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RESUMEN

El Sistema Endocanabinoide estd compuesto por los ligandos o
endocanabinoides, las enzimas involucradas en la biosintesis o la degradacion
de endocanabinoides y los receptores canabinoides. Los receptores
canabinoides mayormente estudiados son los receptores CB1, CB2 y GPR55,
gue al ser activados provocan resultados variados sobre los organismos vivos.
La propiedad antinociceptiva ha sido observada al activar cualquiera de los tres
principales receptores canabinoides, pero en el caso de CB2 y GPR55, los
efectos colaterales parecen no ser adversos. Por ello, resulta destacable poder
describir la posibilidad de que los receptores cannabinoides CB2 y GPR55
pudieran tener actividad analgésica como un dimero. En la presente
investigacion, se rastred el heterémero CB2 — GPR55 en el nlcleo ventral
posterolateral (VPL) del tAlamo de la rata, ya que se sabe que este nucleo
forma parte de la via ascendente del dolor y, por ello, participa en la recepcion
y discriminacion de los estimulos dolorosos en su ruta hacia la corteza cerebral.
Mediante el uso de técnicas analiticas (Western blot, Wb) e inmunoldgicas (Co-
inmunoprecipitacién, Co-ip), se realizaron abordajes para la localizacion de
ambas proteinas en el ndcleo ventral posterolateral del talamo de la rata. Una
vez que se logré una aproximacién para poder sugerir que ambos receptores
pueden existir como dimero en el nucleo ventral posterolateral del talamo, se
utilizaron técnicas de inmunomarcaje (inmunofluorescencia, IF) para dar
soporte a estos resultados. Después de haber obtenido resultados positivos
sobre la posible presencia de este dimero en el nucleo ventral posterolateral de
la rata, se realizaron ensayos de Latencia de Retirada de la Cola (LRC, Tail
Flick Test), en ratas Wistar para determinar si dicho complejo de receptores
podria ejercer algun efecto funcional en animales vivos. Los agonistas
sintéticos de GPR55 y de CB2 fueron administrados por via intratalamica,
previo a la prueba de Latencia de Retirada de la Cola. A dosis de 1 uM y de
100 pM, respectivamente, se observaron aumentos en las lecturas de las
latencias, cuando los agonistas fueron administrados de forma simultanea y
también cuando el agonista de GPR55 fue administrado de forma individual, lo
cual sugirié que los efectos de la activacion del receptor CB2 podrian estar
influenciados por la activacion del receptor GPR55, en este modelo de dolor

agudo.



ABSTRACT

The Endocannabinoid System is composed by the ligands or
endocannabinoids, the degrading and biosynthesizing enzymes, and the
endocannabinoid receptors. The most studied cannabinoid receptors are the
CB1, CB2, and GPR55, which when activated induce a variation of results on
living organisms. The antinociceptive property has been noticed when any of
the three mainly studied cannabinoid receptors is activated, but in the case of
CB2 and GPR55, the collateral effects seem not to be adverse. Therefore, it is
remarkable to describe the possibility that the cannabinoid receptors CB2 and
GPR55 could be able to have analgesic activity being a dimer. In this study, we
traced the possible existence heteromer CB2 — GPR55 in the ventral
posterolateral (VPL) nucleus of the rat thalamus, in order to the knowledge that
this nucleus is part of the ascending pathway of pain and therefore, it
participates in the reception and discrimination of algic stimuli, that then will
follow or not their course up to the cerebral cortex. Through the use of analytic
(Western blot, Wb) and immunologic (Co-immunoprecipitation, Co-ip)
techniques, the location of both proteins in the ventral posterolateral nucleus of
the thalamus of the rat was assayed. After the Co-immunoprecipitation and
Western blot showed results that suggest that both receptors could exist as a
dimer in the ventral posterolateral nucleus of the thalamus rat, we used an
immunolabeling technique (immunofluorescence, IF) to bear out such results.
After obtaining positive results about the possible presence of this dimer in
ventral posterolateral nucleus of the thalamus, it was assayed a Tail Flick Test,
in Wistar rats to determine if that complex could exert any functional effect in
live animals. The synthetic agonists of GPR55 and CB2 were administered by
intrathalamic route previous to the tail flick test. At doses of 1 uM and 100 pM,
respectively, there were observed augmentations in the lectures for latencies
when the agonists were administered together, or when the GPR55 agonist was
administered alone, so it is suggested that CB2 receptor effects could be

influenced by the activation of GPR55 receptor, in this acute pain model.
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1 Introduccion general.

Los receptores canabinoides han sido el objetivo de experimentos
relacionados con el dolor (BagUés et al., 2014; Sagar et al., 2012; Rahn &
Hohmann, 2009). Sin embargo, en forma similar a lo que sucede cuando los
receptores canabinoides son activados, el uso de receptores opioides como
analgésicos es util para el tratamiento de diferentes tipos de dolor, pero sus
efectos colaterales son caracteristicas importantes que no deben ser
inadvertidas por el clinico, para no producir detrimento en la funcionalidad
mental del paciente (Cichewicz, 2004, Gomes et al., 2000; E. B. Russo, 2008).

El primer receptor canabinoide que fue utilizado para prevenir o disminuir el
dolor fue el receptor canabinoide tipo 1. Uno de los productos desarrollados
para uso terapéutico fue Sativex®, el cual es un modulador del sistema
endocanabinoide que se administra a pacientes con dolor neuropatico
originado por esclerosis multiple. Funciona como un agonista parcial sobre los
receptores canabinoides humanos tipo 1 y 2, en vias corticales especificas, y
ha demostrado mejores resultados en pacientes sin dafio desmielinizante sobre
las fibras nerviosas (M. Russo et al., 2016). Este producto ha sido clinicamente
probado evaluando su eficacia y seguridad, y aun cuando su uso no causa
desarrollo de tolerancia a sus ingredientes activos (Serpell et al., 2013), si
causa efectos secundarios como desordenes gastrointestinales o sedacion
(Nurmikko et al., 2007). Otros autores han reportado que su efecto analgésico
no es significativo, y que factores como el estado depresivo pueden interferir

con el proceso normal de antinocicepcion (Selvarajah et al., 2010).

El segundo receptor canabinoide que ha sido sujeto de estudio en el area de
la analgesia, es el canabinoide tipo 2. Su activacion puede producir efectos
sobre la nocicepcion y se ha evaluado en las diversas presentaciones del dolor:
somatico, visceral, agudo, crénico y neuropatico (Curto-Reyes, Llames,
Hidalgo, Men??ndez, & Baamonde, 2010). Se ha sugerido que una baja
expresion o la ausencia de este receptor en neuronas del sistema nervioso
central, podria ser la razdn de la ausencia de efectos adversos a este nivel

(Schatz et al., 1997). Otros autores como Ibrahim et. al. sugieren que es
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posible que la activacion del receptor CB2 estimule la liberacion de endorfinas
B opioides endbégenas desde los queratinocitos, que actuan sobre los
receptores opioides, sobre neuronas aferentes primarias inhibiendo la

nocicepcion (Ibrahim et al., 2005).

El tercer receptor canabinoide, GPR55, al parecer participa en la
excitabilidad del ganglio de la raiz dorsal (Lauckner et al., 2007), en la memoria
procedimental (Marichal-cancino et al., 2017), en la regulacién del crecimiento
de la morfologia del cono y el crecimiento del axdn de la retina durante el
desarrollo en los roedores (Cherif et al.,, 2015), y en la regulacion de la
hipersensibilidad neuropatica. Los modelos de dolor utilizados por Staton et. al.
para estudiar el dolor neuropético en roedores, mostraron que cuando el gen
de GPR55 fue eliminado, el dolor inflamatorio y neuropético fue abolido en
ratones, debido a la falta de un evento comuan durante la inflamacién producida
por la ausencia del gen (Staton et al., 2008). No obstante, otros autores han
afirmado que la presencia del gen de GPR55 no es el responsable de modificar
el desarrollo del dolor cronico patolégico en modelos de roedores (Carey et al.,
2017), pero es necesario realizar mas investigaciones acerca del

comportamiento de este receptor y el uso de ligandos selectivos hacia él.

Adicionalmente, desde 1980, Ferré & Franco (Ferré & Franco, 2011)
reportaron que la mayoria de los receptores que pertenecen a la clase A de
proteinas G, como los canabinoides, pueden ser detectados como homdmeros
y heterbmeros (Fuxe et al., 2014a, b). los receptores canabinoides CB2 y
GPR55 han sido estudiados como un heterodimero por Balenga vy
colaboradores, quienes desarrollaron estudios en los que ambos receptores
mostraron co-localizacion y diafonia. Sus observaciones fueron realizadas en
neutréfilos humanos (Balenga et al., 2011) y también en células HEK293
(Balenga et al., 2014), y ambos estudios mostraron que la sefializacién de
GPR55 es afectada durante su co-expresion con CB2. El uso de este dimero a
nivel talamico podria representar una alternativa para el manejo del dolor, pero
es necesario evaluar a detalle tanto su expresién como sus efectos analgésicos

en un modelo animal.



