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RESUMEN

Se ha demostrado que el cannabidiol (CBD) tiene propiedades antiparkinsonianas y
efectos neuromoduladores a nivel del SNC, posiblemente debido a la actividad
pleiotropica sobre diferentes dianas moleculares. Recientemente, el receptor GPR55 se
ha convertido en un objetivo molecular del CBD. Por otra parte, el ARNm de GPR55 se
expresa en el globo pélido externo (GPe) y el cuerpo estriado, que constituyen la via
indirecta del circuito de los ganglios basales (GB), por lo que se ha sugerido que su
actividad esta relacionada con la disfuncién motora en estados parkinsonianos. Para
estudiar las propiedades moleculares tanto del receptor como de sus ligandos, el
presente trabajo tuvo como objetivo determinar a nivel in silico las propiedades
moleculares de la interaccion ligando-receptor y, por otra parte, estudiar a nivel in vivo, el
efecto de la inyecciéon intrapalidal de CBD y un antagonista selectivo de GPR55
(CID16020046) sobre la asimetria motora, las habilidades motoras finas y la expresion
de GAD-67 en ratas hemiparkinsonianas. EI modelo animal hemiparkinsoniano consistio
en la induccion de una lesion en ratas macho de la cepa Wistar a traves de la infusion del
neurotoxico 6-hidroxidopamina (6-OHDA) en la via nigro-estriatal por cirugia
estereotaxica. Después de un periodo de veinte dias, se realiz6 un segundo
procedimiento quirdrgico para implantar una canula guia en el GPe. Siete dias después,
se inyecto lisofosfatidilinositol (LPI), CBD o CID16020046 una vez al dia durante tres dias
consecutivos (del dia 28 al 30 después de la lesion). EI comportamiento de giro inducido
por anfetaminas se evalué en los dias 14 y 30 posteriores a la lesién. La prueba de la
escalera y las habilidades motoras finas se evaluaron de la siguiente manera: las ratas
se sometieron a un periodo de entrenamiento de diez dias antes de la lesion por 6-OHDA,;
del dia 15 al 19 post lesion se evaluaron las alteraciones de la motricidad en condiciones
basales; y, del dia 28 al 30 post lesion, se evaluaron los efectos farmacolégicos de los
farmacos administrados. Los resultados obtenidos muestran que a nivel in silico, las
interacciones constantemente observadas en el docking molecular fueron las regiones
aminoacidicas Lys167 y Glu98, ademas de observarse la interaccion de los tres farmacos
en el sitio ortostérico del receptor. A nivel in vivo se demostré que la administracion de
LPI o CBD generdé menores niveles de asimetria motora en el comportamiento de giro de
ratas hemiparkinsonianas. También se encontr6 que la inyeccibn de CBD o
CID16020046, pero no LPI, en las ratas hemiparkinsonianas generé un rendimiento
significativamente superior en la prueba de la escalera, en términos del uso de la
extremidad anterior contralateral a la lesion inducida por 6-OHDA, cuando se evalué
desde del dia 28 al 30 post-lesion. También se observaron resultados similares para el
desempefio superior de las habilidades motoras finas para pronacién, agarre y
supinacion. Finalmente, se encontrd que los niveles de inmunorreactividad para la enzima
GAD-67 en el estriado y el GPe ipsilateral de las ratas inyectadas con CBD vy
C1D16020046 disminuyeron, en contraste con las lesionadas con 6-OHDA.
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ABSTRACT

Cannabidiol (CBD) presents antiparkinsonian properties and neuromodulatory effects,
possibly due to the pleiotropic activity caused at multiple molecular targets. Recently, the
GPRS55 receptor has emerged as a molecular target of CBD. Interestingly, GPR55 mRNA
is expressed in the external globus pallidus (GPe) and striatum, which constitute the
indirect pathway of the basal ganglia (GB) circuit. Hence, it has been suggested that its
activity is linked to motor dysfunction in Parkinson’s disease (PD). In order to study the
molecular properties of both the receptor and its ligands, the present work aimed to
determine, at an in silico level, the molecular properties of the ligand-receptor interaction
and, on the other hand, to study, at an in vivo level, to evaluate the effect of the intrapallidal
injection of both CBD and a selective GPR55 antagonist (CID16020046) on motor
asymmetry, fine motor skills, and GAD-67 expression in hemiparkinsonian rats. The
hemiparkinsonian animal model applied involved the induction of a lesion in male Wistar
rats via the infusion of the neurotoxin 6-hydroxydopamine (6-OHDA) into the medial
forebrain bundle via stereotaxic surgery. After a period of twenty days, a second surgical
procedure was performed to implant a guide cannula into the GPe. Seven days later,
lysophosphatidylinositol (LPI), CBD, or CID16020046 were injected once a day for three
consecutive days (from the 28th to the 30th day post-lesion). Amphetamine-induced
turning behavior was evaluated on the 14th and 30th days post-injury. The staircase test
and fine motor skills were evaluated as follows: the rats were subject to a ten-day training
period prior to the 6-OHDA injury; from the 15th to the 19th days post-lesion, the motor
skills alterations were evaluated under basal conditions; and, from the 28th to the 30th
day post-lesion, the pharmacological effects of the drugs administered were evaluated.
The results obtained show that at the in silico level, the interactions constantly observed
in the molecular docking were the Lys167 and Glu98 amino acid regions, in addition to
observing the interaction of the three drugs in the orthosteric site of the receptor. At the in
vivo level, that the administration of LPlI or CBD generated lower levels of motor
asymmetry in the turning behavior of hemiparkinsonian rats. It was also found that the
injection of CBD or CID16020046, but not LPI, in the hemiparkinsonian rats generated
significantly superior performance in the staircase test, in terms of the use of the forelimb
contralateral to the 6-OHDA-induced lesion, when evaluated from the 28th to the 30th day
post-lesion. Similar results were also observed for superior fine motor skills performance
for pronation, grasp, and supination. Finally, the immunoreactivity levels were found to
decrease for the GAD-67 enzyme in the striatum and the ipsilateral GPe of the rats
injected with CBD and CID16020046, in contrast with those lesioned with 6-OHDA. The
results obtained suggest that the inhibitory effects of CBD and CID16020046 on GPR55
in the GPe could be related to GABAergic overactivation in hemiparkinsonism, thus
opening new perspectives to explain, at a cellular level, the reversal of the motor
impairment observed in PD models.
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l. INTRODUCCION
1.1. Generalidades en la estructura y funcién de los receptores acoplados a

proteinas G

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCR) constituyen a la superfamilia de
receptores de membrana mas abundantes de los organismos eucariotas. Su estructura
esta constituida por siete dominios transmembranales (7TM), unidos por tres bucles
extracelulares (ECL1, ECL2 y ECL3) y tres bucles intracelulares (ICL1, ICL2 e ICL3), asi
como un dominio amino terminal con direccion al espacio extracelular y un dominio
carboxilo terminal intracitoplasmico (Figura 1A). Los GPCR tienen gran relevancia en la
medicina, debido a que participan tanto en procesos fisiologicos como patoldgicos;
ademas, modulan sefializaciones extracelulares a través de las vias efectoras
intracelulares por segundos mensajeros activados por las proteinas G heterotriméricas
(Guo et al., 2022; Leysen et al.,, 2021). Las proteinas G estdn compuestas por tres
subunidades (a-B-y), de tal manera que cuando el ligando se une con el GPCR, induce
un cambio conformacional tanto en el receptor como en la proteina G. La modificacion en
la conformacion del complejo heterotrimerico se debe al dominio GTPasa y al dominio
helicoidal que constituye la proteina G. Por lo tanto, cuando el receptor es activado, se
lleva a cabo el intercambio molecular de GDP a GTP que produce la separacion entre las
subunidades Gaq y Gpy. Sin embargo, una vez que se hidroliza GTP a GDP, la subunidad
alfa se reagrupa con el dimero Ggy, retornando a su estado inactivo inicial a-B-y (Figura
1B) (Oldham and Hamm, 2008; Zhang et al., 2015).
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Figura 1. Esquema generalizado de los GPCR. A) Conectividad de los bucles intracelulares (ICL) y extracelulares
(ECL) entre los 7 dominios transmembranales (7TM). B) Modelo tridimensional del receptor de rodopsina, cuando se
activa, GDP (esferas rojas) pasa a GTP para desanclarse de Ser240 (se encuentra como sitio de union entre ICL3 y
la proteina G) y de Ggy (Na y Cy). Tomado y modificado de Oldham y Hamm, 2008. 2
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Hasta la fecha se han caracterizado 21 isoformas de la subunidad Ga codificadas
por 16 diferentes genes, es asi que se pueden clasificar en cuatro grupos conocidos de
la siguiente manera: Gas, Gaio, Gagi1, Gaizi1z (Downes and Gautam, 1999; Mclintire,
2009). Estos grupos se diferencian principalmente por su actividad, ya que la subunidad
Gas tiene la funcion de activar a la enzima Adenilato ciclasa (AC) y, por el contrario, la
subunidad Gaio, promueve su inhibicion. La estimulacion de la AC induce el incremento
de AMPc y, posteriormente, esta molécula interacciona con la proteina cinasa A (PKA)
para activar factores de transcripcion como el elemento de respuesta a AMPc (CREB)
(Wettschureck and Offermanns, 2005). Por otra parte, la proteina Gaqi1, Suscita otra via
de sefalizacion, que consiste en activar a la enzima fosfolipasa C (PLC) que hidroliza al
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) a inositol-1,4,5-trifosfato (IPs) asi como diacilglicerol
(DAG). El IP3 induce el incremento de Ca?* intracelular del reticulo endoplasmico ([Ca?*]i
RE) y, en cuanto al DAG, activa a la proteina cinasa C (PKC) que, ademas estimula a las
proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK) (Kamato et al., 2015). Por ultimo, las
subunidades Gaiz13 se caracterizan por presentar como mediadores a las proteinas
asociadas a Rho (ROCK) que son cinasas serina/treonina y son objetivos rio debajo de
las pequeiias GTPasas RhoA, RhoB y RhoC (Schmandke and Strittmatter, 2007) (Figura
2).
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Figura 2. Vias de sefializacion que modulan las subunidades Gq de los GPCR. Las subunidades Gas y Gai
tienen influencia sobre la AC para la sintesis de AMPc, la subunidad Gag11 modula las [Ca?*]i del RE, y por
ultimo la subunidad Gai2i13, modula las pequefias GTPasas y la sefializacion ROCK. 3
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Interesantemente, se ha estimado que el 36% de los farmacos comercializados a
nivel mundial tienen como objetivos moleculares a los GPCR, de modo que es necesario
estudiar tanto los aspectos estructurales como funcionales de los receptores; asi mismo,
identificar sus ligandos endbgenos, con el fin de proponer innovaciones biotecnolégicas
y farmacoldgicas para la medicina humana (Chung et al., 2008; Tang et al., 2012; Yoshida
et al., 2012).

1.1.1. GPCR huérfanos y su importancia como dianas farmacoldgicas

novedosas

Los GPCR son los objetivos farmacoldgicos mas sobresalientes en el estudio de
la medicina moderna. Sin embargo, existen mas de 140 GPCR que siguen sin
caracterizar a sus ligandos enddgenos y, por consiguiente, se desconocen tanto sus
mecanismos biolégicos como moleculares (Levoye et al.,, 2006; Tang et al., 2012).
Después de descubrir el genoma humano, muchos investigadores identificaron nuevos
GPCR, pero sin determinar al endégeno. De este modo la IUPHAR (International Union
of Basic and Clinical Pharmacology Committee on Receptor Nomenclature and Drug
Classification) catalogdb a un grupo de receptores como huérfanos (Davenport and
Harmar, 2013). Actualmente, se espera que los GPCR huérfanos proporcionen nuevos
objetivos terapéuticos que interaccionen de manera mas selectiva con sus ligandos y, por
consiguiente, resulten con menos efectos secundarios (Ngo et al., 2016). Ademas, estos
receptores pueden proporcionar nueva informacion sobre vias de sefalizacion que
actualmente se desconocen y, por otra parte, impulsaria a buscar nuevas estrategias de
disefio de farmacos (Salon et al., 2011; Shore and Reggio, 2015). Debido a que existen
varios GPCR con la categoria de receptor huérfano, es necesario estudiar y focalizar
aquellos receptores que puedan tener un mayor impacto sobre la fisiologia de sistemas
y 6rganos corporales de manera particular. Recientemente se ha estudiado el rol del
receptor GPR55 en diferentes procesos fisiopatologicos que afectan la salud humana,
tales como el cancer, la inflamacion, la nocicepcion, la obesidad, enfermedades
cardiacas, Oseas, gastrointestinales y neuropsiquiatricas (Alhouayek et al., 2018;
Chiurchiu et al., 2015; Dérnyei et al., 2023). A pesar de que el receptor GPR55 sigue

clasificado como un receptor huérfano, existen varios reportes que impulsan retirar la
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caracteristica como “huérfano” (deorphanization) y clasificarlo dentro de un sistema
apropiado (Marichal-Cancino et al., 2017). El receptor GPR55 participa de manera
estrecha con el sistema endocannabinoide, e inclusive, los primeros estudios publicados,
presentaron al receptor GPR55 como el receptor cannabinoide tipo 3 (CB3) (Moriconi et
al., 2010; Yang et al., 2016).

1.2. Estructuray funcion del receptor GPR55

El receptor GPR55 es un GPCR que pertenece al grupo & de la familia de las
rodopsinas o, también llamada clase A de los GPCR (Fredriksson et al., 2003). Esta
constituido por 319 aminoacidos en el ser humano, 327 aminoacidos en el raton y 336
aminoacidos en la rata, de tal manera que las tres especies comparten secuencias
ortélogas (Baker et al., 2006) (Figura 3A). Otra caracteristica estructural del receptor, son
las secuencias consenso para la glicosilacién y los sitios de fosforilacion para la PKA
(Henstridge et al., 2011). Ademas, el receptor tiene cuatro residuos Cys (Cys10, Cys94,
Cysl1l68 y Cys260) para formar dos puentes disulfuro en la superficie del receptor
(Kotsikorou et al., 2013) (Figura 3B). Inicialmente se habia catalogado al receptor GPR55
como un integrante de la familia de receptores purinérgicos o de quimiocinas, debido a
gue existe un alto porcentaje de identidad con otros receptores como el LPAR6 (29%),
LPAR4 (30%), GPR35 (27%) y CCR4 (23%) (Sawzdargo et al., 1999). Posteriormente se
realizé un perfil farmacolégico del receptor y se propuso por primera vez, a GPR55 como

un nuevo integrante de los receptores a cannabinoides (Ryberg et al., 2007).
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Figura 3. Estructura bidimensional y tridimensional del receptor GPR55. A) Secuencia aminoacidica del
receptor GPR55 se forman los 7TM, 3 bucles intracelulares y 3 extracelulares. La flecha indica los dos residuos
de Cys que forman uno de los puentes disulfuro. B) Representacion tridimensional del receptor GPR55, se
observan los puentes disulfuro en C10-C260 y C168 y C94 (esferas color anaranjado). Tomado de Sharir y Abood,
2010; Kotsikorou et al., 2013.
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Estudios in silico han evidenciado que el receptor GPR55 comparte un bajo
porcentaje de identidad con los receptores CB1 (13.5%) y CB2 (14.4%) (Baker et al.,
2006). De la misma manera y, por medio de herramientas computacionales, se analizaron
las bases de datos de los tres GPCR y posteriormente, se construyeron huellas digitales
moleculares (functional fingerprint). Los resultados de este analisis mostraron la ausencia
de las secuencias aminoacidicas homélogas en GPR55 respecto a los receptores
cannabinoides CB1 y CB2, que son caracteristicos en el bolsillo de unién a cannabinoides
(Petitet et al., 2006).

1.2.1. Expresion y localizacién del receptor GPR55

Los datos anteriores dieron la pauta para proponer que el receptor GPR55 no
podia ser integrado a la familia de los receptores cannabinoides, esto es por la baja
identidad del receptor GPR55 con los receptores CB1 y CB2. Sin embargo, se ha
evidenciado también que el patron de expresion del ARNm del receptor GPR55 es muy
similar que la del CB1, pero de 8-10 veces menor (Ryberg et al., 2007) (Figura 4A). Dado
que el receptor CB1 es el GPCR mas abundante en el SNC y, ademas tiene un rol
importante en la regulacion de los sistemas de neurotransmision, es probable que el
receptor GPR55 pueda ejercer mecanismos similares o compensatorios en algunas
regiones corporales y, ademas, pueda tener una influencia o participacion en el sistema

endocannabinoide (Cristino et al., 2020).
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Figura 4. Expresion y localizacion del receptor GPR55. A) Niveles de expresion del ARNm de GPR55 en
diferentes érganos de raton, en comparacién con el ARNm del receptor CB1, obsérvese que CB1 sobrepasa de 8-
10 veces mas a GPR55. B) Probables estrategias de abordaje farmacolégico para diferentes patologias en el
organismo del ser humano. Tomado de Ryberg et al., 2007; Henstridge et al., 2011.
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Los primeros hallazgos confirmaron la expresion del ARNm del receptor GPR55
en el cerebro humano, principalmente en el caudado-putamen (Sawzdargo et al., 1999).
Posteriormente, se evidencio su localizacién en otras regiones cerebrales como el nacleo
accumbens, el hipocampo, el hipotalamo y el tronco encefalico. Asi mismo, este receptor
podria expresarse en algunos organos periféricos de los mamiferos, tales como
estbmago, el intestino, el bazo, las células mononucleares de sangre periférica y la
médula 6sea (Figura 4B) (Henstridge et al., 2011; Ryberg et al., 2007).

