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RESUMEN

Los receptores GPR35 y GPRS55 se expresan en sistema nervioso central, pero sus
funciones fisioldgicas, farmacologicas y toxicoldgicas se han documentado escasamente. El
GPR35 se expresa abundantemente en neuronas piramidales del hipocampo; mientras GPR55
lo hace en el area gris periacueductal (PAG). GPR35 se acopla a proteinas Ga.i/o pudiendo
tener un efecto deletéreo en la actividad neuronal hipocampal y GPRS55 se acopla a proteinas
Gai2/13 y Gag, con posible efecto modulador de la respuesta ansiosa, cuando son manipulados
farmacologicamente. La administracion i.c.v., del agonista GPR35C10 y del antagonista
ML194 (CID2745687), selectivos para GPR35 permitieron evaluar el efecto de este sobre la
funcion hipocampal mediante el laberinto de Barnes. La funcion de GPR55 en PAG se evalu6
en funcién de la administracion i.c.v., del agonista ML184 (CID244043) y el antagonista
CID16020046 y mediante los paradigmas de enterramiento defensivo, laberinto en cruz y
campo abierto para la medicion de la respuesta ansiosa. El bloqueo de GPR35 redujo el
tiempo (p<0.001) y la distancia (p<0.01) de resolucion del laberinto de Barnes y
contrariamente, un incremento en el tiempo y distancia que le tomo a la rata cuando este fue
activado. La activacion de GPR35 provoco una disminucion en el porcentaje de estrategia
espacial (p<0.05) y un incremento en el porcentaje de estrategia aleatoria (p=0.016). El
GPRS55 activado en enterramiento defensivo provocd una disminucion en la respuesta de
confrontacion activa (lucha) (p=0.028) reflejado en una menor altura de la pila de aserrin
(p<0.05) y un mayor tiempo inmoévil (p<0.002). El tratamiento conjugado
antagonista/agonista mostr6 efectos ansioliticos en laberinto en cruz y campo abierto con un
mayor tiempo en los brazos abiertos (p=0.025) y frecuencia de exploracion (P=0.024).
Nuestros hallazgos sugieren la funcion inhibitoria de GPR35 en la funcidon hipocampal y la

modulacién de la respuesta activa de confrontacion en PAG por GPRSS.

ABSTRACT
GPR35 and GPRS5S5 are both expressed in the central nervous system, but their physiological,
pharmacological, and toxicological effects remain barely characterized. GPR35 is majority
expressed in pyramidal hippocampal neurons, whereas GPRS55 is in the periaqueductal gray
(PAG). GPR35 follows a Gai/ signaling pathway and might be responsible for an inhibitory
effect in hippocampal activity while GPRS55 follows Ga.i2/13 and Gog signaling pathways with
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a possible effect on anxiety behavior. Both GPR35 agonist (GPR35C10) and antagonist
ML194 (CID2745687) administered i.c.v., allowed analyze the effect on the hippocampal
function by the Barnes maze paradigm. GPRS55 function in PAG was tested by the i.c.v.
administration of agonist ML184 (CID244043) and the antagonist CID16020046 using the
burying test, plus maze and open field paradigms to measure the anxiety behavioral response.
GPR35 blockade reduced the time (p<0.001) and the distance (p<0.01) in which each rat
solved the labyrinth contrary to the increase in time and distance when the receptor was
activated. GPR35 activation promotes a dimmish in the spatial strategy percentage (p<0.05)
followed by an increase in the random strategy percentage (p=0.016). Activated GPR55 in
the defensive burying paradigm showed a decrease in the active coping response (fight)
(p=0.028) referred to a less burying behavior by a small pile height (p<0.05) and an increase
in freezing time (p<0.002). The conjugated treatment antagonist/agonist showed anxiolytic
effects in the plus maze and open-field paradigm with a higher time in the open arm of the
plus maze (p=0.025) and a higher exploratory frequency (Rearing) (p=0.024). Our findings
suggest the inhibitory function of GPR35 in the hippocampal function and GPRSS5 facilitates

a less intense active coping response in PAG.
INTRODUCCION

El ser humano se encuentra en contacto continuo con multiples sustancias: provenientes
del ambiente, por exposicion ocupacional en los trabajos, por cuestiones de salud (e.g., ante
la ingesta de medicamentos) o por el consumo de alimentos. Los efectos que estos
compuestos pueden producir son variados y la respuesta dependera de las interacciones a
nivel molecular, celular y fisioldgico que se establezcan con dichos xenobidticos (Klaassen &
Watkins, 2019). Esta situacion puede pasar inadvertida, prolongarse en el tiempo y traer como
consecuencia problemas de salud. Algunos xenobidticos pueden afectar la funcion de los
aparatos y sistemas humanos. Sin embargo, el sistema nervioso central es particularmente
susceptible, ya que sus procesos de regeneracion suelen ser limitados y muchos de los efectos
de estas sustancias, que incluyen alteraciones en la conducta, suelen ser subestimados (Sharif

et al., 2023).



En el sistema nervioso, se expresan multiples receptores acoplados a proteinas G (GPCR)
que responden a neurotransmisores y mediadores cldsicos, por mencionar algunos:
glutamato, glicina, serotonina, etc. Sin embargo, para los GPCRs de reciente descubrimiento
(e.g., GPR35 y GPR55) se desconocen muchas de sus funciones y existe controversia sobre
el ligando enddgeno con el que interactuan, éstos son denominados receptores huérfanos. La
importancia de este tipo de receptores radica en que pueden representar nuevas dianas
terapéuticas y/o pueden explicar algunos de los efectos no deseados a los xenobioticos en

general.

Todos los GPCR tienen en comun siete dominios transmembranales con tres giros
extracelulares e intracelulares, sin embargo, existen diferencias funcionales entre ellos que
los ha llevado a ser agrupados en seis familias: Los receptores de la familia A de la rodopsina
que por lo general son pigmentos visuales, receptores afines a péptidos, nucledtidos y
monoaminas, la familia B de los receptores de la secretina también afines a péptidos, la
familia C de los receptores glutamatérgicos metabotropicos, la familia D de la feromona
fungal P y los receptores a-factor, la familia E de la feromona fungal A y el factor M y la
familia F de los receptores cAMP (Harmar, 2001). En el grupo A de receptores de la familia
de la rodopsina existen 60 receptores huérfanos (Fricker & Devi, 2018), tal es el caso del GPR55
considerado como un receptor putativo a cannabinoides diferente a los receptores
cannabinoides tipo 1 y tipo 2 (CB:1 y CBa, respectivamente). Por otro lado, otro receptor
huérfano, el GPR35posee la mayor homologia genética con el GPR55 que por el resto de los
receptores acoplados a proteinas G. Lo cual llevé en un inicio a vincularlos con el sistema
endocannabinoide. No obstante, este receptor no posee afinidad para los mediadores a
cannabinoides clasicos, de hecho, se ha propuesto que su ligando enddgeno sea el acido
quinurénico proveniente de la via metabolica no proteica del triptofano (J. Wang et al., 2006)
y los lisofosfolipidos como 4cido 2-oleil- lisofosfatidico ya que ambos ligandos incrementan
la concentracion del calcio intracelular [Ca™?]!

GPR35 (Oka et al., 2010).

en cultivos celulares in vitro que expresan

Compuestos farmacéuticos como la lodoxamida, que se usa para tratar conjuntivitis
alérgica, la furosemida usada como un antidiurético y el zaprinast que modula la liberacion

del 6xido nitroso involucrado en la vasodilatacion; tienen afinidad por GPR35 (Divorty et al.,
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2015; Oh & Han, 2015; S. J. Park et al., 2018; Schermuly et al., 2005). GPR55 interactia con
lisofosfatidilinositol siendo este su ligando endégeno. Esta interaccion desencadena cascadas
de sefalizacion relevantes para la proliferacion, migracion y supervivencia celular, la
aparicion de algunos tipos de cancer y efectos antinflamatorios en la microglia, etc (Falasca
& Ferro, 2016a; Minamihata et al., 2020). El consumo de sustancias para uso recreativo como
lo es el delta-9-tetrahidrocannabinol (A9-THC) que se encuentra en Cannabis sativa y
farmacos como palmitoiletanolamina empleada para el tratamiento de padecimientos
dolorosos e inflamatorios también interaccionan con GPRS55 por lo que pudiera ser que este
receptor se vea involucrado en la fisiologia detras del dolor y de la inflamacion (Ryberg et
al., 2007a). Los compuestos de origen sintético CID16020046 y ML194 han sido disefiados
como antagonistas selectivos de los receptores GPR55 y GPR35, respectivamente y los
compuestos sintéticos ML184 y GPR35C10 han sido disenados como agonistas selectivos
para GPR55 y GPR35 en el mismo orden (Figura 1) (Kargl et al., 2013a; Thimm et al.,
2013a).

Figura 1. Esquema integrador sobre los xenobidticos que pueden actuar en el sistema nervioso via receptores
cannabinoides clasicos, pero también con los receptores GPR35 y GPR5S.

El GPRS55 se expresa en el area gris periacueductal dorsal (PAG) y este hallazgo fue
descrito por primera vez en un estudio de dolor (Deliu et al., 2015). Ademas de relacionarse
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con el dolor, PAG forma parte del sistema limbico y se ve inmersa en una red funcional de
circuitos neuronales de integracion de estimulos estresores (e.g., estimulos neurotropicos:
agorafobia, presencia de predador, evento doloroso o estimulos sistémicos: presencia de
histamina, glucocorticoides, xenobioticos etc.) comprendida principalmente entre el tdlamo,
el nucleo central de la amigdala (CeA), el locus cereleus (LC) y D-PAG encargada de
organizar y seleccionar la respuesta defensiva conductual apropiada en funcién de la
informacion de intensidad del estimulo proveniente de CeA y LC ante estimulos amenazantes

(Graeff et al., 1993).

Existe evidencia, de que hay una poblacion de receptores GPR35 localizados en
interneuronas en la region CA1 hipocampal; area importante en la adquisicion de memoria y
el aprendizaje (Alkondon et al., 2015). Este receptor sigue una via de sefializacion del tipo
Guai/o en el SNC y se le ha una funcion neuroprotectora al inhibir la liberacion de vesiculas
con NT. Inhibe a los canales de calcio dependientes de voltaje, inhibe a la adenilato ciclasa
y apertura los canales de potasio hiperpolarizando a las neuronas y por ende pudiera prevenir
sucesos dafiinos de excitotoxicidad o bien como modulador de la plasticidad neuronal

(Divorty et al., 2015).

Desordenes de la conducta, como los trastornos de ansiedad (e.g., trastorno generalizado
de ansiedad, ataque de panico y ansiedad social) y alteraciones en el aprendizaje y memoria
se han incrementado en los ltimos afios. Se trata de fendomenos multifactoriales con causas
psicosociales y bioldgicas que se interrelacionan entre si y en donde participan vias
fisiologicas como el eje Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) que es una via neuroendocrina
de respuesta al estrés, potenciacion a largo plazo (LTP) y cambios en la neuroplasticidad (en
la memoria y aprendizaje) (Perez-Fernandez et al., 2019). Segun datos de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), para el ano 2015, 264 millones de personas padecieron trastorno
de ansiedad a nivel mundial, es decir, aproximadamente un 3.6% de la poblacion mundial
(presentando un incremento del 14.9% con respecto a 2005). El continente americano fue en
donde mas prevalencia tuvo este padecimiento, afectando al 8% de su poblacion (World
Health Organization, 2017). Un estado de estrés cronico desencadena el trastorno
generalizado de ansiedad (GAD) cuyos efectos colaterales involucra activacion del sistema

nervioso autonomo (SNA), trastornos en el sistema inmune, en el sistema cardiovascular,
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alteraciones del suefio y trastornos metabolicos como la resistencia a la insulina que
eventualmente deriva en diabetes mellitus. La activacion del SNA se da por accion de una
activacion constante del eje HPA por estados cronicos de estrés que culmina en la sintesis de
catecolaminas y de glucocorticoides (GC) en las glandulas suprarrenales (Steimer, 2002). La
liberacion de NA por activacion de SNA facilita la activacion de los receptores oi-
adrenérgicos en los macrofagos desencadenando respuestas inflamatorias y en general un

efecto depresor en la respuesta inmune innata (Barnes et al., 2015)..

El estrés y la memoria estan interrelacionados, siendo otro efecto fisiopatoldgico de
un estado de estrés cronico, la afectacion a la memoria. Cuando existe un cuadro cronico de
estrés, se da la activacion del eje HPA que provoca un deterioro en la memoria por atrofia
hipocampal. Elevados y persistentes niveles de glucocorticoides dafian a las neuronas
maduras en el hipocampo, haciéndolas mas susceptibles a excitotoxicidad por el glutamato,
ademads de que afecta a la neurogénesis. El hipocampo es importante en la modulacion de la
secrecion de glucocorticoides, participa con una retroalimentacion negativa en el nucleo
paraventricular del hipotdlamo (PVN) y restringe la liberacion del factor liberador de
corticotropina (CRF) provocando una disrupcion en la liberacion de hormona
adrenocorticotropica (ACTH) y finalmente evita la secrecion de glucocorticoides de la
corteza adrenal, pero un hipocampo dafiado no modula esta via eficientemente por lo que se
da un ciclo continuo y desregulado que dafia al hipocampo atrofidndose cada vez mas
(Kandel, 2013). La interrelacion existente entre estrés y memoria y la fisiopatologia que
pudiera aparecer como producto de un cuadro de estrés cronico como lo es GAD, abre la
ventana para la busqueda de dianas terapéuticas dirigidas a los sitios anatdmicos involucrados
(D-PAG y CA1 hipocampal) en donde, como ya se ha mencionado, se expresan los receptores
de reciente descubrimiento GPR55 (en D-PAG) y GPR35 (en hipocampo) y que poco han

sido explorados en SNC pero que pudieran tener algun efecto terapéutico en tal caso.

En este trabajo se analizo el efecto farmacoldgico de la activacion/bloqueo del GPR35
hipocampal y el GPR55 de PAG sobre la navegacion y memoria espacial y diversas pruebas
de ansiedad etoldgica y de evitacion activa, respectivamente. Como sujetos de estudio se
emplearon a la rata macho de la cepa Wistar (Rattus norvegicus). Para tal efecto se recurrira

la administracion via ICV bilateral del agonista sintético GPR35 Compuesto 10 (GPR35C10,
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Merck®) y antagonista sintético ML194 (Merck®) para el receptor GPR35 en el hipocampo
dorsal de la rata. También se administrara i.c.v., unilateral dorsal el agonista sintético ML184
(Merck®) y antagonista sintético CID16020046 (Merck®) para el receptor GPR55 en PAG
de la rata. Se realizaron las pruebas de aprendizaje y memoria espacial en el paradigma
laberinto en Barnes y para la medicion de la conducta ansiosa se usaron los paradigmas de

laberinto elevado en cruz, campo abierto y enterramiento defensivo.

Finalmente, se espera que, los resultados de este estudio permitan entender algunas de las
posibles funciones del receptor huérfano GPR35 expresado en hipocampo en la memoria y
navegacion espacial, asi como del papel que tiene el receptor GPR55 de PAG sobre la

modulacion de la ansiedad etologica y la evitacion activa.

1 MARCO TEORICO
1.1 ANTECEDENTES
1.1.1  Marco historico: Investigacion de la memoria

El estudio de la memoria como evento neurofisioldgico tuvo su auge con los aportes de
Santiago Ramoén y Cajal en 1898 cuando identifico a la neurona como la entidad individual,
anatomica, fisioldgica, metabdlica y genética del sistema nervioso (Mateos-Aparicio &
Rodriguez-Moreno, 2019), describid los procesos de degeneracion y generacion del sistema
nervioso, siendo un precedente para la explicacion de los procesos neuroplasticos. Por el
mismo tiempo Ivan Petrovich Pavlov realiz6 ensayos para el estudio del aprendizaje

condicionado (Rozo & Rodriguez-Moreno, 2015).

En los ultimos 70 afios, la investigacion de la memoria tuvo su auge a partir de la
investigacion postdoctoral de Brenda Milner en 1952 con el paciente amnésico Henry
Molaison (H.M.) al que se le extrajeron los dos 16bulos temporales. La extraccion de los
l6bulos temporales provoco el olvido de la informacién tan rapido como era asimilada, sin
verse afectadas las capacidades intelectuales, postuldndose que la memoria es una funcién
cerebral distinta a las habilidades cognitivas. Se categorizaron multiples sistemas de la
memoria: la memoria primaria o inmediata que consiste en la retencion de la informacion en
el momento y la memoria secundaria que consiste en la evocacion de recuerdos. La memoria

declarativa se refiere a la evocacion consciente de informacion de hechos y eventos regida
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por el giro hipocampal y el hipocampo anterior, mientras que la memoria no declarativa o de
procedimiento se refiere al conocimiento basado en habilidad que se desarrolla gradualmente
sin reportar lo que se esta aprendiendo por lo que se adquiere de manera no consciente siendo
las areas cerebrales participantes los ganglios de la base, cerebelo, amigdala y la neocorteza.
Un tercer sistema; la memoria remota que consistio en la evocacion de informacion adquirida

mucho tiempo previo a la cirugia del paciente H.M., (Squire, 2009).