2 Revision de literatura.

2.1Sistema endocanabinoide.

El sistema endocanabinoide, inicialmente fue descrito como el conjunto de
ligandos enddgenos, enzimas y receptores que al activarse pueden provocar
efectos como analgesia, efectos antiinflamatorios y regulacién de la obesidad
(Di Marzo & Piscitelli, 2015; 1zzo et al., 2009; Kreitzer & Stella, 2009).

Los ligandos de este sistema endocanabinoide son conocidos como
endocanabinoides y a diferencia de los neurotransmisores clasicos, no se
almacenan, sino que se sintetizan como respuesta a la despolarizacién de las
neuronas. Los dos endocanabinoides mejor caracterizados son la
araquidonoiletanolamida (anandamida) y el 2-araquidonoil glicerol (2-AG), que
son biosintetizados mediante Fosfolipasa D especifica de N-acil
fosfatidiletanolamina (NAPE-PLD) y diacilglicerol lipasas (DAGL) a y B, para
anandamida y 2-AG, respectivamente, mientras que su inactivacion hidrolitica
ocurre por la amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH) y la monoacilglicerol
lipasa (MAGL), para la anandamida y 2-AG, respectivamente. En la Figura 1 se
muestra como los ligandos enddégenos también llamados endocanabinoides,
actian como mensajeros retrogrados, es decir, que son liberados por neuronas
postsinapticas y atraviesan la hendidura sinaptica para estimular los receptores
canabinoides en las terminales presinapticas (Ahn et al., 2008; Wilson et al.,
2012).

La activacion de los receptores induce un cambio conformacional en la
subunidad alfa de la proteina G asociada, lo que origina la liberacién de GDP
(guanosin difosfato) seguida por la unibn de GTP (guanosin trifosfato).
Subsecuentemente, la forma de GTP unida de la subunidad alfa (a) se disocia
del receptor, asi como del dimero estable beta-gamma (By). Tanto la subunidad
a unida a GTP, como el dimero liberado By pueden estimular moléculas
efectoras como la adenil y la guanilil ciclasas, las fosfodiesterasas, la
fosfolipasa A2 (PLA2), la fosfolipasa C (PLC) y la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K),
las cuales activan o inhiben la produccion de segundos mensajeros como

adenosin monofosfato ciclico (AMPc), guanosin monofosfato ciclico (GMPc),
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diacilglicerol, inositol 1,4,5-trisfosfato (InsP3), acido araquidonico y &cido
fosfatidico, ademas de regular la actividad de los canales de calcio
dependientes del voltaje y de los canales tipo GIRK e inhibir la liberacion de
neurotransmisores (Hamm & Hamm, 1998; Howlett et al., 2002; Marinissen &
Gutkind, 2001).

2.2 Clasificacion de los canabinoides.
De acuerdo a su origen, los canabinoides se pueden clasificar como:

1. Endocanabinoides o canabinoides enddgenos, los cuales son producidos por
el organismo;

2. Fitocanabinoides o canabinoides de origen vegetal, los cuales se encuentran
en la resina oleosa de brotes y hojas de la planta de marihuana;

3. Canabinoides sintéticos, que son canabinoides preparados en universidades

y en laboratorios de compafiias farmacéuticas (Lee, 2012).

Los endocanabinoides son sustancias consideradas como mediadores
lipidicos y en éstos se incluyen amidas, ésteres y éteres de acidos grasos de
cadenas largas poliinsaturadas. Estas sustancias se localizan en el cerebro, la
médula espinal y diversos tejidos periféricos y 6rganos (Ahn et al., 2008;
Battista et al., 2012; Hazekamp et al., 2013) de peces, reptiles, lombrices de
tierra, sanguijuelas, anfibios, aves, mamiferos y casi todos los animales

excepto los insectos (Lee, 2012).

Los fitocanabinoides se definen quimicamente como sustancias con una
estructura carbociclica con 21 carbonos, formados generalmente por tres
anillos, ciclohexeno, tetrahidropirano y benceno (Cannabinoides, n.d.). que
poseen propiedades hidrofobicas, por lo que son muy solubles en lipidos. A
diferencia de los canabinoides enddgenos y de los sintéticos, los
fitocanabinoides son hidrocarbones aromaticos que contienen oxigeno, y en
contraste con otros farmacos, incluyendo opiaceos, cocaina, nicotina y cafeina,
los canabinoides no contienen nitrdgeno, por lo que no son alcaloides
(Grotenhermen, 2006). Los principales fitocanabinoides son el delta 9-

tetrahidrocannabinol, el cannabidiol (CBD) y el cannabinol (CBN) pero la planta



cannabis también posee otros canabinoides que son el cannabicromeno
(CBC), cannabiciclol (CBL), cannabigerol (CBG), monometileter del
cannabigerol (CBGM), cannabielsoina (CBE), cannabitriol (CBT),
dehidrocannabifurano y canabicitrano, los cuales aparecen en cantidades
diferentes segun la variedad de Cannabis sativa valorada (Cannabinoides,
n.d.). De estos fitocanabinoides, el delta 9- tretrahidrocanabinol (A°THC) posee
propiedades como analgeésico, antiinflamatorio, inmunosupresor,
anticonvulsivo, regulador de la presion intraocular en el glaucoma y atenuador
del vémito. Sin embargo, sus propiedades psicoactivas limitan su uso clinico.
En contraste, el canabidiol (CBD) es no-psicoactivo y posee propiedades
antiinflamatorias, analgésicas, ansioliticas y antipsicoticas (Grotenhermen,
2006).

Los receptores de estas sustancias canabinoides mayormente estudiados
son los receptores canabinoides tipo 1 y tipo 2, CB1 y CB2, respectivamente.
Estos receptores poseen siete dominios transmembranales y pertenecen a la
familia de receptores acoplados a proteinas G, integrantes de la clase A, que
son receptores similares a rodopsina. El receptor GPR55 también se clasifica
en esta familia sin importar que posee baja identidad aminoacidica con los
receptores canabinoides CB1 (13.5%) y CB2 (14.4%) (Shore & Reggio, 2015).
En cambio CB1 y CB2 comparten entre si un 44% de identidad en su
secuencia aminoacidica completa (Bouaboula et al., 1996) y un 68% de
identidad cuando se comparan solamente sus regiones transmembranales que

constituyen el dominio putativo de union al ligando (Schatz et al., 1997).

La secuencia de ADN para el primer receptor descrito, CB1, fue
codificada en 1990 por Lisa Matsuda. Esta secuencia fue determinada con
precision en el cerebro de la rata, y se sabe que el cerebro humano también
posee ese receptor, que consiste de 472 aminoacidos unidos en una cadena

plegada siete veces a través de la membrana celular (Lee, 2012).

El reporte de CB2 sucedié en 1993 por parte de Munro y cols. (Munro S.,
Thomas, K. L. & Abu-Shaar, 1993) al lograr la clonacion de este receptor. Ellos
sefialaron su expresion en macréfagos y en zona marginal del bazo pero

aseguraban que no estaba en el cerebro. Ahora se sabe que este receptor se
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expresa predominantemente en las células del sistema inmune, donde
aparentemente participa en la mediacion de efectos inmunosupresivos (Ahn et
al.,, 2008) pero también esta presente en el estbmago, los testiculos, los
pulmones, los rifiones, el intestino, el higado, el corazén, los huesos, los vasos
sanguineos, las glandulas endocrinas (Lee, 2012; Marchalant et al., 2014) y en

diversas regiones del cerebro, tanto en las neuronas como en la glia.