1.2.2. Farmacologiay sefializacion del receptor GPR55

Debido a que se desconocia el endogeno del receptor GPR55, se realiz6 un
screaning con diferentes lipidos de membrana que pudiesen activar al receptor GPR55.
Através de la técnica de Western blot se cuantificé la intensidad de las bandas que fueron
positivas a ERK total y se midi6 el ratio de ERK y fosfo-ERK. De todos los lipdios, se
observo que sélo el lisofosfatidilinositol (LPI) activé a fosfo-ERK de las células HEK293
gue expresaban al receptor GPR55, de tal manera que se propuso, como posible ligando
enddégeno de GPR55 al LPI (Oka et al., 2007) (Figura 5). EI LPI es un lisofosfolipido de
membrana que, inicialmente la literatura limitaba su funcién Unicamente sobre las
propiedades mecéanicas de la membrana celular. Sin embargo, ahora se sabe que los
lisofosfolipidos cumplen una funcion importante como lipidos bioactivos, por su accion
como ligantes en una amplia diversidad de receptores huérfanos como del receptor
GPR55 (Alhouayek et al., 2018).
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Figura 5. Activacion del receptor GPR55 por LPI. A) Células HK293 con expresion de GPR55 de manera
transitoria y B) Céluas HEK293 con expresion de GPR55 de manera estable. C) y D) estimulacién de GPR55 con
LPI [1 puM]. E) Cultivo celular que no expresa GPR55 (vector), F) cultivo celular que expresa de manera estable a
GPR55. Obsérvese que LPI es la Unica estructura que activa a GPR55. Tomado de Oka et al., 2007. 7
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Los estudios realizados con una variedad de especies de LPI (1-palmitoil LPI, 1-
esteroil LPI, 1-oleoil LPI y 2-araquidonil LPI) mostraron un incremento de manera dosis-
dependiente en la fosforilacion de ERK, del [Ca?']i RE y del estimulo de la unién de
[*°*S]GTPyS, a una CEso de 30 nM en células HEK293 que expresaron al receptor GPR55.
(Oka et al., 2009). Se han reportado resultados contradictorios del receptor GPR55, a
nivel farmacolégico, especialmente cuando se utilizan agonistas y antagonistas
cannabinoides (Ross, 2009). Se utilizé la técnica de unién de [**S]|GTPyS para estudiar
el andlisis funcional de las pequefias GTPasas y, mostraron los efectos celulares de
GPR55 cuando se utilizaron agonistas cannabinoides en células HEK293 transfectadas
con hGPR55 (Ryberg et al., 2007) (Tabla 1).

El endocannabinoide 2-araquidonil glicerol (2-AG), la virodamina, el noladin éter,
la palmitoiletanolamida (PEA), y la oleiletanolamida (OEA) activaron al receptor a
concentraciones nanomolares. Igualmente, el A°-tetrahidrocannabinol (THC) y sus
analogos el CP55940, el HU210, 0O-1602, asi como el Cannabidiol anormal (abn-CBD)
estimularon la unién de [**S]GTPyS; se observd que el agonista inverso de CB1, el
AM251, actu6 como agonista de GPR55. Interesantemente, el Cannabidiol (CBD)
antagonizo los efectos del receptor por el agonismo de CP55940 y de anandamida (AEA)
con una IC50 de 440 nM (Ryberg et al., 2007). Por otra parte, los cannabinoides sintéticos
0-1602 [1.4 nM] y abn-CBD [2.5 nM] estimularon la unién de [3*S]GTPyS en células
HEK293 transfectadas con GPR55 (Johns et al., 2007). En contraste, Oka vy
colaboradores no encontraron ningun efecto con 2-AG, AEA, PEA, OEA, virodamina,
CP55940, HU-210, THC, abn-CBD y SR141716-A (rimonabant) (Oka et al., 2007).
Posteriormente, se reportd que a concentraciones [3-5 uM] de THC, AEA y la meta-AEA
y el agonista de CB2, el JWH-015, incrementaron las reservas [Ca?']i RE en células
HEK293 transfectadas con GPR55 de raton (Lauckner et al., 2008) (Tabla 1).

Por otra parte, se ha propuesto que la via de sefializacion del receptor GPR55 esta
intimamente relacionada con los agonistas utilizados (lisofosfolipidos o cannabinoides) y
gue probablemente podria ser explicado por un agonismo sesgado del GPCR. (Laprairie
etal., 2017; Violin et al., 2014). Se evidenci6 que las subunidades de la proteina G, Gazi2/13

del receptor GPR55 fueron activados cuando se administré un agonista cannabinoide.
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Estas subunidades fueron las responsables de la activacion de [**S]GTPyS provocada
por la administracion del agonista O-1602 o AEA a [1uM]. La via de sefalizacion fue
amplificada por la activacion de RhoA, asi como la activacion de las proteinas racl, y
cdc42; de tal manera que, el efecto provocado por estos agonistas cannabinoides fue

antagonizado por el fitocannabinoide CBD a [10 uM] (Ryberg et al., 2007).

Tabla 1. Ligandos que promueven la activacién o la inhibicidn del receptor

GPR55
s Actividad
Ligando Efecto celular agonista/ ECso / ICso Referencia
9 celular 9
antagonista
1 *SIGTPYS No reportado Oka et al., 2007
- _ Henstridge et al.,
LP! h|—|GEF})<F;592 rica" Agonista 0.05 M 2010
1 Fosfo ERK 0.074-1 uM Anavi-Goffer et
: H al., 2012; 2016
hGPR55- 1 [®SIGTPyS Agonista 18 nM Egggg etal,
AEA HEK293 [Ca?*] ) ) Henstridge et al.,
' 2009
PEA hGPRS5- T [SIGTPYS Agonista 4nM Egg‘;rg etal,
HEK293 Fosfo ERK - - Oka et al., 2007
h%zggs 1 B-arrestina 6.57 uM Sharir et al., 2012
Virodamina Agonista
hGPR55- 35 Ryberg et al.,
HEK293 1 [*SIGTPYS 12nM 2007
0-1602 hGPR55- [Ca%] - - Oka et al., 2009
] HEK293 T [*SIGTPYS Agonista 1.4-13nM 58’8;”9 etal,
CBD thiFESQ% | [®*S]GTPyS Agonista inverso 354 nM 53’879 rgetal,
h%FZ’SZS- 1 B-arrestina 3.9 uM Kapur et al., 2009
hGPR55- i ; Henstridge et al.,
SRI4LTI0A HEK293 1 [Ca*} Agonista 1.14 uM 2010
1 Fosfo ERK 0.64 uM g(()elngtndge etal.,
h%zggs_ 1 B-arrestina 9.6 UM Kapur et al., 2009
1 B-arrestina 2.7-31uM Yin et al., 2009
AM251 Agonista i
e |1 ’ oeaum | hoeege e
HEK293 ; 2
Fosfo ERK 0.54 UM Henstridge et al.,
1 Fosfo DM 2010
[Ca?*]i ICs0= OLZPII UM vs Kargl et al., 2013
CID16020046 hfg;fg INFAT Antagonista (Coo= 048 UMYS | kargietal, 2013
Fosfo ERK No repli)};tl?do (vs Kargl et al., 2013
ML193 hGPR55- Antagonista ICs0= 0.2 pM vs Kotsikorou et al.,
U20S Fosfo ERK LPI 2013
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Por lo tanto, estos hallazgos muestran que el CBD podria cumplir una funcién
importante en la modulacion del receptor GPR55 y otros receptores cannabinoides,
debido a su actividad pleiotrépica (Junior et al., 2020). Otros estudios indicaron que el
LPI, el rimonabant y el AM251 provocaron la liberaciéon de Ca?* intracelular a través de
las subunidades de la proteina Gai2, Gaiz y RhoA en células HEK293 transfectadas con
hGPR55 (Henstridge et al., 2009). Sin embargo, se demostré que la activacion de la
subunidad Gayg, era dependiente de la activacién de la proteina RhoA, al administrar THC
[5 uM] (Lauckner et al., 2008).
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Figura 6. Via de sefializacion de GPR55 estimulada por LPIl y cannabinoides. Se representa el esquema
de la via de sefializacion que pueden ser activadas por las subunidades de la proteina Ga12/13 y Gag. Se
fosforila ERK y ROCK, se liberan las reservas de Ca?* intracelular por PLC y PI3K. Tomado de Moriconi et al.,
2010.

Posteriormente se sustentd ain mas la idea de que el LPI es el agonista
endogeno de GPR55, esto se evidenci6 al utilizar LP1 a concentraciones de [3 uM] en
células HEK293 y se evidencié la activacion de B-arrestina y, en consecuencia, la
internalizacion del receptor, ademas de promoverse la fosforilacion de PKC- Il y de ERK
1/2 (Kapur et al., 2009). A pesar de las evidencias del LPI como agonista endégeno de
GPR5D5, el receptor sigue clasificado como huérfano (Davenport et al., 2013), esto es por
los hallazgos contradictorios en la compleja farmacologia del receptor GPR55 vy la
insuficiente informacién de estudios experimentales a nivel in vivo (Alhouayek et al.,

2018). En resumen, los datos mostrados previamente indicaron que, las vias de
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sefalizacion rio abajo de GPR55 promueven la liberacion de [Ca?*]i, la fosforilaciéon de
ERK y ROCK, la activacion de RhoA, cdc42, y racl, asi como los factores de
transcripcion, NFAT, NFkB y CREB (Figura 6). Por lo tanto, las vias de sefializacion
activadas por GPR55 podrian tener efectos, en el SNC y que podrian estar participando

sobre los sistemas de neurotransmision.
1.3. Rol modulador del receptor GPR55 sobre los sistemas de neurotransmisién

Debido a que el receptor GPR55 se expresa altamente en el SNC del ser humano,
también se ha documentado la expresion relativa del ARNm de GPR55 en cerebros de
rata por qPCR. Diferentes reportes determinaron altos niveles en la corteza frontal (CtxF),
el cuerpo estriado, hipocampo, hipotalamo y cerebelo (Henstridge et al., 2011; Ryberg et
al., 2007; Wu et al., 2013). La expresién del receptor en dichos nucleos cerebrales podria
estar asociada con diferentes procesos fisiolégicos y conductuales como, el aprendizaje
y la memoria (cuerpo estriado, hipocampo), la recompensa y las emociones (sistema
libico), el metabolismo (hipotalamo), el control sensorial y las funciones cognitivas
(Corteza frontal), y el control motor (estriado y cerebelo) (Marichal-Cancino et al., 2017)
(Figura 7A).

El rol del receptor GPR55 en la fisiologia del SNC ha despertado interés en los
ultimos afos, debido a sus diversos efectos neuroquimicos en areas cognitivas, emotivas
y motoras. Hallazgos recientes en cortes de hipocampo evidencian que la activacion del
receptor promueve la liberacién neurotransmisores (Sylantyev et al., 2013), afecta la
transmision GABAérgica (Musella et al., 2017), la actividad dopaminérgica y la plasticidad
sinaptica en roedores (Hurst et al., 2017). Sin embargo, los experimentos conductuales
con ratones knockout para GPR55 no afecto el aprendizaje y la memoria condicionada al
miedo, las habilidades motoras gruesas y la ansiedad, pero si se observé un deterioro en
la coordinacién motora (Wu et al., 2013). Si bien, la expresién del ARNm de GPR55 en
el cuerpo estriado, asi como las alteraciones observadas en ratones knockout, sugiere
un papel importante en la conducta motora. Recientemente se demostro la expresion del
receptor en el circuito de los ganglios basales (GB) de ratén por hibridacion in situ (ISH).
La evaluacion cualitativa de la ISH demostré la presencia del ARNm para GPR55 en el

globo palido externo (GPe) y el nucleo subtaldmico (NST), asi como en la corteza, el
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estriado y la sustancia nigra pars compacta (SNpc), donde la sefial fue més intensa que
en la sustancia nigra pars reticulada (SNpr) (Celorrio et al., 2017) (Figura 7B). Las
evidencias de la expresion del receptor GPR55 en el circuito de los GB proponen su
participacion en la modulacién del movimiento voluntario.

A) Corteza Hipocampo B)
Frontal f

Ctx Str GPe STN SN

Cerebelo
v . SIN SNpc

Espina
Dorsal '
- — A “ v SNpr

t v o SN SNpe 5
= R

Hipotalamo T~

Estriado

o . Tronco encefalico
Expresion relativa del ARNm de GPR55

Slm—

X o — 2 =X . ——  SNpr

Figura 7. Patrones de expresion del ARNm de GPR55 en el cerebro murino. A) Se representa de manera
esquematica la distribucion del receptor GPR55 en corteza, estriado, hipocampo y cerebelo como regiones con mayor
distribucion. B) Se muestra la expresion del ARNm en los nucleos de los GB por la técnica de hibridacion in situ con
mayor distribucion en GPe, STN y estriado (Str) (Tomado y modificado de Marichal-Cancino et al., 2017; Celorrio et
al., 2017).

1.4. El Circuito de los ganglios basales y su rol en los modelos Parkinsonianos

1.4.1. Estructuray modulacion del circuito de los ganglios basales

Los ganglios basales (GB) son ndcleos subcorticales que promueven un circuito
paralelo y parcialmente cerrado. Por lo tanto, el flujo de la informacién neuronal promueve
la iniciacion y la ejecucion de los movimientos voluntarios (Klaus et al., 2019; Lanciego et
al., 2012). Los nucleos de los GB han sido clasificados en i) nucleos de entrada, ii)
nacleos de salida y iii) ndcleos intrinsecos. Los ndcleos de entrada son aquellas
estructuras que reciben informacion procedente de diferentes fuentes, principalmente de
origen cortical, talamico y nigral; el nlcleo estriado es considerado el principal nicleo de
entrada de la informacion cortical sensorio-motor. Los nucleos de salida son aquellas
estructuras que envian informacion de los ganglios basales al talamo y consisten en el
segmento interno del globo palido (GPi) y la SNpr. Por ultimo, los ndcleos intrinsecos
como el segmento externo del globo palido (GPe), el nucleo subtalamico (NST) y la SNpc
se localizan entre los nucleos de entrada y de salida en el relé de la informacién (Albin et
al., 1989; Groenewegen, 2003; Lanciego et al., 2012) (Figura 4A).
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Las neuronas del cuerpo estriado son denominadas neuronas espinosas medianas
(NEM) y son de naturaleza GABAérgica. Dichas neuronas integran la informacion
procedente de las aferencias corticales y, envian la informacion procesada a los nucleos
de salida (GPi/SNpr) de los GB, a través de las proyecciones estriado-palidal (via
indirecta) y las proyecciones estriado-nigral (via directa) (Fieblinger, 2021; Yelnik, 2002)
(Figura 8A). La via estriado-palidal modula la actividad glutamamtérgica del NST, por lo
qgue el tono glutamatérgico estimula al GPi/SNpr. Sin embargo, la excitacion de los
nucleos de salida es modulada por la via directa de los GB con la liberacion de GABA,
para inhibir la excitacién glutamatérgica proveniente del NST (Bolam et al., 2000;
Fieblinger, 2021). Ambas vias son esenciales para la ejecucién del movimiento, sin
embargo, es necesaria la participacion de neuromoduladores para la regulacion de la

entrada de informacién cortical.

@ Neuronas GABAérgicas con expresion del receptor D1
@ Neuronas GABAérgicas con expresion del receptor D2
= Proyecciones neuronales de la via directa
= Proyecciones neuronales de la via indirecta
B) Normal C)  Parkinsonismo
Corteza Corteza
(M1, PMC, SMA, CMA) (M1, PMC, SMA, CMA)
i ¥ _Putamen AP
._lmp“'a’“e"’f [ CM VAL Foomh d— CM VAL
Via Via A ¢ Vi E :l.
SNpc SNpc
GPe GPe
DNST =»GPi/SNDI s —» NST =»GPi/SNpr
Tronco encefélico/ <« NPPh Tronco encefélico/ L= U NP
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Figura 8. Modulacion del circuito de los ganglios basales. A) Se representa de manera esquematica el corte
sagital del encéfalo de rata con las principales vias directa e indirecta. B) Modelo clasico del circuito de los GB de
proyecciones GABAérgicas (lineas grises) y glutamatérgicas (lineas negras) C) Alteracién de la actividad

GABAérgica y glutamatérgica. (Tomado de Galvan y Wichmann, 2008). 13
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1.4.2. El sistema de neurotransmision GABAérgicay su rol en los modelos
Parkinsonianos

Puesto que las NEM del estriado son neuronas GABAérgicas, y que sus aferentes
glutamatérgicas provienen de la corteza (via cortico-estraital), y las aferentes
dopaminérgicas de la SNpc (via nigro-estriatal); se sugiere que la actividad iniciada en
las areas motoras corticales proyecta sobre las NEM que originan la via directa e indirecta
de los GB y ademas, son moduladas por las terminales dopaminérgicas (Gerfen and
Surmeier, 2011; Huerta-Ocampo et al., 2014). Por lo tanto, las interacciones sobre estas
dos vias pueden ser utiles para diferentes movimientos individuales como la amplitud o
la velocidad de los movimientos, facilitar el movimiento y suprimir el movimiento no
deseado (Turner and Desmurget, 2010). Ademas, de estas funciones, los GB tienen
diferentes roles sobre la conducta motora, tal es el caso de la planeacion del movimiento
voluntario, asi como el aprendizaje motor de tipo procedimental y, el aprendizaje de
secuencias de acciones, que esta relacionada con la iniciacion, la ejecucion, y la

orientacion de los movimientos (Doyon et al., 2009; Kim and Hikosaka, 2015).