En los setenta en la publicacion The Hippocampus as a cognitive map se describieron las
“células de lugar” adjudicando una funcién espacial a las células del hipocampo (O’Keefe &
Nadel, 1978). La potenciacion a largo plazo (LTP) descrita por primera vez por Bliss y Lomo
en 1973 en el giro dentado hipocampal es similar al supuesto Hebbiano para el
fortalecimiento de las sinapsis en donde se vieron involucrados los receptores NMDA y
AMPAR (Bliss & Lgmo, 1973). El disefio de dispositivos y paradigmas como el laberinto radial
de Olton y Samuelson (1976), el laberinto de Barnes (1979) y el laberinto de agua de Morris
(1981) permitieron llevar a cabo el analisis conductual del aprendizaje y evidenciar el vinculo
que existe entre LTP hipocampal y la memoria espacial. En la actualidad, el estudio de la
memoria se centra en el entendimiento de los mecanismos neuroplasticos a través de las vias
fisiologicas que regulan la expresion de genes para el reordenamiento de la sinapsis, la
modificacion genética de las células para evaluar segunda mensajeria involucrada en
aprendizaje y de memoria y las tecnologias de imagen de resonancia magnética (MRI) que
cuantifica la actividad neuronal en las regiones involucradas en el aprendizaje y la memoria

(Aggleton & Morris, 2018).

1.1.2  Marco historico: Investigaciones en la ansiedad

Previo a la era de investigacion cientifica de lo que hoy dia se entiende por estrés referente
a todos los estados emocionales aberrantes se trataban de interpretaciones subjetivas y los
tratamientos para estos padecimientos no eran apegados a la clinica dado que no se conocia

la componente fisiologica.

Fue hasta mediados del siglo XX cuando Hans Selye propuso la teoria del estrés. Incluyd
por primera vez el término “estrés” y en un principio se refiri6 a este como “la respuesta
inespecifica del cuerpo ante cualquier demanda” y al estado cronico de estrés lo definié como
el sindrome de adaptacion general (GAS). Por las mismas fechas, Walter B. Cannon defini6
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al estrés en términos de una triada de respuestas; endocrinas, autdbnomas e inmunes. Sayers
en 1950, intentd encontrar el elemento bioquimico encargado de mediar la liberacién de
ACTH, es decir; al factor liberador de corticotropinas (CRF) que durante algiin tiempo se
creyo fue la epinefrina y tal supuesto fue elaborado por Long en 1952 ya que €l observé que
como respuesta al estrés se daba un incremento en la secrecion de adrenalina en la médula
adrenal y esta actuaba directamente en la pituitaria induciendo la secrecion de ACTH, sin
embargo; Sayer tuvo otra explicacion en funcion de los niveles de glucocorticoides en sangre;
en donde bajo condiciones de estrés los tejidos periféricos utilizan a los GCs mas rapidamente
lo que ocasiona una baja en los niveles en sangre lo que estimula la pituitaria anterior y se da
la inmediata secrecion de ACTH (Steckler et al., 2005). Independientemente de si los
mecanismos propuestos eran acertados o no, es importante resaltar que hasta este punto y en
poco tiempo ya se habia identificado a las suprarrenales y a la pituitaria como centros

anatomicos funcionales en la respuesta a estrés.

Los experimentos de Marthe Vogt en 1952 demostraron que la remocion de la médula de
las suprarrenales redujo los niveles de adrenalina circulante a casi cero, pero seguia habiendo
una reduccion de acido ascorbico en la adrenal desmedulada, esto refutd la teoria de Long
sobre que la adrenalina es el CRF detras de la liberacion de ACTH (Vogt, 1952). La busqueda
por el CRF continu6 con los aportes de Roger Guillemin y Andrew Schally (1977) cuando
se enfocaron en el hipotdlamo y la comunicacion portal que establecia este con la pituitaria
por lo que se realizaron extractos hipotalamicos para dar con la molécula CRF encargada de
la liberacion de ACTH, propusieron a la vasopresina pero este no fue el caso puesto que Vale
y colaboradores en 1981 clonaron a los genes de los receptores CRF1 y CRF2 lo que
eventualmente dio lugar a la identificacion de la urocortina 1 y 2 (péptidos de afrontamiento
al estrés) y la urocortina 3 (estrescopina) como los ligandos endégenos y con una presencia
significativa en el nticleo paraventricular del hipotalamo (PVN). Este tltimo descubrimiento
establecio al eje HPA y se destaco su funcidon primordial en los mecanismos adaptativos de

respuesta al estrés (Vale et al., 1981).

Las funciones de los glucocorticoides en el sistema nervioso son una red compleja de
efectos estimulantes, permisivos y supresivos (Sapolsky et al., 2000). En la década de los

ochenta, se encontraron receptores a glucocorticoides en regiones del CNS fuera de las
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estructuras hipotaldmicas y predpticas, postulandose que los efectos de los glucocorticoides
podrian ir mas alla de la regulacion de la respuesta a estrés. En el hipocampo, en las neuronas
del giro dentado se descubri6 una poblacion de receptores a GC y que desde entonces se les
adjudico influencia en los procesos de aprendizaje espacial y de memoria, sin embargo, la
funcién del hipocampo mds importante en términos de estrés fue la retroalimentacion
negativa de GR que inhibe la secrecion de ACTH y permite retornar a los niveles basales de

GR (De Kloet & Reul, 1987).

Hasta la fecha, no se ha logrado delimitar el concepto de estrés, pues sigue siendo un
término impreciso que se podria referir a los eventos que inducen a las respuestas de estrés o
a la respuesta en si misma, esto se tendera a esclarecer con forme se avance con las

investigaciones en el area (Carlson, 2005).

1.1.3  Marco historico;, GPR35 Y GPR55

El estudio de los GCPR se remonta al descubrimiento de la rodopsina a finales del siglo
XIX por el fisidlogo Franz Christian Boll, siendo secuenciada por primera vez en la década
de los ochenta y su estructura tridimensional elucidada hasta la década de los noventa. El
avance continuo en el descubrimiento de nuevos GCPRs requirid que se les agrupase por
familias de la A a la F, siendo la de la rodopsina (Familia A) la mas grande y con al menos
el 80% de los GCPR que se conocen. Son dianas terapéuticas de gran relevancia y hasta la
fecha el 50% de las drogas tienen como objetivo a alguno de estos receptores, Unicamente se
han utilizado farmacos para el 10% de los receptores conocidos en el genoma humano por lo

que el potencial terapéutico se explora de manera continua (Hu et al., 2017).

Los receptores GPR35 y GPR5S5 son de reciente descubrimiento y desde su clonado en
1997, las investigaciones se han centrado en encontrar un ligando endégeno. La expresion de
GPR35 se reportd inicialmente en el intestino de la rata y de GPRS5S5 en el cerebro, sobre todo
en el putamen y en el nicleo caudado (O’dowd et al., 1998; Sawzdargo et al., 1999). El
GPR35 se encontr6 expresado moderadamente en SNC cuando fue descubierto, pero, diez
afnos después se realizaron ensayos farmacoldgicos observandose la inhibicion de canales de
Ca™ tipo N en neuronas periféricas de la rata asocidndosele principalmente una funcion
inhibitoria en la excitacion neuronal y en la liberacion de las vesiculas presindpticas (J. Guo
et al., 2008). A nivel de SNC, un andlisis de inmunofluorescencia permitio localizar a GPR35
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en neuronas piramidales del hipocampo en la region CA; ademas de que se realizaron
cultivos celulares hipocampales a los cuales se les administrd agonistas sintéticos para
GPR35 como zaprinast y dicumarol, éstos disminuyeron la actividad neuronal al observarse
una baja en las cuentas por minuto de ingreso de calcio extracelular y caso contario, cuando
se administrd antagonista ML145 se observo un incremento de la actividad neuronal sobre el

tono basal (Figura 2) (Alkondon et al., 2015).

Figura 2. Manipulacioén farmacologica de GPR35 en cultivos celulares hipocampales. Notese que la
administracion de antagonista ML145 (1uM) incrementa la actividad de las neuronas por el aumento por de
cuentas por minuto de calcio. Caso contrario cuando el receptor es activado. Tomado de (Alkondon et al.,
2015).

Los receptores GPR35 Y GPRS55 son evolutivamente similares con una homologia
aproximadamente del 51% en humanos y 44% en ratas, encontrandose adyacentes en el arbol
filogenético y esta relacion ha servido para la localizacion de los ligandos enddgenos entre
si (Yamashita et al., 2013). Primerio se encontré que el a-lisofosfatidil-inositol (LPI) es el
ligando endogeno de GPR55, mediante el estudio concluyente de Oka S., et al. (2007), y sus
investigaciones se centraron en la busqueda de moléculas estructuralmente similares al LPI
que pudieran ser afines a GPR35. Se encontr6 que el dcido 2-acil-lisofosfatidico (2-acil LPA)
a concentraciones del orden de 10® M promueven la movilizacion de Ca" intracelular y la
fosforilacion de Rho designado como molécula candidata para ocupar el lugar de ligando
endogeno ademas del &cido quinurénico (Oka et al., 2010). Previamente, el acido quinurénico
habia sido propuesto como el ligando enddégeno para GPR35 y fue el primer compuesto en
ser contemplado ya que su via de sintesis endogena es por el metabolismo no proteico del
triptofano en la via de la quirunenina. En estudios in vitro de cultivo celular HEK293 con

una proteina G quimérica Ggijo, la movilizacion de Ca*"y la acumulacion de IP3 se midieron
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y se observo una relacion dosis dependiente al exponer el cultivo a concentraciones de acido
quinurénico a partir del orden de 10° M (J. Wang et al., 2006). Una concentracién elevada
como la anterior es cuestionable para una molécula que se pretende sea enddgena, por lo que
se ha desacreditado (més no descartado) al &cido quinurénico y en contraparte se ha reforzado

al 2-acil LPA, que ademads se encuentra presente en SN.

Paralelamente a la identificacion del LPI como el ligando enddégeno de GPRSS;
anandamida, 2-araquinodoilglicerol y N-palmitoiletanolamina mostraron afinidad por el
receptor GPRS55 siendo estas moléculas endocannabinoides y postulando la posibilidad a que
GPRS55 pudiera ser un nuevo receptor a cannabinoides diferente a los clasicos CB; y CBa,
(Ryberg et al.,, 2007), sin embargo; este receptor es afin a moléculas que no son
cannabinoides y esto vuelve controversial el hecho de considerarlo como un nuevo receptor

cannabinoide.

En la actualidad se contintia explorando el potencial terapéutico de GPR35 y GPRS55
incluso en areas independientes al SNC. Se ha sugerido que GPR35 tiene un potencial
cardioprotector, previene de la falla cardiaca y de la arteriosclerosis, mejorar las condiciones
en pacientes con sindrome metabdlico y en conjunto con el GPR55, modula la inflamacion y
dolor neuropatico (MacKenzie et al., 2011). Sin embargo; ambos receptores se ven
involucrados en progresion de algunos tipos de cancer por lo que es de gran relevancia

continuar con las investigaciones sobre GPR35 y GPRS55.

1.2 RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINA G (GPCRs)

La deteccion de las sefales extracelulares desencadena una transmision intracelular
caracterizada por la activacion cascadas de sefalizacion que tiene como destino final la
modulaciéon de algin proceso molecular en el nucleo, reticulo endoplasmatico, sintesis de

factores de transcripcion, movilizacion de calcio intracelular, etc., (Okada et al., 2001).

Los receptores acoplados a proteina G (GPCRs) son un tipo de proteina receptora con
unidades proteicas transmembranales acopladas a un heterotrimero de subunidades a, By v.
Todos los receptores pertenecientes a este grupo comparten una misma estructura de siete
dominios conformados en una a- hélice. El nombre que de este tipo de receptores se debe a

la activacion de proteinas heterotriméricas guaniladas de union a nucledtidos denominadas
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proteinas G. Esta super familia de receptores se conforma por 950 genes conocidos del
genoma humano de los cuales 500 tienen que ver con funciones sensoriales (Palczewski,
20006). E1 60% de las drogas comerciales existentes estan dirigidas para uno o varios de los
receptores GPCR ya caracterizados, sin embargo, de los casi mil receptores,

aproximadamente cien GPCR no tienen un ligando endégeno conocido (Reggio & Shore, 2015).

Los GPCR tienen una elevada importancia, ya que se encuentran expresados en las
membranas celulares de todos los tejidos del cuerpo humano. Ademas, los GPCRs median
las respuestas a la mayoria de las hormonas, metabolitos, citoquinas, neurotransmisores y
son usados como objetivos terapéuticos para el tratamiento de fisiopatologias (Basith et al.,

2018).

A pesar de las funciones y estructuras tan diversas que presentan estos receptores, todos
los tipos de GPCRs tienen en comun regiones estructurales altamente conservadas que
permite realizar una clasificacion en funcion de dichas secuencias. Actualmente, se clasifican
en las seis clases A, B, C, D, E y F. La clase A corresponde a los receptores del grupo de la
Rodopsina y es el grupo mas importante porque contiene al 80% de todos los GPCRs en
humanos, la clase B se refiere a los receptores acoplados a proteina G del grupo receptor de
secretina, el grupo C corresponde a los receptores mas complejos glutamatérgicos
metabotrdpicos y a los receptores GABA, la clase D a receptores sensibles a feromonas
(sobre todo en artropodos), la clase E corresponde a receptores cAMP y una ultima
clasificacion F que es la mds pequefia y tiene que ver con la via de sefializacion Wnt
encargada de la polarizacion celular durante el desarrollo embrionario (Davies et al., 2008).
Se hace especial énfasis en a la familia de receptores de la rodopsina (Los GPCR de la familia
A) siendo el referente estructural que ha servido para el estudio y prediccion de las
caracteristicas de otros GPCR (Fotiadis et al., 2006). El receptor de la rodopsina se encuentra
localizado en la retina, de manera especifica en las estructuras celulares en forma de baston
del disco interno de las estructuras fotorreceptoras siendo los fotones el ligando de este

receptor.

1.2.1  Farmacologia y Fisiologia del receptor GPR35
El receptor acoplado a proteina G 35 (GPR35) es un receptor transmembranal

perteneciente a la Clase A de receptores de la rodopsina y es uno de los tantos receptores que
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desde su descubrimiento en el afio de 1998 cuenta con informacion limitada pues no se ha
definido su ligando endogeno y permanece en el estatus de receptor huérfano. Esto tltimo lo
convierte en un objetivo atractivo con un posible potencial terapéutico en los 6rganos y
sistemas en donde se expresa como lo es el sistema nervioso, intestino, sistema inmune y
sistema cardiovascular. Este receptor fue descubierto en el cromosoma 2q37.3 en el ser
humano con dos isoformas: GPR35a y GR35b, la primera variante tiene una secuencia de
301 aminoacidos y la segunda tiene una extension adicional de 31 aminoacidos y se le ha
encontrado en algunas lineas de cancer. De acuerdo con el grado de expresion,
mayoritariamente se le ha encontrado en: colon, en el bazo, en la membrana de células
inmunes, en la raiz dorsal y con una menor expresion en el estdmago, musculo esquelético,
tejido adiposo, higado y el timo, mientras que, en el cerebro, en el corazén y médula espinal

tiene una expresion moderada (MacKenzie et al., 2011) .

En sistema nervioso hay altos niveles de del GPR35 en el ganglio de la raiz dorsal de la
rata lo cual sugiere que este receptor es un objetivo terapéutico atractivo para la investigacion
en el dolor, pues se ha hipotetizado que al igual que el receptor TRPV1 el GPR35 también
podria modular la hiperalgesia, la inflamacion y el dolor neurogénicos. Por otro lado, la
presencia de este receptor en el hipocampo detectada por un ensayo histolégico de
inmunofluorescencia y a través de la medicion de los potenciales de accion generados de
manera espontanea y en la presencia de agonistas del GPR35, se observé una disminucion
en dichos potenciales de acciéon por lo que pudiera tener un efecto inhibitorio en la
comunicacion neuronal y por ende un efecto deletéreo en la funcion hipocampal como podria

ser alteraciones en memoria espacial (Alkondon et al., 2015).