En 1999, Sawzdargo y cols. (Sawzdargo et al., 1999) identificaron y clonaron
tres nuevos genes de receptores acoplados a proteinas G: GPR55, GPR52 y
WGPRS3. Identificaron transcritos de ARNm de GPR55 de 4.3, 7.0 y 10-kb en
el nucleo caudado y el putamen en el cerebro humano, pero no identificaron
evidencia de su expresion en el talamo, el hipocampo, el puente, el cerebelo, la
corteza frontal del cerebro, ni en el higado. A diferencia del humano, en rata y
ratdbn se han hallado los homdélogos de GPR55 en los nucleos talamicos, la
corteza frontal, el hipocampo, el tallo cerebral y regiones del mesencéfalo, asi
como en tejidos periféricos como el yeyuno, el ileon, el colon, el bazo, los
pulmones, el higado, el Utero, la vejiga, los rifiones, los huesos, las glandulas
adrenales y células del sistema inmune como monaocitos y linfocitos granulares.
El receptor GPR55 tiene un ligando enddgeno llamado lisofosfatidilinositol (LPI)
gue no es un canabinoide y por lo tanto no activa a los receptores CB1 ni CB2.
Sin embargo, también se puede activar por endocanabinoides por lo que se ha
considerado que se podria clasificar como el receptor canabinoide tipo 3 (Cherif
et al., 2015; Chiurchiu et al., 2014; Gasperi et al., 2013; Godlewski et al., 2009).

2.3El tdlamo.

En 1964 Gaoni y Mechoulam (Gaoni & Mechoulam, 1964) determinaron la
estructura quimica del principal ingrediente psicoactivo de la marihuana, el
A°THC, el cual activa al receptor canabinoide tipo 1 en el sistema nervioso
central. El sistema nervioso central controla gran variedad de funciones como
son el aprendizaje y la memoria (hipocampo) (Friedman et al., 1997; Pope et
al., 2003), la modulacién de la actividad locomotora y vias de recompensa
(ganglios basales) (Fernandez-ruiz, 2009), el control del apetito (hipotalamo) (J
Irving et al., 2002) y la modulacion del dolor (periacueducto gris y talamo) (Deliu
et al., 2015; Jhaveri et al., 2008).



El sistema nervioso central esta formado por el encéfalo y la medula espinal.

La porcion del encéfalo se divide en:

1
2
3.
4
5

Los hemisferios cerebrales,

El diencéfalo,

El cerebro medio,

El metencéfalo y,

El bulbo raquideo (Martinez, 2015).

El diencéfalo esta constituido por dos estructuras que son el tdlamo y el

hipotalamo (Figura 2). De estas dos estructuras, el tAlamo es la estructura mas

grande del diencéfalo y posee dos masas voluminosas de sustancia gris

situadas a cada lado del tercer ventriculo. Estas masas se encuentran divididas

por la ldmina interna y externa en porciones lateral y medial (Martinez, 2015).

Cada masa se divide en diferentes segmentos: nucleos anteriores, nucleos

laterales, grupo medial y grupo posterior. Los nucleos laterales se dividen en:

. Nucleo ventral anterior,

2. Nucleo ventral lateral y,

. Nucleo ventral posterior: dentro de este nucleo se encuentra el nucleo

ventral posterolateral (VPL) que es el centro donde terminan los fasciculos
espinotalamicos del lemnisco medio, conductores de sensibilidad, tacto,

temperatura y cinestesia (Suarez, 2008).

Estos nucleos taldmicos también se pueden clasificar segin su tipo de

funcidén en sensoriales, motores o inespecificos:

. Los nucleos sensoriales talamicos son estaciones de relevo de todos los

sistemas sensoriales excepto el olfativo, proyectando a las cortezas

sensoriales primarias (Martin et al., 1996);

. Los nucleos motores talamicos reciben proyecciones desde el cerebelo y

ganglios basales y proyectan a la corteza motora de asociacion;

. Otros ndcleos son estaciones de relevo para proyecciones que se dirigen

hacia el sistema limbico. Asi mismo, dado que los nucleos inespecificos del

talamo son el lugar donde terminan las proyecciones de SARA (Sistema
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Activador Reticular Ascendente), el tdlamo se convierte en un importante
centro nervioso relacionado con funciones de arousal (activacién general
fisiolégica y psicologica del organismo) y de produccion del suefio (Cerebral
& Rom, n.d.).

2.4Vias de procesamiento de la informacion sensorial.

Las vias somatosensitivas ascendentes que participan en el procesamiento
de la informacién sensorial tienen su origen en la médula espinal y el tronco
encefalico y convergen en el talamo. En esta estructura, el tAlamo, existe una
porcion denominada complejo ventral posterior que es el objetivo principal de
estas vias ascendentes. Dentro de este complejo, el nudcleo ventral
posterolateral (VPL) recibe proyecciones desde el lemnisco medial que
transmiten toda la informacion somatosensitiva desde el cuerpo y la region
posterior de la cabeza, mientras que el ndcleo ventral posteromedial (VPM)
recibe axones desde el lemnisco trigeminal con informacion mecanosensitiva y
nociceptiva del rostro. La via principal que transmite informacion de los
estimulos nociceptivos hasta el encéfalo es conocida como tracto
espinotalamico o sistema anterolateral. En esta via (Figura 3), los axones
centrales de las células nerviosas nociceptivas entran en la médula espinal a
través de las raices dorsales (o sensitivas). Estas células se conocen como
neuronas de primer orden porque inician el proceso sensitivo. En estas
neuronas sucede la activacién de los complejos formados por receptor-canal
ionico, lo cual produce una corriente de despolarizacion en respuesta al
estimulo nocivo. Esta despolarizacién origina un potencial de accion que
promueve la liberacion de neurotransmisores al momento en que los axones de
estas neuronas llegan al asta dorsal (Reichlig, 1999). Aqui los axones se
ramifican en colaterales ascendentes y descendentes, formando el tracto
dorsolateral de Lissauer. Posteriormente, los axones penetran en la sustancia
gris del asta dorsal y ahi dan origen a ramas que hacen contacto con neuronas
denominadas laminas de Rexed (Craig et al., 1994). Las fibras tipo Ad de estos
axones contactan con neuronas de la lamina I, Il, y 1ll y de ahi van hacia los
tractos espinotalamicos y espinorreticulares hasta centros superiores (Figura

3). Las fibras tipo C conectan con neuronas de estas laminas, con



interneuronas, con motoneuronas, y con neuronas simpaticas produciendo
reflejos espinales y las manifestaciones simpéticas del dolor agudo y cronico.
Ascienden por los mismos tractos pero de forma lenta, traduciendo una
sensacion difusa del dolor. Por los tractos espinorreticulares llegan a la
formacion reticular y de alli al sistema limbico e hipotalamo. La informacion de
la lamina Il es transmitida a neuronas de proyeccion de segundo orden en las
laminas IV, V y VI. Las neuronas de segundo orden en las laminas IV — VI
atraviesan la linea media y ascienden hasta el tronco encefalico y el tAlamo en
el cuadrante anterolateral (ventrolateral) de la mitad contralateral de la médula
espinal, a diferencia de la via mecanosensitiva que asciende homolateralmente
(Purves, D., 2001). Estos axones también llegan a la formacion reticular, nicleo
magno del rafe y sustancia gris periacueductal, que son zonas espinales donde

se originan las vias descendentes (Perena et al., 2000).

Debido a la integracion existente entre el sistema motor y simpatico, las
neuronas aferentes del asta dorsal sinaptan directamente e indirectamente con
las neuronas motoras del asta anterior. Esta sinapsis sera responsable de la
actividad muscular refleja (normal o patoldgica) asociada al dolor. Las sinapsis
entre las neuronas aferentes nociceptivas y las neuronas simpéticas de la
columna intermedio - lateral resultaran en un reflejo simpatico que se
manifestard como una vasoconstriccion, un espasmo muscular suave, y como

una liberacion de catecolaminas (Perena et al., 2000)

En el tAlamo de la rata se ha evidenciado que los axones que se originan de
las neuronas del complejo ventral posterior se proyectan hacia las neuronas
corticales localizadas en la capa IV y minimamente en la capa | de la corteza
somatosensitiva, que comprende cuatro regiones distintas, o campos,
conocidas como areas 3a, 3b, 1y 2 de Brodmann. El &rea 3b por lo general se
conoce como corteza somatosensitiva primaria (Sl), pero las cuatro areas
participan en el procesamiento de la informacién tactil (Schusdziarra et al.,
1980).



2.5Clinica terapéutica.