El modelo clasico del circuito de los GB propuesto por Albin y colaboradores
propone que la activacion de la via estriado-nigral facilita el movimiento, especificamente
por la activacion del receptor D1 de tipo dopaminérgico (Albin et al., 1989). Por otra parte,
la via estriado-palidal inhibe el movimiento por la activacién del receptor D2. Es asi que
las NEM del estriado que expresan los receptores dopaminérgicos, modulan la actividad
GABAérgica (Gerfen and Surmeier, 2011). Ademas, se ha evidenciado que existen otros
factores distintos a la actividad ténica, que pueden influir sobre la liberacién de GABA de
las terminales GABAérgicas. Tal es el caso de la densidad, los tipos y la localizacion de
los receptores GABA, la cascada de eventos bioquimicos provocados por la activacion
de los receptores, la recaptura de GABA vy, la actividad eléctrica mediada por la
transmision GABAérgica (Moldavan et al., 2017; Latka et al., 2020).

El Parkinsonismo es un conjunto de discapacidades fisicas de tipo motor que
incluyen bradicinesia o acinesia, rigidez muscular y temblor en reposo (Galvan and
Wichmann, 2008; Keener and Bordelon, 2016). Estas manifestaciones son el resultado
de la degeneracibn de las neuronas dopaminérgicas o la disminucion de las

concentraciones de dopamina predominante de la via nigro-estriatal (Zhang et al., 2018).
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Es necesario enfatizar que no soélo el cuerpo estriado recibe proyecciones y terminales
dopaminérgicas, asi mismo la mayoria de los nucleos de los GB podria recibir colaterales
dopaminérgicas (Rommelfanger and Wichmann, 2010). Se ha discutido que el
Parkinsonismo es la consecuencia de las alteraciones de la funcién de los GB. De hecho,
se ha considerado al sistema dopaminérgico como un modulador del circuito de los GB,
debido a la inervacion dopaminérgica hacia los nucleos de entrada y de salida (Bolam et
al., 2000; Gerfen and Surmeier, 2011; Yelnik, 2002) (Figura 8B). Por consiguiente, la
disminucién de las concentraciones de dopamina en los nucleos de los GB podria
promover cambios morfolégicos, como disminucién de la densidad de las espinas
dendriticas en las MSN (GABAEérgicas) del estriado, que puede alterar de manera abrupta
la transmision corticoestriatal (Azdad et al., 2009; Deutch et al., 2007). También se ha
reportado la upregulation de los receptores D2 y una dowregulation del receptor D1
estriatales tanto en pacientes Parkinsonianos como en modelos animales (Gagnon et al.,
2017). Debido a estas alteraciones neuroquimicas, se pude observar que la deficiencia
de dopamina puede alterar el sistema GABAérgico, tanto de la via directa como de la

indirecta en modelos hemiparkinsonianos.

1.4.2.1. Generalidades de los modelos hemiparkinsonianos en roedores

Los modelos animales han permitido el estudio de los cambios fisiolégicos y
neuroquimicos observados en el parkinsonismo, debido a que reproducen caracteristicas
bioquimicas, fisiopatolégicas y conductuales, similares a los sindromes parkinsonianos.
Los modelos animales mas utilizados en la investigacion biomédica y los mas reportados
incluyen roedores tratados con 1-metil-4-fenill,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) o 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) (Blandini and Armentero, 2012; Deumens et al., 2002). La 6-
OHDA es el neurotoxico mas utilizado para generar cambios en la actividad GABAérgica
de las vias de los ganglios basales en respuesta al agotamiento de la dopaminay, por lo

tanto, la inhibicién del movimiento.

La 6-OHDA es un analogo estructural de las catecolaminas que puede inducir a la
degeneracion selectiva en las terminales nerviosas simpaticas noradrenérgicas y fue en
ese entonces que se propuso el concepto de denervacion quimica en la neurobiologia,

gue consiste en la utilizacion de una molécula diana neurotoxica en una poblacion
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neuronal especifica (Tranzer and Thoenen, 1973). Por consiguiente, la degeneracion
selectiva de las neuronas dopaminérgicas provocada por la 6-OHDA se denomina como
denervacion dopaminérgica. Debido a que la 6-OHDA es una molécula hidrofilica, no
puede cruzar la barrera hematoencefalica, por lo que es necesario administrar
directamente a través de cirugia estereotaxica en la estructura cerebral de interés.
Generalmente los nacleos dopaminérgicos mas utilizados son la SNpc, el haz medial del
cerebro anterior (MFB), el estriado y, en algunos casos, se ha inyectado
intracerebroventricular (ICV) (Hernandez-Baltazar et al., 2017). La administracion de la
6-OHDA tanto en la SNpc como en el MFB producen una lesién casi completa de las
neuronas dopaminérgicas ya que tienen proyecciones axonales ascendentes al estriado.
Por el contrario, las inyecciones de 6-OHDA en el estriado producen una lesion
progresiva, retrograda y menos extensa en las neuronas dopaminérgicas de la via nigro-
estriatal, es asi que esta estrategia puede ser utilizada para realizar estrategias
farmacologicas para neuroproteccién (Deumens et al., 2002; Hernandez-Baltazar et al.,
2017; Przedborski et al., 1995).

Kirik y colaboradores en 1998 establecieron los parametros 6ptimos para la lesion
unilateral del estriado ventrolateral con una concentracion de 20 uyg o 6 yg de 6-OHDA
inyectada en diferentes sitios del estriado. Concluyeron que el efecto de la inyeccion
intraestriatal depende del sitio de lesién y de la concentracion. Observaron que la dosis
Unica administrada en un sitio del estriado causa una reduccion del 80% en la inervacion
estriatal y una pérdida cercana al 90% de la poblacion dopaminérgica nigral, mientras
gue una dosis administrada en varios sitios del estriado genera dafio en nicleos de

inervacioén extraestriatal, como el globo palido (Kirik et al., 1998).

Los modelos animales utilizados para estudiar las anormalidades en la actividad
eléctrica de los nucleos de los GB observaron una menor actividad entre las NEM de la
via estriado-nigral en animales parkinsonianos que en condiciones normales. Por otra
parte, la descarga espontanea y las respuestas a la estimulacion cortical en las NEM de
la via estriado-palidal son mayores en animales parkinsonianos (Mallet et al., 2006).

Debido a que la disminucién de las concentraciones de dopamina a nivel estriatal, asi
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como una disminucién de la activacion del receptor D2, induce una deshibicién de la via

estrado-palidal, y es asi que induce una sobreactividad del globo palido externo.
1.4.3. Modulacién del sistema dopaminérgico sobre el GPe

Se ha demostrado que ademas de la inervacién dopaminérgica estriatal, existe
una significativa inervacion de la SNpc hacia el GPe y el GPi tanto de humanos como en
roedores (Eid and Parent, 2015; Eid and Parent, 2016) (Figura 9). Ademas, existe
evidencia de concentraciones altas de dopamina en el globo pélido y, de manera
particular, hasta seis veces mas en el GPe que en el GPi (Rajput et al., 2008). Se ha
destacado la importancia de la via indirecta de los GB en el Parkinsonismo, debido a la
disminucién de dopamina estriatal observada tanto en pacientes como en modelos
animales parkinsonianos. Sin embargo, también se observa una disminucién de
dopamina en el GPe en pacientes con Enfermedad de Parkinson. Asi mismo, se ha
demostrado que la denervacién dopaminérgica induce a una amplia variedad de
alteraciones en la excitabilidad neuronal, la plasticidad sinaptica e inclusive cambios en
la morfologia celular del cuerpo estriado y también en GPe (Eid and Parent, 2016). Es
por ello que, la sobreactivacion GABAérgica de la via estriado-palidal conduce a un
incremento de la actividad del GPi/SNpr hacia las neuronas talamocorticales y, por lo

tanto, se suprime el movimiento (Galvan and Wichmann, 2008) (Figura 8B).
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Figura 9. Inervaciones del globo palido externo. A) Esquematizacion de las aferencias y eferencias del glono palido

externo e interno. Se observan las inervaciones dopaminérgicas, glutamatérgicas y GABAérgicas (Tomado y

modificado de Eid y Parent, 2016) B) Se muestra la fotomicrografia de la tincién inmunohistoquimica de la tirosina

hidroxilasa de las inervaciones dopaminérgicas en primates. (Tomado y modificado de Eid y Parent, 2015).
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1.4.3.1. Alteraciones neurobioldgicas del GPe en modelos parkinsonianos

El fenotipo de las neuronas GABAérgicas puede ser estudiado a través de la
enzima de sintesis de GABA, la glutamato descarboxilasa (GAD). Esta enzima se
presenta en dos isoformas, GAD65 y GAD67, y se expresan de forma ubicua en las
neuronas GABAeérgicas (Pinal and Tobin, 1998). La enzima GAD67 se expresa en
terminales y cuerpos neuronales y puede sintetizar preferentemente GABA citoplasmico.
Por otra parte, GAD65 se encuentra principalmente en las terminales nerviosas y puede
estar involucrado principalmente en la sintesis de GABA para la liberacion vesicular
(Soghomonian and Martin, 1998). EI| ARNm de GAD se incrementa de forma selectiva en
la via estriatopallidal después de la degeneracion dopaminérgica (Laprade and
Soghomonian, 1999; Soghomonian and Laprade, 1997). Este hallazgo sustenta que, la
via indirecta esta sobreactivada en el parkinsonismo, lo que resulta en un aumento de la

actividad de los nucleos de salida.

Es necesario recalcar la regulacion de la neurotransmision GABAérgica tanto en
condiciones fisiolégicas como en condiciones patoldgicas, es debido a la sobreactivacion
de la via estriado-palidal en la EP. Después de la liberacion GABAérgica, el
neurotransmisor es recapturado del espacio extracelular al espacio intracelular por medio
de los transportadores de GABA; GAT1 en neuronas y GAT3 en neuronas y glia (Borden,
1996; Richerson and Wu, 2003). La expresiéon de GAT1 y GAT3 a nivel del SNC ha sido
estudiado por técnicas de hibridacion in situ y por inmunohistoquimica. El ARNm de GAT1
se expresa en las neuronas GABAEérgicas del bulbo olfatorio, en los GB, el cerebelo y la
retina. Sin embargo, se ha demostrado que el ARNm de GAT1 y GAT3 se encuentra en
el globo pélido de ratas y monos (Jin et al., 2011). La administracién local del antagonista
de GAT1 (SKF89976A) aumenta significativamente las concentraciones de GABA en el
espacio extracelular del GPe vy, por lo tanto, disminuye el tono GABAérgico en las
neuronas del GPe y GPi (Galvan et al., 2005). Por otra parte, se observo que la
administracion sistémica de tiagabina, un antagonista de GAT1 aumenta los niveles
GABA hasta tres veces méas en el GPe de rata (Fink-Jensen et al., 1992). Estos datos

muestran que, en condiciones fisioldgicas la inhibicion de la recaptura de GABA
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incrementa las concentraciones de este neurotransmisor en la via directa de los GB vy,

por lo tanto, repercute en la actividad motora de los sujetos experimentales.
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Il.  JUSTIFICACION

El sistema GABAérgico y dopaminérgico tienen un rol importante en la modulacion
del circuito de los GB. Sin embargo, las alteraciones observadas en estados
parkinsonianos promueven la sobreactivacion de la via estriado-palidal del circuito de los
GB. Si bien, la modulacion dopaminérgica esta ausente en modelos animales de la EP,
se podria proponer algun objetivo molecular que pueda regular al sistema GABAérgico
en la via indirecta de los GB.

El ARNm del receptor GPR55 se expresa en el circuito de los GB, y es probable
gue cumpla papel en la modulacion de las neuronas GABAérgicas de proyeccion estriatal,
ya que probablemente, a través de sus vias de transduccion de sefales peda regular la
liberacion de neurotransmisores. Esta hipétesis es propuesta ya que la proteina Gaizis
puede incrementar las concentraciones de Ca?*, que se encuentran como reservas en el
reticulo endoplasmico liso. Ademas, recientemente se ha reportado que los antagonistas
del receptor GPR55 pueden disminuir la liberacion de neurotransmisores. Existen pocos
reportes bibliograficos sobre la actividad GABAérgica relacionados con la activacion del
receptor GPR55 en el circuito de los GB. Sin embargo, el grupo de Fatemi y
colaboradores investigaron el efecto de la administracion de LPI en cuerpo estriado de
ratas hemiparkinsonianas mostraron efectos similares sobre la actividad locomotora,

tanto en términos de agonismo como de antagonismo de GPR55.

También se ha propuesto al receptor GPR55 como receptor que promueve la
neuroproteccion en modelos animales parkinsonianos. Sin embargo, se desconoce si, a
pesar de la muerte neuronal dopaminérgica, podria tener efectos benéficos el receptor
GPR55 sobre la modulacion GABAérgica, o sobre otros sistemas de neurotransmision.
Ademas, se desconoce el rol del receptor en el GPe de modelos animales con
denervacion dopaminérgica. Es por ello que, en el presente trabajo se propusieron
disefios experimentales que permitieran explicar el rol del receptor GPR55, en primera
instancia, sobre su estructura e interaccion con ligandos enddgenos y exdgenos, y en

Gltima instancia sobre las conductas motoras de animales hemiparkinsonianos.
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[I. HIPOTESIS

Tanto los agonistas como los antagonistas del receptor GPR55 interaccionan en
el sitio ortostérico del receptor, ademas el antagonismo de GPR55 en el globo pélido
externo promueve la reversion del déficit motor de ratas hemiparkinsonianas, asi como

el incremento de marcadores GABAérgicos.

IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Estudiar el complejo ligando-receptor de GPR55 con herramientas de docking
molecular y evaluar el efecto de la inyeccion intrapalidal de los agonistas y antagonistas
del receptor GPR55 sobre la asimetria motora y las habilidades motoras finas de ratas

hemiparkinsonianas.

4.2. Objetivos especificos

1. Determinar los sitios de unidn y las interacciones intermoleculares del complejo
ligando-receptor de lisofosfatidilinositol, cannabidiol y CID16020046 con el
receptor GPR55 mediante docking molecular.

2. Evaluar el efecto de la activacion del receptor GPR55 en el globo palido externo
de ratas con denervacion dopaminérgica inducida por 6-hidroxidopamina sobre la
asimetria motora y las habilidades motoras finas.

3. Evaluar el efecto de la activacién del receptor GPR55 en el globo palido externo
de ratas con denervacion dopaminérgica inducida por 6-hidroxidopamina sobre la
expresion proteica de tirosina hidroxilasa y GAD-67en el estriado, globo palido y
sustancia nigra pars compacta.