Estudios moleculares recientes sobre este receptor establecen diferencias claras entre
hGPR35 y mGPR lo que repercute directamente con una gran diferencia de la farmacologia
entre las variantes especie dependiente de este receptor. Con respecto a la homologia del
receptor GPR35 de rata y de raton comparado con el GPR35 de humano se tiene una
alineacion del 72 y 73%, respectivamente. Esto significa que muchas de las veces el estudiar
el GPR35 para el desarrollo de firmacos en modelos murinos no es la mejor via para el
descubrimiento de nuevos farmacos con potencial terapéutico, como en el caso del derivado

del triptofano; el acido quinurénico que al entrar en contacto con el GPR35 del ser humano
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es al menos 40 a 100 veces menos potente que a comparacion del GPR35 que se expresa en
rata (Quon et al., 2020). Este metabolito resulta ser controversial dado que se pretende
establecer como el ligando endogeno del GPR35. Sin embargo, se requieren concentraciones
desde 7 uM hasta 66 uM para activar el receptor, pero, son demasiado elevadas como para
ser producidas por la via enddgena y este es el principal motivo que se opone cuando se trata

de definir al 4cido quinurénico como ligando endégeno (Alkondon et al., 2015)

Al igual que el receptor GPRS5S5, la respuesta del receptor GPR35 es dependiente del tipo
de ligando pues para el caso de la Lodoxamida, el cual es un potente agonista y en la clinica
se usa como un estabilizador de mastocitos para el tratamiento de la conjuntivitis alérgica,
tiene un caracter equipotencial tanto en el GPR35 de rata como en el GPR35 de humano.
Este receptor en el hipocampo al ser activado desencadena una via de sefalizacion de
proteinas G inhibitoria en la que las subunidades B y y seran las encargadas de inhibir a la
neurotransmision por la inhibicion de los canales idnicos de calcio dependientes de voltaje
VDCC con la subsecuente reduccion del flujo de calcio hacia el interior de la neurona
presindptica y, por ende, interrumpiendo el proceso de neurotransmision (Mackenzie &

Milligan, 2017).

Figura 3. Vias de sefalizacion de GPR35 Gai, y Gz (Mackenzie & Milligan, 2017).

La inhibicion de este receptor se da por accion del antagonista sintético dcido 6-bromo-

8-(2,6-difluoro-4-metoxibenzamido)-4-oxo-4H-chromeno-2-carboxilico o por sus siglas
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resumidas ML194 cuya concentracion efectiva de inhibicion ECso es de 5.54 nM (Thimm et

al., 2013b).

1.2.1.1  Participacion del GPR35 en eventos fisiopatologicos

La literatura se refiere a GPR35 como el receptor de reciente descubrimiento en el que
sus efectos fisiologicos y/o usos terapéuticos son poco conocidos. Sin embargo, mucho se ha
investigado en afios recientes; tal como nuestro estudio que aporta con nuevos hallazgos de
GPR35 en SNC al manipularse farmacologicamente, a la par de otros estudios en los que se

evaluaron sus efectos fisiologicos no solamente a nivel de sistema nervioso.

Para analizar tales efectos hay que tener en cuenta el grado de expresion de GPR35, es
decir, su distribucion en los diferentes tejidos y sistemas de 6rganos del cuerpo. Segun datos
del Human Protein Atlas y los reportados por (Reggio & Shore, 2015), GPR35 se expresa en el
tracto gastrointestinal, higado, sistema inmune, sistema nervioso central y el sistema
cardiovascular, por ende, GPR35 no solamente podria desempear funciones nerviosas sino

también metabolicas, de cardioproteccion, vasculares y fisiopatologicas.

Cuando se comenzd a investigar el ligando enddogeno de GPR35, el 4cido quinurénico
fue la molécula propuesta y ademads se tuvo el antecedente de que se trata de una molécula
neuroprotectora por accion de diferentes receptores, pero que pudiera también estar actuando
por la via del GPR35 para modular eventos excitatorios nocivos a nivel de sistema nervioso
central y la periferia (Divorty et al., 2015), lo que es razonable dada la via de sefalizacion
(Guais) inhibitoria previamente descrita para este receptor. Sobre la misma linea del acido
quinurénico, se ha relacionado a la via metabolica de la quinurenina con la progresion de
diabetes mellitus (Koziet & Urbanska, 2023) como una posible alternativa terapéutica para el
tratamiento del padecimiento en donde previa activacion de GPR35 por el 4cido quinurénico
se desencadenan efectos antiinflamatorios y una reduccion en la resistencia a la insulina. Los
eventos detras de los efectos antiinflamatorios son una disminucion en la expresion de TNF
(Factor de Necrosis Tumoral), de la expresion de interleucina-4 (IL-4) y a-defensinas y la
fosforilacion de la cinasa activada por AMP (AMPK) que trae una reduccion en la resistencia
a insulina ya que esta enzima es importante para la homeostasis del metabolismo

mitocondrial cuando bajos niveles de ATP existen a nivel intracelular, incrementa el
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catabolismo y adicionalmente regula los mecanismos celulares de autofagia y apoptosis en

c¢lulas musculares y adipocitos (Herzig & Shaw, 2018).

La reciente asociacion entre el sistema cardiovascular y el GPR35 pudiera ofrecer una
nueva alternativa terapéutica para las enfermedades cardiovasculares, mejorando la funcion
de las células del endotelio y la homeostasis hemodinamica. El GPR35 ha demostrado inhibir
la expresion de la enzima guanosina trifosfato ciclohidrolasa I (GCHI1) esencial para la
sintesis de la tetrahidrobiopterina (BH4) que a su vez es importante como cofactor de la
enzima oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS). Tales eventos traen consigo una inhibicion
en la formacion de oxido nitrico y por ende una disrupcion en la funcion endotelial,
alteraciones en el tono vascular y un incremento en la presion sanguinea (sistolica en ratones
macho). Se ha propuesto que un bloqueo con antagonista de GPR35, podria ser benéfico para
tratar enfermedades como la arteriosclerosis e hipertension y de esta manera prevenir la
enfermedad cardiaca. El efecto vasodilatador no es el tinico observado, pues se ha visto que
en ratones con GPR35 silenciado genéticamente, hay una mayor proliferacion y migracion
que a comparacion de la cepa silvestre, sugiriendo que la inhibicion o bloqueo de GPR35 en
células del endotelio incrementa la angiogénesis in vivo proponiendo tentativamente una via
de senalizacion Gaiz/13 ya que se ha visto que la delecion de RhoA/Rho-cinasa promueve la
vasodilatacion del endotelio (H. Li et al., 2021), sin embargo, también se ha reportado que
RhoA/Rho-cinasa promueve la inhibicion mediada por Angiotensina II sobre BH4 en las
células endoteliales de los vasos sanguineos provocando una baja vasodilatacion mediada
por NO (Zhang et al., 2012) y que ademas, una inhibiciéon del GPR35 no desencadenaria la
via de mensajeria Rho que también es importante para los procesos de proliferacion y
migracion celulares (P. Guo et al., 2022). Estos hallazgos deben de ser investigados mas a
fondo para elucidar con precision el mecanismo por el cual GPR35 estaria mediando los
efectos de proliferacion y migracion de las células endoteliales, asi como los de
vasodilatacion o bien si existe una intercomunicacion con mecanismos alternos atn no

descubiertos.

Se sabe que GPR35 puede seguir vias de sefalizacion Gaio, Gai2/13 y/0 Gag1 (H. Lietal.,

2021; Reggio & Shore, 2015) y la ocurrencia de una via (o conjunto de estas en mayor o menor
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medida entre si) depende de propiedades intrinsecas del receptor cuando se acopla a un
agonista y a esto se le conoce como agonismo sesgado. Las vias de senalizacion Gaiz y Gaiz
comparten un 67% de similitud en su secuencia de aminoécidos y tienen segundos
mensajeros en comun lo que da cabida a que se den entrecruzamientos entre ambas. Actuan
principalmente a través del mensajero RhoA, RhoGEF, y/o MAPK cuyo objetivo es la
activacion de factores transcripcionales como MMP-2, NF-«f3, FAKy YAP/TAZ con efectos
en la proliferacion, migracion, diferenciacion, invasion y supervivencia celular (P. Guo et al.,
2022), por otro lado, la via de Gag/11 modula dos efectos que son la movilizacion de calcio
intracelular por la formacion de IP3 (importante en eventos de neurotransmision) y DAG por
la accién de la PLC, este tltimo favorece la fosforilacion de la proteina cinasa C (PKC) que
a su vez fosforila a la fosfolipasa D que activa a la proteina cinasa de fibrosarcoma (Raf-1) a
la proteina tirosina cinasa (SRC) y la proteina cinasa activada por mitogeno (MAPK)
encargadas de la liberacion de factores de trascripcion como c-Fos y c-Jun, pero que en
células cancerigenas puede inhibir la proliferacion celular por la disminucion de factores de
trascripcion como lo son el factor de crecimiento epidermal (EGFR) y el factor de

crecimiento asociado a la insulina (IGF-1R) (AGUILAR-ROJAS et al., 2016).

El acido lisofosfatidico (LPA), agonista de GPR35 activa vias de sefalizacion Goio/i3
participando en el desarrollo de nuevos vasos sanguineos por lo que podria estar involucrado
en la angiogénesis en tumores cancerigenos. Adicionalmente, la activacion de factores como
Rho, MAPK y ERK regulan la proliferacion, migracion celular y reordenamiento del
citoesqueleto (P. Guo et al., 2022). MAPK una vez se fosforila por activacion del receptor,
fosforila a la ERK %2 provocando la translocacion de esta ultima cinasa al nicleo para la
fosforilacion de los proto-oncogenes c-fos, c-jun y c-Myc. La sefializacion MAPK/ERK
también favorece a vias extracelulares como la via del factor de crecimiento vascular

endotelial (VEGF) importante en la angiogénesis tumoral (Y. Guo et al., 2020).

Un posible ligando del GPR35 diferente a los ya mencionados es la citocina quimiotactica
CXCL17 expresada en las mucosas y algunos tipos de tumores. Las citocinas de este tipo se
encargan de reclutar y activar factores inmunes, participando en enfermedades de este
sistema, afectaciones inflamatorias y estan involucradas en carcinogénesis porque se sabe

que participan en regular la migracion, proliferacion y diferenciacion celular (Y. Li et al.,
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2022). La citocina CXCL17 favorece a la angiogénesis al conocérsele también como la
citocina -1 relacionada al factor de crecimiento endotelial y al GPR35 alternativamente como
CXCRS8 por tener como ligando a esta citocina (Maravillas-Montero et al., 2015).
Recientemente se ha propuesto que la sobreexpresion del eje CXCL17/GPR35 participa en
el agravamiento de algunos tipos de cancer como en el cancer colorrectal y cancer de mama
al encontrarse a las dos proteinas altamente expresadas en muestras de tejido de cancer de
colon y de cancer de mama pero, la elevada presencia de esta proteinas en un mismo tejido
no es suficiente para establecer una asociacion entre estas y que dicha asociacion tenga una
repercusion directa en la prognosis del cancer de colon y/o de mama. Se ha encontrado que
el incremento o decremento en la expresion de CXCL17 y de GPR35 no es simultanea (Yao
et al., 2020) y por ende no se puede establecer una asociacion directa entre ambas proteinas
en la progresion del cancer. Aunado a esto, se ha demostrado que CXCL17 actua por
mecanismos alternos y/o independientes a GPR35 al fallar en la induccidon de migracion de
células expresando GPR35 (Binti Mohd Amir et al., 2018; S.-J. Park et al., 2018). El
mecanismo por el que GPR35 participa en la progresion de cancer, sobre todo cancer de
colon es al formar un complejo de sefializacion con la bomba Na/K-ATPasa ya que, ademas
de mantener el balance de electrolitico de la célula, tiene la capacidad de formar un complejo
de sefializacion con las tirosinas cinasas de la familia Src que a su vez activan diferentes rutas
como Ras/Raf y ERK1/2(Tian et al., 2006). Previamente se menciond que el GPR35 tiene
una actividad basal o tono a nivel de SNC, este tono se manifiesta en otros tejidos como el
colon en donde GPR35 activa de forma independiente de ligando con la bomba Na/K-
ATPasa, activando el complejo de sefializacion Na/K-ATPasa-Src (Kaya et al., 2021). El
GPR35 en situaciones en las que se encontrase sobreexpresado traeria consigo una
desregulacion del complejo de senalizacion Na/K-ATPasa-Src-ERK1/2 provocando
alteraciones en la proliferacion, migracion celular y que ademas se ha reportado que GPR35
también se ve involucrado en la liberacion de factores que promueven la adhesion y
migracion transendotelial de monocitos como la molécula de adhesion celular-vascular 1
(VCAM-1) cuya induccion es dependiente de GPR35 y que en conjunto con la fosforilacion
de ERK % es critico para la activacion endotelial y angiogénesis. Esto demuestra el potencial

papel terapéutico del GPR35 como alternativa para el tratamiento de algunos tipos de cancer
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al ser bloqueado farmacoldgicamente para la reduccion del tamafio de tumores (Pagano et

al., 2022; Schneditz et al., 2019).

1.2.2  Farmacologia y Fisiologia del receptor GPR55

Una vez decodificado el genoma humano a finales de la década de los noventa, se
descubrié al GPRS5S5 y su afinidad hacia moléculas cannabinoides y lisofosfolipidos como
anandamida y lisofosfatidilinositol (LPI) (O’dowd et al., 1998). Se trata de un receptor cuyo
locus se encuentra en el cromosoma humano 2q37 y que contiene una secuencia codificante
de 319 aminoacidos. Este se encuentra altamente expresado en las glandulas adrenales, en el
intestino, en el bazo y en el sistema nervioso central encargandose de la regulacion de muchos
procesos fisioldgicos de variada naturaleza como: la hiperalgesia, la respuesta inflamatoria,
la modulacién del sistema cardiovascular y un posible papel en la proliferacion de algunos

tipos de cancer (Moriconi # et al., 2010).

GPRS5 pertenece la familia de receptores A de la rodopsina. Farmacologicamente, se
considera un receptor cannabinoide putativo pese a su bajo porcentaje de homologia con los
receptores cannabinoides cldsicos. Con el receptor CB1 mantiene un porcentaje de homologia
del 13% y con CB: un porcentaje de homologia del 14%. Se le ha intentado incorporar con
los receptores endocannabinoides clasicos por su afinidad a ligandos de naturaleza
cannabinoide como: la anandamida, el A°-THC y 2-AG, cannabidiol y palmitoiletanolamida
(Moriconi # et al., 2010). El hecho de tener afinidad moléculas no cannabinoides como el
Lisofosfatidilinositol (LPI), favorece a la continuidad del debate. GPRSS5 se caracteriza por
tener un agonismo sesgado ya que dependiendo del agonista se podrian desencadenar
diferentes tipos de vias de sefializacion con diferentes repuestas, sobre todo a nivel de factores

de transcripcion (Figura 4) (Ross, 2009).

El GPRS55 tiene diversas vias de sefalizacion entre las que destacan Gog/11y Gaiz/iz cuya
segunda mensajeria se distingue por la activacion de diferentes proteinas y segundos
mensajeros que favorecen la expresion de genes. Proteinas como RhoA, Proteina cinasa
activada por mitogeno (MAPK), RhoGEF, entre otras estan asociadas a Gai2/13y la Proteina
cinasa C, la fosfolipasa C y la expresion de factores de la respuesta celular como Raf,
asociados a Gag11. Ambos tipos de vias mantienen intercomunicacién y convergen en la

liberacion de calcio intracelular del reticulo endoplasmatico (Falasca & Ferro, 2016b).
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Fendémeno que es importante para el acoplamiento de las vesiculas con NT a la membrana

plasmatica, por lo cual, este fendmeno es importante para la comunicacion interneuronas.

Figura 4. Vias de sefalizacion que sigue GPR55 una vez es activado por alglin agonista como el LPI y cuyo
paso final es la expresion de diferentes genes involucrados con migracion, proliferacion y diferenciacion
celular (Falasca & Ferro, 2016a).

El ligando endogeno de GPRSS5 es el L-a-Lisofosfatidilinositol (LPI) y se trata de un
lipido bioactivo que potencia la via de sefializacion Gai2/13 y que promueve la movilizacion
de calcio intracelular y de factores de transcripcion como NFAT vy la fosforilacion cinasas
como RhoA, PKA y ERK ' que son importantes para la diferenciacion, migracion y
proliferacion celular. El tipo de sefalizacion es Gai2/13 y Gogii, la ocurrencia de una u otra
via dependera de factores como la localizacion del receptor en un tejido determinado, el
ligando que interaccione con el receptor y ademads de que se puede dar una intercomunicacion
entre vias (Yamashita et al., 2013). El mecanismo Gai3y Gog11 para la liberacion de calcio
es similar y parte de la activacion de la fosfolipasa C (PLC) para la sintesis de inositol
trifosfato (IP3) a partir de los lipidos de membrana el cual se transloca al reticulo
endoplasmatico y favorece la liberacion de calcio intracelular (Henstridge et al., 2009), la
movilizacion del calcio intracelular activa a cinasas dependientes de Ca*? como la PKC que

resulta en la fosforilacion de ERK que se ha visto es importante en algunos sistemas de
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neurotransmision como por ejemplo en los de facilitacion a largo plazo (Belcheva et al.,

2002).

