tanto, se propone que el GPR55 pudiera activar la
formacién del complejo SNARE vy asi inhibir la captura de GABA.

Por otro lado, diversos estudios han mostrado que el GPR55 puede acoplarse
a PGasy3 la cual tiene como funcion la activacion de la PG pequeiia RhoA, la cual a
su vez activa a rock cuya funcion es la movilizacién y restructuracion de los
polimeros de actina (Ryberg y cols., 2007; Anavi-Goffer y cols., 2012); posiblemente,
la activacion del GPR55 induzca la internalizacion de GAT-1 por medio de estas
restructuraciones de actina. No obstante, estas propuestas deben ser
cuidadosamente estudiadas para discernir la correcta regulacion del GPR55 sobre el
GAT-1. Sobre el mecanismo que desencadena el receptor CB1 para bloquear al
GAT-3, aun no se tienen datos que puedan explicar dicho evento, por lo cual es

importante realizar estudios que expliquen dicha inhibicion.

Efecto de la activacién de los receptores CB1 y GPR55 sobre la actividad
motora de ratas

Debido a la inhibicion de la captura de GABA producida por la activacion de
los receptores CB1 y GPR55, se propone que su activacion conllevara a la
disminucién de la actividad motora de ratas en respuesta al incremento de la
concentracion de GABA en el espacio sinaptico. Por esta razén, se realizé la
administracion intrapalidal de los agonistas LPlI y ACEA, de manera individual y
conjunta, para estudiar el efecto que producen sobre la actividad motora. Para probar
que los efectos producidos por la activacion de los CB1 y GPR55, son consecuencia
de la inhibicion de la captura de GABA, también se administraron intrapalidalmente
los bloqueadores de los GAT-1y 3.

La activacion de los receptores CB1 y GPR55 en el GPe, disminuyd la
actividad motora de las ratas en el modelo de campo cerrado de la misma manera en
que disminuy6 la actividad motora de las ratas administradas intrapalidalmente con
los bloqueadores de los GATs- 1 y 3, lo cual, es un indicio de que los farmacos
empleados disminuyen la captura de GABA. Para confirmar que el receptor GPR55
inhibe la actividad del GAT-1 y que el receptor CB1 inhibe al GAT-3, se realizo la co-
administracion de LPl y SKF89976A asi como de ACEA y SNAP5114 en el GPe, con
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la finalidad de observar si se genera un efecto aditivo u oclusivo sobre los procesos
motores.

Las figuras 32 y 33, muestran que la co-administracion intrapalidal del
agonista del GPR55 y del bloqueador del GAT-1, asi como la del agonista CB1 mas
el bloqueador del GAT-3, disminuye la actividad motora de ratas en condiciones
fisiologicas normales, y esta disminucién es muy parecida a la que se produjo por la
administracion individual de cada uno de los farmacos, lo cual indica que tanto el
GPR55 como el SKF89976A tienen el mismo blanco molecular que es el GAT-1,
mientras que el GAT-3 es el blanco molecular del receptor CB1 y del SNAP-5114.

Debido a que los receptores GPR55 y CB1 inhiben al GAT-1 y GAT-3
respectivamente, se esperaria que la co-activacién de dichos receptores en el GPe
de ratas, disminuyera la actividad motora de manera aditiva, no obstante, no se
registraron cambios sobre la locomocion de los animales. Esto podria deberse a que
el GABA liberado de la terminal estriado-palidal, ha llegado a su punto méximo, por lo
cual, no se puede registrar el efecto aditivo esperado por la activacion de ambos
receptores. Sin embargo, es necesario medir la captura de GABA, después de haber
activado a los receptores GPR55 y CB1 para poder corroborar esta suposicion.

La disminucién de la actividad motora en los sujetos de experimentacion, se
explican por un desbalance en la regulacién de la via directa e indirecta de los GB. El
bloqueo de los GATs-1y 3 en la via estriado palidal, incrementa la concentracion de
GABA en el espacio sinaptico, lo cual traera como consecuencia la inhibicion de las
neuronas del GPe (Kita y Kita, 2011; Jin y cols., 2012). Cuando el GPe se inhibe, la
regulacion de este nucleo hacia el NST disminuye, por tanto, el NST incrementa su
actividad glutamatérgica hacia los nacleos de salida (GPi/SNr) lo cuales a su vez
inhiben al tAlamo, trayendo como consecuencia la interrupcion en la transmisiéon de la
sefial quimica hacia la corteza motora. El resultado de dicha interrupcion es la
disminucién en los procesos motores (Obeso y Lanciego, 2011).