4. Evaluar la expresion proteica del receptor GPR55 en estriado y globo palido

externo de ratas con denervacion dopaminérgica inducida por 6-hidroxidopamina.
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1<

MATERIALES Y METODOS

5.1. Diagramas de trabajo

Modelamiento por homologia Seleccion de ligandos
A/
%\ ol i/ s
Cannabidiol CID16020046
Agonista inverso Antagonista selectivo
a S
P YN

&

Lisofosfatidilinositol
Agonista endégeno

Docking molecular Identificacion de sitios de union

4 )

Grupos Experimentales:

- Vehiculo + DMSO 0.01%

- Vehiculo + LPI [10 pM]

- Vehiculo + CBD [10 pM]

- Vehiculo + CID160 [10 pM]
- 6-OHDA + Vehiculo

- 6-OHDA + LPI [10 uM]

Procesamiento de
muestras para:

- Tincién de Nissl

- Inmunohistoquimica

TH, GAD-67
- 6-OHDA + CBD [10 uM] AP: 2.1 AP: -1.0 -Inmunofluorescencia
s s GPR55
- 6-OHDA + CID160 [10 pM] ML: +2.5 ML: +2.9
\ / DV: -7.4 DV:-4.8
PRIMERA CIRUGIA SEGUNDA CIRUGIA
ESTEREOTAXICA ESTEREOTAXICA
Inyeccion de 6-OHDA [16 pg/2 plL] Implante de canula guia
en la via nigroestriatal en el globo palido externo
Conducta de giro l Conducta de giro
e inducido por anfetamina inducido por anfetamina

10 14 15 19 20 28 30 DIAS

Ratas macho
cepa Wistar

2503009 \yp— \ouqyp— L — (E—

Control de peso para Entrenamiento en Evaluacion de asimetria Evaluacion del efecto de la
mantener al 85% de el modelo de y habilidades motoras finas administracion intrapalidal de
su peso corporal original la escalera en el modelo de la escalera LPI, CBD y CID16020046 (10 pM)
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5.2. Anélisis in silico

Se realizé el estudio de las secuencias del receptor GPR55 que se obtuvieron de
la base de datos Uniprot. De tal manera que, se seleccioné al receptor GPR55 de la
especie Rattus norvegicus para una mejor correlacion entre los hallazgos in silico y los
hallazgos con el modelo parkinsoniano. Los codigos de uniprot fueron los siguientes:
GPR55 humano (Q9Y2T6), GPR55 rata (FIMAK4) y LPA6 Zebrafish (Q08BG4). El

alineamiento multiple de secuencias se realiz6 en el programa Clustal omega.
5.2.1. Modelamiento por homologia

Como primer paso se realizé el modelado por homologia con el propésito de
generar una estructura tridimensional del receptor GPR55, debido a que no existe una
estructura proteica que se haya realizado a través de técnicas analiticas como la
difraccion de rayos-X o resonancia magnética nuclear. Por lo tanto, para poder determinar
las plantillas propicias para el receptor GPR55 se utilizé el servidor Swiss-Model.
Posteriormente, se utilizo BLASTp para alinear las secuencias tanto de GPR55 como de

la plantilla y, por utlimo, se generé la estructura tridimensional con el programa Modeller.
5.2.2. Identificacion de superficie molecular

Una vez obtenido la estructura tridimensional del receptor GPR55, se realizé una
busqueda especifica sobre los probables sitios de unidén que pudiera tener GPR55 con
los servidores Computed Atlas of Surface Topography of proteins (CASTp) vy
DoGSiteScore del Zentrum fir Bioinformatic — Universitat Hamburg. A partir de este
punto, se pudo generar una caja especifica para realizar el analisis predictivo por medio

del acoplamiento o docking molecular.
5.2.3. Docking molecular

El acoplamiento o docking molecular es una técnica computacional que predice la
interaccion molecular entre un ligante y un receptor. Se realizé el docking molecular entre
el receptor GPR55 y sus ligandos: el endégeno de GPR55, el lisofosfatidilinositol (LPI);
el agonista invesro, cannabidiol (CBD); y el antagosnita selectivo CID16020046. La
prediccién de posibles interacciones moleculares se llevd a cabo con el software

Autodock-Vina. Para visualizar las estructuras tridimensionales, y las interacciones
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predichas por Autodock Vina, se utiliz6 PyMOL?2 y para la visualizar las interacciones del
ligante con el receptor, se utilizé el software LIGPLOT v.4.5.3. Debido a que los datos
arrojados por los sistemas mostraron una interaccion directa con el sitio ortostérico del
receptor, se decidié trabajar con el LPI, CBD y CID16020046 para determinar si, los
ligandos podrian tener respuestas farmacoldgicas en centros cerebrales encargados en

el control del movimiento.
5.3. Sujetos de experimentacion

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 250-300 g que fueron
proporcionadas por el Bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad Autonoma
de Puebla (BUAP). Todos los animales fueron alojados en el vivario del Laboratorio de
Neurofarmacologia de la Facultad de Ciencias Quimicas — BUAP, en cajas de acrilico,
con una temperatura ambiente controlada (22 + 3 °C), un ciclo luz/oscuridad 12/12 h,
agua y alimento ad libitum. Todos los procedimientos experimentales, asi como los
protocolos para el cuidado y uso de animales para experimentacion fueron cumplidos de
acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0-1999) y el Comité interno para el
cuidado y uso de animales de laboratorio (CICUAL) de la BUAP.

5.4. Cirugia estereotéxica

Las ratas fueron sometidas a dos cirugias estereotaxicas para inducir el modelo
hemiparkinsoniano con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y, posteriormente, para realizar el
implante de una canula guia en el GPe ipsilateral a la lesién. Cada sujeto fue elegido de
manera aleatoria y posteriormente fueron anestesiados con Ketamina/Xilacina (75 mg/kg
— 10 mg/kg, i.p.) para colocar la cabeza del animal en un aparato estereotaxico (Stoelting,
Wood Dale, IL, EE. UU.) y, posteriormente localizar bregma. Se utilizaron las siguientes
coordenadas para localizar la via nigro-estriatal (AP: -2.1; ML: +2.4; DV: -7.3) segun el
atlas de (Paxinos and Watson, 1998). Se realizo la administracion de la 6-OHDA a una
concentracion de 16 pg/2 puL en del hemisferio izquierdo de la rata para inducir el
hemiparkinsonismo. Posterior a la cirugia, se realizaron lo cuidados postoperatorios con
la administracion de un antiinflamatorio/analgésico (Tramadol, 10mg/kg, s.c.) asi como la
administracion de un antibiético (Enrofloxacina, 5 mg/kg i.m.). Al dia veinte post-

denervacion dopaminérgica, se realizé una segunda cirugia para implantar una canula
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guia en el globo palido externo (GPe). Las coordenadas utilizadas fueron las siguientes:
AP: -1.0; ML: +2.9 DV: -5.5 de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson 1998. El implante
de la canula guia fue utilizada para la administracion de LPI, CBD o CID160 en la rata

con libre movimiento.
5.5. Administracién de farmacos

El agonista LPI, el agonista inverso CBD y el antagonista selectivo CID16020046
fueron diluidos en dimetilsulféxido (DMSO) al 0.01 % para realizar concentraciones de 10
MM. Los farmacos se administraron en el GPe por medio de la canula guia, y la
microinyeccion fue de 1pL de LPI [10 uM], 1uL de CBD [10 uM] y 1pL de CID160 [10 uM]
mediante una jeringa Hamilton por tres dias consecutivos, a los dias 28, 29 y 30 post-
cirugia. Por lo tanto, los grupos experimentales organizados a partir del dia 28 post-
cirugia fueron los siguientes: 1) Ac. Asc. + DMSO 0.01%; 2) Ac. Asc. + LPI 10 uM; 3) Ac.
Asc. + CBD 10 pM; 4) Ac. Asc. + CID160 10 uM; 5) 6-OHDA + DMSO 0.01%; 6) 6-OHDA
+ LPI 10 uM; 7) 6-OHDA + CBD 10 pM; 8) 6-OHDA + CID160 10 pM.

5.6. Modelos conductuales

5.6.1. Conducta de giro

Se evaluaron todos los sujetos experimentales en la conducta de giro inducido por
anfetamina para determinar el grado de denervacién dopaminérgica por la administracion
de 6-OHDA en la via nigroestriatal (Ungerstedt and Arbuthnott, 1970). A cada rata se les
administré anfetamina (5 mg/kg s.c.) a los 14 dias posterior a la administracion de 6-
OHDA. Inmediatamente se colocaron en cajas de plastico de 50 cm de didmetro y 40 cm
de largo para evaluar el nimero de giros por un lapso de 100 minutos y, se cuantificaron
y graficaron los giros acumulados en intervalos de 10 minutos. Solo se seleccionaron
ratas que alcanzaron 14 giros por minuto. Posteriormente se realiz6 la administracién de
1 pL de LPI [10 uM]; CBD [10 uM] y CID160 [10 uM] a los 28, 29 y 30 dias posterior a la
denervacién dopaminérgica y cinco minutos después de la administracion farmacoldgica,

se realiz6 la administracion de Anfetamina para la evaluacion de la conducta de giro.
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5.6.2. Modelo de la escalera

El modelo de la escalera fue propuesto como una herramienta conductual para
evaluar el uso experto y la habilidad de agarre de las extremidades anteriores de la rata
(Montoya y cols., 1991). El modelo esta compuesto por una caja de acrilico, y constituido
en la parte frontal con un par de escaleras removibles con 6 escalones cada una
(izquierda y derecha). Cada escalon mide 15 mm de largo por 10 mm de ancho y 5 mm
de alturay, en cada uno de los escalones se colocaron dos pellets de alimento, los cuales
fueron tomados y comidos por la rata utilizando las extremidades delanteras. Los
animales fueron sometidos a control de peso 10 dias previos a comenzar el
entrenamiento y se mantuvieron en control de peso durante los dias de evaluacién. El
control consistié en restringir el consumo de alimento diario de los animales para lograr

gue bajaran el 15% de su peso corporal respecto a su peso inicial (Mendieta et al., 2009).
5.6.2.1. Asimetria motora

Posterior al control de peso, cada rata fue entrenada en el modelo de la escalera
durante 10 minutos diarios por 10 dias, con el objetivo de habituar a los animales y que
aprendieran a tomar y comer los pellets de alimento localizados en los escalones de la
prueba conductual, 12 pellets en la escalera izquierda y 12 pellets en la escalera derecha.
Por lo tanto, se evalué la capacidad de agarre de la pata ipsilateral respecto a la pata
contralateral a la lesion. El rendimiento de los animales en la prueba reflejo dos
parametros: el numero de pellets que sobraron o permanecieron en los escalones y el
namero de pellets fuera de los escalones (pellets que se perdieron durante la prueba)
(Klein et al., 2007). La cuantificacion de los tres parametros se obtuvo con las siguientes

formulas:

#pellets comidos = 12 — (#pellets que permanecen en los escalones + #pellets fuera de los escalones
#pellets tomados = 12 — #pellets que permanecen en los escalones

# de pellets comidos
100

% de agarre exitoso = *
0 g # de pellets tomados
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De acuerdo con las consideraciones de Klein y colaboradores, el parametro # de
pellets tomados es considerado como una medida de la actividad y motivacién para
alcanzar un objetivo y, por otra parte, el parametro # de pellets comidos refleja la habilidad
de los movimientos de alcance y agarre con las patas anteriores y, por lo tanto, los
movimientos dependen directamente del rendimiento sensoriomotor. Por ultimo, el
parametro de agarre exitoso muestra el acierto de todos los intentos de agarrar un pellet
(Klein et al., 2007). Para el andlisis de la prueba conductual en el modelo de la escalera,
se realizé la videograbacién con una cdmara kodak de todos los periodos de evaluacion:
el entrenamiento, la evaluacion del déficit motor y la evaluacion de la administracion de

farmacos en GPe.
5.6.2.2. Habilidades motoras finas

La habilidad de agarre en el modelo de la escalera se evalu6 de manera
cuantitativa, debido a esto, se consideré también estudiar de manera cualitativa las
habilidades motoras. Para este objetivo, se realizé el estudio de las habilidades motoras
finas de los sujetos en experimentacion sometidos en el modelo de la escalera y, se
evaluaron los movimientos finos de las ratas durante los tres periodos de evaluacion del

protocolo experimental.
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Figura 10. Representacién esquematica sobre el modelo de la escalera. Las habilidades motoras finas se
evaluaron en funcién de los miembros anteriores ipsilaterales y contralaterales a la denervacion dopaminérgica,
los cuales fueron pronar, asir, supinar | y supinar Il.
Se utilizé la metodologia propuesta por Metz y Wishaw, 2000 con algunas
modificaciones. Los movimientos finos evaluados se agruparon en cuatro componentes,

1) el movimiento pronar, 2) el movimiento asir, 3) el movimiento supinar | y 4) el
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movimiento supinar |l (Figura. Los cuatro componentes fueron dividos en 10
subcomponentes mas como se muestra en la figura (Metz and Whishaw, 2000). De
acuerdo al desempefio de los animales, cada subcomponente tuvo los siguientes
puntajes: 0.0, movimiento ausente; 0.5, con movimiento, pero anormal; y 1.0, movimiento

normal.
5.7. Técnicas histolbgicas

Posterior a las pruebas conductuales, se realiz6 el sacrificio de las ratas (n=5) para
determinar la morfologia neuronal, la expresién de tirosina hidroxilasa (TH), de glutamato
descarboxilasa 67 (GAD-67) y del receptor GPR55. Las ratas fueron sacrificadas por una
sobredosis de pentobarbital sddico y se realizé la perfusién intracardiaca con 100 ml de
solucion salina isoténica al 0.9% y 200 ml de paraformaldehido al 4% (PFA) en solucion
amortiguadora de fosfatos pH 7.4 (PBS) y posteriormente, se extrajo el cerebro y se
almaceno en PFA al 4% durante 24 h. Una vez pasado el tiempo, se cortaron los cerebros
en un vibratomo (Leica VT 1000 systems) y se realizaron cortes de 50 um a nivel del

estriado, SNpc y SNpr.
5.7.1. Evaluacién morfologica por la Tincion de Nissl

La tincion de Nissl se realizé para evaluar la citoarquitectura de las neuronas y la
correcta colocacion de la canula guia en el GPe. Por lo cual, se seleccionaron tres tejidos
por rata, a una altura aproximada de AP: 0.9 respecto a bregma. Los tejidos fueron
enjuagados con PBS 0.1M (pH 7.4) y se montaron en portaobjetos gelatinizados, de tal
manera que se tifieron con violeta de cresilo al 0.1% durante 10 min. Los portaobjetos se
enjuagaron con agua destilada y posteriormente los tejidos se deshidrataron con grados
ascendentes de alcohol. Por ultimo, los tejidos se aclararon con xileno y se montaron con

resina (Entellan Mounting Medium).
5.7.2. Determinacién de la expresion de TH y GAD-67 por Inmunohistoquimica

Para la técnica de inmunohistoquimica se seleccionaron tejidos a nivel del
estriado, GPe, SNpc y SNpr. Después de la seleccion, los tejidos se colocaron en placas
de 24 pozos y se realizaron 3 lavados con PBS pH 7.4 y Triton X-100 al 0.2% (PBS-T)

durante 10 min cada uno a temperatura ambiente, una vez lavados, los tejidos fueron
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incubados en H202 al 3% y en PBS-T durante 10 min para eliminar peroxidasa endogena.
Los tejidos fueron lavados tres veces en PBS-T durante 10 min cada uno. Posteriormente
se realiz6 el bloqueo con albumina de suero bovino (BSA) al 2 % en PBST durante una
hora. Una vez que se lavaron los tejidos tres veces con PBS-T, se incubaron los tejidos
con el anticuerpo primario Anti-TH rabit (Millipore®, 1:1000) o Anti-GAD-67 (Santa Cruz®,
1:50) durante 2 noches. Se realizaron los tres lavados con PBS-T durante 10 min cada
uno y se realizo la incubacién del anticuerpo secundario biotinilado goat anti-mouse
(Jackson labs®,1:500) por una hora. Después de los lavados correspondientes con PBS-
T los tejidos fueron incubados con estreptavidina acoplado a HRP (Jackson labs®, 1:500)
por una hora, se realizaron tres lavados con PBS sin tritdn y posteriormente se realizo el
revelado con diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich®) [50mg/100ml] y H20:2 al 30% para
realizar la reaccion colorimétrica mediante el HRP. Se midio el tiempo para evidenciar el
marcaje de la reaccion y se determin6 6 min para SNpc y 8 min para estriado. Al terminar
con la inmunorreactividad se dejaron secar los tejidos durante 24 hrs y se deshidrataron
a través de una bateria de soluciones de etanol con las siguientes concentraciones: 80%,
90%, 100% vy xilol para poder aclarar el tejido. Se colocé resina para montar las laminillas
con cubreobjetos. Posteriormente se visualizaron las laminillas en un microscopio de
campo claro (Leica DM 750®) y las fotografias fueron tomadas con una camara digital
acoplada (Leica ICC50®) con los objetivos 10x, 40x y 100x para el panel de fotografias y

10x para la cuantificacion de las células positivas a TH.
5.7.3. Determinacion del receptor GPR55 por inmunofluorescencia

Para la técnica de inmunofluorescencia el tejido cerebral se lavo con PBS-T por
10 min, tres veces consecutivas. Posteriormente se realizo el bloqueo con BSA al 2 % en
PBST durante una hora. Una vez que se lavaron los tejidos tres veces con PBS-T, se
incubaron los tejidos con el anticuerpo primario anti-GPR55 rabit (Abcam®, 1:200)
durante 2 noches a temperatura de 4°C. Se realizaron los tres lavados con PBS-T durante
10 min cada uno y, para la inmunodeteccion indirecta, se realizé la incubacion del
anticuerpo secundario especifico conjugado con Lisamina-Rhodamine (Jackson Immuno
Research, 1:200) por dos horas. Terminando el periodo de incubacién, las muestras se

lavaron tres veces con PBS cada 10 min. Finalmente, las preparaciones se incubaron
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con 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) durante un periodo de 20 minutos, después se
lavaron y se montaron con Mowiol + DABCO como protector de fluorescencia y se
cubrieron con cubreobjetos y se sellaron con esmalte. Posteriormente se visualizaron las
laminillas en un microscopio Leica DM1000 acoplado a una camara de captura Jenoptik

Optical System con el Software ProgRes series.

5.7.4. Técnica para la cuantificacion de imagenes por numero de células

positivas a TH.