LPI tiene una potencia por GPR55 de pECsode 5.5 a 7.3, es decir, una ECso, de 50.12 nM
a 3.162uM (Henstridge et al., 2010). Para fines de investigacion se han propuesto diferentes
agonistas y antagonistas con alta selectividad al receptor como lo son los compuestos
sintéticos ML-184 (CID2440433) y CID16020046, respectivamente cuyas potencias por el
receptor son de pECso de 6.6 y pAzde 7.3, respectivamente (Kargl et al., 2013b; Kotsikorou
et al.,, 2011). Por otro lado, existen ligandos mdas convencionales a los que el organismo
pudiera estar expuesto como lo son el A>~THC y el CBD siendo agonista y antagonista

cannabinoides para GPR55 (Pertwee et al., 2010; Ryberg et al., 2007b).

1.2.2.1  Participacion del GPR55 en eventos Fisiopatologicos

El GPR5S5 se encuentra expresado en sistema nervioso, glandulas adrenales, en el tracto
gastrointestinal, pulmones, tutero, higado, vejiga, rifiones, huesos y en el sistema inmune

(Reggio & Shore, 2015).

Como ya se ha revisado, el GPRS55 se acopla a proteinas Gog/11, Gaiz/13 que incrementa la
concentracion de Ca™ intracelular, fosforila a ERK, proteina RhoA y también modula
algunos efectores nucleares como NFAT. En el SNC este se expresa en la corteza prefrontal,
hipocampo, cerebelo, médula, tallo cerebral, hipotalamo, cuerpo estriado y PAG (Deliu et
al., 2015) la movilizacidon de calcio intracelular participa en el acoplamiento y liberacion
vesicular de glutamato teniendo un efecto contrario a los receptores inhibitorios sobre la
actividad neuronal (A. Marichal-Cancino et al., 2017) como es el caso del GPR35 que como
ya se reviso, reduce los flujos de calcio y por ende evita la liberacion de neurotransmisores
vesiculares. En SN ha crecido el interés por los efectos del GPR55 en la modulacion de
eventos fisioldgicos y/o fisiopatologicos como la neuroinflamacioén altamente relacionada
con la aparicion de la enfermedad de Parkinson y Alzheimer y en la modulacion del dolor.
La neuroinflamacion se origina en la microglia en donde se da la respuesta del sistema
inmune innato a nivel del SNC y se mantiene la homeostasis metabdlica. EI GPR55 estéd
expresado en células de la microglia e inmunitarias como los monocitos y células NK

existiendo una relacion directa con los procesos inflamatorios y tal parece que el bloqueo del
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GPRS5 con el agonista inverso KIT17, reduce citocinas proinflamatorias como IL-6 y TNF-
a en la microglia y alternativamente se propone otro mecanismo en el que el GPRS5 podria
estar interfiriendo con la activacion de prostaglandinas microsomales (mPGES-1) y
ciclooxigenasa-2 (COX-2) evitando la progresion de la neuroinflamacion pero, se requieren
mas estudios para dar con el mecanismo exacto de como el bloqueo del GPR55 podria estar
actuando (Saliba et al., 2018). Por otro lado, la activacion del GPR55 con el agonista O-1602
en células germinales neurales del hipocampo surte un efecto neuroprotector en modelos de
induccion de la inflamacion con IL-1p reflejado por un incremento en la neurogénesis por lo
que la funcién antiinflamatoria del GPR55 (Hill et al., 2019) podria estar influenciada por un

agonismo sesgado.

El GPRS55 participa en eventos fisiopatologicos cuando se encuentra sobreexpresado.
Similar al GPR35, el GPR55 se ve involucrado en la progresion de diferentes tipos de cancer
como el cancer pancredtico, el cancer de mama, cancer de ovario y cancer de colon, en donde
el GPRS55 se ha encontrado sobreexpresado y que a su vez el grado de expresion correlaciona
con la agresividad del tipo de cancer, ya que cuando este es silenciado se presenta una baja
en la proliferacion y que cuyos efectos proliferativos estan mediados por la fosforilacion de

ERK1/2 (Hasenoehrl et al., 2019).

El eje LPI/GPRS5S5 participa activamente en la proliferacion y migracion celular. E1 LPI
es un agente mitdgeno que al interactuar en la matriz extracelular con el GPR55 desencadena
cascadas de sefializacion que estimulan el crecimiento celular, migracion e invasion celular.
Las vias de senalizacion asociadas a Gagq y Gaiz13 provocan efectos proliferativos, de
migracion e invasion por la liberacién de Ca*? intracelular previa activacién de la PLC y
sintesis de IP3. La activacion de PLC se da por la fosforilacion promovida por ROCK cuando
se da una via Gay2/13 y directamente por las subunidades de Gog cuando el agonista es LPI.
El calcio tiene un efecto activador sobre diferentes proteinas cinasas como PKC, factores de
transcripcion como NFAT, y modificaciones en el arreglo del citoesqueleto. La activacion
de la PKC cataliza la fosforilacion de MAPK y que a su vez esta activa a ERK1/2 que
favorece la expresion de CREB y NF-«kf, dos reguladores de la transcripcion importantes en

respuestas como proliferacion, supervivencia, diferenciacion, progresion de tumores,
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angiogénesis, inflamacion y metastasis (Falasca & Ferro, 2016b; M. Park & Hong, 2016; Wen et
al., 2010). Ademas de los ya mencionados, el gen p38 también se activa y favorece la

progresion de angiogénesis (Falasca & Ferro, 2016b).

La disrupcion de cualquiera de estas vias favorecidas por las subunidades a Gog y Goiz/13
se lleva a cabo con el uso de antagonistas para el GPRS55 tal es el caso del CID16020046,
antagonista sintético selectivo con una ICso de 0.50 uM que es capaz de inhibir a expresion
inducida por LPI de los factores reguladores en la trascripcion como NF-kf y NFAT
disminuyendo de esta manera la proliferacion, migracidon y supervivencia celular de tumores

(Falasca & Ferro, 2016b).

1.3  LAS BASES NEUROFISIOLOGICAS DEL APRENDIZAJE Y DE LA MEMORIA
1.3.1  Potenciacion a largo plazo (LTP)

La memoria y el aprendizaje tienen su origen en cambios neuroplasticos como
consecuencia de estimulos intrinsecos y/o extrinsecos sobre el SN. El aprendizaje es el
proceso en el que estos estimulos o experiencias cambian a nuestro sistema nervioso y que
finalmente se ven reflejados en la manifestacion de la conducta. Existen diferentes tipos de
aprendizaje y los principales son: el aprendizaje perceptivo en el cual se destaca la capacidad
del reconocimiento de los estimulos que se han percibido antes, el aprendizaje estimulo-
respuesta que consiste en ejecutar una respuesta o conjunto de estas en funciéon de un
determinado estimulo y el aprendizaje motor que asocia a los sistemas sensitivos y motores.
La memoria ha sido definida en un inicio como la capacidad de retencion de informacion en
el sistema nervioso y una vez se requiera, esta informacion puede ser evocada. La memoria
al igual que el aprendizaje son fendmenos que tienen su origen en los procesos neuroplésticos
que suceden en el sistema nervioso y por ende se trata de una retencion de informacion
dinamica, que puede cambiar en un determinado tiempo y esta en funcion de nuevos
estimulos o por la ausencia de otros; interviniendo procesos de reforzamiento de la sinapsis

que se explican a continuacion.

La induccidn a la potenciacion a largo plazo (LTP) propuesta por Donald Hebb (1949)
como la base celular del aprendizaje consiste en el fortalecimiento de una sinapsis débil

cuando la neurona postsinaptica genera potenciales de accion de manera repetida y que fue
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comprobada por Lomo (1996) en la circunvolucion dentada el hipocampo al observar la un
incremento a largo plazo en la intensidad de los potenciales excitatorios postsindpticos
producto de estimulacion eléctrica. La LTP asociativa permite reforzar vias neuronales
débiles de estimulos no condicionados durante un aprendizaje estimulo-respuesta y una vez

dicho circuito neuronal se refuerza pasa a ser un estimulo condicionado (Bliss & Lgmo, 1973).

La bioquimica de la potenciacion a largo plazo asociativa se ve fuertemente influenciada
por la participacion de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) en una primera fase, en
el hipocampo. Este es un receptor tipo canal, ionotropico, no selectivo dependiente de voltaje
y de su ligando el glutamato. Para que se instale la LTP es necesaria la ocurrencia de dos
procesos al mismo tiempo: una estimulacion con un ritmo rapido para la despolarizacion de
la neurona y la presencia del neurotransmisor glutamato en una espina dendritica ya
despolarizada. La estimulacién de la neurona a alta frecuencia o por alguna otra sinapsis
fuerte provocara que en la neurona piramidal en el hipocampo despolarice fuertemente y sea
suficiente para poder despolarizar también a sus dendritas para después fortalecerlas como
producto de la propagacion de una espiga dendritica. Los receptores NMDA son activados
por el glutamato en la espina dendritica despolarizada en la neurona piramidal del
hipocampo, es importante que la espina dendritica esté despolarizada para que el receptor
pueda admitir el flujo de iones, puesto que este en su estado basal se encuentra bloqueado
por un atomo de Mg*? y solo se desaloja en la presencia de carga. Una vez se activa el receptor
se da la entrada de calcio extracelular que activa a la enzima calcio calmodulina cinasa tipo
IT (CaM-KII) y es fundamental para la translocacion de los receptores AMPA a la membrana
postsinaptica. Recordemos que los receptores AMPA son canales ionotropicos para sodio
activados por glutamato y cuando se abre el canal, producen PEP, por lo que a una mayor
cantidad de receptores AMPA, se produce una mayor cantidad de PEP’s y se forma una
sinapsis fuerte (Figura 5a). También ocurren cambios presinapticos por la enzima 6xido
nitrico sintasa (NO-sintasa) activada por el calcio, una vez este ingresa por la apertura del
receptor NMDA en la dendrita postsinaptica. En esta, se sintetiza a partir de la arginina 6xido
nitrico (NO) que difunde en sentido retrogrado al axén presindptico y provoca un incremento
en la libracion de glutamato, contribuyendo al fortalecimiento de la sinapsis (Figura 5b)

(Carlson, 2005).
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Figura 5. (A) Secuencia para el fortalecimiento de una sinapsis, una sinapsis fuerte en una neurona
despolarizada genera una espiga dendritica que se expande a las otras dendritas y aquellas sinapsis débiles
activas en las que haya presencia de glutamato, se fortaleceran. (B) Esquema del espacio sinaptico con el

mecanismo bioquimico para el fortalecimiento de la sinapsis, ndtese el mecanismo propuesto para la sintesis
presinaptica del glutamato (Carlson, 2005).

1.3.2  Via CREB: expresion génica para el fortalecimiento de la sinapsis y formacion de la memoria

Las estructuras anatomicas del cerebro involucradas directamente en la memoria
comprenden a las areas de asociacion sensorial como los lobulos parietales, lobulos
temporales y los 16bulos occipitales. El sistema limbico con el hipocampo, la amigdala y
areas asociadas que ayudan a la formacion de la memoria declarativa, las estructuras
subcorticales como los nucleos de la base, el cerebelo, putamen y partes del tallo cerebral
para la formacion de la memoria no declarativa (Boss, 1986). La memoria declarativa y no
declarativa, en conjunto, conforman al sistema de memoria de largo plazo el cual mantiene
informacion por largo periodos de tiempo e inclusive por toda la vida. La formacion de la
memoria a largo plazo se da en un proceso de tres etapas: (i) codificacion, (ii) consolidacion
y (iii) recuperacion. El proceso de codificacion consiste en la modificacion de la informacion
sensorial que llega al SNC para facilitar su almacenamiento, para la formacion de la memoria
a largo plazo se codifica en un formato de informacidon semantico en el cual se relacionan
conceptos y hechos con sus significados y en menor medida de manera visual o auditiva. El
proceso de recuperacion suele ser acompafniado de una imagen mental de lo que se recuerda,
sin embargo; solo se puede recuperar una fraccion de las memorias codificadas puesto que la

codificacion se realiza en diferentes vias por lo que muchas veces para evocar una memoria

32



hace falta un estimulo externo a manera de pista que permita llegar a la informacion que yace

codificada (Mujawar et al., 2021).

El proceso de consolidacion de la memoria a largo plazo es el paso mas complejo que
involucra un mecanismo dependiente de expresion génica con duracion de algunas horas y/o
dias. La via molecular de la proteina de respuesta de unién al elemento de cAMP (CREB)
ocurre en el hipocampo durante la consolidacion y es la via de plasticidad a largo plazo
altamente conservada entre diferentes especies para la formacion de la memoria (Bisaz et al.,

2014).

Como ya se reviso, en los procesos de aprendizaje ocurren cambios neuroplasticos a nivel
presinaptico con el cambio de la cantidad de glutamato liberado y cambios postsindpticos
estructurales con la adecuacion de la cantidad de receptores. La consolidacion de la memoria
esta directamente relacionada con la adecuacion estructural de la sinapsis y este proceso esta
mediado por CREB que es una via activada por tres ejes principales: por un GPCR, el ingreso
de Ca*? por canales dependientes de voltaje (VDCC y NMDA) y por los receptores de
tirosina-quinasa (RTK). Los tres mecanismos tienen como proposito la activacion y
reclutamiento de los factores de transcripcion CBP-CREB A los cuales se unen a la secuencia
promotora CRE para dar con la expresion de los genes tempranos-inmediatos (IEG’s) con
funcion reguladora en la estructura de la sinapsis en la terminal postsinaptica (Figura 6). Los
GPCR cuya via de sefalizacion descendente sea la AC-cAMP-PKA (i.e., Gas o Gaio)
activaran por medio de fosforilacion al factor de transcripcion CREB-A. El receptor a
tirosina-cinasa (RTK) moviliza a las cinasas PKB/AKT, ERK y a MAPK que se encargan de
fosforilar al factor de transcripcion CREB-A. Analogamente, el ingreso de Ca*? por los
receptores NMDA y VDCC, activa al factor de transcripcion CREB-A por la fosforilacion
de CaM-KII. Contrariamente a estos tres mecanismos, se encuentra CREB-R que compite
activamente con CREB-A por la secuencia promotora CRE, CREB-R impide la expresion
por la accion de la fosfatasa PP2A y que a su vez es inhibida por RTK, este ultimo proceso
estd finamente regulado y una desregulacion producto de la disrupcion de cualquiera de los
tres ejes antes mencionados provoca disfunciones en la consolidacion de la memoria y por el
contrario, una sobre expresion de la via, tiene efectos potenciadores en el proceso de

consolidacion. Los transcritos IEG’s producto de la activacion de CRE-CBP-CREB-A son
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las proteinas c-fos, jun, egr y NR4A y a pesar de que no se conoce con claridad el mecanismo
con el cual estas proteinas efectian el cambio estructural en la sinapsis, si se sabe que
interaccionan con subunidades de los receptores NMDA, AMPA, GABA y colinérgicos
(Kaldun & Sprecher, 2019).

Figura 6. Via CREB para la consolidacion de la memoria, las tres vias de activacion por (i) GPRCR, (ii) RTK
y (iv) NMDA y/o VDCC (Kaldun & Sprecher, 2019).

1.3.3  Memoria declarativa y no declarativa

La memoria, consiste en un fendémeno neuroplastico producto de los cambios y
fortalecimiento en la sinapsis y se definidé como la capacidad que se tiene para almacenar y
evocar informacion o una respuesta (Zlotnik & Vansintjan, 2019). En funcion de la respuesta
conductual observada se clasifica en dos tipos diferentes de memoria: la memoria declarativa

y la memoria no declarativa.

<

La memoria declarativa, explicita o informacional responde a la pregunta “;qué?”
estableciendo relaciones conscientes entre hechos y/o conceptos con sus respectivos
estimulos sensoriales, por tal motivo, la memoria declarativa se considera parte del sistema
cortico-limbico donde se ven involucradas las areas del hipocampo, la amigdala y las areas
de integracion para la informacion sensorial. La memoria declarativa se divide a su vez en la
memoria episddica (asociacion de eventos) y en la memoria semantica (asociacion de

hechos), de esta distincion, la memoria episodica esta referida a la evocacion de contextos

espaciales y temporales (Sharma et al., 2010).
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Figura 7. Clasificacion de la memoria declarativa, nétese la importante participacion del hipocampo en la
formacion de este tipo de memoria (Sharma et al., 2010).