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion, proponen que el
bloqueo de los receptores GPR55 y CB1, podria ser una terapéutica importante en el
tratamiento de ciertas enfermedades de los GB, como la enfermedad de Parkinson,

mientras que la activacion de estos receptores podria ser de utlidad en la
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enfermedad de Huntington, en donde se ha demostrado que el bloqueo del GAT-1,

disminuye las caracteristicas coreas de esta enfermedad (Blazquez y cols., 2011).

Glutamina
Glutamato

Glutaminasa

Fig. 34. Esquema hipotético final. Los receptores a canabinoides CB1 y GPR55 se localizan en las
neuronas y astrocitos de la via estriado palidal de los ganglios basales. La activacion de estos receptores
modula de manera negativa la funcién de los transportadores de GABA GAT-1 y GAT-3, localizados a su
vez en neuronas y astrocitos respectivamente. El incremento en la concentracién de GABA en el espacio
sindptico, sobreactiva a los receptores GABA, del GPe, lo cual resulta en la inhibiciéon de dicho nucleo.
La disminucién en la actividad del GPe, incrementa la neurotransmision glutamatérgica del nudcleo
subtaldmico, cuya consecuencia es la sobreactivacion de los nicleos de salida GPi/SNr y la disminucion
de los procesos motores. GABA: acido y-aminobutirico, GAD: glutamato descarboxilasa, VGAT:
transportador vesicular de GABA, GAT-1: transportador de GABA tipo 1, GAT-3: transportador de GABA
tipo 3.
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11 CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

Los transportadores de GABA 1 y 3, modulan la captura de [°H]JGABA, en
sinaptosomas y gliosomas de globo pélido externo de ratas intactas,
respectivamente.

La activacién de los receptores GPR55, inhibe la captura de [°*H]JGABA en
sinaptosomas, mientras que la activacion de los receptores CB1, disminuye la
captura de [°H]JGABA en gliosomas de globo palido externo de ratas.

La activacion de los receptores GPR55 en sinaptosomas de globo palido
externo de ratas, no inhibe la captura de [*H]GABA a través de la via Ac-PKA.
La via de la PLC-PKC, no participa en la inhibicién de la captura de [*H]GABA
mediada por los receptores GPR55 en sinaptosomas de globo palido externo
de ratas intactas.

La activacion de los receptores GPR55 y CB1, disminuye la actividad motora,
debido a la inhibicion del GAT-1 y GAT-3 respectivamente, en el globo palido

externo de ratas.

12 PERSPECTIVAS

En base a los resultados obtenidos en este proyecto de investigacion, se

propone estudiar las posibles vias de sefalizacién que se encuentran involucradas

en la inhibicién de la captura de GABA cuando los receptores CB1 y GPR55 son

activados en el GPe de ratas. Dicho estudio permitira conocer mas a fondo la

modulacidn estos receptores sobre la neurotransmision GABAérgica. Asimismo, se

propone estudiar la activacion de estos receptores en un modelo de

hemiparkinsonismo con la finalidad de conocer si existen cambios en cuanto a su

expresion y funcion.
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“LA CO-ACTIVACION DE LOS RECEPTORES CB1 Y D2 DISMINUYE LA ACTIVIDAD
MOTORA POR UN INCREMENTO EN LA LIBERACION DE GABA EN EL GLOBO
PALIDO EXTERNO”

MUNOZ G., DE JESUS L., SANCHEZ R., PAZ F. 2., LIMON I. D., FLORAN B.