La cuantificacion de células inmunoreactivas a TH se realizd por el sistema de
analisis de imagenes ImageJ (National Institutes of Health, USA) para identificar las
neuronas positivas a TH en la SNpc. Una vez capturadas las imagenes se realizé el
siguiente procedimiento. Se transformaron las fotos mediante la inversién de imagen, una
vez invertida se ajustd el contraste para determinar el cuerpo neuronal de las neuronas
TH™*. Una vez evidenciado el cuerpo neuronal se realizé la cuantificacion de forma manual

con la herramienta multi point. Los resultados se grafican como nimero de neuronas TH*.
5.7.5. Técnica para cuantificacion de imagenes por densidad 6ptica

Se realiz0 la cuantificacion de la inmunorreactividad para la GAD-67 y GPR55 por
medio de la densidad Optica en las fibras-terminales nerviosas en el estriado, GPe 'y SNpr.
Se cuantifico en el Software ImageJ, se tomaron imagenes en microscopio de campo
claro (Leica DM 750®) con objetivo 1.5x a lo largo del eje rostro caudal. Se transformaron
las fotos a escala de grises 8bits, posteriormente se dibujé el contorno de la zona a medir
del estriado, se dibujaron los umbrales y se ajusto el dark background para que quedara
solo la zona tefiida con GAD-67 y GPR55, este procedimiento se realiz6 con las laminillas
del grupo control (Intacto) y se toma este ajuste para las demas laminillas. Una vez
realizado este proceso se procedio a realizar el analisis para obtener el porcentaje de
area tefida y se realiz6 la medicién que realiza el software de manera automatica. Los
resultados se grafican con el porcentaje de &rea tefiida con respecto a los grupos

experimentales.
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5.8. Anélisis estadistico

Los datos se presentan como media + error estandar de la media (EEM), donde
los resultados del comportamiento de giro inducido por anfetaminas y las habilidades
motoras finas se analizaron mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias
seguido de una prueba posterior de Bonferroni. La asimetria motora evaluada en el test
de la escalera se analiz6 mediante un ANOVA de una via seguido de un post-test de
Tukey. Los resultados p<0.05 se consideraron estadisticamente significativos para
ambos analisis realizados. Para todos los andlisis estadisticos se utilizo el software
GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, Estados Unidos).
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VI. RESULTADOS

6.1. El receptor GPR55 adopta tres sitios de union con alto potencial

farmacologico

Debido a que el receptor GPR55 es activado por una gama de cannabinoides y de
lipidos no cannabinoides, se realizo la prediccion computacional para definir los sitios de
union a ligandos del receptor por medio de dos servidores, CASTp y DoGSiteScore. Cabe
mencionar que DoGSiteScore propone sitios con potencial farmacolégico. Para
determinar el sitio de unién y sus caracteristicas moleculares, se utilizé la estructura
tridimensional de GPR55 obtenido por modelamiento por homologia y, posteriormente,
se maped en CASTp y DoGSiteScore. Se identificaron tres sitios que se propusieron
como bolsillo de unién para el receptor GPR55. La Figura 11 muestra la localizaciéon
espacial de los tres sitios del receptor, que fueron identificados como S1, S2 y S3. El S1
se encuentra en la superficie extracelular y abarca sobre los dominios transmembranales
TM1, TM2, TM3, TM6 y TMY7. Por otro lado, el S2 parece estar ubicado en la zona lateral-
superior entre los dominios TM3, TM4 y TM5. En la zona intracelular de del receptor se

encuentra el S3, que abarca los loops intracelulares uno y dos (ICL1 e ICL2).

Figura 11. Sitios de unidn a ligandos en el receptor GPR55. Se muestra en A) la localizacion espacial de S1
(superficie extracelular) y S3 (zona intracelular) y en B) la visualizacion de los tres sitios, en S2 muestra localizado
en la zona lateral-superior.
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En la Tabla 2 se muestran las caracteristicas de los sitios de union, tales como los
volumenes, las areas, y el nUmero de aberturas de los sitios encontrados con CASTp. En
S1 mostro el sitio con mayor volumen en funcion de la superficie molecular (SM) con una
A3 de 4449.1 y, ademas tuvo el mayor nimero de aberturas en la SM (diez aberturas).
Contrario a S1, el sitio S3 mostr6 un menor volumen que S2 (1515.5 y 633.8,
respectivamente) y un menor numero de aberturas en la SM (cuatro y tres,

respectivamente).

Tabla 2. Volimenes y areas de los sitios de interaccion de GPR55 (CASTp)

ID Volumen Area del bolsillo Numero de Area total de las Circunferencia
basado en la basado en la aberturas en la aberturas total de la
superficie SM SM basado enla SM abertura en la SM

molecular (SM)

S1 4449.1 2627.0 10 499.9 297.6
S2 1515.5 855.3 4 330.2 150.1
S3 633.8 507.2 3 132.0 86.3

Para observar y determinar los sitios de union en funcion del potencial
farmacologico, se utilizoé la herramienta DoGSiteScore, que permite evidenciar ademas
otras caracteristicas tales como el volumen, superficie y profundidad. Cabe mencionar
gue se muestran los principales sitios que cumplieron una caracteristica, que fue la de

seleccionar que los potenciales tuvieran un valor de 0.8 como minimo.

En la Figura 12A se muestra la localizacion espacial de S1, S2 y S3, que son
diferentes a los determinados por CASTp, por lo que, se considerd que de acuerdo con
los datos de DoGSiteScore se agruparan los sitios respecto al potencial farmacolégico.
Particularmente, en la Tabla 3 se puede ver que S1 abarca un volumen (A3) de 539.78 y
su superficie (A?) de 934.87 y, en la figura 12B se puede visualizar que S1 se localiza
junto a los dominios TM-5, TM-6 y TM-7. De la misma manera, S2 posee un volumen y
una superficie (804.93 y 1289.35, respectivamente) mayor que S1y, en la figura 12C se
muestra que S2 abarca su espacio sobre ECL2, TM-1, TM-2 y TM-3. Por ultimo, se pudo
determinar que S3 tiene un A%y A2 con un valor de 399.74 y 391.47, respectivamente;

en la figura 12D se puede visualizar que S3 abarca la zona intracelular del receptor y que
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su espacio se localiza en TM-4, TM-5, TM-6 y TM7. Los valores del potencial

farmacol6gico muestran un valor de 0.8 para S1-S, 0.86, 0.8. y 0.80, respectivamente.

Figura 12. Sitios de union a ligandos del receptor GPR55 respecto al potencial farmacolégico. Se
muestra en A) la localizacion espacial de S1 S2 y S3 de manera conjunta B) se visualiza el S1y su interaccién
con el ECL3, TM-5, TM6 y TM7 de la superficie extracelular C) el S2 con interaccion del ECL2, TM2 y TM3.
D) Se localiza el S3 en la zona intracelular e iteracciona con los TM4, TM5, TM6 y TM7.

Tabla 3. Identificacion de los sitios de union a ligandos en el receptor GPR55 (DoGSiteScore)

Sitio Volumen (A3) Superficie (A?) Profundidad (A) Potenc!al.
farmacoldgico
S1 539.78 934.87 24.1 0.86
S2 804.93 1289.35 17.86 0.82
S3 399.74 391.47 20.14 0.80

*La eleccion del potencial farmacolégico fue seleccionada solo en valores >0.8
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Tabla 4. Composicion aminoacidica de los sitios de union en el receptor GPR55 (DoGSiteScore)

Relacion de Relacion de Relacion de Relacion de
Sitio aminoacidos aminoacidos aminoacidos con carga  aminoacidos con carga
apolares polares positiva negativa
S1 0.45 0.29 0.19 0.06
S2 0.58 0.29 0.11 0.03
S3 0.48 0.42 0.03 0.06

6.2. El receptor GPR55 y su interaccion farmacolégica LPI, CBD y CID160

Debido a que con los resultados previamente obtenidos se pudieron identificar dos
sitios de union con éptimas caracteristicas moleculares, se pudo sugerir que S1y S2 son
apropiadas para que se lleve a cabo la interaccion de los ligandos con el receptor GPR55.
Por lo que, se realizé el acoplamineto molecular con los softwares AutoDockTools y
AuoDocVina, para poder predecir las probables interacciones del receptor con los
siguientes ligandos: el LPI, el CBD y el CID 160. Cabe mencionar que se adaptaron las
dimensiones de la caja que proporciona el software (grid box) con los parametros
volumétricos que correspondian las regiones S1 y S2 de acuerdo con CASTp y
DoGSiteSocore.

6.2.1. Interacciones del Lisofosfatidilinositol con el receptor GPR55

En la Figura 13A y 13C se muestra la estructura tridimensional y, en la Figura 13B
la estructura bidimensional del LPI y la interaccion con los residuos aminoacidicos del
receptor GPR55, asi como los enlaces de hidrégeno entre ligante-receptor. Se observa
gue un oxigeno del grupo fosfato de LPI acepta un enlace de hidrégeno con el grupo
amino de Lys79 (TM2) con una distancia del enlace, 3.33 A. Por otro lado, los grupos
hidroxilo del C-5y C-6 pueden aceptar un enlace de hidrégeno de Lys167 (TM5) con una
distancia de los enlaces, 2.90 Ay 2.84 A, respectivamente. Ademas, se pudo demostrar
que, el hidroxilo C-4 del anillo inositol puede donar un enlace de hidrogeno a Cys168
(ECL2) con una distancia de los enlaces, 2.93 A. Finalmente, la cadena alquilo de LPI
interacciona con fuerzas de Van der Waals con otros residuos como Phel69, Tyrl01,
Leu270, Phel02, Argl6l y Leu274.
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Figura 13. Interaccion del lisofosfatidilinositol con el receptor GPR55. Se muestra en A) y B) representacion
tridimensional de las interacciones del LPI como agonista visto desde dos angulos 6pticos. C) Se muestran la
energia de interaccién de LPI y el GPR55. D) Representacion bidimensional de LPI con GPR55.

6.2.2. Interacciones del CID16020046 con el receptor GPR55

En la Figura 14A y 14B se muestra la estructura tridimensional y, en la Figura 14B
la estructura bidimensional del CID16020046 y la interacciébn de los residuos
aminoacidicos del receptor GPR55, asi como los enlaces de hidroégeno entre ligante-
receptor. Se observa que un oxigeno del grupo carbonilo C-18, acido benzoico de CID160
acepta un enlace de hidrégeno con el grupo amino de Lys167 (TM5) con una distancia
del enlace, 3.17 A. Ademas, el grupo hidroxilo del 3-hidroxifenilo C-29, dona un enlace al
oxigeno de GIn249 (TM6) con una distancia del enlace, 3.02 A. Se puede observar
interacciones de Van der Waals con los residuos Tyrl01, Phel02, Leu270, Phel69,

Val224 con el anillo 4-metilfenil y el nucleo pirazolactam de CID160.
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Figura 14. Interaccion del CID16020046 con el receptor GPR55. Se muestra en A) y B) representacion
tridimensional de las interacciones del CID160 como antagonista selectivo visto desde dos angulos épticos.
C) Se muestran la energia de interaccién de CID160 y el GPR55. D) Representacion bidimensional de CID160
con GPR55.

6.2.3. Interacciones del Cannabidiol con el receptor GPR55

En la Figura 15A y 15C se muestra la estructura tridimensional y, en la Figura 15B
la estructura bidimensional del CBD vy la interaccion con los residuos aminoacidicos del
receptor GPR55, asi como los enlaces de hidrégeno entre ligante-receptor. Se observa
gue el grupo hidroxilo C-24 de CBD dona un enlace de hidrégeno a Glu98 (TM3) con una
distancia del enlace, 2.69 A. Se observan interacciones hidrofilicas con los residuos
Leu274, Leu270, Val97, Leu82, con la cadena alifatica y el ciclohexano de CBD.

6.2.4. El Lisofosfatidilinositol, CID16020046 y Cannabidiol comparten el sitio de

unién ortostérico de GPR55

Para determinar si los enlaces de union de los ligantes utilizados en el docking
molecular se unen al sitio ortostérico de GPR55, se realiz6 un empalme de LPI, CID160
y CBD con el modelo tridimensional de GPR55. En la Figura 16A se representan los

dominios transmembranales (TM) que participan en el sitio de unién, TM2, TM3, TM5,
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TM6, TM7 y ECL2. En la Figura 16B se muestra que, los tres ligantes se unen al sitio
ortostérico y comparten residuos aminoacidicos como Lys167, GIn249, Glu98, Phel69 y

Leu270.
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Figura 15. Interaccién del cannabidiol con el receptor GPR55. Se muestra en A) y B) representacion
tridimensional de las interacciones del CBD como agonista visto desde dos angulos 6pticos. C) Se muestran
la energia de interaccion de CBD y el GPR55. D) Representacion bidimensional de CBD con GPR55.

Figura 16. Interacciones intermoleculares de CBD con GPR55. A) Representacion bidimensional de las
interacciones de CBD y GPR55, lineas punteadas color verde son los enlaces de hidrogeno. B) Representacion
tridimensional de LPI con GPR55, lineas amarillas muestra las interacciones estables entre ligante receptor. T™: 45

transmembrana, ECL: loop extracelular.
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6.3. La activacién y la inhibicién del receptor GPR55 en el globo palido

externo mejora la asimetria motora en ratas hemiparkinsonianas

Para dar evidencia de la denervacion dopaminérgica en las ratas inyectadas con
6-OHDA en la via nigroestriatal, se realiz6 la evaluacion de la conducta de giro inducido
con anfetamina al dia 14 post-cirugia. La grafica de la figura 17A, muestra un incremento
de los giros ipsilaterales a la lesion del grupo 6-OHDA a partir del minuto 20 (2.24) logra
un pico maximo al minuto 60 (13.45) y un descenso al minuto 100 (10.14) respecto al
grupo Ac. Asc. 0.02%. Es importante mencionar que se encontré diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos 6-OHDA respecto al grupo Ac. Asc 0.02%
al dia 14 y dia 30 (p<0.001). Posteriormente, los dos grupos experimentales (Ac. Asc. y
6-OHDA) se subdividieron en seis grupos para administrar LPI [10 uM] y CBD [10 pM] a
los dias 28, 29 y 30.

A) 14 Dias. B) 30 Dias

post-lesion post-lesion

£ 167 c2
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Figura 17. La administracion de LPI'y CBD en el GPe disminuye la conducta de giro inducido por anfetamina en
ratas hemiparkinsonianas. A) Evaluacion de la conducta de giro 14 dias después de la inyeccion de 6-OHDA en la
via nigroestriatal. B) Evaluacion dela conducta de giro inducido por anfetaminas y la administracion intrapallidal LPI [10
uM], CBD [10 pM] o vehiculo (DMSO 0,01%) a los 30 dias post-lesiéon. Se muestra la media + el EEM, los datos fueron
evaluados con una ANOVA de dos vias prueba post-hoc de Bonferroni. ***p<0.001 vs Ac. Asc. 0.02%; ***p <0.001 vs Ac.
Asc. + DMSO 0.01%; #p<0,05, ##p<0.01 y ##p<0.001 vs 6-OHDA + DMSO 0,01%; (n = 6-8 / grupo).
La Figura 17B, muestra la conducta de giro evaluada el dia 30 post-cirugia y el
efecto de la activacion e inhibicion del receptor GPR55 intrapalidal. Se puede observar
un incremento significativo de los giros ipsilaterales del grupo 6-OHDA + DMSO 0.01% a

partir del minuto 30 (9.57), alcanza un punto maximo al minuto 70 (21.4) y disminuye
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levemente al minuto 100 (17.75). Tanto el grupo 6-OHDA + LPI 10uM como el grupo 6-
OHDA + CBD 10uM muestran una disminucion evidente en los intervalos 70 y 80 minutos
(14.82y 12.44; 9.35y 12.48), respectivamente (p<0.01).

6.4. Laactivacion del receptor GPR55 en el globo péalido externo no modifica

el déficit motor de ratas hemiparkinsonianas en el modelo de la escalera

Para obtener el modelo parkinsoniano, se inyecté 6-OHDA en la via nigroestriatal
de ratas por cirugia estereotaxica y la activacion de GPR55 se realizdé con el agonista
lisofosfatidilinositol (LPI) a una dosis de [10 puM]. Al dia 19 se evalud la lesidon
dopaminérgica en el modelo de la escalera, los resultados muestran un déficit motor de
la extremidad contralateral del grupo 6-OHDA ya que, disminuye el nimero de pellets
comidos (3.6+1.7), tomados (5.5+0.74) y el porcentaje de agarre exitoso (60.1+3.9),
respecto al grupo acido ascorbico (pellets comidos: 11.25+0.21, pellets tomados:
11.0+0.23, % agarre exitoso: 89.3+2.6). Al dia 30 post-cirugia se evaluo el efecto de cada
tratamiento farmacolégico. Los grupos 6-OHDA + DMSO y 6-OHDA + LPI muestran una
disminucién del nimero de pellets comidos (1.8+0.47; 1.4+0.4) (Figura 18A), tomados
(4.8+£0.73; 3.0+0.77) (Figura 18B) y el porcentaje de agarre exitoso (38.4+6.2; 45.4+3.3)
(Figura 18C) comparados con el grupo Ac. Ascorbico + DMSO (pellets comidos:
10.0+0.57, pellets tomados: 11.0+0.57, % agarre exitoso: 91.1+5.2). Es importante
mencionar que se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa en el porcentaje
de agarre exitoso del grupo 6-OHDA al dia 19 respecto al grupo 6-OHDA al dia 30
(p<0.001). Finalmente, el numero de pellets comidos del grupo 6-OHDA + LPI muestra
una diferencia estadisticamente significativa respecto al grupo 6-OHDA 19 dias post-
lesibn. No se observaron cambios significativos en los grupos controles de la pata

ipsilateral (Figura 18).
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Figura 18. La activacion de GPR55 no modifica el déficit motor de ratas hemiparkinsonianas en el modelo de la
escalera. A) Cuantificacion del nimero de pellets comidos, B) Nimero de pellets tomados, C) porcentaje de agarre
exitoso. Se evaluaron los grupos vehiculo y 6-OHDA al dia 19 post-lesion. Al dia 30 post-cirugia se evaluaron los grupos
formados por cada tratamiento farmacoldgico. D) Tabla representativa del porcentaje de agarre exitoso en periodo pre-
cirugia, post-cirugia y administracion local de LPI. El incremento y decremento porcentual se muestra con el signo A.
Se muestra la media + el EEM, los datos fueron evaluados con una ANOVA de una via y una prueba post hoc Tuckey.
***n<0.001 vs Ac. Ascorbico 0.02%; +++p<0.001 vs Ac. Asc. + DMSO 0.01%; ###p<0.001 vs 6-OHDA dia 19 (n=5-7

por grupo).