Los productos de consumo que pueden ser obtenidos a partir de la planta de
Cannabis son los extractos de las flores secas, brotes y hojas que son
conocidos como cannabis o marihuana, y el hashish que se obtiene de la
resina secretada por las flores de las plantas femeninas (Manzanares et al.,
2006). Sin embargo, cuando los consumidores fuman, comen o toman
cualquiera de estos productos vegetales, es dificil determinar el origen de los
efectos experimentados, debido a la diversidad de fitocanabinoides y otras
clases de quimicos presentes en la planta (Cabral et al., 2015). EI compuesto
psicoactivo de Cannabis, el A°THC, ejerce acciéon sobre el receptor mas
abundante del sistema nervioso central, el receptor CB1l. Este receptor
canabinoide presenta altos niveles de expresion en hipocampo, corteza,
cerebelo y ganglios basales, o que presumiblemente origina los efectos
adversos del A°THC sobre la memoria y la cognicién (Ahn et al., 2008; Wilson
et al., 2012). Su activacion en el hipotalamo produce estimulacion del apetito en
roedores (Arnone et al., 2003), y su expresion en la médula espinal ha indicado
gue puede tener cierta participacion en los procesos nociceptivos (Sagar et al.,
2005). Ademés del sistema nervioso, los 6rganos y tejidos periféricos en los
gue se ha identificado CB1 son glandulas endocrinas, glandulas salivales,
leucocitos, bazo, corazén y algunas partes de los tractos urinario, reproductivo
y gastrointestinal. Como consecuencia de la diversidad de tejidos en los que se
ha encontrado la expresion del receptor de CB1 y en los que la activacion de
este receptor puede ejercer algun efecto, se desarrollaron productos
comerciales que actuaban sobre CB1. Dentro de estos productos, uno de los
mas conocidos es el rimonabant, un antagonista selectivo del receptor CB1 (y
agonista de los receptores GPR55), el cual bloquea la estimulacién del apetito.
Por esta razon, el producto bajo el nombre comercial Acomplia estuvo
disponible en Europa en 2006, y aunque la FDA en Estados Unidos no lo
aprobo, si se vendio rimonabant como Zimulti para el manejo de la obesidad y
de riesgos cardiometabdlicos relacionados. No obstante, su uso provocaba
efectos secundarios adversos que incluian vomito, nausea, hipertension,
alucinaciones, insomnio, fatiga y mareo, asi como trastornos psiquiatricos

graves como la depresion y el suicidio como consecuencia de la interrupcion
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del tratamiento. Estos ultimos se observaron en pacientes que tomaron dosis
de 20 mg/dia en el programa de pruebas clinicas del rimonabant de RIO-
Norteamérica, aunque Pi-Sunyer et. al. (Pi-Sunyer, et. al., 2006) solo reportaron
la ndusea como el efecto adverso mas relevante. Sin embargo, posteriores
investigaciones del uso de antagonistas de CB1 con accién restringida a la
periferia y penetracion limitada al cerebro, han mostrado reduccién en los
efectos promotores del miedo, a nivel conductual (Micale, et. al., 2019); y a
nivel hepatico, se ha observado su efecto antifibrogénico en modelos
preclinicos de higado graso no alcohodlico (Mallat et al., 2013), evitando
aparentemente los efectos psicoactivos. A pesar de estos avances, el receptor
CB1 sigue siendo considerado poco aplicable en terapias medicas debido a sus
posibles efectos secundarios, por lo cual se han investigado alternativas de
manipulacion de componentes del sistema endocanabinoide. La manipulacién
de las enzimas degradadoras de los endocanabinoides se ha utilizado para
evaluar la analgesia previniendo la presencia de efectos secundarios adversos.
Tal es el caso de la utilizacion de un inhibidor de la enzima acido graso
hidrolasa (FAAH) de accion periférica restringida, el URB937, aplicado en un
modelo de contorsiones peritoneales inducidas por acido acético. El compuesto
URB937 atenud la hiperalgesia térmica y suprimio la hiperalgesia mecénica, asi
como la alodinia mecanica, pero no asi la reactividad a estimulos cutaneos. En
el modelo de contorsiones inducidas por acido acético, el mismo compuesto,
con una EDso de 0.1 mg-kg?, mostré una eficacia comparable con la provocada
por los inhibidores de FAAH que penetran el sistema nervioso central. Los
autores sugirieron que la inhibicibn periférica de FAAH magnifica un
mecanismo analgésico endégeno mediado por anandamida (Van Sickle et al.,
2005), y es probable la contribucibn de otros receptores entre los que
mencionaron a PPAR-a y CB2. La actividad antiinflamatoria del receptor CB2
ha sido evaluada en modelos animales como el de traumatismo cerebral de Yu
et. al.,, en el que se utiliz6 un agonista de CB2 (AM1241) durante la fase
temprana posterior a un traumatismo, y se suprimié la neurodegeneracion en
animales (Yu et al., 2015). Sin embargo, un modelo de artritis reumatoide (Gui
et al., 2014), no permitio determinar la actividad protectora o la antiinflamatoria,
aun cuando si se expresoO el receptor y se activd especificamente sobre los

sinoviocitos tipo fibroblasto. Otros autores como Jhaveri y colaboradores
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(Jhaveri et al., 2008) previamente habian sugerido la posibilidad de la adicién
de efectos inhibitorios de los receptores CB2 supraespinales sobre la accién
analgésica de los receptores CB2 periféricos. Jhaveri et. al. realizaron una
evaluacion en un modelo de alodinia mecanica en ratas administrando un
agonista selectivo de CB2, JWH-133, el cual inhibié significativamente la
actividad espontanea y evocada de las neuronas del VPL en ratas con ligadura
espinal, pero no en ratas con ligadura simulada. El efecto sugirié poco control
de las respuestas neuronales tras la administracion intrataldmica del agonista
de CB2, durante situaciones no patolégicas. En situaciones patologicas
mentales como la esquizofrenia (Ishiguro et al., 2010), se ha detectado baja
funcibn de CB2; y en patologias inducidas experimentalmente como la
encefalitis autoinmune, se ha identificado, ademas de la activacion de las
células de la microglia, un aumento en la expresion del ARNm del receptor CB2
de hasta 100 veces, lo cual sugiere la posible influencia de este receptor
durante la inflamacion inducida de forma autoinmune (Maresz et al., 2005). El
receptor GPR55 también se ha identificado en el sistema inmune, en los
monocitos y en las células asesinas, por lo cual se ha inferido que este receptor
participa como proinflamatorio y estimulador de células inmunes innatas
(Chiurchiu et al., 2014). En respuesta al microambiente tumoral, se ha
observado que la activacion de GPR55 modula la migracion, orientacion y
polarizacion de las células cancerigenas de mama (Moreno et al., 2014). De
igual forma, en los procesos de cancer de piel, de pristata y de ovario, las
expresiones de ARNm y de proteina de GPR55 estdn presentes y se ha
demostrado que aumenta el crecimiento independiente de estas lineas

celulares cancerigenas (Shore & Reggio, 2015).
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3 Planteamiento del problema.

La planta Cannabis sativa contiene un ingrediente activo conocido como A°®-
THC, el cual es mimetizado por el sistema endocanabinoide que esta presente
en los mamiferos. Este sistema endocanabinoide se constituye por
endocanabinoides, enzimas de biosintesis y de degradacién y receptores
canabinoides los cuales estan distribuidos en diferentes 6rganos, incluido el
Sistema Nervioso Central (Lauckner et al., 2005; Pertwee, 2015). Los
receptores canabinoides mas estudiados son el CB1, el CB2 y el GPR55 y se
sabe que entre ellos pueden formar asociaciones proteicas conocidas como
dimeros o trimeros, segun el numero de moléculas asociadas (Ferré & Franco,
2011).

A pesar de la continua investigacion acerca de este sistema
endocanabinoide y los efectos tras la activacion de sus receptores, la
localizacion de éstos en los tejidos, asi como sus vias de sefializacion, no
estan completamente definidos por lo que no se sabe si el dimero CB2-GPR55
observado en sistemas heterélogos (N. A. Balenga et al., 2014) podria
expresarse en un sistema nativo como lo es el tdlamo de la rata. La posibilidad
de identificar el dimero en este tejido aportaria informacién de la modulacion de
estos receptores en el procesamiento de mecanismos motores y de percepcion

sensorial.
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4 Hipotesis.

Los receptores canabinoides CB2 y GPR55 forman un dimero estructural en

las neuronas del nucleo ventral posterolateral del tAlamo de la rata.
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5 Objetivo general.

Demostrar la dimerizacion entre los receptores CB2 y GPR55 en el nucleo

ventral posterolateral del talamo de la rata.
5.10bjetivos especificos.

Determinar la dimerizacibn mediante la co-inmunoprecipitacion de los
receptores canabinoides CB2 y GPR55 en neuronas del ndcleo ventral

posterolateral del tAlamo de la rata.

Evidenciar la localizacion ultraestructural del receptor CB2 mediante
inmunofluorescencia en neuronas del ndcleo ventral posterolateral del talamo

de la rata.

Evaluar si existe algun efecto sobre la modulacién del dolor agudo in vivo en
ratas, debido a la activacion de los receptores CB2 y GPR55 en el nlcleo

ventral posterolateral del talamo de la rata.
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6 Materiales y métodos.

6.1Animales.