Los receptores CB1 y D2 se encuentran co-localizados en la terminal estriado-palidal de los
ganglios basales y su actividad en la enfermedad de Parkinson esta incrementada, por lo que existe
una desregulacion en la funcion motora del globo pélido externo. Estos dos receptores, tienen como
funcion la modulacion de la neurotransmisién GABAérgica proveniente del estriado ya que se ha
mostrado son capaces de actuar sobre los mecanismos de captura y liberacibn de este
neurotransmisor. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto que tiene la co-activacion de los
receptores CB1 y D2 en el globo palido externo (GPe) de ratas con lesibn dopaminérgica sobre la
captura y la liberacién de GABA radioactivo y observar las consecuencias de la co-activacién de
ambos receptores sobre la actividad motora de ratas lesionadas. Se lesionaron ratas macho Wistar en
el haz medial del cerebro con 6-OHDA (8 ug/uL) (AP: -1.8, L: -2.0, P: -6.6). Catorce dias posteriores a
la lesion se evalud la conducta de giro inducida por anfetamina (5 mg/kg) y posteriormente se
obtuvieron rebanadas del globo palido externo en donde se realizaron los experimentos de captura y
liberacién de GABA. En otro grupo de ratas intactas se evalué la actividad motora en el campo abierto
(10 min) y ajuste de pasos para posteriormente lesionarlas con 6-OHDA en el haz medial del cerebro.
Catorce dias después de la lesidon se registré la conducta de giro inducida por anfetamina y luego
estos sujetos fueron sometidos nuevamente a las pruebas conductuales. Los animales que registraron
més de 10 giros por minuto en la conducta de giro, fueron canulados en el globo palido externo (AP: -
0.8, L: -2.9, P: -4.2) y nuevamente se evaluo la actividad motora al activar a los receptores CB1 y D2.
Finalmente se evalué la conducta de giro inducida por anfetamina de los animales tratados con los
agonistas y antagonistas de los receptores CB1 y D2. Se encontré que la inhibicién en la captura de
GABA por los receptores CB1 es independiente de los D2, asimismo la activaciéon de los receptores
CB1 en ratas lesionadas disminuyd la actividad motora e incrementdé la asimetria motora por
anfetamina lo que podria estar relacionado con la inhibicién en la captura de GABA en el globo palido
externo. Por otro lado la activacion de los receptores D2 increment6 la asimetria motora en el campo
abierto debido a la inhibicién en la liberacién de GABA. Finalmente la co-activacion de los receptores
CB1 y D2 incrementé la asimetria en el ajuste de pasos y el giro inducido por anfetamina debido al
incremento en la liberacion de GABA. Asimismo es importante hacer notar que el bloqueo de los
receptores CB1 incrementa la actividad motora debido al incremento en la captura y la disminucion en
la liberacion de GABA cuantificado en las pruebas neuroquimicas por lo que proponemos que el
blogueo de los receptores CB1 en conjunto a algin agonista dopaminérgico podria mejorar la calidad
de vida de los pacientes con enfermedad de Parkinson.
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"Role of CB1 and D2 receptors in globus pallidus on motor activity and GABA
uptake and release in hemiparkinsonian rats,"

*M. MUNOZ ARENAS, L. DE JESUS, F. LUNA, F. PAZ, B. FLORAN, I. D. LIMON

CBu receptors are located in the striato-pallidal terminal of the basal ganglia that are involved
in control of motor activity. In this same terminal, these receptors are colocalized with Dz receptors;
therefore these participate in the modulation of GABA by increasing its release or inhibit uptake under
normal conditions. In motor disorders, such as Parkinson's disease, the role of the colocalization of the
CB1 and Dz receptors and its consequences on motor activity is not clear. The aim of our work was to
study the role of the CB1and D2zreceptors on GABA uptake and release in globus pallidus in the motor
processes of hemiparkinsonian rats. Wistar male rats were injured in the medial forebrain bundle with
6-OHDA (16 pug / 2 L) (AP: -1.8, L: -2.0, P: -6.6), after, we obtained globus pallidus slices and perform
experiments of GABA uptake and release. Furthermore, motor activity was recorded in intact rats in the
open field (10 min) and adjusting stepping test to further injury with 6-OHDA in the medial forebrain
bundle. Fourteen days after the injury, we induced turning behavior with amphetamine. Only those
animals with more than 10 turning per minute, were cannulated in globus pallidus (AP: -0.8, L: -2.9, P: -
4.2). Then, we made local injections of ACEA (a CBai-receptor agonist), AM251 (a CBai-receptor
antagonist), Quinpirole (a D2-receptor agonist), and sulpiride (a Dz-receptor antagonist), then, we
coadministrated CB1 and D2z receptors. We found that intrapalidal injection of ACEA decreased motor
activity because CBa1 activation inhibits GABA uptake, and AM251 increases motor activity in rats
because this antagonist inhibits GABA release. The coactivation of the CB1 and D2 receptors in globus
pallidus decreased the motor activity rats because we found an increase in GABA release. The
decrease in motor activity probably occurred when we coactivated the CB1 and D2 receptors because
under these conditions the CB1 receptors are coupled to the Gs-oif protein, so this condition stimulates
the release of GABA. We think that the use of the CB1-receptor antagonists would be a potential tool
to increase motor activity and decrease motor asymmetry of hemiparkinsonian rats.
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"PAPEL DF LOS RECEPTORES CB1 PRESINAPTICOS SOBRE LA CAPTURA DE [3H]-GABA Y
SUS  CONSECUENCIAS  SOBRE [A  ACTIVIDAD  MOTORA  DE  RATAS
HEMIPARKINSONIANAS”