La memoria no declarativa o de procedimiento se destaca por la ejecucion de un habito
sin estar plenamente consciente de qué es lo que se esta haciendo, mas bien, el “como”. El
tipo de conducta que se obtiene con la memoria no declarativa es el de una respuesta sin
asociacion consciente al estimulo contextual, requiere de varias repeticiones para que la
respuesta se instale. Las areas implicadas en la memoria no declarativa son la corteza motora
y algunas regiones subcorticales como los ganglios de la base. Alternativamente, la memoria
de trabajo o inmediata ha sido definida como la retencion consciente de informacion breve
como numeros, palabras, letras o frases cortas durante segundos después de haber sido
asimilada. La memoria instantanea es labil ante distractores y reside en las areas necesarias
para la atencion selectiva y la estructuracion temporal de actividades en la corteza prefrontal

(Boss, 1986).

14 LAS BASES NEUROFISIOLOGICAS DE LA ANSIEDAD

La ansiedad corresponde a un espectro de alteraciones psicoticas y fisiopatoldgicas
caracterizadas por la predominancia de un estado de alerta con una hiperactivacion del
sistema neurovegetativo (Carlson, 2005), provocado por alguna perturbacion o desbalance
en los centros anatomicos del sistema limbico responsables de las emociones relacionadas al
panico, escape y/o lucha. Los trastornos afectivos ansiosos son: el ataque de panico, trastorno
depresivo mayor, trastorno generalizado de ansiedad, ansiedad social y también, algunos

autores consideran al trastorno obsesivo compulsivo.
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La etiologia de la ansiedad es multifactorial y mantiene estrecha relacion con causas
neuroendocrinas, con los niveles de neurotransmisor y de receptores, alteraciones en la
anatomia funcional, naturaleza genética y estimulos condicionantes externos que pudieran

tener repercusion con cambios neuroplasticos a largo plazo (Martin et al., 2009).

1.4.1 La Neuroanatomia Funcional de la Ansiedad

Anatomicamente, la respuesta fisiologica y conductual de la ansiedad estd mediada por
estructuras especializadas del sistema limbico que estan interconectados entre si. La amigdala
como principal actor en la modulacion de respuestas al miedo y de agresion especificos para
cada especie, se encarga de la recepcion de informacion de los estimulos en su nticleo central
y eventualmente la estratificacion de esta informacion en funcién de la naturaleza del
estimulo en el nucleo basolateral. Se ve implicada en la formacion y evocacion de memorias
de estimulos aversivos al recibir aferencias del hipocampo, ademas mantiene comunicacion
con otras estructuras del SNC como corteza prefrontal, tdlamo e hipotdlamo y la area gris
periacueductal (PAG) que recibe aferencias del nucleo central de la amigdala y esta se
encarga de la funcién ejecutiva para luchar, escapar o bien inducir un estado paralizado;
parametros que funcionalmente pueden ser evaluados a través de la conducta y cuya
magnitud ofrecen indicios del estado ansioso. El talamo se encarga de la recepcion de los
estimulos auditivos, sensitivos, de olfato y gusto que posteriormente son enviados al nicleo
lateral de la amigdala para su procesamiento. El locus certleo es un intermediario importante
que permite medir la intensidad del estimulo al ser un centro noradrenérgico importante en
SNC y que mantiene una comunicacion activa con PAG y el nucleo central de la amigdala
por lo que dependiendo de si el estimulo es lo suficientemente aversivo, este incrementard la
cantidad de disparos activando a la amigdala y a las funciones ejecutivas de PAG, pero sobre
todo a las funciones de atencion dirigida de la corteza prefrontal (Steimer, 2002). Las areas
corticales superiores como lo son la corteza prefrontal y su porcidon ventromedial, asi como
la corteza orbitofrontal; tienen un efecto atenuador de modulacién cognitiva sobre la
respuesta emocional-ansiosa. Finalmente, la via neuroendocrina de respuesta al estrés que
comprende a la amigdala, a través de su nucleo central facilita la activacion del eje
Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) que lidera la respuesta neuroendocrina del estrés

(Figura 8) (Martin et al., 2009).
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1.4.2  El componente neuroendocrino de respuesta al estrés

La influencia de la ansiedad en la respuesta neuroendocrina que desempefa el eje
Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA), juega un papel crucial en la sintesis de
glucocorticoides como moléculas efectoras finales de respuesta al estrés sistémico y/o
neurogénico. Glucocorticoides como el cortisol en el ser humano y corticosterona en los
roedores, traen consigo modulaciones a nivel del metabolismo, sistema nervioso y sistema
inmune. La activacion del eje HPA por la amigdala comienza con la secrecion del factor
liberador de corticotropina (CRF) de las neuronas secretoras parvocelulares del nucleo
paraventricular del hipotalamo (PVN) y del nucleo periventricular del hipotalamo (PeVN),
el CRF llega a la adenohipofisis por la via portal hipotalamica-hipofisaria para liberar a la
hormona adrenocorticotropica (ACTH) que accede a torrente y libera glucocorticoides de la
corteza suprarrenal (Low, 2016) (Figura 8). El eje HPA mantiene un sistema de
retroalimentacion negativo a nivel de los receptores CRF1 de la pituitaria anterior (Martin et
al., 2009). A nivel de hipocampo, la inhibicidn es tonal y/o de retroalimentacién negativa por
la presencia de glucocorticoides que activan neuronas glutamatérgicas del subiculo ventral
del hipocampo que inervan a la porcidn posterior del nucleo del lecho de la estria terminal y
que este a su vez, mediante una via inhibitoria gabaérgica inhibe al eje HPA a nivel del nticleo
paraventricular (Fink, 2016; Ghasemi et al., 2022). El hipotalamo lateral favorece una
activacion simpatica cuando es activado por la amigdala via porcion anterior del nucleo del
lecho de la estria terminal ocasionando sintomas como taquicardia y un incremento en la
presion sanguinea por la estimulacion de la médula adrenal que trae consigo la liberacion de
catecolaminas. La hipertension inducida por estrés cronico se da por el incremento en la
actividad simpatoadrenal y la liberacion de NA que incrementa el tono vascular, la presion
sanguinea y el ritmo cardiaco, lo que aumenta el riesgo de padecer enfermedad
cardiovascular (Ayada et al., 2015). También se da una activacion parasimpatica durante
eventos de estrés o ansiedad patoldgica, promovida por el nicleo motor dorsal del vago que
establece comunicacion directa con el nucleo central de la amigdala e induce sintomas como
urinacion, defecacion y bradicardia (Steimer, 2002). El eje HPA tiene como molécula
efectora final en la corteza suprarrenal a los glucocorticoides y la presencia de estos

incrementan los niveles de glucosa en el torrente sanguineo via gluconeogénesis lo que a la
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larga ocasionan trastornos metabdlicos como la resistencia a la glucosa y eventualmente a la

diabetes mellitus (Yaribeygi et al., 2022)

Figura 8. Disposicion anatémica de los nicleos del sistema limbico involucrados en la respuesta ansiosa y la
via neuroendocrina de respuesta al estrés HPA.

1.4.3  Afectaciones comunes del estado de estrés

La hipertension inducida por estrés cronico se da por el incremento en la actividad
simpatoadrenal y la liberacion de NA que incrementa el tono vascular, la presion sanguinea
y el ritmo cardiaco, lo que aumenta el riesgo de padecer enfermedad cardiovascular (Ayada
et al., 2015). El eje HPA tiene como molécula efectora final en la corteza suprarrenal a los
glucocorticoides y la presencia de estos incrementan los niveles de glucosa en el torrente
sanguineo via gluconeogénesis lo que a la larga ocasionan trastornos metabolicos como la

resistencia a la glucosa y eventualmente a la diabetes mellitus (Yaribeygi et al., 2022)
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1.5 LA RELACION ENTRE LA ANSIEDAD CON EL APRENDIAZAJE Y LA MEMORIA

La relacion que existe entre la memoria y los estimulos estresantes que eventualmente
derivan en un cuadro de estrés neuroendocrino crénico como lo es la ansiedad estd bien
documentada. Se puede hablar de una fisiopatologia derivada de la prolongada exposicion a
una elevada concentracion de glucocorticoides en el organismo y el efecto deletéreo que
tiene sobre los procesos hipocampales de aprendizaje y memoria. Nuevos hallazgos de como
interactuan las alteraciones neurofisioldgicas y fisiopatologicas del estrés a nivel de sistema
limbico referido al aprendizaje y la memoria serdn explicados, asi como la propuesta de
como el GPR35 y GPRS55 pudieran contribuir a la contencion de los efectos deletéreos sobre

los procesos cognitivos hipocampales.

Como ya se explico previamente en el capitulo referido a la neurofisiologia de la
ansiedad, el estrés tiene una componente neural de recepcion de estimulos a nivel del talamo,
integracion en la amigdala, asociacion en corteza prefrontal, ejecucion en el area gris
periacueductal, modulacion hipocampal sobre la componente endocrina y, la componente
enddcrina mediada por el eje Hipotadlamo-Pituitaria-Adrenal en donde la molécula de

respuesta final son los glucocorticoides.

Los glucocorticoides son de gran importancia para procesos cognitivos de formacion
y recuperacion de la memoria por mecanismos genéticos y no genéticos. Los
glucocorticoides, siendo el cortisol en el ser humano y la corticosterona en modelos murinos
mantienen una relacion dosis respuesta dependiente en la formacion de la memoria
manteniendo un comportamiento de “U” invertida por lo que a bajas y a elevadas
concentraciones se tiene un bajo porcentaje de cambios en la neuroplasticidad facilitadores
para el aprendizaje y, cuando existen concentraciones moderadas de glucocorticoides se
suscita el maximo pico de cambios en la neuroplasticidad favorecedores para la formacion
de la memoria y del aprendizaje (Sandi, 2011). Ademas de la concentracidn, la exposicion
temporal prolongada a glucocorticoides tiene un efecto deletéreo en la actividad hipocampal

(Kandel, 2013).
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El mecanismo por el cual los glucocorticoides secretados afectan a los procesos de
formacion del aprendizaje y la memoria en el hipocampo es por la interaccién con rutas
glutamatérgicas excitatorias en las neuronas piramidales del hipocampo. Los
glucocorticoides afectan la transmisién neuronal excitatoria en el hipocampo por la
inhibicion en la recaptura de glutamato mediada por los receptores a glucocorticoides (GR)
y por un incremento la liberacién no gendémica de glutamato de la neurona presinaptica lo
que deriva en la acumulacion y posterior elevacion de la concentracion de glutamato en la
sinapsis. El glutamato acumulado interacciona con receptores AMPAR y NMDA lo que
provoca alteraciones en la homeostasis del calcio y debilitamiento de la potenciacion a largo
plazo por la inducciéon de una depresion a largo plazo. La subunidad GluN2B de los
receptores NMDA extrasinapticos actia cuando existe una acumulacion excesiva de
glutamato por la inhibicion de la recaptura de este neurotransmisor y provoca la endocitosis
de la subunidad de GluA2 (pero no en la subunidad GluAl) de los receptores AMPAR
provocando una depresion a largo plazo y la disminucion de la eficiencia sinaptica lo que
provoca una baja en los procesos neuroplasticos de formacion de memoria y aprendizaje

(Sandi, 2011).

Otra via que perjudica a la formacion de la memoria a causa de los glucocorticoides
e incluso mas importante desde el punto de vista toxicologico se da por la activacion
excesiva de los receptores glutamatérgicos, es decir, por excitotoxicidad. Un evento
excitotoxico de esta naturaleza implica una desregulacion en la homeostasis de calcio por
un incremento dramatico en la concentracion de calcio intracelular [Caif] y que finaliza con
una neurodegeneracion hipocampal. La muerte celular de las neuronas se da por la
activacion de diferentes cinasas con actividad sobre la disrupcion de la membrana celular,
modificaciones en el citoesqueleto, estrés oxidativo y factores de transcripcion apotdticos
(Marambaud et al., 2009), sin embargo, alteraciones en la homeostasis mitocondrial
promovidas por las altas concentraciones de [Cail] promueven una transicion en la
permeabilidad mitocondrial (MPT) referida a la pérdida a la membrana mitocondrial interna
y a la pérdida del potencial de membrana mitocondrial que deriva en la deplecion de la
sintesis de ATP y en la libracidon de factores proapototicos como: el citocromo C, factor

inductor de la apoptosis, endonucleasa G, etc (Bonora & Pinton, 2014).
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En el incremento de [Cai] y la neurodegeneracion hipocampal participan los
receptores NMDA, AMPAR vy los canales de calcio Cavl y Cav2.2 (Tipo L y Tipo N). Los
receptores NMDA y AMPAR al interactuar con el exceso de glutamato no recapturado y
liberado en exceso, mientras la neurona esté¢ despolarizada, permiten el ingreso de altas
cantidades de calcio extracelular por medio de los receptores NMDA vy, el receptor AMPAR
(Sandi, 2011) al asociarse con los canales de calcio Cav; (Tipo L) (Marshall et al., 2003) y
Cavz. (Tipo N) (Kang et al., 2006a) postsinapticos. Estos receptores desempefian un papel
importante en los procesos de potenciacion a largo plazo (Youn et al., 2013) y por ende de
facilitacion de la memoria y del aprendizaje, pero que, bajo las condiciones ya descritas
caracterizadas por una elevada concentracion de glucocorticoides, propician
excitotoxicidad. Existe la expresion de canales de calcio dependientes de voltaje Cavi y
Cavz. en hipocampo siendo los dos tipos de VDCC maés abundantes con una expresion del

45% y 25% respectivamente (Akaike, 1997).

El GPR35 tiene un efecto inhibitorio independiente de ligando, sobre los canales
Cavy ejerciendo una actividad reguladora negativa sobre los flujos de calcio en condiciones
basales, posiblemente teniendo una funcion reguladora de la actividad neuronal y
protegiendo de fenomenos excitatorios desregulados en el hipocampo. La inhibicion de la
actividad de los canales se lleva a cabo por su via de sefializacion asociada a proteinas Gaio
(J. Guo et al., 2008), cuyas subunidades y y 3 se acoplan a los canales de calcio dependientes
de voltaje interfiriendo con el flujo de calcio al interior de la neurona presinaptica
interfiriendo con el acoplamiento de las vesiculas presinapticas cargadas con glutamato y de
esta manera evitando su exocitosis o bien, evitando el ingreso de calcio en la neurona
postsindptica al inhibir los canales Cavi y Cavz2. La manipulacion farmacologica del GPR35
pudiera ofrecer una alternativa para el tratamiento de la neurodegeneracion hipocampal y
control de eventos excitatorios desregulados en el SN pero se requieren mas estudios al
respecto. Referido a la actividad de GPR55 en la respuesta del estrés y los posibles efectos
negativos que este pudiera acarrear, se pudiera manipular farmacologicamente desde antes
de llegar mas abajo en la via a nivel del eje HPA, precisamente en el area gris periacueductal
para interrumpir la respuesta al estrés mucho antes de que se dé la liberacion del cortisol.

Existe el antecedente en el que, al bloquear al GPR55 en PAG de ratas con abstinencia
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alcohdlica se observo un incremento en conductas ansiosas y agresivas (Vazquez-Leon et al.,
2021). Sin embargo, el mecanismo por el cual pudiera estar ejerciendo dicho efecto atin es

inexplorado.

Figura 9. Efecto del receptor GPR35 sobre los canales de calcio Cayz2 o de tipo-N (J. Guo et al., 2008; Kang
et al., 2006a).

1.6 PARADIGMAS PARA LA EVALUACION DE LA CONDUCTA EN LA RATA

1.6.1  El paradigma de laberinto de Barnes para la evaluacion del aprendizaje y la memoria espacial

El laberinto en Barnes para la evaluacion de la memoria espacial evaliia directamente a la
funcion hipocampal siendo el procesamiento de informacion facilitadora para el aprendizaje
y formacion de la memoria. El hipocampo integra a tres subregiones intercomunicadas entre

si como: el giro dentado (DG), el campo CA3 y el campo CA; (Kesner et al., 2004a).

El giro dentado y el area CA; son los encargados de la recuperacion y procesamiento de
informacion espacial. Esto puede ser cuantificado mediante pruebas conductuales especificas
como lo es en este caso el laberinto en Barnes que tiene como objetivo el evaluar el
aprendizaje espacial por medio del establecimiento de relaciones entre senales graficas

distales en los alrededores y con respecto a una unidad fija de escape. Para un mejor
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entendimiento de lo anterior, se trata de un laberinto con un solo sitio de escape el cual cosiste
en una caja que corresponde al refugio en el cual el roedor ingresara una vez se ubique en su
contexto espacial. El dispositivo consiste en una plataforma circular con 40 hoyos dispuestos
en la circunferencia del dispositivo, uno conteniendo la caja por lo que se tendran 39 hoyos
vacios, se tiene una camara para grabar el trayecto que toma el roedor de prueba, se tiene un
recipiente contenedor para iniciar la prueba y marcos de referencia en la habitacion. La
plataforma circular debe de ser de un diametro de 122 ¢m con un grosor en la tabla de 1 cm,
cada uno de los hoyos en la periferia debe de tener cinco centimetros de didmetro ademas de
estar elevado a una altura de 80 cm del suelo. El uso de este dispositivo ofrece ventajas sobre
otras metodologias como podria ser el laberinto en agua de Morris ya que al no emplear el
agua nos permite realizar una experimentacion mas limpia, reducir el estrés excesivo y por
ende la concentracion de glucocorticoides en sangre los cuales sesgan el proceso de
aprendizaje, sin embargo, esto resulta ser un arma de doble filo ya que la ausencia de efectos
estresores puede hacer el proceso mas lento, el uso de ruido blanco a 80 dB como estresor ha

mostrado buenos resultados (Figura 10) (Pitts, 2018).