6.5.

El antagonismo selectivo del receptor GPR55 mejora el comportamiento

motor de ratas hemiparkinsonianas en el modelo de la escalera

Se realizé el mismo diagrama experimental pero ahora con el antagonista selectivo

del receptor GPR55. Al dia 19 se evalud la lesion dopaminérgica en el modelo de la

escalera, los resultados muestran un déficit motor de la extremidad contralateral del grupo

6-OHDA ya que, disminuye el numero de pellets comidos (3.6+1.7), tomados (12+0) y el

porcentaje de agarre exitoso (63.1+5.3), respecto al grupo acido ascorbico (pellets
comidos: 11.2+0.21, pellets tomados: 11.0+0.23, % agarre exitoso: 87.7+2.5) (Figura 19).
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Figura 19. El antagonismo selectivo del receptor GPR55 mejora el comportamiento motor de ratas
hemiparkinsonianas en el modelo de la escalera. A) Cuantificacion del nimero de pellets comidos, B) Numero de
pellets tomados, C) porcentaje de agarre exitoso. Se evaluaron los grupos vehiculo y 6-OHDA al dia 19 post-lesion. Al
dia 30 post-cirugia se evaluaron los grupos formados por cada tratamiento farmacoldgico. D) Tabla representativa del
porcentaje de agarre exitoso en periodo pre-cirugia, post-cirugia y administracion local de LPI. El incremento y
decremento porcentual se muestra con el signo A. Se muestra la media + el EEM, los datos fueron evaluados con una
ANOVA de una viay una prueba post hoc Tuckey. **p<0.001 vs Ac. Ascorbico 0.02%; +p<0.05; ++p<0.01; +++p<0.001
vs Ac. Asc. + DMSO 0.01%,; #p<0.05; ###p<0.001 vs 6-OHDA dia 19. (n=5-7 por grupo).

Al dia 30 post-cirugia se evalué el efecto de cada tratamiento farmacolégico. Los grupos
6-OHDA + DMSO muestran una disminucién del nimero de pellets comidos (2.0+0.36) (Figura
19A), tomados (6.7+0.9) (Figura 19B) y el porcentaje de agarre exitoso (37.9+£11.34) (Figura 19C)
comparados con el grupo Ac. Ascorbico + DMSO (pellets comidos: 10.6+0.88, pellets tomados:
11.3+0.66, % agarre exitoso: 86.1+2.8). Se encontrd una diferencia estadisticamente significativa
en el porcentaje de agarre exitoso del grupo 6-OHDA al dia 19 respecto al grupo 6-OHDA al dia
30 (p<0.001). A diferencia del grupo control con 6-OHDA + DMSO, el grupo 6-OHDA + CID160
muestra una disminucion del numero de pellets comidos (4.7+0.47) (Figura 19A) y tomados
(6.3+0.89) (Figura 19B) comparados con el grupo Ac. ascérbico + DMSO (p<0.001). Finalmente,
el namero de pellets comidos del grupo 6-OHDA + CID160 (4.7+0.47) y el porcentaje de agarre
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exitoso (76.1+£8.0) se encontré una diferencia significativa respecto al grupo 6-OHDA + DMSO
(p<0.05 y p<0.001, respectivamente) (Figura 19C). No se observaron cambios significativos en

los grupos controles de la pata ipsilateral (Figura 19).

6.6. La administracion intrapalidal de Cannabidiol mejora el comportamiento
motor de ratas hemiparkinsonianas

Por ultimo, se utilizé el cannabidiol, agonista inverso de GPR55 con el mismo
diagrama experimental. Al dia 19 se evaluod la lesion dopaminérgica en el modelo de la
escalera y, los resultados muestran un déficit motor de la extremidad contralateral del
grupo 6-OHDA ya que, disminuye el numero de pellets comidos (3.6+£0.4), tomados
(5.5+£0.74) y el porcentaje de agarre exitoso (83.1+3.6), respecto al grupo acido ascorbico
(pellets comidos: 11.2+0.75, pellets tomados: 11.0£0.70, % agarre exitoso: 89.3%1.7).

Al dia 30 post-cirugia se evaluod el efecto de cada tratamiento farmacolégico. Los
grupos 6-OHDA + DMSO muestran una disminuciéon del namero de pellets comidos
(2.0+0.36) (Figura 20A), tomados (7.0£1.0) (Figura 20B) y el porcentaje de agarre exitoso
(32.4£10.1) (Figura 20C) comparados con el grupo Ac. Ascorbico + DMSO (pellets
comidos: 11.0+0.57, pellets tomados: 12.0+0.01, % agarre exitoso: 86.0+£2.8). Se
encontrd una diferencia estadisticamente significativa en el porcentaje de agarre exitoso
del grupo 6-OHDA al dia 19 respecto al grupo 6-OHDA al dia 30 (p<0.001). A diferencia
del grupo control con 6-OHDA + DMSO, el grupo 6-OHDA + CBD muestra una
disminucién del nimero de pellets comidos (6.7+0.56) (Figura 20A) y tomados (7.6+0.62)
(Figura 20B) comparados con el grupo Ac. ascérbico + DMSO (p<0.001). Finalmente, el
nuamero de pellets comidos del grupo 6-OHDA + CBD (6.7+0.47) y el porcentaje de agarre
exitoso (89.5+3.7) se encontré una diferencia significativa respecto al grupo 6-OHDA +
DMSO (p<0.05 y p<0.001, respectivamente) (Figura 20C). No se observaron cambios

significativos en los grupos controles de la pata ipsilateral (Figura 20).

6.7. El agonismo del receptor GPR55 disminuye las habilidades motoras finas

de ratas hemiparkinsonianas

Todos los grupos experimentales evaluados en el modelo de la escalera fueron
videograbados para posteriormente evaluar los movimientos finos. Se utilizo el protocolo

propuesto por Metz y Wishaw, 2000 con algunas modificaciones.
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Figura 20. La administracion intrapalidal de CBD mejora el comportamiento motor de ratas hemiparkinsonianas
en el modelo de la escalera. A) Cuantificacion del nimero de pellets comidos, B) Namero de pellets tomados, C)
porcentaje de agarre exitoso. Se evaluaron los grupos vehiculo y 6-OHDA al dia 19 post-lesion. Al dia 30 post-cirugia
se evaluaron los grupos formados por cada tratamiento farmacoldgico. D) Tabla representativa del porcentaje de agarre
exitoso en periodo pre-cirugia, post-cirugia y administracion local de LPI. El incremento y decremento porcentual se
muestra con el signo A. Se muestra la media £ el EEM, los datos fueron evaluados con una ANOVA de una via y una
prueba post hoc Tuckey. ***p<0.001 vs Ac. Ascorbico 0.02%; +p<0.05; +++p<0.001 vs Ac. Asc. + DMSO 0.01%;
###p<0.001 vs 6-OHDA dia 19 (n=5-7 por grupo).

El movimiento fino se clasifico en cuatro componentes: pronar, asir, supinar | y supinar II.
Los cuatro componentes del movimiento a su vez se clasificaron en 10 subcomponentes
(ver Figura 24D). De acuerdo al desempefio de los animales, cada subcomponente tuvo
los siguientes puntajes: 0.0, movimiento ausente; 0.5, con movimiento, pero anormal; y

1.0, movimiento normal.
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Figura 21. ElI agonismo del recetpor GPR55 disminuye las habilidades motoras finas de ratas
hemiparkinsonianas. Movimientos A) pronar, C) asir, E) supinar |, G) supinar Il; ipsilateral. Movimientos B) pronar, D)
asir, E) supinar | y supinar Il; contralateral. Se evaluaron los grupos vehiculo y 6-OHDA al dia 19 post-lesion. Al dia 30
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datos fueron evaluados con una ANOVA de dos vias y una prueba post hoc Bonferroni. ***p<0.001 vs Ac. Ascorbico
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El andlisis cuantitativo mostré una disminucioén significativa del movimiento pronar,
asir, supinar | y supinar 1l del grupo 6-OHDA respecto al grupo control (p<0.001) del dia
15 al dia 19 post-lesion. Después de la administracion intrapalidal de LPI (dia 28 al 30
post-lesién) se observé que los grupos 6-OHDA + DMSO y 6-OHDA + LPI mantienen una
disminucién de los cuatro movimientos finos con respecto al grupo Ac. Ascorbico + DMSO
(p<0.001) (Figura 21B, D, F, H). La evaluacién de la extremidad ipsilateral a la lesién no
mostré cambios estadisticamente significativos en ninguno de los movimientos evaluados

durante el transcurso de la prueba (Figura 21A, C, E, G).

6.8. El antagonismo selectivo del receptor GPR55 mejora las habilidades

motoras finas de ratas hemiparkinsonianas

El andlisis cuantitativo mostro una disminucion significativa del movimiento pronar,
asir, supinar | y supinar Il del grupo 6-OHDA respecto al grupo control (p<0.001) del dia
15 al dia 19 post-lesion. Después de la administracion intrapalidal de CID160 (dia 28 al
30 post-lesion) se observo que el grupo 6-OHDA + CID160 mejora significativamente el
desempefio de los cuatro movimientos finos respecto al grupo 6-OHDA + DMSO los dias
28, 29, y 30 post-lesiéon (Figura 22B, D, F, H). La evaluacion de la extremidad ipsilateral
a la lesion de todos los grupos experimentales no mostraron cambios estadisticamente
significativos en ninguno de los movimientos evaluados durante el transcurso de la
prueba (Figura 22A, C, E, G).

6.9. Laadministracién intrapalidal de Cannabidiol mejora las habilidades

motoras finas de ratas hemiparkinsonianas

El andlisis cuantitativo mostré una disminucion significativa del movimiento pronar,
asir, supinar | y supinar Il del grupo 6-OHDA respecto al grupo control (p<0.001) del dia
15 al dia 19 post-lesién. Después de la administracion intrapalidal de CBD (dia 28 al 30
post-lesién) se observd que el grupo 6-OHDA + CBD mejora significativamente el
desempeiio de los cuatro movimientos finos respecto al grupo 6-OHDA + DMSO (Figura
23B, D, F, H). La evaluacién de la extremidad ipsilateral a la lesion de todos los grupos
experimentales no mostraron cambios estadisticamente significativos en ninguno de los

movimientos evaluados durante el transcurso de la prueba (Figura 23A, C, E, G).
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Figura 22. ElI antagonismo selectivo de GPR55 mejora las habilidades motoras finas de ratas
hemiparkinsonianas. Movimientos A) pronar, C) asir, E) supinar I, G) supinar ll, ipsilateral. Movimientos B) pronar, D)
asir, E) supinar | y supinar Il contralateral. Se evaluaron los grupos vehiculo y 6-OHDA al dia 19 post-lesion. Al dia 30
post-cirugia se evaluaron los grupos formados por cada tratamiento farmacologico. Se muestra la media + el EEM, los
datos fueron evaluados con una ANOVA de dos vias y una prueba post hoc Bonferroni. ***p<0.001 vs Ac. Ascorbico
0.02%; +++p<0.001 vs Ac. Asc. + DMSO 0.01%; #p<0.05, ###p<0.001 vs 6-OHDA+DMSO 0.01%. (n=5-7 por grupo).
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Figura 23. El agonismo inverso de GPR55 mejora las habilidades motoras finas de ratas hemiparkinsonianas.
Movimientos A) pronar, C) asir, E) supinar |, G) supinar I, ipsilateral. Movimientos B) pronar, D) asir, E) supinar | y
supinar Il contralateral. Se evaluaron los grupos vehiculo y 6-OHDA al dia 19 post-lesion. Al dia 30 post-cirugia se
evaluaron los grupos formados por cada tratamiento farmacolégico. Se muestra la media + el EEM, los datos fueron
evaluados con una ANOVA de dos vias y una prueba post hoc Bonferroni. ***p<0.001 vs Ac. Ascorbico 0.02%;
+++p<0.001 vs Ac. Asc. + DMSO 0.01%; ###p<0.001 vs 6-OHDA+DMSO 0.01%. (n=5-7 por grupo).
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Para evaluar la ejecucion global del movimiento fino, se realiz6 la sumatoria de los
10 subcomponentes mostrados en la figura 24D. La evaluacion de la extremidad
ipsilateral de todos los grupos experimentales mostré un desempefio alto. Los dias 15 al
19 mostraron que, el grupo 6-OHDA disminuy6 en un 50.8% el desempefio global de la
evaluacion de la extremidad contralateral, respecto al grupo Ac. Ascorbico (p<0.001). La
evaluacion del desempefio global de los dias 28 al 30 post-lesion mostro que el agonismo
del receptor GPR55 con LPI disminuye significativamente respecto al grupo Ac. Ascérbico
+ DMSO (p<0.001) (Figura 24A). Por otra parte, el antagonismo selectivo con CID160 y
el agonismo inverso con CBD mejoran significativamente el desempeio global del

movimiento fino (p<0.001, p<0.001, respectivamente) (Figuras 24B y 24C).
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Figura 24. Lainhibicion del receptor GPR55 mejora las habilidades motoras finas de ratas hemiparkinsonianas.
A) Calificacion total de las habilidades motoras finas de la extremidad contralateral con LPI 10 10uM. B) Calificacion
total del movimiento fino con CID160 10uM. C) Calificacion total del movimiento fino con CBD 10uM. D) Componentes
de la evaluacion de alcance y escala de puntuacion para la calificacién de las habilidades motoras finas. Se muestra la
media + el EEM, los datos fueron evaluados con una ANOVA de dos vias y una prueba post hoc Bonferroni. ***p<0.001
vs Ac. Ascorbico 0.02%; +++p<0.001 vs Ac. Asc. + DMSO 0.01%; ###p<0.001 vs 6-OHDA+DMSO 0.01%. (n=5-7 por
grupo).
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6.10. La administracién de LPI, CBD o CID16020046 no altera la morfologia del

globo pélido de ratas hemiparkinsonianas

Se realizé tincién de Nissl para revelar la citoarquitectura y verificar la correcta
colocacion de la canula en el nacleo de la GPe. La figura 25 muestra la colocacion de la
canula en la zona dorsal del GPe, asi como el trayecto de la canula en la zona dorsal del

GPe, no se observan alteraciones a nivel celular.

Vehiculo + DMSO 0.01%

6-OHDA + CBD [10 uM]

Figura 25. Morfologia celular del GPe y la verificacion del trayecto de la canula guia. Las fotomicrografias
muestran las células del GPe mediante la tincion de Nissl. Las fotografias se tomaron a 4x y 40x y la barra de escala
representa 500 y 50 um, respectivamente.