Muioz G, Paz F, Limon ID, Floran B

Los receptores a canabinoides de tipo 1 (CB1) se localizan abundantemente en el sistema
nervioso central y juegan un papel importante en la regulacién de la neurotransmision GABAérgica de
la via estriado palidal de los ganglios basales tanto en condiciones fisiologicas normales como de
hemiparkinsonismo. Se ha demostrado que su activacion inhibe la liberacion de GABA y que también
puede inhibir la captura de este neurotransmisor, sin embargo no se tiene claro cédmo se realiza esta
cascada de sefializacién. El objetivo de este trabajo es estudiar la via de sefializacién por la cual los
receptores CB1 presinapticos del globo péalido de rata, realizan la inhibicién en la captura de [3H]—
GABA vy si este efecto sobre la captura tiene repercusiones en la actividad motora de sujetos de
experimentacién. Ratas macho Wistar fueron sometidas a cirugia estereotaxica, por la cual se
formaron dos grupos de experimentacién (control y problema) al administrar 2 yL de vehiculo (acido
ascorbico) o de la neurotoxina 6-OHDA (16 ug/ 2 pL) en el haz medio del cerebro para reproducir un
modelo de hemiparkinsonismo. Catorce dias posteriores a la cirugia, los sujetos de experimentacion
de los dos grupos fueron sometidos a la conducta de giro inducida por anfetamina (5 mg/kg sc). Las
ratas que realizaron més de 10 giros por minuto durante 80 minutos fueron incluidas en la siguiente
etapa del experimento que consistid en someter a los sujetos de experimentacion a una segunda
cirugia estereotéxica (26 dias postlesion) con la finalidad de implantar una canula en el globo pélido a
través de la cual, se realizo la administracion de SKF89976A y de ACEA los cuales son un inhibidor
especifico de la proteina de captura de GABA (GAT-1) y el agonista especifico de los receptores CB1.
Se evalué la actividad motora de los sujetos de experimentacion en el modelo de campo abierto
durante 15 minutos. Treinta y tres dias postlesion, los sujetos de experimentacion fueron nuevamente
evaluados en la conducta de giro inducida por anfetamina (5 mg/kg sc) mas la administracion
intrapalidal de SKF89976A o ACEA. Con la finalidad de estudiar el papel de los receptores CB1
presinapticos de la via estriado palidal, se realizaron sinaptosomas de globo palido de ratas intactas,
los cuales se utilizaron para los experimentos neuroquimicos de captura de [3H]—GABA. Se observé
una disminucién de la actividad motora de sujetos de experimentacién del grupo control y el grupo
hemiparkinsénico, cuando se activaron a los receptores CB1 del globo palido. Asimismo se registrdé un
incremento de la asimetria motora en los grupos de experimentacion. Los experimentos
neuroquimicos muestran que los receptores CB1 presentes en los sinaptosomas de globo palido no
son los responsables de inhibir a la GAT-1, por lo que se propone que son los CB1 presentes en la
glia los que se encargan de inhibir la captura e incrementar el GABA en el globo palido, lo que
explicaria la disminucion de la actividad motora observada en los grupos de experimentacion. Debido
a que la administracion de AM 251 disminuye la captura de [SH]-GABA en los sinaptosomas de globo
palido, se propone la existencia de otro receptor a canabinoides denominado GPR55.
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Role of presynaptic CB1 receptors on the motor activity in hemiparkinsonian
rats and its relation with GABA transporter GAT-1