Figura 10. Disposicion del paradigma de laberinto en Barnes (Pitts, 2018).
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El experimento con laberinto de Barnes se lleva en tres fases a lo largo de cinco dias. La
primera fase consiste en una sesion de habituacién y entrenamiento en el primer dia, la
segunda fase consiste en tres dias en los cuales se estard entrenando a la rata y una tercera
fase de duracion de un dia que corresponde a la evaluacion de la memoria espacial mediante
el conteo de visitas al hoyo en donde se posiciond a la caja durante los dias anteriores de la
prueba (Sunyer et al., 2007). Las variables que se consideran para la obtencion de
informacion en laberinto de Barnes son los errores totales que se cometen, la latencia y la
distancia total de su ruta, ademéas de ellos también se analiza la frecuencia en cuanto al tipo

de estrategia empleada, ya sea serial, aleatoria o espacial (Kesner et al., 2004b).

1.6.2  El paradigma de Campo abierto para la evaluacion de la respuesta ansiosa etologica de la rata

El laberinto en campo abierto se basa principalmente en la actividad motora del animal
ante un estado de ansiedad. El fundamento de esta técnica radica en causas evolutivas del
roedor, por aversion a los espacios abiertos e iluminados, considerados como peligrosos por
el animal. El laberinto de campo abierto puede ser una superficie circular o cuadrada la cual
se encuentra rodeada por paredes de suficiente altura para evitar que el animal escape, es
importante resaltar que las dimensiones del laberinto dependeran del tamafio del animal, ya
sea rata o raton. Las variables que se suele evaluar corresponden a la ambulacion, es decir,
el tiempo que se mantuvo en movimiento por el campo abierto, la distancia de dicho
recorrido, la latencia y si se incluyen objetos se analiza la aproximacion a estos objetos como

un indicativo de aversion o aceptacion de dichos objetos (Seibenhener & Wooten, 2015).

Las dimensiones del campo abierto con ratas, consiste en un 4rea de 250 cm? (Figura 11).
La prueba tradicional de campo abierto toma cinco minutos en completarse dependiendo de
si la obtencion de datos es manual o bien, para periodos mas prolongados si se cuenta con
algun software de interpretacion para los videos en donde se evaluara a los parametros en
funcion del movimiento, la locacion y manifestaciones del sistema nervioso autonomo

(Cuadro 2) (Gould et al., 2009).
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Figura 11. Disposicion del campo abierto (Gould et al., 2009).

Cuadro 2. Parametros tomados en cuenta para la prueba de campo abierto (Gould et al.,

2009).

Movimiento

- Distancia recorrida

- Tiempo de recorrido

- Actividad vertical (Rearing)
- Pardlisis

- Asicalamiento

Localizacion
- Tiempo en el centro

- Cruzamientos por el centro

Respuestas del sistema nervioso autonomo
- Defecado

- Orina

1.6.3  El paradigma de Laberinto suspendido en cruz para la evaluacion de la respuesta de ansiedad

etologica de la rata

El laberinto elevado en cruz, al igual que el paradigma de campo abierto, se basa en la
aversion que tiene el roedor por los espacios amplios. Este dispositivo tiene dos brazos
expuestos en direccion opuesta y otros dos brazos cubiertos en direccion opuesta entre si.
Una rata que permanece mas tiempo en los brazos cerrados tiende a ser mas ansiosa que una
rata que permanece mas tiempo en los brazos abiertos del paradigma. El laberinto elevado en

cruz se encuentra a 60 cm del suelo, cada uno de los brazos tiene de largo una longitud de
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alrededor de 36 cm y de ancho 6 cm. Los brazos que van cubiertos tienen paredes de 15 cm

de altura mientras que se tiene un centro de 36 cm? (Figura 12). (Kraeuter et al., 2019).

Figura 12. Configuracion de un laberinto elevado en cruz convencional (Kraeuter et al., 2019).

Los estudios en la actualidad se realizan de manera automatizada con el uso de software
o de visualmente por el observador. Por lo general se tienden a tomar en cuenta a los mismos
parametros como lo son el numero de entradas a cada brazo del laberinto, se debe de registrar
el tiempo de latencia en cada brazo, el nimero de posturas observando un brazo abierto y las

veces que le da la espalada a la plataforma central con la cabeza hacia el brazo cerrado (Horii

etal., 2018).

1.6.4  El Paradigma de enterramiento defensivo para la evaluacion de la respuesta ansiosa por

confrontacion activa

El comportamiento de enterramiento defensivo consiste en el desplazamiento del material
del lecho con las patas delanteras y cabeza en direccion a la fuente del estimulo aversivo. El
procedimiento convencional consiste en infringir choques eléctricos al animal, esto se hace
en un recipiente el cual cuenta con un lecho de aserrin de alrededor de cinco centimetros y
con un electrodo de didmetro de 0.5x7.0 cm, emitiendo descargas de 12 mV proveniente de
una fuente de poder (Figura 13), se expone al animal alrededor de 15 minutos y se finaliza la
prueba. Para la interpretacion de los resultados se mide el tiempo en movimiento el cual se
refiere a cualquier desplazamiento locomotor horizontal, la exploracion vertical o posturas
de escape, cuantificacion del tiempo cuando la rata se encuentra inmovil y solo se percibe su

respiracion o movimientos laterales de la cabeza, el enterramiento rapido del electrodo con
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el lecho, acicalamientos, investigacion del electrodo, impulso de comer y conductas
defensivas con desplazamientos en reversa mientras se observa a la fuente del estimulo

dafiino (De Boer & Koolhaas, 2003).

Figura 13. Disposicion del paradigma de enterramiento defensivo (Fucich & Morilak, 2018).

2 JUSTIFICACION

Poco se sabe sobre la neurobiologia de los receptores GPR35 y GPRS5S5. Debido a su
ubicacion, estos receptores son de interés toxicologico y terapéutico; ya que parecen modular
la funcién hipocampal y de PAG, y por tanto, multiples conductas involucradas en el
aprendizaje, memoria y emociones en el mamifero. EI GPR35 tiene un efecto regulador
negativo sobre la actividad neuronal de las células piramidales hipocampales. Lo anterior
podria ser relevante en los complejos procesos de formacion de la memoria y del aprendizaje.
Por otro lado, GPR55 en PAG participa en la modulacidon de la conducta en situaciones de
confrontacidon ante una amenaza y durante fenémenos de adiccion alcoholica. Por lo que
constituye un blanco terapéutico potencial para el tratamiento y control de la respuesta

fisiologica del estrés.

Esta investigacion esta enfocada en atender el objetivo nimero tres fijados por “La
Organizacion de Naciones Unidas” que refiere a la seguridad de las vidas saludables y

promocion del bienestar para todas las edades. Este estudio también contribuye con el
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objetivo de la salud de los “Programas Nacionales Estratégicos (PRONACES-CONACyT)”.
Investigar a los efectos neurofisiologicos mediados por GPR35 y GPRS55 podria traer
potenciales alternativas terapéuticas contra trastornos afectivos de ansiedad y de memoria,

contribuyendo activamente al cumplimiento de los objetivos antes mencionados (Figura 14).

Figura 14. Objetivos PRONACES-CONACYyT y objetivo tercero de la ONU, esta investigacion contribuye
con la generacion de conocimiento en el area de la salud.

3 HIPOTESIS
3.1 Hipétesis de la funcion del GPR3S hipocampal
La activacion del receptor GPR35 hipocampal con el agonista sintético GPR35C10
(Merck®) provoca una disminucion en la funcién del hipocampo interpretada funcionalmente
con una baja en la conducta de la navegacion espacial y el uso de mayores tiempos y

distancias para la resolucion del paradigma de Barnes.

El bloqueo del GPR35 hipocampal con el antagonista sintético ML194 (Merck®) provoca
un incremento en la funcion del hipocampo interpretada funcionalmente con un aumento de
la conducta de la navegacion espacial y el uso de menores tiempos y distancias para la

resolucion del paradigma de Barnes.

3.2  Hipotesis de la funcion del GPRSS en PAG
La activacion del receptor GPR55 en PAG con el agonista sintético ML184 (Merck®)

promueve conductas ansioliticas con mayores tiempos y distancias en las porciones abiertas

de los paradigmas conductuales de laberinto suspendido en cruz y campo abierto, asi como

48



menos conductas defensivas, de enterramiento y/o de escape en el paradigma de

enterramiento defensivo.

El bloqueo del receptor GPR55 en PAG con el antagonista sintético CID16020046
(Merck®) promueve conductas ansiogénicas con mayores tiempos y distancias en las
porciones cerradas de los paradigmas conductuales de laberinto suspendido en cruz y campo
abierto, asi como un incremento en conductas defensivas, de enterramiento y/o de escape en

el paradigma de enterramiento defensivo.

4 OBJETIVO GENERAL
Evaluar las alteraciones en memoria espacial mediadas por GPR35 hipocampal y la

participacion del GPRS55 en PAG sobre el control de ansiedad de la rata.

41 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Evaluar las alteraciones navegacion y memoria espacial en la rata por la manipulacion

farmacologica del GPR35 hipocampal.

Evaluar la respuesta ansiosa etologica y de evitacion activa por la manipulacion

farmacologica del GPRSS5 del area gris periacueductal (PAG).

5 MATERIALES Y METODOS

5.1  Cirugia estereotictica y administracion i.c.v.

Ratas Wistar macho fueron pesadas y aquellas con un peso entre los 250g y 300g fueron
seleccionadas para cirugia estereotdctica. Se indujo anestesia quirtrgica con la mezcla
zoletil® 50/xilazina (hidrocloruro de zolacepam 25 mg/kg, hidrocloruro de tiletamina 25
mg/kg, xilazina 8 mg/kg; i.p.). Se depilo la parte superior del craneo con ayuda de unas tijeras
sencillas y crema depilatoria (Veet®) desde la region del hueso frontal del craneo y hasta la
zona posterior al nivel del hueso occipital abarcando un area aproximada de 2.5cm?. Se
administro6 xilocaina (6mg/kg i.d.) en la zona expuesta y se mont6 a la rata en el aparato de

estereotaxia (Figura 15)
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Figura 15. Pasos preparativos al inicio de la cirugia estereotactica.

Trépanos bilaterales y unilaterales dirigidos a hipocampo y PAG, respectivamente,
fueron ejecutados con un taladro (Chicago Electric™) a un diametro de 0.6mm y se insertaron
canulas (10 mm x 23G) siguiendo las coordenadas descritas por Paxinos y Watson (2013);
para hipocampo dorsal se usaron las coordenadas - 3.24 AP, + 1.60 ML, + 2.4 DV, para PAG
se usaron las coordenadas - 6.84 AP, - 0.7 ML, + 4.2 DV. Se fijaron dos tornillos de soporte
de 0.8 mm x Smm y se coloco una capa de acrilico dental (NicTone®) para fijar las canulas
y cubrir el craneo. La rata se dejo en recuperacion bajo condiciones de bioterio (ciclo

luz/oscuridad 12h/12h, 25°C) durante siete dias (Figura 16).

Figura 16. Secuencia de los pasos a seguir durante la cirugia estereotaxica.

Transcurrido el tiempo de recuperacion postoperatorio, las ratas fueron sometidas a la
administracion i.c.v. del agonista sintético selectivo GPR35C10 (Merck®) a 1.79nmol, el
antagonista sintético selectivo ML194 (CID2745687, Merck®) a 4.92 nmol y el tratamiento
combinado ML194 + GPR35C10 (1.79 nmol/4.92 nmol) para el receptor GPR35 hipocampal.
Para las ratas operadas en PAG se administrd i.c.v. el agonista sintético selectivo ML184

(CID244043, Merck®) a 0.425 nmol, el antagonista sintético CID16020046 (Merck®) a 1.16
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nmol y el tratamiento conjugado de ambos CID16020046 + ML184 (0.425 nmol/1.16 nmol)
para GPR55. Se us6 a DMSO al 10% como vehiculo para ambos receptores en sus respectivas

areas cerebrales (Figura 17).

Figura 17. Disefo experimental de los tratamientos para GPR35 y GPRS55, se emple6 una n=10 para cada
grupo experimental.

5.2  Paradigma para la evaluaciéon de la memoria y navegacion espacial: laberinto de Barnes

La memoria y navegacion espaciales fueron evaluadas durante cinco dias en el laberinto
de Barnes. El primer dia consistid en la habituacion de la rata y la primera sesion de
entrenamiento (S1), el segundo, tercero y cuarto dia las sesiones de entrenamiento: S2, S3 y

S4, respectivamente, siendo el dia cinco la prueba final (Figura 18).
I. Habituacion

Previo a la administracion bilateral i.c.v. del compuesto agonista, antagonista o vehiculo
en el hipocampo dorsal de la rata, éstas se habituaron al entorno del laberinto de Barnes. Se

asigno cada rata a una posicion de tinel de escape diferente entre si, la rata se coloco en la
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caja refugio durante tres minutos y terminado ese tiempo, se extrajo a la rata de la caja refugio
y se coloco en el centro del laberinto de Barnes, se dejo explorar durante cinco minutos o
hasta encontrar el tinel con la caja de escape, pasados los cinco minutos y en caso de que la
rata experimental no haya encontrado el tinel de escape, se dirige gentilmente sujetada de la
cola hacia la caja. La rata fue regresada a su caja origen, se removieron los rastros olorosos
de eses y orina con una solucion de etanol al 70% v/v, se secd el laberinto y se repitio el
mismo proceso de habituacion con la siguiente rata del grupo en una posicion diferente. Una
vez terminada la habituacion del grupo experimental, se dejo transcurrir una hora hasta

comenzar con la administracion y la sesion de entrenamiento correspondiente.
il. Entrenamiento

El entrenamiento se realizo durante los primeros cuatro dias, siendo el entrenamiento del
primer dia (S1) una hora después de la sesion de habituacion. Se asignd a cada rata una
posicion estratégica diferente a la que tuvo en la sesion de habituacion. Las posiciones fueron
rotuladas con los numeros I, II, I y IV al ser dividida el area del laberinto en cuatro
cuadrantes simétricos. Cada rata fue administrada i.c.v., bilateralmente, con un microlitro en
cada canula de compuesto agonista (GPR35C10), antagonista (ML194) y combinacion de
ambos (ML194 + GPR35C10) para GPR35 y vehiculo (DMSO10%), cinco minutos previos

a cada sesion de entrenamiento.

La rata se colocd en el centro del laberinto con una cubierta protectora, se reprodujo
sonido blanco a un volumen mayor a 90db, se inicio la grabacion con ayuda de una video
camara web (Mod. C525 Logitech®) a una velocidad de captura de 15/1 FPS y a una
resolucion de 480x640px y se comenzo6 a medir el tiempo una vez se removio la cubierta
protectora de la rata. Se detuvo la grabacion de video completado el tiempo total de tres
minutos o en el instante en el que la rata se refugid en su tinel de escape. Se permitio la
permanencia de la rata en el tinel durante quince segundos, después se limpio a los rastros
aromaticos en el area del laberinto y en el tiinel con una solucion de etanol al 70% v/v y con
ayuda de toallas de papel. Este proceso se realizo para cada rata con cuatro repeticiones y de

manera idéntica en cada sesion de entrenamiento.
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i Prueba

En el quinto dia se elimind el tunel de escape del laberinto de Barnes y una tnica repeticion
de cinco minutos se grabo con las condiciones de captura de video previamente mencionadas.
La rata no fue administrada y se extrajo directamente de su jaula. Se coloco en el centro del
laberinto de Barnes con su cubierta protectora, se reprodujo el sonido blanco a 90db y se
comenz6 con la grabacion al tiempo que se removié la cubierta protectora y la rata comenzé
a explorar durante los cinco minutos. El propésito de la prueba fue el de evaluar el recuerdo

que formo la rata de la posicion en donde solia estar el tunel de escape.

Figura 18. Fases del laberinto en Barnes para la evaluacion de la memoria espacial, la habituacion y el primer

entrenamiento ocurrieron el primer dia, pero la disposicion del tinel de escape cambia y permanece constante

en los subsecuentes entrenamientos, en el quinto dia se hizo el “test” en donde se remueve el tinel de escape y
se analiza la interaccion de la rata con la posicidon de escape.