6.11. Laadministraciéon de LPI, CBD o CID16020046 no modifica la expresién de
tirosina hidroxilasa en el cuerpo estriado y sustancia negra pars compacta

de ratas hemiparkinsonianas

Se realiz6 la inmunorreactividad para TH tanto en el cuerpo estriado como en la
SNpc, con el fin de corroborar que la denervacion dopaminérgica inducida por 6-OHDA
se haya realizado de manera exitosa (Figura 26). Las gréficas que se muestran en las
Figuras 26B y 26C muestran que el grupo 6-OHDA + DMSO presenté un menor
porcentaje de area en el cuerpo estriado tefiido para la enzima TH (11.6 + 2.6 porcentaje
de areatefiida) y un menor nimero de células TH positivas en el SNpc (13.2 £ 5.0 nimero
de células TH positivas) (Figura 26C) que el grupo de control (72.6 + 5.0 porcentaje de
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area tefida) (167.6 £ 12.1 numero de células TH positivas), con una diferencia
significativa de p<0.001. No se encontraron diferencias entre los grupos experimentales
6-OHDA + LPI, 6-OHDA + CBD, 6-OHDA + CID16020046 tanto para el porcentaje de
area tefiida en el cuerpo estriado (15.3 + 2.4; 14.7 + 1.4; 13.5 £ 2.8, respectivamente)
como para el numero de células TH positivas en la SNpc (16.2 + 6.0; 14.4 + 5.4; 13.2
4.7, respectivamente). Los hallazgos anteriores tienen similitud con los resultados
obtenidos para el grupo 6-OHDA + DMSO.
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Figura 26. La administracion de LPI, CBD y CID16020046 no modifica la expresiéon de TH en estriado y SNpc.
Las fotomicrografias observadas en A) se muestran las imagenes representativas de la expresion para TH en el estriado
ipsilateral a la lesidon con 6-OHDA. Las fotomicrografias se tomaron a 40x, mientras que la barra representa 500 um.
En B) se muestra la proporcion del area tefiida para TH en el cuerpo estriado y en C) se muestra el nimero de células
TH positivas en el SNpc. Se muestra la media + el EEM, los datos fueron evaluados con una ANOVA de una via'y una
prueba post hoc Tukey. ***p<0.001 vsvehiculo (n=4 por grupo).
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6.12. La inyeccion intrapalida de CBD o CID16020046 disminuye la expresion de
GAD67 en el globo palido externo y cuerpo estriado de ratas

hemiparkinsonianas

Se midiod la inmunorreactividad de GAD-67 en GPe, cuerpo estriado y SNpr (Figura
27A) con el fin de estudiar el efecto de la administracion intrapalidal de LPI, CBD o
CID16020046 sobre la toxicidad de 6-OHDA en las neuronas que expresan GAD-67. Los
resultados obtenidos muestran que la expresion de GAD-67, en el estriado ipsilateral a la
lesion (Figura 27B) y en el GPe ipsilateral, (Figura 27C), aumento significativamente
(p<0.01y p<0.001, respectivamente) para el grupo de 6-OHDA + DMSO (82.3 + 2.9, 57.3
+ 1.7 porcentaje de area tefiida) en comparacién con el grupo de control (69.2 £ 2.7, 42.8
+ 1.4 porcentaje de area tefiida). Ademas, se observdé un menor nivel de
inmunorreactividad para GAD-67 en los grupos tratados con 6-OHDA + CBD y 6-OHDA
+ CID160 en el estriado (67.6 £ 2.2, 68.7 £ 3.3 porcentaje de area tefiida) y GPe (37.7 =
3.3, 42.7 £+ 2.5 porcentaje de area tefida), con una diferencia de p<0.01 y p<0.001,
respectivamente. El grupo 6-OHDA + LPI no mostré diferencias con el grupo 6-OHDA +
DMSO, tanto en el cuerpo estriado (75.9 + 2.3 porcentaje de area tefiida) como en GPe

(51.8 + 2.0 porcentaje de area tefida).

La expresion de GAD-67 observada en el SNpr fue mayor para el grupo 6-OHDA
+ DMSO (37.1 + 1.7 porcentaje de area tefiida) que el grupo control (26.8 + 2.1 porcentaje
de érea tefida) (Figura 27D). No se observaron diferencias entre los grupos
experimentales 6-OHDA + LPI, 6-OHDA + CBD, 6-OHDA + CID16020046 para el
porcentaje de area tefiida para la enzima GAD-67 en la SNpr (33.5+1.3;27.4 +2.9; 30.0
+ 2.8, respectivamente), hallazgos que contrastan con el grupo 6-OHDA + DMSO.

6.13. El lisofosfatidilinositol y el cannabindiol no modifican la expresion del
receptor GPR55 en el estriado ipsilateral a la lesion
Dado que el LPI tiene una funcion de agonista y el CBD como agonista inverso, se
procedié a evaluar la inmunorreactividad para el receptor GPR55 en el estriado
dorsolateral e ipsilateral a la lesion. En la Figura 28A se muestra el panel de
fotomicrografias donde se observa en color rojo (rodamina) la expresion del receptor

GPR55 en el estriado. El analisis cuantitativo del porcentaje de area tefiida del receptor
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GPR55 no mostré una diferencia estadisticamente significativa en el grupo lesionado con
6-OHDA (30.8 £ 7.1) ni con la administracion intrapalidal de LPI (48.4 £ 10.9) y CBD (46.1
+ 7.8) respecto al grupo Ac. Asc. + DMSO (56.5 + 4.9) a nivel estriatal.
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Figura 27. La administracion de LPI, CBD y CID16020046 no modifica la expresion de TH en estriado y SNpc.
Las fotomicrografias observadas en A) se muestran las imagenes representativas de la expresion para TH en el estriado
ipsilateral a la lesién con 6-OHDA. Las fotomicrografias se tomaron a 40x, mientras que la barra representa 500 um.
En B) se muestra la proporcion del area tefiida para TH en el cuerpo estriado y en C) se muestra el nimero de células

TH positivas en el SNpc. Se muestra la media + el EEM, los datos fueron evaluados con una ANOVA de una viay una
prueba post hoc Tukey. ***p<0.001 vsvehiculo (n=4 por grupo).
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Figura 28. La administracion intrapalidal de LPI 10 uM o CBD10 uM no modifican la expresién de GPR55 en
estriado ipsilateral a la lesién de ratas hemiparkinsonianas.. A) Las fotomicrografias muestran la marca positiva
para GPR55 (rojo), los nucleos se tifieron con DAPI (azul) en la region dorsolateral del estriado ipsilateral a la lesion de
cada uno de los grupos experimetnales. B) Gréafica que muestra el porcentaje de area imunoreactiva para GPR55. Se
muestra la media * el EEM, los datos fueron evaluados con una ANOVA de una via y una prueba post hoc Tuckey (n=
4 por grupo).
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Figura 29. La administracion intrapalidal deCBD 10 uM incrementa la expresion de GPR55 en el GPe ipsilateral
alalesién de ratas hemiparkinsonianas. A) Las fotomicrografias muestran la marca positiva para GPR55 (rojo), los
nucleos se tifieron con DAPI (azul) en la regidn dorsolateral del estriado ipsilateral a la lesion de cada uno de los grupos
experimetnales. B) Gréafica que muestra el porcentaje de area imunoreactiva para GPR55. Se muestra la media + el
EEM, los datos fueron evaluados con una ANOVA de una via y una prueba post hoc Tuckey. *p<0.05 vs Ac. Asc. +
DMSO 0.01% (n= 4 por grupo).
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6.14. El cannabindiol incrementa la expresion del receptor GPR55 en el globo

palido externo ipsilateral a la lesion

Debido a que la administracién de LPI y CBD fue en el GPe ipsilateral a la lesion,
se procedid a evaluar la inmunorreactividad del receptor GPR55. En la Figura 3A se
muestra el panel de fotomicrografias donde se muestra la expresion del receptor GPR55
(rodamina) en el GPe ipsilateral a la lesion. La Figura 1B muestra una disminucién
significativa (p<0.05) en el porcentaje de area tefiida del grupo 6-OHDA (22.8 + 2.1)
respecto al grupo Ac. Asc. + DMSO (38.2 £ 2.8). No se observaron diferencias
estadisticas en los grupos 6-OHDA + LPI (28.5 + 2.3), sin embargo, si se observé una
diferencia (p>0.05) entre el grupo 6-OHDA + CBD vs 6-OHDA (36.1 + 3.2).
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II. DISCUSION

El presente trabajo tuvo por objetivo estudiar las interacciones moleculares con
tres ligandos tanto enddgenos como exdgenos para GPR55, los cuales fueron el
lisofosfatidilinositol (LPI), el cannabidiol (CBD) y el CID16020046 (CID160). Asi mismo se
realizd el agonismo y antagonismo del receptor GPR55 a nivel intrapalidal en ratas
hemiparkinsonianas, sobre las conductas motoras, especialmente la evaluacion de la
asimetria motora y las habilidades motoras finas. Por ultimo, se evalué la expresion del
receptor GPR55, asi como marcadores tanto dopaminérgicos como GABAEérgicos;
Tirosina hidroxilasa (TH) y Glutamato-descarboxilasa (GAD-67), respectivamente. Por lo
tanto, uno de los primeros pasos fue la evaluacion de la estructura molecular del receptor

y sus sitios de interaccion.

Se pudieron detectar tres sitos de interaccion a través del modelamiento
molecular y se pudo proponer el volumen del sitio ortostérico de GPR55 y, probablemente
otros sitios adicionales que pudiesen desempefiar un rol alterno del receptor. Asi mismo,
se demostrd que los tres ligandos utilizados; el LPI, el CBD y el CID160, muestran un
mecanismo de interaccion sobre el sitio ortostérico de GPR55 (Figura 16B). Se ha
considerado que los sitios de union de los receptores son cavidades superficiales de la
proteina donde se puede unir un ligando (Cammisa et al., 2013) y estos sitios de union
podrian proponer nuevas dianas farmacoldgicas para el desarrollo de farmacos con bajo
peso molecular (Chan et al., 2019). Para cumplir este objetivo, se utilizaron dos servidores
computacionales que permitieron aportar datos sobre las caracteristicas de los bolsillos
de union a ligandos de GPR55. El programa CASTp permitié evaluar las caracteristicas
volumétricas en funcién de la superficie molecular (Tabla 1). Probablemente este tipo de
valoracion sea una desventaja, debido a que el servidor propone volumenes grandes en
los sitios de union que abarcan la mayor parte de los loops extracelulares. Eventualmente,
esta premisa podria explicar los hallazgos obtenidos del presente estudio tal es el caso
del gran volumen del sitio S1 con un valor de 4449.1 SM y, ademas el mayor niumero de
aberturas (diez) que tuvo este sitio, respecto a S2 y S3. Sin embargo, CASTp, sigue
siendo una herramienta ampliamente utilizada (Chung et al., 2019; Grinter and Lithgow,
2019; Oken et al., 2022) para tener una guia previa a los ensayos en los programas de

62



Analisis in silico del complejo ligando-receptor de GPR55, su implicacion en el Globo ‘,\
Palido externo y las conductas motoras de ratas hemiparkinsonianas At
BUAP

docking molecular, ya que estos solicitan caracteristicas volumétricas del receptor para
incrementar las posibilidades del acoplamiento del ligando con el receptor, tal es el caso
de la caja (grid box) de Autodock vina (McCafferty et al., 2021; Seeliger and de Groot,
2010; Valdés-Tresanco et al., 2020).

Contrario a CASTp, el software DoGSiteScorer permitio evaluar los probables
sitios de unién a ligandos en funcién del potencial farmacoldgico y en relacion a los
aminoéacidos apolares. Se considera como potencial farmacologico, al potencial de una
diana que pueda ser modulada por estructuras farmacolégicas (Hopkins and Groom,
2002). De hecho, desde que inici6 la pandemia por el virus del SARS-CoV-2, se ha
utilizado ampliamente esta herramienta computacional para determinar sitios de la
estructura proteica spike del virus que tenga potencial farmacolégico y asi proponer
dianas moleculares para el disefio de farmacos y nuevas estrategias terapéuticas (Drew
and Janes, 2020; Kang et al., 2020). De este modo se definieron dos sitios de unién que
se encuentran en la superficie extracelular del receptor. En la Tabla 2 Se muestra que el
sitio S2 tiene un mayor volumen respecto a S1 y S3, ademas la relacién de aminoacidos
polares es mayor (0.58) en relacion a los otros dos sitios. Debido a estas caracteristicas,
es probable que el sitio ortostérico del receptor sea el S2 y que el S1 pueda tener un rol
como un sitio de unién alostérico. Es probable que existan sitios alostéricos, debido a que
se han publicado reportes que proponen la existencia de un sitio de union alostérico
exclusivo para cannabinoides, puesto que este mecanismo podria explicar la
inconsistente farmacologia del receptor GPR55 (Anavi-Goffer et al., 2012; Rempel et al.,
2013). Cabe mencionar que en el presente trabajo se realiz6 el acomplamiento molecular
de un solo cannabinoide, el CBD, sin embargo, se observé que este cannabinoide
interacciona en el sitio ortostérico del receptor. Es por ello que, son necesarios los
estudios in silico para realizar propuestas para el desarrollo de mutaciones sitio dirigidas
y demostrar la prediccion por modelamiento molecular (Doss et al., 2014). Cabe
mencionar que, hasta la fecha no se ha desarrollado un radioligando especifico de
GPR55 y que la proteina del receptor aln no se encuentra cristalizada (Alhouayek et al.,
2018), por lo tanto, los hallazgos obtenidos son propuestas que podrian explicar los

mecanismos farmacoldgicos de ligando-receptor.
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Tanto con CASTp como con DoGSiteScorer determinaron un sitio S3 que se
encontrd en la zona basal del receptor y, que esta expuesto a nivel intracelular. Se ha
demostrado que los GPCR pueden tener una modulacion a nivel intracelular en regiones
aminoacidicas altamente conservadas y que estas regiones podrian modular o inhibir al
receptor (Ortiz Zacarias et al., 2018; Shen et al., 2023). Existe nulo conocimiento sobre
la existencia y funcionalidad de este presunto sitio de union. Sin embargo, esta prediccion
molecular y con base a los reportes que demuestran un posible rol de un sitio de union
intracelular en los GPCR, es plausible sugerir el estudio sobre la novedosa sefializacion
sesgada (Carr and Benovic, 2016; Gurevich and Gurevich, 2020; Smith et al., 2018), ya
gue este mecanismo ha sido propuesto para poder explicar las controversias
farmacologicas de GPR55 (Alhouayek et al., 2018; Laprairie et al., 2017).

Existe poca informacion en la literatura sobre las interacciones intermoleculares
entre LPI, CBD y CID160 con el receptor GPR55, por lo tanto, se realizé el acomplamiento
o doking molecular de LPI, CBD y CID160. Se utilizé la secuencia aminoacidica de la
especie Rattus norvegicus (rGPR55) para el modelamiento del receptor GPR55 y, con
las caracteristicas de los sitios de union de GPR55, se busco la interaccion de los
ligandos con S1, S2 y S3. Se encontraron dos interaccies de Cys en la estructura
tridimensional del receptor, se formaron dos puentes disulfuro Cys168-Cys94 y Cys9-
Cys260 (Figura 16A), mismos que se reportan en los modelamientos de GPR55 de Homo
sapiens (hGPR55), donde la formacién de puentes disulfuro se lleva a cabo en los
residuos Cys168-Cys94 y Cysl0-Cys260 (Kotsikorou et al., 2013). Asi mismo, se
demostro que las interacciones de CBD (agonista inverso) (Ryberg et al., 2007) y CID160
(agonista selectivo) (Brown et al., 2018) se realizaron sobre el sitio ortostérico para LPI
(enddgeno) (Oka et al., 2007; Oka et al., 2009). Probablemente, la inhibicion selectiva
provocada por CID160 y el agonismo inverso de CBD sea de manera competitiva (Chen
et al., 2022; Ryberg et al., 2007). Un estudio sobre mutaciones sitio dirigidas evalué a los
aminoacidos involucrados en la activacién del receptor GPR55, y se propuso que los
residuos cruciales de dicha interaccién y activacion del receptor eran Tyr101, His170,
Cys260 y GIlu98, asi como la consecuente activacion de ERK (Lingerfelt et al., 2017).
Nuestros resultados mostraron diferentes interacciones, sin embargo, con algunas

similitudes. La interaccion del hidroxilo C-4 del inositol de LPI formé un enlace de
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hidrégeno con el residuo Cys168 de GPR55, asi mismo se formé la interaccion con
Lys167. La formacion de un enlace de LPI con un residuo de cisteina podria ser indicador
de la estabilidad del ligante y la activacion del receptor. Se debe resaltar que las
secuencias homologas de los receptores hGPR55 y rGPR55 difieren en tamafio ya que

poseen 319a y 336a, respectivamente (Baker et al., 2006).

Los resultados mostraron la interaccion de los oxigenos del grupo fosfato de LPI
formando un enlace de hidrogeno con el residuo LYS167 de GPR55, asi mismo se formo
la interacciéon con CYS168 con los grupos hidroxilo de LPI. Las caracteristicas entre
LYS167 (rGPR55) e HIS170 (hGPR55) son similares (Lingerfelt et al., 2017), debido a
gue pertenecen al grupo de aminoacidos con carga positiva y, por lo tanto, podria ser
indispensable en la regulacién de la activacion del receptor. Es asi que se propone que
realizar mutaciones sitio dirigidas en Lys167 y Lys79 de rGPR55, ya que podria ser crucial
para su activacion y por lo tanto saber si son residuos indispensables para el estado
conformacional del receptor. Se ha reportado la interaccion de 2-araquidonil LPI
(Elbegdorj et al., 2013) y a 1-a LPI (Kotsikorou et al., 2011) con Lys80 de hGPR55. En
cuanto a los cannabinoides, se ha demostrado que CBD interacciona con los residuos
aminoacidicos Thrl66 (ECL2) (Bian et al., 2019) y Lys80 (Elbegdorj et al., 2013) de
GPR55. Los resultados del presente trabajo muestran la prediccion de la interaccion de
CBD con Glu98 de GPR55, sin embargo, se observan interacciones lipofilicas con Lys79
un aminoéacido conservado en la secuencia de hGPR55 (Lys80). Por otra parte, se ha
propuesto que el CBD podria funcionar como modulador alostérico negativo para GPR55
(Laprairie et al., 2015). Se han hecho acoplamientos y modelados computacionales de
CBD y el receptor CB1 y muestran la probable interaccion de otro sitio de union cercano
al TM1y el loop N-terminal del receptor, diferente al sitio ortostérico (Chung et al., 2019).
Debido a las caracteristicas del receptor, asi como sus interacciones con los ligandos
estudiados, resultaron en una interaccion en el sitio ortostérico del receptor, se decidié

realizar los experimentos a nivel in vivo.