Se utilizaron ratas Wistar macho (con peso de 190-220 gramos). Todos los
procedimientos descritos fueron aprobados por el Comité de Bienestar Animal
del Centro de Investigaciones y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico
Nacional (CINVESTAV - IPN, Ciudad de México) cuyo bioterio opera bajo el
registro SAGARPA AUT-B-C-0114-007. Asimismo, se observaron las
indicaciones establecidas en la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (2011) asi como en la NOM 062-ZO0-1999-2011: capitulo 7-
apartados: 2.1.1.c., 7.4.1.2.; capitulo 9-apartado: 5.3.2.1. (Uso & Laboratorio,
2001), realizando siempre todos los esfuerzos para minimizar el sufrimiento de

los animales.
6.2Preparacién de rebanadas de cerebro.

Se utilizaron 18 ratas para obtener rebanadas de la porcién ventral
posterolateral del talamo. Posterior al sacrificio rdpido de los animales, los
cerebros se sumergieron en solucion oxigenada y congelada de fluido artificial
espinal (aCSF) con la siguiente composicion (mM): 118.25 NaCl, 1.75 KCI, 1
MgSO, 1.25 KH2PO4, 25 NaHCO3, 2 CaCl, y 10 D-glucosa. Se obtuvieron las
rebanadas coronales de cerebro (400 um de grosor) utilizando un vibratomo
(Campden Inc., Cambridge UK) (Gonzalez et al.,, 2009). Se realizo
microdiseccion de la porcion ventral posterolateral del talamo utilizando un
microscopio estereoscopico. El ndcleo de interés fue identificado de acuerdo

con el atlas de Paxinos y Watson (Paxinos and Watson, 1997).
6.3Preparaciéon de sinaptosomas.

Las fracciones sinaptosomales fueron aisladas a partir de rebanadas de la
porcion ventral posterolateral del tdlamo de 18 ratas. Se utilizé el método
descrito por Sanchez-Zavaleta y cols. (Sanchez-Zavaleta, 2018). Brevemente,
las rebanadas fueron homogenizadas en buffer (sacarosa 0.32 M; HEPES,
0.005 m, pH 7.4) y los homogenados se centrifugaron a 800g por 10 minutos.

El sobrenadante obtenido fue posteriormente centrifugado a 20,000g por 20
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minutos. A partir de esta segunda centrifugacion, el sobrenadante (S1) fue
descartado, y el precipitado o pellet obtenido (P1) fue suspendido y colocado
en la sacarosa 0.8 M, HEPES 0.005 M, buffer (pH 7.4), y nuevamente
centrifugado a 20,000g durante 20 min. Finalmente, el sobrenadante fue
descartado y el nuevo pellet (P2) que contenia los sinaptosomas fue empleado.
La fraccion sinaptosomal fue incubada con tampén de ensayo de
radionmunoprecipitacion (RIPA) asi como una mezcla de inhibidores de
proteasas (Roche Applied Science, Mexico) por 15 minutos. Para obtener las
membranas, los sinaptosomas fueron sonicados y la proteina fue cuantificada

por el método Bradford.
6.4Co — inmunoprecipitacion (co-IP).

Se utilizo una muestra de 500ug de proteina de la porcion posterolateral
del tdlamo (VPL) con CB2 anticuerpo (1:250) o GPR55 anticuerpo (1:250), los
cuales se incubaron durante toda la noche. Posteriormente, se agregaron
perlas de agarosa (Roche Applied Science, México) y se mantuvieron en
agitacion durante 3 horas. Las muestras se lavaron y centrifugaron 8 veces
(10,000 rpm) por 5 minutos con 500 ml de buffer RIPA. El precipitado resultante
de la tercera centrifugacion fue resuspendido en el buffer de muestra (Glicerol
50%, Tris-HCI 125 mM, SDS 4% azul de Bromofenol 0.08%, 3-mercaptoetanol
5%) y calentado a 95°C por 5 minutos, de acuerdo con el protocolo usado

previamente por Avalos-Fuentes y cols. (Avalos-Fuentes et al., 2013).
6.5Western blotting.

Para detectar CB2r y GPR55, las muestras fueron resueltas en electroforesis
SDS-PAGE, transferidas a membranas PVDF, y secadas por 1 hora a
temperatura ambiente en buffer salino Tris (0.1% Tween 20 y 5% de leche en
polvo sin grasa). Las membranas se incubaron durante toda la noche a 4°C con
alguno de los anticuerpos CB2r (diluciéon 1:2000),0 GPR55 (1:2000). Los
anticuerpos policlonales CB2 fueron obtenidos de Laboratorio Alomone y
Laboratorio Abcam. Los anticuerpos policlonales GPR55 se obtuvieron de
BIOSS ANTIBODIES Bioss Inc. La deteccion de los anticuerpos se realizd

mediante quimioluminiscencia (ECL-Plus Amersham) con anticuerpos
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secundarios conjugados con HRP (dilucion 1:2000) (Avalos-Fuentes et al.,
2013).

6.6Inmunofluorescencia (IF) en rebanadas.

Las ratas fueron anestesiadas con una sobredosis de pentobarbital (4 mg/kg
i.p.), a la brevedad fueron perfundidas via intracardiaca, utilizando solucion
salina Ringer, seguido por paraformaldehido al 4% (PFA) en buffer fosfato 0.1
M (PBS), pH 7.4. Los cerebros fueron disecados y fijados en sacarosa al 30%
de sacarosa y posteriormente incrustados en parafina y cortados en secciones
coronales 20 pum de espesor utilizando un microtomo congelante (Leica,
Nussloch, Alemania). Para realizar los procedimientos de inmunofluorescencia,
se utilizé la técnica de secciones libres flotantes; las rebanadas fueron
incubadas con suero de burro al 2%, 0.1% Triton X-100 y albumina de suero
bovino al 1% en PBS 0.1 M, durante 2 horas a temperatura ambiente. Después
de completar el bloqueo, las secciones fueron incubadas con los anticuerpos
primarios, durante 48 horas a 4°C. Se utilizo el anticuerpo policlonal de conejo
anti-CB2 (dilucion 1:100), el cual reconoce el epitopo en el tercer bucle
intracelular (aminoacidos 228-242) de CB2r. Para las células glutamatérgicas,
se utilizé el anticuerpo monoclonal de raton anti-vGLUTZ2, en dilucion 1:200.
Posteriormente, las rebanadas se incubaron con sus correspondientes
anticuerpos secundarios: anticuerpo secundario anticonejo Alexa Fluor™ 488
(1:100) y anticuerpo secundario antirraton Alexa Fluor™ 594 (1:100), a
temperatura ambiente por 3 horas (Lopez-Ramirez et al., 2020). Finalmente,
las rebanadas fueron montadas en cubreobjetos, lavadas y secadas. Se
obtuvieron imagenes usando un microscopio confocal Leica TCS SP8 (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany) asi como el programa Leica LAS AF software

y un objetivo de inmersion en aceite 63X.

6.7Evaluacion conductual.

6.7.1 Implantacion bilateral de canulas intratalamicas.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con peso vivo de 190 — 220

gramos. Las ratas se alojaron 5 por caja, con disponibilidad de agua y alimento
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peletizado estandar para roedor a libre acceso, bajo ciclo de luz 12 : 12 h, dia :

noche durante uno a dos dias previos a la cirugia.

El procedimiento de implantacion bilateral de canulas intratalamicas se llevé
a cabo como ha sido previamente descrito por Seyer y colaboradores (Seyer et
al., 2016). Bajo anestesia fija utilizando xilacina — ketamina (xilacina a dosis de
10 mg/kg; ketamina a dosis de 65 mg/kg; IP), mas midazolam (2.5 mg/kg, IP) 6
diacepam (2.5 mg/kg, IP) y medicaciéon prequirargica (10 min) con meloxicam
(2 mg/kg, SC) como analgésico, la rata fue colocada en un marco estereotaxico
David Kopf. Se realiz6 una incisidn sagital en el craneo para poder identificar
Bregma. A partir de esta referencia se ajustaron las coordenadas
correspondientes al nucleo ventral posterolateral del talamo (-2.9 mm posterior,
-3.1 mm izq./ +3.2 mm der. Lateral, -5.2 mm ventral desde bregma), basado en
el atlas de Paxinos y Watson (1986) para insertar las canulas. Las canulas
fueron elaboradas a partir de agujas hipodérmicas calibre 21. Cada céanula
(izquierda/derecha) fue asegurada al craneo con un tornillo metéalico pequefio y
fue aplicado cemento dental acrilico para fijar ambos al hueso (Nicolelis, M. A.
L., 2008). Finalmente la incision en la piel fue cerrada utilizando cianoacrilato
(Montes et al., 2009; V, 2008). Se administr6é antibiotico (0.1 ml SC de solucién
4:1, Enroxil 5% : agua destilada) desde el dia de la cirugia y hasta un dia antes

de la evaluacion conductual.