5.3 Paradigmas para evaluacion de la ansiedad

La evaluacion de la respuesta ansiosa se dividio en dos tipos de respuesta: Respuesta de

ansiedad etologica y respuesta de ansiedad por evitacion activa/pasiva. Para la respuesta por
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ansiedad etologica de la rata, se us6 al paradigma de campo abierto y al de laberinto elevado
en cruz. La respuesta de evitacion activa/pasiva se evaluo con el paradigma de enterramiento

defensivo.

5.3.1  Evaluacion de la respuesta ansiosa etologica

I. Campo abierto

Se administré unilateralmente, i.c.v., un microlitro de compuesto agonista (ML184),
antagonista (CID16020046) para GPR55 o vehiculo (DMSO10%) en las ratas con las canulas
en PAG, transcurrieron cinco minutos y se colocé a la rata en el centro del paradigma de
campo abierto. La rata deambul6 libremente durante cinco minutos y en ese periodo se grabo
su recorrido con una videocamara web (Mod. C525 Logitech®) a una velocidad de captura
de 15/1 FPS y una resolucién de 600x800px. Terminada la grabacion, se guard6 el video y
la rata fue devuelta a su jaula. Se limpi6 al paradigma en campo abierto con una solucion de
etanol al 70% v/v para eliminar cualquier rastro aromatico que pudiera sesgar la prueba

(Figura 19).
il. Laberinto elevado en cruz

A la misma rata experimental, después de dos a tres dias de descanso en el bioterio, se le
administr6 un microlitro de compuesto agonista (ML184), antagonista (ML194) y
combinacion de ambos (CID16020046 + ML184) para GPR55 y vehiculo (DMSO10%) en
las ratas con canula en PAG, transcurrieron cinco minutos y se coloc6 a la rata en el centro
del paradigma de laberinto elevado en cruz. La rata deambul6 libremente durante cinco
minutos y en ese periodo se grabd su recorrido con una videocamara web (Mod. C944,
Logitech®) a una velocidad de captura de 15/1 FPS y una resolucion de 1280x720px.
Terminada la grabacion, se guardo el video y la rata fue devuelta a su jaula. Se limpid el area
del laberinto con una solucion de etanol al 70% v/v para eliminar cualquier rastro oloroso de

eses y orina que pudiera sesgar la prueba (Figura 19).
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Figura 19. Simplificacion de las tres etapas fundamentales para la evaluacion de la respuesta ansiosa
etologica de la rata en el paradigma de campo abierto y laberinto elevado en cruz.

5.3.2  Evaluacion de la respuesta ansiosa por evitacion activa

A la misma rata experimental, después de dos a tres dias de descanso en el bioterio, se le
administr6 un microlitro de compuesto agonista (ML184), antagonista (ML194) y
combinacion de ambos (CID16020046 + ML184) para GPR55 y vehiculo (DMSO10%) en
las ratas con canula en PAG, se dejaron transcurrir cinco minutos y se colocé a la rata en el
centro del paradigma de enterramiento defensivo, volteando en direccion contraria a la
posicion de electrodo. Previamente se llend la caja plastica (75x50x40cm) con una capa de
aserrin de cinco centimetros de grosor. La rata deambul6 hasta que entré en contacto con el
electrodo, se registro la reaccion de sobresalto al momento de la descarga de 12 mV y se
comenzd a contar 15 minutos a partir de ese momento. La grabacion de video se capturd con
una video camara web (Mod. C944, Logitech®) a una velocidad de captura de 15/1 FPS y
una resolucion de 600x800px. Transcurridos los quince minutos, se detuvo la grabacion, se
guardo el archivo y se regreso la rata a su jaula. Finalmente, se desecho el aserrin usado y se
limpio la caja plastica con una solucidn de etanol al 70% v/v, se seco y se puso una capa de
cinco centimetros de aserrin nuevo antes de colocar a la siguiente rata administrada con

compuesto (Figura 20).
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Figura 20. Etapas para la medicion de la respuesta ansiosa por evitacion activa en el paradigma de
enterramiento defensivo.

5.4  Eutanasia y analisis histolégico

Todas las ratas al final de cada evaluacion fueron sacrificadas con una dosis letal de
pentobarbital sédico (200 mg/kg, i.p.), una vez la rata present6 sintomas de hipoxia y no se
percibi6é pulso, se removid el casco de acrilico y se perfundi6 para fijar el cerebro. La
perfusion se realizd por la via i.c., cateterizando del ventriculo lateral izquierdo del corazon,
se escindio la auricula y se hizo pasar 120 ml de solucion salina fisiologica (0.9% p/v), se
recolecto el fluido saliente y se deposito en el recipiente adecuado para sangre en los RPBI,
después se administrd por la misma via, 60 mL de p-formaldehido (PFA, 4% p/v). Se realizd
una craneotomia para dejar expuesto al cerebro y el encéfalo se extrajo con ayuda de una
espatula, el cerebro fue colocado en 20 mL de PFA (4% p/v) y se fij6 el tejido a 4°C durante
una semana y posteriormente el cerebro fue transferido a una solucion de sacarosa (20% p/v)

en donde permanecio tres dias.

El corte histologico se realizd a -25°C en un criostato (Mod. HMS505E, Zeiss®) con una
seccion de corte de 70um, los cortes fueron recuperados en portaobjetos previamente
impregnados en grenetina (3% p/v). Las laminillas con los seis cortes coronales de cerebro
se atemperaron por media hora y se realiz6 la tincion de cuerpos de Nissl con violeta de
cresilo. La tincion se realizo con un gradiente descendente de etanol (100% v/v, 96% v/v,
70% v/v, 50% v/v) en tiempos de incubacion de tres minutos. Seguidamente de una

incubacion en violeta de cresilo al 0.1% p/v, por seis minutos y el destefiido por tres minutos
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en agua destilada. Las laminillas se dejaron secar durante una hora y se cubrieron con resina

entellan (Merck®) y un cubreobjetos (Figura 21).

5.5  Tracking de los videos experimentales y analisis estadistico

El andlisis de los videos se realizo con el software Fiji-ImajeJ (V. 1.53t) (Schindelin et
al., 2012) y con ayuda del plug-in Animal Tracker (Gulyas et al., 2016). Para el analisis de
los videos se hizo la conversion del formato de los videos guardados “.mkv” a la extension
“.avi” por medio del software ffmpeg herramienta codificadora de codigo abierto. Los
valores de las variables medidas (i.e., tiempo y distancias) y las imagenes de las trayectorias
seguidas por las ratas fueron almacenados en una base de datos en el programa de hojas de
calculo de Libre Office (V. 7.4.0). El analisis estadistico se realizd con el software comercial
GraphPad Prism® (V. 8.4.2) y SigmaStat (V. 12.0). Para el andlisis de los tratamientos de los
paradigmas de ansiedad etoldgica se realizaron analisis de varianza (ANOVA) con prueba
de Student-Newman-Keuls (0=0.05), aquellos datos que no pasaron los supuestos de
normalidad se analizaron con una prueba no paramétrica de Kruskal Wallis con P<0.05. Para
los andlisis de memoria y navegacion espacial que involucraron a los factores tiempo y
tratamiento se les aplicd un analisis de varianza de doble via con medidas repetidas (0=0.05)

(Figura 21).
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Figura 21. Analisis histoldgico para la validacion de la cirugia estereotaxica partiendo de la (1) craneotomia
para la extraccion de cerebro, (2) el corte histologico en frio, (3) tincion con violeta de cresilo y metodologia
para el analisis de datos partiendo del (1) Tracking de los videos con Fiji(ImajeJ), (2) Obtencién de las
medidas de los parametros evaluados, (3) Analisis estadistico.

6 RESULTADOS

6.1 Evaluacion de la memoria espacial por la manipulacion farmacologica del GPR35 hipocampal

en el laberinto de Barnes

6.1.1  Analisis de la latencia y de la distancia de escape al tunel en el laberinto de Barnes

Las ratas fueron tratadas con: (i) vehiculo (DMSO 10%); (ii) 1.79 nmol de GPR35C10
(agonista GPR35); (iii) 4.92nmol de ML 194 (antagonista GPR35); y (iv) la combinacion 1.79
nmol de GPR35C10 + 4.92nmol de ML194 antes de cada sesion de entrenamiento en el
laberinto de Barnes. Los parametros evaluados fueron: (i) latencia de entrada al tunel de
escape; (ii) distancia total recorrida; y (iii) visitas al tunel de escape durante la prueba. Los
primeros dos parametros se midieron durante cuatro dias en toda la superficie del laberinto y
segmentados en cuadrantes. El nimero de visitas, distancia y tiempo en el cuadrante con el
tunel de escape se midieron en la prueba del quinto dia. Para las comparaciones entre
tratamientos se us6 un analisis de varianza ANOVA de una via, a: 0.05 con prueba de

Student-Newman-Keuls.
i. Latencia de escape al tunel durante el entrenamiento

La figura 22 muestra el efecto de los tratamientos sobre la latencia de entrada al tinel de
escape. El grupo tratado con el vehiculo (DMSO 10%) present6 disminucion pronunciada en
el tiempo de latencia a partir de la tercera sesion de entrenamiento. El grupo tratado con
GPR35C10 present6 diferencias significativas (p < 0.05) con respecto a: (i) vehiculo en las
sesiones 3 y 4; (i1)) ML194 (4.92 nmol) en las sesiones 2, 3 y 4; y (iii) ML194 (4.92nmol) +
GPR35C10 (1.79nmol) en las sesiones 2 y 3. Mientras que el resto de los tratamientos no

gener6 cambios significativos con respecto al vehiculo (DMSO 10%; p > 0.05).
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Figura 22. Latencia de escape al tinel en el paradigma de laberinto de Barnes para la evaluacion de la
memoria espacial. Los datos estan expresados como media + SEM y fueron analizados mediante ANOVA de
una via. **, p <0.05; B, p < 0.05 vs. ML194 (4.92 nmol); §, p < 0.05 vs. ML194 + GPR35C10, o, p < 0.05 vs.
DMSO 10%.

ii. Distancia de escape al tunel durante el entramiento

La figura 23 muestra el efecto de los tratamientos sobre la distancia promedio recorrida
en la resolucion del laberinto. El grupo tratado con GPR35C10 (1.79 nmol) no presento
diferencias significativas (p>0.05) con respecto al grupo vehiculo (DMSO 10%). El grupo
tratado con ML194 (4.92 nmol) recorrié una menor distancia en comparacion con el grupo
control durante la segunda sesion y con respecto al grupo GPR35C10 (1.79 nmol) en la
segunda y cuarta sesion (p < 0.05). Por tltimo, la combinacion ML194 + GPR35C10 recorrio
una menor distancia en comparacion con el grupo agonista (GPR35C10, p < 0.05) en la

segunda sesion.
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Figura 23. Distancia de entrada al tunel en el paradigma de laberinto de Barnes para la evaluacion de la
memoria espacial. Los datos estan expresados como media £ SEM y fueron analizados mediante ANOVA de
una via. ** p <0.05; a, p <0.05 vs. GPR35C10 (1.79 nmol); o, p < 0.05 vs. DMSO 10%.

iii. Cambio en la latencia de escape al tunel en S;y S4

La figura 24 muestra el efecto de los tratamientos sobre la latencia de entrada al tanel de
escape durante la primera (S1) y la ultima sesion de entrenamiento (S4). En el grupo vehiculo
(DMSO 10%), el tratamiento ML194 (4.92 nmol) y la combinaciéon ML194 + GPR35C10,
los animales mostraron una disminucion significativa en la latencia (p < 0.05) entre sesiones.
En marcado contraste, los animales que recibieron el tratamiento agonista con GPR35C10
(1.79 nmol) no mostraron cambios entre sesiones (p > 0.05). De hecho, el tratamiento
GPR35C10 (1.79 nmol) se comportd estadisticamente distinto al resto de los tratamientos (p

<0.05).
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Figura 24. Cambio en la latencia de entrada al tinel de escape por sesiones y tratamientos. Los datos estan
expresados como media = SEM y fueron analizados mediante RM-ANOVA de dos vias. *, p <0.05; o, p <
0.05 vs. el resto de los grupos.

iv. Cambio en la distancia de escape al tunel en Sy S4

La figura 25 muestra el efecto de los tratamientos sobre la distancia de entrada al tinel
de escape que recorrio al animal para resolver el laberinto durante la primera (S1) y la
ultima sesion de entrenamiento (Ss4). En el grupo antagonista ML194 (4.92 nmol) los
animales mostraron una disminucion significativa en la distancia (p < 0.05) entre
sesiones, mientras que en el grupo vehiculo (DMSO 10%) hubo una tendencia a disminuir
(p = 0.051). Los tratamientos: agonista (GPR35C10, 1.79nmol) y ML194 + GPR35C10
no mostraron diferencias significativas entre sesiones (p < 0.05) pero, el tratamiento
GPR35C10 (1.79 nmol) fue estadisticamente distinto al resto de los tratamientos (p <

0.05).
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Figura 25. Cambio en la distancia de entrada al tinel de escape por sesiones y tratamientos. Los datos estan
expresados como media = SEM y fueron analizados mediante RM-ANOVA de dos vias. *, p <0.05; a, p <
0.05 vs. el resto de los grupos.

V. Comparativa de permanencia en los cuatro cuadrantes en el dia de la prueba (Ss)

La figura 26 muestra los efectos, por tratamiento, de la diferencia de tiempo que la rata
permanecid en el cuadrante nativo del tunel de escape y los cuadrantes no nativos del tunel
de escape en el quinto dia. Se observd un incremento significativo (p < 0.05) en la
permanencia media en el cuadrante nativo del tinel de escape en los tratamientos; vehiculo
(DMSO 10%), ML194 (4.92 nmol) y ML194 + GPR35C10. Caso contrario con el tratamiento
agonista GPR35C10 (1.79 nmol) en donde la permanencia del animal en el cuadrante nativo
del tinel de escape no fue significativamente diferente (p < 0.05) al de los cuadrantes no

nativos.
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Figura 26. Permanencia de las ratas en el cuadrante nativo del tiinel de escape y cuadrantes no nativos del
tunel de escape. Los datos estan expresados como media + SEM y fueron analizados mediante comparaciones
no pareadas t-Student. *, p <0.05.

Vi. Comparativa de distancia en los cuatro cuadrantes en el dia de la prueba (Ss)

La figura 27 muestra los efectos, por tratamiento, de la diferencia en la distancia que
recorrio el animal en el cuadrante nativo del tunel de escape y en los cuadrantes no nativos
del tinel de escape en el quinto dia. Se observo un incremento significativo (p <0.05) de
la distancia media recorrida en el cuadrante nativo del tinel de escape en los tratamientos;
vehiculo (DMSO 10%) y ML194 (4.92 nmol). Caso contrario con los tratamientos
agonista GPR35C10 (4.92 nmol) y ML194 + GPR35C10, en donde la distancia recorrida
de la rata en el cuadrante nativo del tiinel de escape no fue significativamente diferente

(p <0.05) a la de los cuadrantes no nativos.
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Figura 27. Distancia recorrida por las ratas de estudio en el cuadrante nativo del tinel de escape y cuadrantes
no nativos del tinel de escape. Los datos estan expresados como media + SEM y fueron analizados mediante
comparaciones no pareadas t-Student. *, p < 0.05.

Vii. Visitas al tunel objetivo en la prueba (Ss)

El numero de visitas al tunel objetivo fue medido en términos de la distancia recorrida en
el area del tinel objetivo mas dos tuneles adyacentes. La busqueda de diferencias entre los
tratamientos se realizdo mediante un analisis de varianza ANOVA de una via con un nivel de

significancia de 0.:0.05.

La figura 28 muestra el desplazamiento en el hoyo del tinel de escape mas un hoyo
adyacente a cada lado, en la quinta sesion. Graficamente se observd un incremento no
significativo (p > 0.05) en las visitas de los tratamientos ML194 (4.92 nmol) y ML194 +
GPR35C10, a diferencia de los tratamientos DMSO 10% y GPR35C10 (1.79 nmol).
Estadisticamente, no existieron diferencias significativas en ninguno de los tratamientos

evaluados (p > 0.05).
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Figura 28. Recorrido en el area de visita del tinel de escape, por tratamientos. Los datos estan expresados
como media = SEM y fueron analizados mediante analisis ANOVA de una via. *, p <0.05.

6.1.2  Analisis de estrategias para la resolucion del laberinto de Barnes

Otros parametros para evaluar el aprendizaje y a memoria fueron las estrategias para la
resolucion del laberinto de Barnes. Las tres estrategias empleadas fueron: (i) la estrategia
serial, (i1) la estrategia aleatoria y (iii) la estrategia espacial (Figura 29). Los datos de los
trayectos fueron obtenidos por medio del software Fiji (ImageJ). El porcentaje de estrategia
fue analizado mediante un analisis de ANOVA de una via con a: 0.05, con prueba de Student-
Newman-Keuls y el cambio de estrategia por sesion y por tratamiento con un andlisis RM-

ANOVA de doble via con a: 0.05.