En el presente trabajo se realizé el agonismo y antagonismo del receptor GPR55
administrados directamente en el GPe de ratas hemiparkinsonianas sobre la asimetria

motora y las actividades motoras finas. Por lo tanto, la asimetria motora fue evaluada con
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la conducta de giro inducida por anfetamina y las habilidades motoras finas en el modelo
de la escalera propuesto por Montoya y colaboradores (Montoya et al., 1991). Los
resultados mostrados con la administracion intrapalidal de LPI [10 pM] en ratas
hemiparkinsonianas, permitieron evidenciar el déficit motor en el modelo de la escalera 'y
las habilidades motoras finas. Sin embargo, se observd una disminucion en la conducta
de giro inducido por anfetamina (Figura 17). Este hallazgo es de particular interés debido
a las alteraciones reportadas en el circuito de los GB en estados parkinsonianos,
especialmente con el incremento de la actividad GABAérgica en el GPe (Galvan et al.,
2015; Galvan and Wichmann, 2008; Rubin et al., 2012). Los reportes que muestran la
expresion del ARNm de GPR55 en los GB, mayoritariamente en el GPe, el NST vy el
estriado (Celorrio et al., 2017; Henstridge et al., 2011) y se plantea la hipotesis de que el
receptor cumple un rol importante sobre el sistema de neurotransmision GABAérgica. Por
lo tanto, el agonismo de GPR55 con LPI incrementaria la liberacion de GABA, como se
ha observado con otros agonistas como la palmitoiletanolamina (Musella et al., 2017) en
la via nigro-estriatal (Fatemi et al., 2021) y en la via estriado-nigral (Sanchez-Zavaleta et
al., 2022). Es probable que los efectos observados en la disminucion de la conducta de
giro por la administracion de LPI intrapalidal, sea adjudicada a la activacion del receptor
GPR55 expresado en las aferencias de otras poblaciones neuronales, tal es el caso del
NST (Celorrio et al., 2017), esto se puede atribuir por los hallazgos encontrados sobre
los impulsos nerviosos que recibe el GPe del nacleo estriado, NST y de la SNpc (Eid and
Parent, 2016). Ademas, se ha demostrado que el NST tiene eferencias al GPe (Dong et
al., 2021; Emmi et al., 2020; Kita and Kitai, 1987) y, que la modulacién en ambos nucleos
esta fuertemente correlacionada en modelos parkinsonianos (Kovaleski et al., 2020). Por
otro lado, existen implicaciones del sistema dopaminérgico en el GPe, mediante la
activacion del receptor D1 en la presinapsis del NST y la consecuente liberacion de
glutamato (Hernandez et al., 2007; Villalba et al., 2015). Es entonces que, tanto las
administraciones de LPI intrapalidal como la administracién de anfetamina subcutanea
en ratas hemiparkinsonianas, podrian modular el tono GABAérgico del GPe en funcion

del tiempo como se observa en la Figura 17B en la evaluacién en la conducta de giro.

La administracién intrapalidal de CBD [10 uM] mostré un efecto benéfico y méas

constante en la disminucién de la conducta de giro de las ratas hemiparkinsonianas
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(Figura 17B). Se sabe que, el CBD tiene diferentes dianas moleculares como el receptor
CB1, CB2, la hidrolasa amida de acidos grasos (FAAH), el receptor PPARY, el receptor
A2A, el receptor 5-HT1A y el receptor GPR55 (de Almeida and Devi, 2020; Peres et al.,
2018). Sin embargo, el efecto de CBD como agonista inverso de GPR55 ha sido
ampliamente aceptado, asi como su probable rol neuromodulador a nivel estriatal
(Pandolfo et al., 2011). Se han demostrado los efectos negativos del CBD sobre el
receptor GPR55 en la neurotransmision glutamatérgica, adenosinérgica y dopaminérgica
a nivel in vitro (Pandolfo et al., 2011; Ryberg et al., 2007; Sharir and Abood, 2010). Por lo
tanto, el efecto de CBD en la disminucion en la conducta de giro inducida por anfetamina
no solo debe ser interpretado con la interaccion del receptor GPR55. Ademas, se ha
demostrado la expresion y actividad de los receptores A2A (Diao et al., 2017), receptor
5-HT (Parent et al., 2011) y CB1 en el GPe (Chaves-Kirsten et al., 2013).

La evaluacion de la asimetria motora en el modelo de la escalera se realiz6 con
los siguientes parametros: namero de pellets comidos, nimero de pellets tomados y
porcentaje de agarre exitoso (Figuras 18, 19 y 20). El modelo permite analizar la
capacidad de agarre de la pata contralateral a la lesion. Por lo cual, los resultados pueden
ser discernidos en tres objetivos: 1) la actividad y la motivacion para alcanzar un objetivo
(# de pellets tomados), 2) la habilidad de alcance y agarre (# de pellets comidos) y 3) la
orientacion o el acierto de todos los intentos de agarrar un pellet (% de agarre exitoso)
(Klein et al., 2007). En el mismo modelo, se pudo realizar la evaluacion de las habilidades
motoras finas, que permite evidenciar de manera cualitativa, los movimientos pronar, asir,
supinar |1y supinar Il. Con estos movimientos se puede determinar la calidad de agarre y
el desempefio que realizan los animales para tomar el pellet de alimento (Metz and
Whishaw, 2000).

Se observo que el agonismo de GPR55 en el GPe de rata hemiparkinsoniana
provocé un déficit motor en la pata contralateral a la lesion en el modelo de la escalera
(Figura 18) la motivacion, la habilidad de agarre y los aciertos para agarrar un pellet
fueron disminuidos. Este resultado es contrario a lo observado en la conducta de giro
debido a que el agonismo de GPR55 con LPI en el GPe, ya que disminuyé el nimero de

giros ipsilalaterales a la lesion (Figura 17B); es probable que la diferencia entre las dos
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conductas, sea por la dopamina liberada inducida por la administracion de anfetamina.
Por otra parte, se pudo evidenciar la disminucién en las habilidades motoras finas de las
ratas lesionadas con 6-OHDA y, también en las ratas con la administracion intrapalidal a
los dias 28, 29 y 30 (Figura 21). Estos hallazgos probablemente se deben a las bajas
concentraciones de dopamina biodisponible en la via nigro-estriatal y nigropalidal
(Benazzouz et al., 2014; Galvan et al., 2001; Rajput et al., 2008). Por lo que, la ausencia
de dopamina provocaria una disminucion en la sefializacion del receptor D2, y ademas
esto conllevaria a un incremento del tono GABAérgico estriado-palidal y nigro-palidal. Por
consiguiente, el incremento de GABA en las neuronas palidales podria conducir a la
hiperpolarizacion neuronal de la via palido-subtalamica y, esto se puede traducirse en
una sobreactivacion de las neuronas glutamatergicas hacia los nucleos de salida de los

GB, promoviendo asi la hipocinesia (Lanciego et al., 2012; Rubin et al., 2012).

A nivel celular, se ha demostrado que el receptor GPR55 puede activar la via de
sefializacion ROCK y/o PLC e inducir la liberaciéon de Ca?* intracelular en las neuronas
GABAérgicas del GPe. Sin embargo, este mecanismo se ha reportado solamente en
neuronas hipocampales (Sylantyev et al., 2013) y en neuronas de los ganglios de la raiz
dorsal (Lauckner et al., 2008), por lo que se propone que podria sucede también en las
neuronas GABAérgicas por la activacion de GPR55 (Musella et al., 2017). La
consecuente liberacién de Ca2+ intracelular en las neuronas GABAérgicas llevaria a cabo
la despolarizacion neuronal, lo que podria repercutir en una inhibicién en la liberacién de
GABA y en la disminucion de la hipocinesia, como se observa en otros estudios (Chadha
et al., 2000; Mallet et al., 2019). Nuestros hallazgos a nivel farmacolédgico proponen que
la activacion de GPR55 en el GPe genera un incremento en el déficit motor y/o la
hipocinesia, muy similar con reportes de la administracion de LPI en el estriado de ratas
hemiparkinsonianas (Fatemi et al., 2021) y, este proceso solamente se relaciona con el
incremento de GABA en la via estriado-palidal (Galvan et al., 2005). Ademas, es probable
gue la via indirecta del circuito de los GB patrticipe en la inhibicion del movimiento fino
(Yin et al., 2009). Sin embargo, se necesita realizar experimentos a nivel neuroquimico y
determinar el efecto de los ligandos sobre la liberacion, recaptura y concentracion de

GABA extracelular para llegar a esta conclusion.
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Con respecto al antagonismo y agonismo inverso del receptor GPR55 (Figuras 19
y 20) mostraron mejoras en la asimetria motora de ratas hemiparkinsonianas y, una
mejoria en las habilidades motoras finas de la extremidad contralateral respecto al grupo
6-OHDA + DMSO (Figuras 22 y 23). Curiosamente no hubo diferencias en el nUmero de
pellets tomados (la actividad y la motivacion para alcanzar un objetivo), sin embargo, si
incrementd el numero de pellets comidos (habilidad de alcance), y ademas hubo un
incremento en el porcentaje de agarre exitoso; el resultado entre la motivacion y la
habilidad de agarre. Estos datos permiten evidenciar que el antagonismo de GPR55
mejora la calidad de agarre en ratas hemiparkinsonianas y podria estar relacionado con
la liberacion del neurotransmisor (Marichal-Cancino et al., 2017; Marichal-Cancino et al.,
2016). Por otra parte, el CBD incrementd el porcentaje de agarre exitoso de manera
similar a los grupos controles. Este hallazgo podria sugerir el mecanismo modulador del
fitocannabinoide, debido a que a los 30 dias de lesion con 6-OHDA, un porcentaje mayor
de neuronas dopaminérgicas en la via nigroestriatal se han degenerado y el papel
neuroprotector de CBD es nulo (Garcia-Arencibia et al., 2007). Los hallazgos sobre la
asimetria motora y las habilidades motoras finas permitieron evidenciar el probable papel
del receptor GPR55 como neuromodulador en el GPe en ratas hemiparkinsonianas.

Por otra parte, se realizo la tincion de Nissl que permite visualizar la conformacion
neuronal (Martin et al., 2003) y ademas se observo el trayecto de la canula al sitio de
interés, el GPe. De la misma manera, se demostré la inmunorreactividad para la enzima
TH en la SNpc y Estriado, asi como para el receptor GPR55 en los nacleos del estriado
y el GPe (via indirecta) con la inyeccion intrapalidal por tres dias consecutivos (28, 29 y
30 dias pos-lesion) de LPI 10 uM o CBD 10 uM en ratas hemiparkinsonianas. Se sabe
muy bien que, la actividad neuronal GABAérgica de la via estriado-palidal se encuentra
sobreactivada en estados parkinsonianos (Galeffi et al., 2003; Jamwal and Kumar, 2019)
por lo que nuestros resultados también mostraron un incremento en la expresion de la
GAD-67 tanto en GPe como en el estriado, mismos que fueron revertidos por el CBD y
CID160. Este hallazgo sustenta aun mas que el receptor GPR55 podria tener una
modulacion directa sobre el sistema GABAérgico de la via estriado-palidal. Curiosamente
en la SNpr se observé un incremento significativo en la expresion de GAD-67, pero los

farmacos no tuvieron ningun efecto sobre el nicleo, lo que puede ser explicado por la
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administracion local de LPI, CBD y CID160. Un trabajo reciente mostré que la inyeccion
directa de LPI en la SNpr induce un incremento en la recaptura y la liberacion de GABA
y ademas disminuye la conducta de giro (Sanchez-Zavaleta et al., 2022), confirmando el
modelo clasico de Albin y colaboradores sobre los mecanismos opuestos de la via directa
e indirecta (Albin et al., 1989).

Debido a que la induccion de la denervacion dopaminérgica con 6-OHDA en la via
nigroestriatal en modelos animales incrementa el tono GABAérgico de la via estriado-
palidal (Kita and Kita, 2011; Obeso et al., 2004) y ademas provoca la degeneracion rapida
y generalizada tanto en el estriado como en la SNpc (>90 % de muerte neuronal
dopaminérgica) (Yuan et al., 2005) se pudo determinar que los farmacos realizaron sus
efectos en ausencia del tono dopaminérgico. En la Figura 26 se muestra la disminucion
de la inmunorreactividad a TH en la SNpc y el estriado en los grupos experimentales
lesionados con 6-OHDA vy, por lo tanto, se puede concluir que el efecto de la
administracion de LPIl o CBD, es independiente de la actividad dopaminérgica en el GPe.
Por lo que, dada la severidad de la lesién, no se esperaba algun tipo de modificacidén en

la expresion de la enzima.

Por otro lado, era necesario evidenciar la expresion proteica del receptor GPR55
en via estriado-palidal. La expresion del ARNm tanto en el estriado como en el GPe
(Celorrio et al., 2017) permiti6 que se hipotetizara que el receptor se localizaba en las
terminales sinapticas del estriado. En la Figura 27 y 28, se muestra la inmunoreactividad
del receptor GPR55 en el estriado y el GPe, respectivamente. A pesar de que no se ha
demostrado la expresion proteica del receptor en neuronas GABAérgicas, la
inmunoreactividad es muy similar en neuronas glutamatérgicas del hipocampo y corteza
(Hurst et al., 2017; Shi et al., 2017). La localizacion se observa en el cuerpo neuronal, asi
como ligeros puntilleos alrededor del soma (Hurst et al., 2017). Es necesario enfatizar la
observacion de la disminucion del porcentaje de area tefiida de la expresion del receptor
GPR55 en el grupo lesionado con 6-OHDA + DMSO, ya que es muy probable que exista
una relacién en la sefalizacion dopaminérgica y la modulacion en la expresion del
receptor GPR55. Se pudo observar una down regulation del ARNm del receptor GPR55

en el cuerpo estriado de un raton parkinsoniano inducido con el 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
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tetrahidropiridina (MPTP) y se propuso que el receptor puede estar probablemente
involucrado en la patologia de la EP (Celorrio et al., 2017). Sin embargo, en el presente
trabajo, la diferencia estadistica solo se observo en el GPe del grupo con 6-OHDA +
DMSO, lo que puede sugerir que la disminucion de dopamina y su sefalizacion podria

afectar la sintesis del receptor GPR55 en el GPe.

El efecto de CBD sobre el receptor GPR55 en el GPe de rata hemiparkinsoniana
fue satisfactoria ya que incremento su expresion. Se ha demostrado a nivel in vitro en
células CHO (chinese hamster ovary) que la internalizacién del receptor puede estar
mediado por clatrina (Mangini et al., 2017). En otro estudio se demostr6 que la
administracion de 2.5 uM de LPl y 2.5 uM de rimonabant en células HEK293 indujo la
internalizacion del receptor y la probable participacion de GASP-1 (GPCR-associated
sorting protein 1) (Kargl et al., 2012). Es probable que la concentracion de los farmacos
pueda ser critica en la expresion del receptor, por otra parte, no se han estudiado las
modificaciones de la expresion y probable internalizacion del receptor en diferentes areas
cerebrales y su probable repercusion en la sefializacién, tal es el caso de la activacion de

B-arrestina cuando se administran ligandos para GPR55 (Kapur et al., 2009).
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. De los tres sitios obtenidos por modelamiento molecular, el sitio de unién S2 tiene

las propiedades del sitio ortostérico del receptor GPR55.

. El lisofosfatidilinositol, el CID16020046 y el Cannabidiol, comparten el mismo sitio
de unién ortostérico de GPR55 en relacién con las predicciones del docking

molecular.

. El agonismo del receptor GPR55 con LPI [10 uM] en el GPe de ratas

hemiparkinsonianas no modifica el déficit motor en el modelo de la escalera

. El antagonismo selectivo del receptor GPR55 con CID16020046 [10 uM] en el GPe
de ratas hemiparkinsonianas disminuye la asimetria motora en el modelo de la

escalera y mejora las habilidades motoras finas.

. El agonismo inverso del receptor GPR55 con CBD [10 puM] en el GPe de rata
hemiparkinsoniana disminuye la asimetria motora en el modelo de la escalera y

mejora las habilidades motoras finas.

. La administracion intrapalidad de LPI [10 uM], de CID16020046 [10 uM] y de CBD
[10 uM] no modifican la expresion de Tirosina hidroxilasa tanto en estriado como

en SNpc de ratas hemiparkinsonianas.

. La administracion intrapalidal de CID16020046 [10 puM] y de CBD [10 uM]
incrementan la expresion de GAD-67 en estriado y GPe de ratas

hemiparkinsonianas.

. La administracion intrapalidal de CBD [10 uM] incrementan la expresion de GPR55
en el GPe de ratas hemiparkinsonianas.
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1. Evaluar el efecto de la administracion intrapalidal de CBD [10 pM] y de
CID16020046 [10 uM] sobre la liberacion y recaptura de GABA en sinaptosomas

de estriado y GPe de ratas hemiparkinsonianas.

2. Evaluar el efecto de la administracién intrapalidal de CBD [10 uM] y de
CID16020046 [10 uM] sobre la expresion de GAT1 y GAT3 en estriado, GPe y

células gliales de ratas hemiparkinsonianas.

3. Evaluar el efecto de la administracion intrapalidal de CBD 10 pM] y de
CID16020046 [10 uM] sobre la via de sefalizacion ROCK vy la expresion de las

proteinas racl y RhoA en estriado y GPe de ratas hemiparkinsonianas.
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