Después de la cirugia, las ratas fueron mantenidas en cajas individuales con
tapa elevada, con alimento y agua ad libitum, bajo ciclo de luz 12 : 12 h, dia :
noche durante dos a tres dias antes de realizar la prueba de Latencia de
Retirada de la Cola. La postura y comportamiento de las ratas asi como
limpieza de la herida fueron monitoreados durante la recuperacion de los

animales y durante los siguientes dias posoperatorios.

Antes de que las ratas fueran sometidas al ensayo conductual fueron

aclimatadas al cuarto de pruebas durante 30 min.
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6.7.2 Prueba de Latencia de Retirada de la Cola (LRC).

Las ratas fueron asignadas aleatoriamente a uno de los siguientes grupos para

la administracion intratalamica de los farmacos:

1. Grupo agonista selectivo para el receptor CB2 (JWH133, 100uM),
Grupo agonista selectivo para el receptor GPR55 (0-1602, 1 uM),

3. Grupo de agonista CB2 + agonista de GPR55 (JWH133, 100 uM + O-
1602, 1 uM),

4. Grupo de antagonista selectivo y agonista de CB2 (AM630 (Tocris
Bioscience), 100 uM + JWH133, 100 uM),

5. Grupo de antagonista y agonista de GPR55 (CID16020046 (Cayman
Chemical), 1 uM + 0-1602, 1 uM),

6. Grupo control (agua destilada).

Para la evaluacion de la antinocicepcion se utilizO el analgesiometro
denominado Tail Flick Apparatus (U- et al., 2014), el cual consiste en un
aparato que provee de un haz calorico de intensidad regulable. La LRC se
midi6 como el tiempo transcurrido entre la exposicion de la cola al calor
radiante y la retirada de la cola. Una intensidad de 90 en escala de 0 a 100, con
la determinacion de un corte en el suministro del haz cal6érico a los 36
segundos, fue usada durante el estudio. El haz de luz se enfoco sobre la parte
dorsal de la cola de la rata, a 1.5 cm y a 5 cm de la porcién mas distal. La
intensidad radiante se ajusté en una base de 6 a 35 segundos y los animales
fuera de ese parametro fueron excluidos. El tiempo base de latencia se
determina por el promedio de dos pruebas de LRC, con un intervalo de 10 min

entre cada lectura.

Las ratas fueron administradas con los farmacos 15 min después de la
medicién de referencia. Los animales fueron sujetados manualmente (Berge et
al., 1988) para llevar a cabo las evaluaciones de LRC, que fueron ejecutadas a
los 0, 15, 30, 45 y 60 min después de la administracion de los farmacos. Se
realizaron dos lecturas consecutivas para cada distancia (1.5 cm y 5 cm) sobre
las que se posicion6 el haz de luz; se determin6 un periodo de reposo de 30

segundos entre las primeras dos mediciones y 1 min entre la repeticion de
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ambas mediciones. El mismo investigador realizé todas las evaluaciones del
Tail Flick Test o LRC. Los cerebros fueron removidos para verificar el sitio de

insercion de la canula.
6.7.3 Histologia.

Posterior a la rapida decapitacion, los cerebros fueron removidos vy
sumergidos durante 24 h en formol al 37% para su fijacion. Posteriormente,
utilizando un vibratomo se obtuvieron rebanadas de 400 um de espesor en las
gue se verificaron, mediante la observacion en microscopio estereoscépico, los
sitios correctos de insercion de las céanulas. Las imagenes de los cortes

histolégicos de estas verificaciones se muestran a continuacion:
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7 Resultados.

7.1 Losreceptores CB2y GPR55 se expresan en el nacleo ventral

posterolateral (VPL) del talamo de la rata.

Como evidencia bioguimica, se determiné la presencia del receptor CB2
en el inmunoprecipitado de GPR55, que fue preparado a partir de
homogenados de tejido talamico (VPL) usando la técnica de co-IP, tal y como
se describié en el apartado de Materiales y Métodos. Los resultados mostrados
en la figura 5a demuestran la expresion de CB2 en el inmunoprecipitado de
GPR55, en el tamafio molecular esperado. Se observa una banda extra de

mayor peso molecular = 70 kDa.

Para corroborar este resultado se realiz6 la maniobra inversa en la que
se determing la presencia del receptor GPR55 en el inmunoprecipitado de CB2,
gue fue preparado a partir de homogenados de tejido talamico (VPL) usando la
técnica de Co-ip, tal y como se describié en el apartado de Materiales y
Métodos. Los resultados mostrados en la Figura 5b demuestran la expresion de
GPR55 en el inmunoprecipitado de CB2, en el tamafo molecular esperado. Se

observa una banda extra de mayor peso molecular = 50 kDa.

7.2 El receptor CB2 se expresa en la membrana plasmaética y
citoplasma de neuronas del nucleo ventral posterolateral (VPL) del tAlamo

de la rata.

Los receptores canabinoides estan clasificados como proteinas
transmembranales de siete dominios. No obstante, debido a que estas
proteinas aun no son bien delimitadas en sus comportamientos, es
trascendente corroborar algunas de sus caracteristicas primordiales, como lo
son su ubicacién en la célula, que para fines de este estudio, es la neurona. En
este sentido, mediante las técnicas de inmunofluorescencia indirecta y
microscopia confocal, se pudo observar la ubicacién del receptor canabinoide
CB2 en neuronas del nucleo ventral posterolateral del talamo. En la Figura 7 se
identificaron el nucleo de la célula (Fig. 7-A) y el receptor distribuido en densas
areas de la neurona (Fig. 7-B). Posteriormente, al superponer ambas imagenes

y una vez delimitada el area nuclear de la neurona, se pueden determinar las
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zonas de distribucién del receptor CB2. Debido a que las tinciones no se
observan en superposicion, se puede comprobar que el receptor se encuentra
en zonas diferentes al nucleo celular, es decir, citoplasma y region membranal
(Fig. 7-C).

Se utilizé un control negativo en el que no se expusieron las células al

colorante especifico para el receptor CB2 (Fig. 7D-F).

Con referencia a la ubicacion del receptor CB2 en la sinapsis neuronal,
se puede apreciar en la Figura 8 la utilizacion de tres tinciones. El colorante
DAPI azul es un marcador fluorescente nuclear especifico para esta estructura
celular; el colorante Alexa 488 fue aplicado a las mismas células con el objetivo
de identificar la localizacion del receptor CB2 en ellas; y el colorante Alexa 594
es un colorante empleado para identificar el transportador vesicular de
glutamato (vGLUT2). Al superponer las tres imagenes (Figura 8D) se pueden
observar en las neuronas glutamatérgicas, algunas zonas tefiidas de color
naranja-café, debido a que los fluoréforos dirigidos tanto al receptor CB2 como

el de VGLUT2 se intercalan y originan esta tincion.

7.3 Los receptores canabinoides tipo 2 y GPR55 aumentan la
latencia durante la prueba de retirada de la cola, al ser administrados de

forma intratalamica.

Posterior a la implantacion de la canula intratalamica, las ratas
continuaron mostrando conducta normal de alimentaciéon y limpieza. El
progreso de la conducta de nocicepcidén aguda fue evaluado tres dias después
de la cirugia. Después de la aplicacion del estimulo nociceptivo, las ratas en las
gue el agonista de GPR55 (0-1602, 1 uM) fue inyectado, mostré6 un aumento
significativo en la latencia de la retirada de la cola (P<0.001, n=5), comparado
con las ratas del grupo Control. Las ratas en las que el agonista de CB2 y el
agonista de GPR55 fueron inyectados al mismo tiempo (JWH-133, 100 uM, y
0-1602, 1 uM; respectivamente), también mostré un aumento significativo en la
latencia de retirada de la cola (P<0.001, n=5). En contraste, el grupo en el que
el agonista de CB2 (JWH-133, 100 uM) fue inyectado solo, la retirada de la cola
no fue tan significativa (P=0.020, n=5) como lo observado en los dos grupos
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mencionados anteriormente. Las graficas generadas a partir de las pruebas de
ANOVA, de las dos mediciones realizadas a 1.5 y 5 cm de la parte distal de la
punta de la cola (Graficas 1la y 1b, respectivamente), muestra como los
agonistas ejercen su efecto maximo antinociceptivo aproximadamente a los 15
a 30 minutos después de la administracion de los farmacos. Posteriormente,
cada grupo tuvo comportamientos diferentes a partir de los 30 minutos hasta el
fin del experimento a los 60 minutos. El antagonista de GPR55 (CID16020046,
1 uM) bloqued el efecto inhibitorio de O-1602 sobre la latencia de retirada de la
cola; un efecto similar fue observado al administrar el antagonista de CB2
(AM630, 100 puM) sobre los efectos inhibitorios de JHW-133.