*M. MUNOZ ARENAS, F. PAZ, B. FLORAN, |. D. LIMON

The external globus pallidus (GPe) of basal ganglia has abundantly expression of CB1
receptors, which play an important role in motor control because its activation produces hipokinesia in
animal models, probably because their inhibitory effect on GABA uptake. However, we don’t know
what GABA transporter (GAT) is modulated by CB1 receptors. The aim of this work was: to activate
CB1 receptors in GPe, to evaluate its motor effects and determine if this effects is mediate by GAT-1
inhibition. Two groups of Wistar male rats were subject to stereotaxic surgery in the medial forebrain
bundle (MFB). One group, was infused with 2 uL of vehicle (0.01% ascorbic acid) and the second
group with 6-OHDA (16 ug / 2 uL). After fourteen days, both groups of rats were evaluated for turning
behavior induced by methamphetamine (5 mg / kg sc). The rats which recorded more than 700 turns in
80 minutes were implanted with a cannula in the Gpe for to study the motor effects of CB1 receptors
and GAT-1 activation. We evaluated the motor activity of rats in the open field test for 15 minutes and
in the turning behavior test. We test the infusion of SKF89976A (10 uM) a specific inhibitor of GAT-1 or
ACEA (1 uM) a specific agonist of CB1 receptors. ACEA administration in the rat GPe caused a
decrease of 90 % in the number of visited squares in controls animals, and 85 % in hemiparkinsonian
rats. In other hand, motor asymmetry increased in 36 % in control and 107 % in hemiparkinsonian rats.
When we evaluated the effect of SKF89976A in the control group, we found that rats decrease visited
squares (89 %) and rearing (74 %) with respect to the control and increased turning behavior of 43 %.
Finally, in a third group of intact rats, we determine if GAT-1 is present in GPe. We obtain GPe
synaptosomes and we studied the [3H]-GABA uptake. In [3H]-GABA uptake, we observed that a free
Na+ inhibited the uptake of [3H]-GABA (56 %) and the low temperature (4°C) decrease this effect too
(67 %). Although, infusion of nipecotic acid (100 uM) and SKF89976A (10 uM) decreased [3H]-GABA
uptake in 49 % and 75 %, respectively. These results indicate GAT-1 in GPe terminals and those CB1
receptors could inhibit them and that these effect increase GABA concentration that causes motor
activity decrease.
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GAT-1 but not GAT-3 modulates GABA uptake in the presynaptic terminal of
globus pallidus of the rats
*M. MUNOZ ARENAS, F. PAZ, B. FLORAN, I. D. LIMON

The external globus pallidus (GPe) of the basal ganglia has GAT-1 and GAT-3 y-aminobutiric
acid (GABA) transporters, modulation of GABA transport by presynaptic CB1, and Aza receptors has
been suggested and thereby modulating GABAergic transmission, however, we don’t know what are
the signaling pathways by which transporters are regulate. The aim of this work is to know the
modulation of GATs in the GPe of the rats and the motor consequences after the use of GAT blockers.
We obtained synaptosomes of GPe of male Wistar rats and studied [sH] GABA uptake to understand
the role of PKA or PKC in the modulation of transport. In parallel, a second group of rats were subject
to stereotaxic surgery to implant a cannula in the GPe (AP: -0.5; L: -2.9; P: -4.2). Seven days after the
implant, rats were intrapallidaly injected with the blocker of GAT-1 SKF89976A and we evaluated the
motor behavior in the open field test. GABA transport at synaptosomes was Na+and temperature (4°C)
dependent since decrease the uptake of [sH]|GABA by 68% and 57%, respectively. In the same way,
pharmacology treatment with nipecotic acid (100 yM) and SKF89976A (10 uM) also decrease
[sH]GABA uptake in 51% and 75%, respectively. GAT-1 is present in the pallidal terminal because
SNAP-5114 (a selective GAT-3 blocker, 1 and 10 yM) didn"t cause modify [sH]GABA uptake, however
the administration of SKF89976A (1 and 10 pM) inhibited the uptake (66% and 81%, respectively). On
the other hand treatment with forskoline or 8Br-AMPc (an activator of adenylyl cyclase and an activator
of PKA, respectively) didn't modify the uptake of [sH][GABA. PKC activation with PMA (100 nM),
inhibited the uptake of [sH]JGABA in 21% and the inhibitor of PKC (G66983 100 nM) didn’t cause
changes in the uptake. On the other hand, we didnt find change in the uptake of [sHJGABA when we
activate CB1 and Azareceptors. Finally, injection of 1 uL of SKF89976A (10 uM) in the GPe decreased
the number of visited squares (90%), the rearing (62%) and increased the tortions (200%) in the open
field test. We propose that PKC inhibits GAT-1 which is present in synaptic terminal of the GPe. The
inhibition of GAT-1 will cause an increment of GABA in the synaptic cleft of GPe that will cause an
activation of indirect pathway of basal ganglia which explains the inhibition of the motor activity in the
rats.
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GABA uptake in the rat globus pallidus terminals is modulated by
GAT-1 but not by GAT-3

M. MUNOZ-ARENAS (1), F. PAZ (2), I. MARTINEZ (3), B. FLORAN (2), I. D. LIMON (1)

GABA transporters (GAT-1, 2, 3 and BGT-1) are essential for termination of synaptic
transmission. GAT-1 and GAT-3 are present in the external globus pallidus (GPe) of the basal ganglia
(BG) and it has been suggested that their uptake activity, is modulated by CB1 and A2A receptors,
however, we don’t know the signaling mechanisms that regulate these transporters. The aim was to
study GATs modulation in the GPe of the rats and their effect on motor activity. Synaptosomes of GPe
of male Wistar rats were used to study the [3H]JGABA uptake and the effect of activation of PKA or
PKC was tested. On the other hand, rats were implanted with a cannula in the GPe, and after, rats
were intrapallidaly injected with the GAT-1 blocker SKF89976A (10 uM) and we evaluated the motor
behavior in the open field test. [3HJGABA uptake decrease by free sodium solution (68%) and low
temperature (57%). GATs blocker nipecotic acid (100 uM) and decrease [3H]GABA uptake by 51%
The selective GAT-1 blocker SKF89976A dose dependent decrease GABA uptake (100 uM, 75%, 10
MM, 66% and 1uM 81%). GAT-3 blocker (SNAP5114, 1 and 10 yM) didn"t modify [3H]GABA uptake.
The activation of adenylyl cyclase and PKA (with forskoline or 8Br-AMPc respectively) didn't modify
the uptake of [SH]JGABA. PKC activation with PMA (100 nM), inhibited the uptake of [3H]GABA in 21%.
We didn’t find change in the uptake of [3H]JGABA with the activation of CB1 and A2A receptors. Finally,
injection of SKF89976A (10 uM) in the GPe decreased the number of squares (90%), the rearing
(62%) and increased the tortions (200%) in the open field. GAT-1 trasporter mediated GABA uptake in
GPe terminals and determinates changes in motor behavior.
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El bloqueo de los transportadores de GABA en el globo pdlido de rata,
disminuye la actividad motora

GUADALUPE MUNOZ ARENAS, F. PAZ-BERMUDEZ, B. FLORAN, I. D. LIMON.