El area bajo la curva efecto-tiempo en el intervalo de cero a sesenta
minutos, después de la administracién de JWH-133, O-1602, JWH-133 + O-
1602, y el vehiculo (AUCo-60) fue calculada mediante la regla lineal trapezoidal,
usando la Ecuacion 1. El aumento del efecto se describe como la fraccion de la
diferencia entre el limite de corte y la observacién basal. El valor maximo
siempre serd 100%, que es igual al valor de corte (Ouellet & Pollack, 1995)
(Gréfica 2).

(obzervacion post—farmaco) — (observacion basal)

+ 100 (Ecuacion 1)

Efecto (%) =

(tiempo de corte)— (observacion basal)
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8 Discusion.

La identificacion de la expresion de los receptores CB2 y GPR55 en el

talamo de la rata se realiz6 mediante un estudio dividido en dos fases.

En la primera fase, las técnicas de co-inmunoprecipitacion y Western
blot se utilizaron para evidenciar la expresion de CB2 y GPR55. Los resultados
mostraron dos bandas que indicaron los pesos moleculares correspondientes a
cada proteina identificada (Figura 5). El fortalecimiento de estos resultados
podria lograrse mediante el uso de la técnica de analisis de acidos nucleicos.
Durante nuestros experimentos realizados, ademas de la banda de 45 kDa, se
observaron otras bandas con pesos moleculares por encima y por debajo de
este valor. Una de estas bandas era de aproximadamente 60 kDa, la cual de
acuerdo con Marchalant et. al. se eliminaria del revelado del Western blot si se
hiciera un enriguecimiento de membrana (Boon et al., 2012; Marchalant et al.,
2014). La otra banda fue de aproximadamente 70 kDa, la cual pudo haberse
originado como producto de degradacién a partir de la proteina de estudio
(Karginov & Agaphonov, 2016). Esta degradacion puede ocurrir durante los
procesos de desnaturalizacion, mediante la aplicacion de calor y/o 2-
mercaptoetanol. Sin embargo, estas bandas de alto peso molecular han sido
reportadas previamente (Romero-Zerbo et al., 2011) como resultado de la
expresion de modificaciones post-traduccionales necesarias para el
plegamiento de las proteinas. Otros autores sugieren que la presencia de
bandas que difieren del peso molecular esperado para una proteina, puede
deberse a la interaccion con ligandos, definicion de su estado funcional, o bien
su actividad en las vias de sefial de transduccion (Burkle, 2001). Algunas
diferencias que se pueden notar durante la deteccion de proteinas pueden ser
debidas a la falta de sensibilidad o de especificidad de los anticuerpos usados
(Marchalant et al., 2014). Los anticuerpos utilizados para la identificacion de
CB2 en el presente estudio, fueron obtenidos de Laboratorio Cayman y
Laboratorio Abcam. Para el caso de Cayman la banda esperada se indica en el
peso molecular de 37 kDa, que se alinea con la isoforma corta del receptor
CB2, pero difiere de la banda de 45 kDa de nuestro estudio. Las bandas

adicionales observadas, de 60 y 70 kDa aproximadamente, no podrian
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representar homomeros de CB2 ni de la proteina alfa-enolasa, como
Marchalant et. al. también habian asegurado en un inicio. Al igual que para la
identificacion de CB2, el receptor GPR55 fue identificado utilizando el protocolo
de Western blot que mostré una banda de 37 kDa (N. A. Balenga et al., 2014,
N. A. B. Balenga et al., 2011). Bouskila et al identificaron una banda similar a
ésta en la porcion extrafoveal de la retina del primate Chlorocebus
pygerythrus, y su identificacion en este experimento ayudo a determinar que
este receptor participa en la modulacion de la vision escotopica (Bouskila et al.,
2013). También se sabe que la secuencia del receptor GPR55 de la rata posee
una similitud del 75% con la secuencia del receptor de humano (Ryberg et al.,
2007), por lo cual es relevante que al realizar experimentos en especies
diferentes a la humana, se deben tomar precauciones al interpretar resultados
posiblemente aplicables a nuestra especie. La complementacion de la primera
fase de nuestro experimento se realizd6 mediante los ensayos de
inmunofluorescencia, para demostrar la expresion del receptor CB2 en las
neuronas del tadlamo ventral posterolateral de la rata. El uso de un fluoréforo
facilitd la localizacién subcelular del receptor fuera del nacleo celular, lo cual
reafirmd la ubicacion membranal de la proteina de CB2, que en la Figura 2C se
indicé con una flecha amarilla. A pesar de que en 2008 Brusco et. al. (Brusco et
al.,, 2008) afirmaron que la ubicacién del receptor CB2 era primariamente
postsinptica, en nuestro estudio se observo presinaptico. En la superposicién
de las imagenes en la Figura 3, se aprecia la co-localizacién del receptor CB2
con el Transportador Vesicular de Glutamato (VGIUT) en las terminales
axonicas de la neurona. Lo anterior sugiere que el receptor CB2, ademas de
ser un receptor membranal, también puede comportarse como presinaptico, ya
gue es en esta region de la sinapsis en la que las vesiculas transportadoras del
glutamato capturan al glutamato, el cual es un neurotransmisor excitatorio de
las células neuronales. A diferencia de la investigacion de Brusco et. al., la cual
fue realizada en el nucleo CA1 del hipocampo y en la substantia nigra pars
reticulata, nuestros experimentos se realizaron en tejido talamico. Sin
embargo, Brusco et. al. no descartaron la posibilidad de la localizacion
presinaptica de este receptor pero sefialaron que la localizacion postsinaptica
era mas comun (Brusco et al., 2008). La identificacion de este receptor en el

talamo (Gong et al., 2006) permitié sugerir la posibilidad de la expresion de los
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receptores CB2 y GPR55, dimero previamente identificado en células del

sistema inmune (N. A. Balenga et al., 2011).

La segunda fase de nuestro estudio emple6 una prueba conductual para
evaluar los posibles efectos analgésicos inducidos por los agonistas de CB2 y
de GPR55, y sus respectivos antagonistas. El uso de este tipo de pruebas es
susceptible a variabilidad provocada por factores como la concentracion del
farmaco, el origen de la sustancia de estudio, el uso de sistemas nativos o
sistemas heterologos, asi como la interaccion de las proteinas con algunas de
la misma familia o de diferentes familias, formando entre ellas homomeros o
heterbmeros, respectivamente (Ferré & Franco, 2011). La eleccién para
nuestro estudio fue un modelo de dolor que permitiera evaluar los efectos in
vivo del dimero CB2-GPR55 en el sistema nervioso. El dolor ha sido definido
como: ”"una experiencia sensorial y emocional no placentera” (IASP,
International Association for the Study of Pain), por lo cual dada su naturaleza
subjetiva, es dificil medirlo objetivamente, no obstante para propdsitos de
investigacion se han desarrollado protocolos segun el tipo de respuesta que se
requiere evaluar. Para nuestro estudio, la prueba de retirada de la cola fue el
modelo de dolor elegido para evaluar el efecto analgésico supra espinal de los
farmacos previamente mencionados, aunque se sabe que también este modelo
mide reflejos espinales (Berge et al., 1988; Hole & Tj, 1993). Los farmacos de
estudio fueron los agonistas de los receptores CB2 y GPR55, JWH-133 y O-
1602, respectivamente. El receptor canabinoide tipo 2 ha sido objeto de
diversos estudios ya que su comportamiento no ha sido homogéneo y por lo
tanto, es necesario conocer sus caracteristicas funcionales, para poder
desarrollar terapias eficientes para el tratamiento del dolor (Greco et al., 2014;
lyer et al., 2020). Como parte de su participacion en procesos fisioldgicos, CB2
esta parcialmente involucrado en las respuestas tempranas y tardias de la
inflamacion (lwamura et al., 2001) durante situaciones de lesién de tejidos y
nervios (Beltramo et al., 2006), por lo cual es comun no identificar este receptor
en estados fisiolégicos normales. Nuestros resultados proponen que el receptor
CB2 puede identificarse tanto en tejido cerebral intacto, asi como en sitios
espinales y periféricos en situaciones de lesion, como ya se ha reportado

anteriormente (Curto-Reyes et al., 2010; Jhaveri et al., 2008). Los resultados
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registrados en nuestro estudio mostraron efectos antinociceptivos moderados
(Graficas 1 y 2) que fueron similares a los reportados por Jhaveri et. al., al
administrar JWH-133 via intratalamica y aplicar un estimulo doloroso. Sin
embargo, el tipo de dolor evaluado en estos estudios fue diferente (Bannon &
Malmberg, 2007), asi como las concentraciones del farmaco aplicado, ya que
para la evaluacion de la retirada de la cola en nuestro estudio utilizamos menos
del 50% de la concentracién utilizada por Jhaveri et. al. Posterior a la
administracion del agonista de GPR55, O-1602, observamos un aumento en la
latencia de la retirada de la cola en las ratas, lo cual sugiere un efecto
antinociceptivo. No obstante, la micro-inyeccion periacueductal del ligando
enddgeno de este receptor, ha reportado la reduccion en el umbral nociceptivo
(Deliu et al., 2015). Adicionalmente, cuando los ratones han sido modificados
genéticamente para carecer del receptor GPR55, no han desarrollado
hiperalgesia mecanica en modelos de dolor neuropético (Staton et al., 2008),
pero sin llegar a mostrar alteracion profunda de los umbrales nociceptivos
normales. Sin embargo, en nuestro estudio el aparente efecto antinociceptivo
del agonista de GPR55 (0-1602), pudo haber sido observado debido a la
estimulacién sensorial del talamo excitando al periacueducto gris, que a su vez
pudo retornar el efecto como inhibicién al talamo (Wu et al., 2014). EIl efecto
antinociceptivo observado parecio ser potenciado cuando los agonistas de los
receptores CB2 y GPR55 fueron administrados juntos, lo cual mostré un
aumento significativo en la latencia de remocion de la cola. De forma similar,
Balenga et. al. demostraron que durante la co-expresion de estos receptores,
CB2 afecta la sefalizacion mediada por GPR55 provoca un efecto (N. A.
Balenga et al., 2014), aun cuando estas observaciones se realizaron en células
del sistema inmune y en cultivos celulares, a diferencia de nuestro estudio

realizado en el tAlamo.
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9 Conclusiones.

En este estudio, identificamos los receptores canabinoides CB2 vy
GPR55 en la porcion ventral posterolateral del tAlamo de la rata, mediante el
uso de las técnicas de co-inmunoprecipitacion y Western blot. Este hallazgo
permitié realizar la prueba conductual de tail flick que mostré6 que GPR55 tuvo
efectos antinociceptivos, y cuando CB2 y GPR55 fueron activados
simultaneamente, se observo un efecto de adicional de CB2 sobre el efecto
antinociceptivo de GPR55. Sugerimos que el efecto antinociceptivo pudo
deberse a la concentracion utilizada en nuestro estudio (1 uM), que difiere de la
concentracion de 10 uM mencionada por Deliu et. al. anteriormente. También
sugerimos la posibilidad de intercambio de informacién entre el talamo y el
periacueducto gris, debido a que ambos nlcleos supraespinales se involucran
en el procesamiento de los estimulos sensoriales (Green et al., 2005; Wu et al.,
2014).

Se requiere de mas investigaciones que con técnicas que ayuden a
describir a detalle las vias de sefalizacion de ambos receptores activados

individualmente y como dimero.
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10 Cuadros, graficas y figuras

Presynaptic

Postsynaptic

Figura 1. Modelo general de sefalizacion retrégrada endocanabinoide. Tras
la liberacién de neurotransmisores, los receptores post sinapticos, asi como
los canales ionico-dependientes de voltaje son activados, permitiendo el
influjo de Ca?* y la biosintesis sobre demanda de endocanabinoides. Los
endocanabinoides que son sintetizados de precursores fosfolipidicos,
migran después de las neuronas postsinapticas hacia los receptores CB1
localizados en las neuronas presinapticas. Una vez activados los
receptores, éstos se acoplan mediante proteinas G de la clase Gi/Go para
regular canales ionicos e inhibir la liberacién de neurotransmisores. La
sefalizacion retrograda de los endocanabinoides es finalizada por enzimas
de degradacién que actian sobre los endocanabinoides. Imagen tomada de
Chem Rev. Author manuscript; available in PMC 2011 August 5.
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Figura 2. Se muestran los dos componentes del diencéfalo, el tAlamo
y el hipotdlamo. Imagen tomada de Suéarez, 2008.
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Figura 5. Se observé la presencia del dimero en ambos revelados realizados a partir de
homogenados del nucleo ventral posterolateral del tdlamo de la rata. (a) Co-IP representativa de
CB2 por el anticuerpo GPR55 (carril Co-IP +). Carril Bazo indica el control positivo utilizado para el
anticuerpo CB2. (b) Co-IP representativa de GPR55 por el anticuerpo CB2 (carril Co-IP +). Las flechas
muestran los pesos moleculares de las bandas para cada proteina de los revelados, 45 kDa y 37 kDa,
respectivamente para (a) y (b). Carril M es el marcador de peso molecular; carril Input muestra la
cantidad de proteina presente antes de realizar la IP; en carriles Co-IP — y S, no se adiciond
anticuerpo correspondiente a cada IP. Cada IP se repitio tres veces.

Figura 8. Marcaje de neuronas de talamo ventral posterolateral
(VPL) de la rata con marcador de transportador vesicular de
glutamato tipo 2 (vGLUTZ2). A: Identificacion de los nacleos celulares
tefidos con el colorante DAPI (azul), el cual es un marcador
fluorescente nuclear. B: se observa el receptor canabinoide tipo 2
(CB2) tefiido de verde. C: se observa la tincién de vGLUT2 tefido
de rojo. D: se observa la superposicion de las imdgenes A — C. Los
puntilleos color naranja indican que hay una superposicion de la
tincion verde con la tincién roja, lo cual sugiere una localizacién
presinaptica del receptor CB2 en neuronas de VPL.

Imagenes obtenidas mediante microscopio confocal con objetivo
63X.
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A DAPI B CB2 C SUPERPOSICION
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Barra de escala: 20 um

Figura 7. Expresion del receptor canabinoide tipo 2 (CB2) en el
talamo ventral posterolateral (VPL) de la rata. A-C: Identificacion
celular de CB2. A: se observan los nucleos celulares tefidos con el
colorante DAPI (azul, flecha azul claro). B: se observa la tincion de
CB2 (verde, flecha roja). En este caso, la muestra fue incubada con
el anticuerpo correspondiente a la proteina de interés, CB2. C: se
observa la superposicién de las imagenes A y B; los colorantes no
se sobreponen por lo que se observa la distribucion membranal y
citoplasmatica del receptor (flecha amarilla). D-F: Control negativo.
D: se observan los nucleos celulares tefiidos con el colorante DAPI
(azul, flecha azul claro). E: no se observa la tincion (verde) de CB2
en las neuronas. En este caso, la muestra no fue incubada con el
anticuerpo correspondiente a la proteina de interés, CB2. F: se
observa la superposicion de las imagenes D y E. Solo se observan
los nucleos de las neuronas (flecha azul claro).
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Gréficas 1la y 1b. 1a: La mediciéon de la latencia de retirada de la cola fue realizada a 1.5 cm
de la parte dorsal distal a partir de la punta de la cola. 1b: La medicién de la latencia de
retirada de la cola fue realizada a 5 cm de la parte dorsal distal a partir de la punta de la cola.
Las latencias (media + S. E.), después de la administracion intratalamica de 100 pM de JWH-
133, 1 uM de 0-1602 y 100 uM de JWH-133 + 1 uM de 0O-1602, medidas desde el minuto O al
60, mediante la prueba de retirada de la cola. JWH-133 fue administrado con el antagonista
selectivo de CB2, AM630; O-1602 fue administrado con el antagonista de GPR55, CID
16020046. Prueba de ANOVA, seguida de prueba de comparacién mdultiple de Dunnett. O-
1602, y JWH-133 + 0-1602, p<0.001 respecto al Control; JWH133, p<0.05 respecto al
Control. En la Gréfica 1b, JWH-133 + 0O-1602, p<0.001 respecto al Control. El resto de los
tratamientos en 12 y 1b no mostraron diferencias significativas respecto al Control.
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Grafica 2. El cambio en el efecto antinociceptivo calculado mediante
la Ecuacion 1, posterior a la administracion intratalamica de 100 uM
de JWH-133, 1 uM de 0O-1602, y 100 uM de JWH-133 + 1 uM O-
1602, medido desde el minuto O al 60. El efecto antinociceptivo es
medido usando la prueba de retirada de la cola, en la medicion
realizada a 1.5 cm de la parte dorsal distal desde la punta de la cola.
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