Los transportadores conocidos como GAT-1 y GAT-3, se encargan de regular
la concentracion de GABA extracelular en el globo palido (GP) al capturarlo para su
posterior degradacion. Recientemente, se ha demostrado que los receptores CB1,
inhiben la captura de GABA de manera importante en este nucleo de los ganglios
basales, los cuales se encargan de modular la actividad motora. No obstante, a nivel
motor, no se tienen reportes acerca del papel que juegan estos transportadores y si
existe relacion con la hipoactividad producida por los receptores CB1. El objetivo de
este trabajo fue estudiar el papel de los transportadores de GABA del GP sobre la
modulacion de la actividad motora de ratas intactas, ademas, estudiar si la activacion
del receptor CB1 mimetiza el efecto de los GAT-1 y GAT-3. Se utilizaron ratas macho
Wistar las cuales fueron canuladas en el GP, de acuerdo a las coordenadas
propuestas por Paxinos y Watson. Siete dias después de la cirugia, se realizdé una
microinyecciéon (1 pL) en el GP con los diferentes farmacos de estudio conocidos
como SKF89976A (bloqueador GAT-1), SNAP5114 (bloqueador GAT-3) y ACEA
(agonista CB1) a concentraciones de 10 uM los bloqueadores y 1 uM el agonista
CB1. Tres minutos después de la administracion, se evalud la actividad motora en
campo cerrado durante una hora. 24 horas después, las ratas fueron administradas
nuevamente en el GP y se evalué la actividad motora en el campo abierto por un
lapso de 15 min. Los bloqueadores de los transportadores de GABA, disminuyeron la
actividad motora de las ratas de manera significativa (46 y 49 % respectivamente),
asimismo, la activacion de los receptores CB1, disminuy0 de manera similar la
actividad motora de las ratas con respecto al bloqueo de los transportadores (30 %).
Estos eventos conductuales indican que la modulacion GABAérgica por medio del
mecanismo de captura en el globo palido, tiene efectos motores importantes. Es por
ello, que los receptores CB1 y los transportadores de GABA pueden ser un blanco
terapéutico importante en el tratamiento de enfermedades de los ganglios basales.
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Blockade of GAT-1 and GAT-3 transporters in rat the globus pallidus,
decreases motor activity.
M. MUNOZ ARENAS, F. PAZ-BERMUDEZ, B. FLORAN, I. D. LIMON

GAT-1 and GAT-3 transporters modulate y-aminobutiric acid (GABA) uptake in
the globus pallidus. Also G protein coupled presynaptic A,a and CB1 receptors
activation, blocked GABA transport. The aim of this work was to study the role of
GABA transporters in the motor activity of normal rats and if CB1 receptor activation
mimics effects of transporters. Male Wistar rats were unilaterally microinjected into
the globus pallidus with different agents that block GABA transporters or activate CB1
receptors, and motor behavior was evaluated in the dark field test for one hour.
Twenty four hours after evaluation, were microinjected into the globus pallidus again,
and they were introduced in open field test and video recorded in a total of 15 min.
Injection of 1 pL of SKF89976A (10 uM) a GAT-1 blocker, SNAP5114 (10 uM) a GAT-
3 blocker, and ACEA (1 uM) a CB1 agonist, decreased the motor activity in both dark
and open field test in a similar way. These data suggested that modulation of GABA
transport in the globus pallidus has important effects on motor behavior.
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CB1 and GPR55 receptors regulate GABA uptake in gliosomes and
synaptosomes respectively in the rat globus pallidus.

M. MUNOZ ARENAS, A. BAEZ CORDERO, R. SANCHEZ-ZAVALETA, F. PAZ-
BERMUDEZ, D. LIMON, B. FLORAN.

Globus pallidus express GABA transporters: GAT-1 and GAT-3 in neural
terminals and glial cells respectively. GABA concentration in the synaptic cleft is
regulated by these transporters and regulates motor behavior. In addition, it has been
shown that GABA uptake is modulated by the different compounds acting on
cannabinoid receptors. Therefore, the aim of this work was to study the role of CB1
and GPR55 receptors on the activity of GAT-1 and GAT-3 in the globus pallidus of the
rat. [3H]JGABA uptake was measured after activating the CB1 and GPR55 receptors
in synaptosomes (nerve terminals) and gliosomes (enriched astrocytes membrane
somas) from globus pallidus of normal rats. We found that CB1 receptor activation
inhibits [3H]GABA uptake mediated by GAT-3 in gliosomes, while compounds with
selectivity of GPR55 inhibit [3H]JGABA uptake mediated by GAT-1 in synaptosomes.
We propose that cannabinoid compounds blocks
GABA uptake at GAT-1 and GAT-3 in the GP by means of the different location of
transporters in cellular elements. This study also shows the importance of the
endocannabinoid system in the control of the GABAergic transmission of the globus
pallidus.
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