Figura 29. Descripcion grafica de las trayectorias caracteristicas de cada estrategia.
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i Porcentaje de estrategias totales en el laberinto de Barnes

El analisis del porcentaje de las estrategias abarca a las estrategias totales durante los
cuatro dias que duro el estudio de navegacion espacial. Para el analisis de las estrategias por
tratamiento se emple6 un analisis de varianza ANOVA de una via a un nivel de significancia

de :0.05.

La figura 30 muestra el porcentaje de uso de las estrategias: serial, aleatoria y espacial
para la resolucion del laberinto de Barnes por tratamiento. La estrategia serial fue usada
indistintamente por el animal para la resoluciéon del laberinto sin arrojar diferencias
significativas en ninguno de los tratamientos (p > 0.05). Contrariamente, la media del
porcentaje de la estrategia aleatoria fue significativamente mayor en el tratamiento
GPR35C10 (p <0.05) en comparacion a los tratamientos DMSO 10% y ML194 (4.92 nmol).
La estrategia espacial tuvo una media de porcentaje significativamente menor (p < 0.05) del

tratamiento GPR35C10 (1.79 nmol) en comparacion al vehiculo.
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Figura 30. Porcentaje de estrategia serial, aleatoria y espacial para la resolucion del laberinto de Barnes. Los
datos estan expresados como media + SEM y fueron analizados mediante analisis ANOVA de una via. *, p <
0.05.
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ii. Cambio en el porcentaje de estrategias para la resolucion del laberinto de Barnes

en las sesiones S;y S4

El cambio de las estrategias para la resolucion del laberinto de Barnes se analizd en
funcion de los tratamientos y de la primera y Gltima sesiones de entrenamiento (S1 y Ss). Los
analisis fueron llevados a cabo por medio de un andlisis de varianza RM-ANOVA de doble

via a un nivel de significancia de 0.:0.05 y prueba de Holm-Sidak.

En la figura 31 se analiza el cambio de estrategia serial y aleatoria en funcion del
tratamiento y la sesion de entrenamiento. En la estrategia serial no se observaron diferencias
significativas entre tratamientos (p > 0.05) pero, si en las sesiones; existiendo una reduccion
significativa (p > 0.05) en la cuarta sesion del tratamiento ML194 (4.92 nmol). En el
porcentaje de cambio de la estrategia espacial no se registraron diferencias significativas (p

< 0.05) en tratamientos ni en sesiones del entrenamiento.
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Figura 31. Cambio en el porcentaje de estrategias serial y aleatorio por tratamiento y sesiones. Los datos
estan expresados como media + SEM y fueron analizados mediante analisis RM-ANOVA de doble via. *, p <
0.05.

En la figura 32 se analiza el cambio en la estrategia espacial en funcion del tratamiento y
la sesion del entrenamiento. El tratamiento antagonista ML194 (4.92 nmol) tuvo una media

de porcentaje de estrategia espacial significativamente mayor en la cuarta sesion a
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comparacion del resto de los tratamientos (p < 0.05). Referido a las sesiones de cada
tratamiento, el tratamiento antagonista ML194 (4.92 nmol) tuvo en su cuarta sesion una
media de porcentaje de estrategia espacial significativamente mayor que en su primera sesion
(p > 0.05), contrario a lo que sucedi6 con el resto de los tratamientos en donde no hubo

diferencias significativas entre su primera y cuarta sesion (p < 0.05).
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Figura 32. Cambio en el porcentaje de estrategia espacial por tratamiento y sesiones. Los datos estan
expresados como media = SEM y fueron analizados mediante RM-ANOVA de dos vias. *, p <0.05; B, p <
0.05 vs. el resto de los grupos.

iii. Esquematizacion de las estrategias por grupos y por dia de entrenamiento

Se realiz6 una seleccion con las imagenes mas representativas de las estrategias usadas
por una misma rata de cada tratamiento. Visualmente, se observé que el tratamiento DMSO
10% y ML194 (4.92nmol) tuvieron una mayor incidencia en la estrategia espacial que a
comparacion del tratamiento GPR35C10 (1.79nmol) en el cual prevalecid la estrategia
aleatoria y serial mientras que en el grupo ML194 + GPR35C10 hubo una mayor prevalencia

en el uso de la estrategia serial.
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Figura 33. Esquematizacion de las estrategias empleadas por una rata representativa de cada grupo.
1v. Analisis histologico para comprobacion de la cirugia estereotdctica

El analisis histologico con tincion de Nissl permiti6 verificar la precision con la cual
se realizd la cirugia estereotactica. La mayoria de las cénulas insertadas de manera
bilateral para el tratamiento DMSO 10% cayeron en las regiones menos ventrales del
hipocampo cerca de la region CA representando al 70% del total de las cirugias mientras
que el otro 30% fue mas ventral. El tratamiento agonista GPR35C10 (1.79 nmol) tuvo un
porcentaje de aciertos en CA1 del 30% mientras que el resto termind en regiones como el
giro dentado y CA;. El tratamiento antagonista ML194 (4.92 nmol) tuvo un porcentaje
de aciertos similar al del agonista con un 30% de las canulas en CA; hipocampal, 50%

en el giro dentado y un 20% en CAs.
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Figura 34. Analisis histolégico de los grupos vehiculo (DMSO 10%), agonista (1.79 nmol) y ML194 (4.92
nmol) en el hipocampo.

6.2  Evaluacion de la respuesta ansiosa por la manipulacion farmacologica del GPRS5S del area gris

periacueductal (PAG)

6.2.1  Andalisis de la respuesta ansiosa por evitacion activa en el paradigma de enterramiento defensivo.

La respuesta ansiosa de evitacion activa que también se le conoce como confrontacion
activa fue medida con el paradigma de enterramiento defensivo mediante la evaluacion de
conductas innatas como: el enterramiento, el tiempo en movimiento, el tiempo inmovil,
posturas estereotipadas defensivas en direccion a la fuente de la amenaza y la frecuencia de
acicalamiento. Todas estas variables y sus tratamientos correspondientes fueron evaluados
en busqueda de diferencias entre grupos por un analisis de varianza ANOVA de una via con

un nivel de significancia de a:0.05 y una prueba de Student-Newman-Keuls.
i Evaluacion de la conducta de enterramiento

La conducta de enterramiento se midié en funcion del tiempo que durd el animal

enterrando y la altura de la pila de aserrin después de haber concluido tal enterramiento.

En la figura 35, la altura de la pila de aserrin se refiere a la altura final del lecho que
desplazo el animal hacia la fuente de la amenaza (el electrodo) con sus patas delanteras. Las
ratas administradas con el tratamiento agonista ML184 (0.425 nmol) se observo una
disminucion significativa (p < 0.05) en la altura de la pila del lecho de aserrin a comparacion

del resto de los tratamientos. El grupo agonista ML184 (0.425 nmol), graficamente tuvo una
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disminucion con respecto a los demas tratamientos, pero sin ser estadisticamente significativa

(p < 0.05).
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Figura 35. Conducta de enterramiento en funcion de la altura de la pila y el tiempo de enterramiento. Los
datos estan expresados como media = SEM y fueron analizados mediante ANOVA de una via. *, p <0.05; a,
p <0.05 vs. el resto de los grupos.

Otra manera para medir la conducta de confrontacion activa (lucha) en la rata fue
mediante el coeficiente de enterramiento que relaciona el tiempo de enterramiento y los
periodos de inmovilidad de la rata. La media del coeficiente de enterramiento fue comparada

entre los tratamientos mediante un analisis de varianza ANOVA de una via con una

significancia de a: 0.05 y una prueba de Student- Newman- Keuls.

En la figura 36, el tratamiento agonista ML184 (0.425 nmol) mostré un coeficiente de
enterramiento significativamente menor (p < 0.05) que el resto de los tratamientos, mientras
que el tratamiento vehiculo, agonista ML184 (0.425 nmol), antagonista CID16020050 (1.16
nmol) y ML184 + CID16020046, no presentaron diferencias significativas entre si (p > 0.05).
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Figura 36. Grafico del coeficiente de enterramiento en el paradigma de enterramiento defensivo. Los datos
estan expresados como media = SEM y fueron analizados mediante una ANOVA de una via. *, p <0.05; a, p
< 0.05 vs. el resto de los grupos.

il. Evaluacion de conducta motora

La conducta motora fue evaluada en términos de tiempo que dur6 la rata en movimiento
durante los quince minutos de la prueba y el tiempo que permanecié inmdévil dentro del
mismo periodo. Para el andlisis de los tiempos entre tratamientos se recurrié a un analisis de
varianza de una via ANOVA con un nivel de significancia de a: 0.05 y con una prueba de

Student-Newman-Keuls.

En la figura 37, se evalu6 el tiempo que permanecié en movimiento la rata; ya sea
enterrando, deambulando, acicalandose o realizando cualquier otro movimiento que no fuera
solo el de su propia respiracion. Los animales del tratamiento agonista ML184 (0.425 nmol)
tuvieron un menor tiempo de movilidad (p < 0.05) en comparacion de las ratas de los
tratamientos DMSO 10% y CID16020046 (1.16 nmol). Ademas, se observd una tendencia
del grupo ML184 + CID16020046 a ser menor que el antagonista. Como contraparte, el

grupo agonista tuvo un tiempo de inmovilidad significativamente mayor (p > 0.05) que los
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tratamientos agonista y antagonista, existiendo una tendencia entre el grupo CID16020046 +

ML184 y el grupo antagonista CID16020046.
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Figura 37. Conducta motora en enterramiento defensivo. Los datos estan expresados como media + SEM y
fueron analizados mediante ANOVA de una via. *, p <0.05; o, p <0.05 vs. DMSO 10%, B, p <0.05 vs
CID16020046 (1.16 nmol)

iii. Evaluacion de posturas defensivas y de escape

La postura defensiva se refiere al nimero de veces que la rata encard al electrodo y
retrocedio y la postura de escape se refiere al nimero de veces que la rata se levanto en las
dos patas traseras y observod a los alrededores. Las variables de frecuencia en la postura
defensiva y la postura exploratoria fueron evaluadas con un analisis de varianza ANOVA de

una via con una significancia de a: 0.05 y prueba de Student-Newman-Keuls.

En la figura 38, no se muestran diferencias estadisticas significativas entre tratamientos
en las variables de postura defensiva y de la frecuencia de postura de escape (p < 0.05). Sin
embargo, graficamente se observa una disminucion de la frecuencia en ambas posturas del

tratamiento agonista ML184 (0.425 nmol) en comparacion con el resto de los tratamientos.
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Figura 38. Conducta defensiva y de escape en el paradigma de enterramiento defensivo. Los datos estan
expresados como media + SEM y fueron analizados mediante ANOVA de una via. *, p <0.05.

6.2.2  Analisis de la respuesta ansiosa etologica en el paradigma de laberinto elevado en cruz y campo

abierto

La respuesta conductual de confrontacion pasiva (ansiedad etologica) en el laberinto
elevado en cruz fue evaluada mediante la medicidon del tiempo en brazos abiertos y brazos
cerrados, asi como la distancia que la rata recorri6 en estos, mientras que en el paradigma de
campo abierto se evalu6 el tiempo y la distancia en los cuadrantes externo y el cuadrante
interno, asi como las posturas exploratorias. Estas variables fueron evaluadas mediante un
analisis de varianza ANOVA de una via con una significancia de a: 0.05 y una prueba de

Student-Newman-Keuls.

i Evaluacion del tiempo en brazos abiertos y brazos cerrados del laberinto elevado

en cruz

En la figura 39, se midi6 el tiempo entre tratamientos que los animales permanecieron en
los brazos abiertos y cerrados del laberinto elevado en cruz. Se observaron diferencias entre

los tratamientos siendo el grupo CID16020046 + ML184 el que permanecié mas tiempo en
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los brazos abiertos del laberinto en comparacion del resto de los tratamientos (Figura 39a, p
< 0.05). En contraparte, el tratamiento CID16020046 + ML184 tuvo el menor tiempo en los
brazos cerrados del laberinto que en comparacion al resto de los tratamientos (Figura 39b, p

<0.05).
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Figura 39. Tiempo en brazos abiertos y cerrados del laberinto elevado en cruz. Los datos estan expresados
como media + SEM y fueron analizados mediante ANOVA de una via. *, p <0.05; 5, p <0.05 vs. el resto de
los grupos.

il. Evaluacion de la distancia recorrida en brazos abiertos y brazos cerrados del

laberinto elevado en cruz

En la figura 40, se midio la distancia entre tratamientos que los animales recorrieron
en los brazos abiertos y cerrados del laberinto elevado en cruz. Se observaron diferencias
entre los tratamientos siendo el grupo CID16020046 + ML184 el que recorrié una mayor
distancia en los brazos abiertos del laberinto en comparacion con el resto de los
tratamientos (Figura 40a, p < 0.05). Mientras que, en la distancia recorrida en los brazos

cerrados, no fue posible ver diferencias estadisticas significativas (Figura 40b, p < 0.05).
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Figura 40. Navegacion en brazos abiertos y cerrados del laberinto elevado en cruz. Los datos estan
expresados como media = SEM y fueron analizados mediante ANOVA de una via. *, p <0.05; 3, p < 0.05 vs.
el resto de los grupos.

iii. Evaluacion del tiempo en los cuadrantes internos y externos del paradigma de

campo abierto

En la figura 41, el tiempo que permanecieron los animales en los cuadrantes externos
del paradigma de campo abierto no mostré diferencias estadisticamente significativas ni
graficas entre tratamientos (Figura 41a, p > 0.05). El tiempo de permanencia en el
cuadrante internos se observo un incremento grafico discreto en el grupo ML184 (0.425

nmol) pero sin ser estadisticamente significativo (Figura 41b, p > 0.05).
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Figura 41. Tiempo en los cuadrantes externos y cuadrantes internos del paradigma en campo abierto. Los
datos estan expresados como media + SEM y fueron analizados mediante ANOVA de una via. *, p < 0.05.

En la figura 42, la distancia recorrida entre cuadrantes externos no fue significativamente

diferente entre los tratamientos evaluados (Figura 42a, p > 0.05), mientras que el tratamiento

CID16020046 + ML184 mostro recorrer una distancia significativamente menor en el

cuadrante interno que en comparacion con los otros tratamientos (Figura 42b, p < 0.05).
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Figura 42. Navegacion en los cuadrantes internos y externos del paradigma de campo abierto. Los datos estan
expresados como media + SEM y fueron analizados mediante ANOVA de una via. *, p <0.05; 3, p <0.05 vs.
el resto de los grupos.

En la figura 43, la frecuencia de posturas exploratorias fue significativamente mayor
con respecto a los tratamientos vehiculo DMSO 10% y agonista ML184 (4.92 nmol) (p
< 0.05) pero no con respecto al tratamiento CID16020046 (1.16 nmol) (p > 0.05).
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Figura 43. Frecuencia de la conducta exploratoria en el paradigma de campo abierto. Los datos estan
expresados como media = SEM y fueron analizados mediante ANOVA de una via. *, p <0.05; o, p <0.05 vs.
DMSO 10%, a, p <0.05, vs. ML184 (4.92 nmol).

V. Anadlisis histologico para comprobacion de la cirugia estereotdctica

El analisis histoldgico con tincion de Nissl permitié verificar la precision con la cual se
realiz6 la cirugia estereotéctica. El1 50% de las canulas insertadas unilateralmente para el
tratamiento DMSO 10% terminaron en d-PAG, el 20% en m-PAG y el 30% en v-PAG. Para
el tratamiento agonista ML184 (0.425 nmol) el 100% de las canulaciones corresponde a d-
PAG y para el tratamiento antagonista CID16020046 (1.16 nmol) también se uvo un
porcentaje de acierto del 100% en d-PAG.
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Figura 44. Analisis histologico de los grupos vehiculo (DMSO 10%), agonista ML184 (0.425 nmol) y
CID16020046 (1.16 nmol) en PAG.
7 DISCUSION

7.1  Efectos en la memoria por la manipulacion farmacologica del GPR35

Se ha revisado que la memoria es el fendmeno neuroplastico que involucra la adquisicion
y almacenamiento dinamico de informacion y que permite evocarla en un momento dado. El
proceso de consolidacion de la memoria se da de manera importante en las regiones del
hipocampo encargadas de la memoria, sobre todo la espacial en el area CA1, CAs y el giro
dentado. Partiendo de esta premisa, receptores GPR de reciente descubrimiento como lo es
el GPR35 y que pudiera ser una nueva diana terapéutica, se encontr6 expresado en el sistema
nervioso central, especificamente en las interneuronas y neuronas piramidales del
hipocampo, zona de interés en donde se estudid por primera vez los mecanismos de

formacion de la memoria y de la potenciacion a largo plazo (Alkondon et al., 2015).

Uno de los principales cuestionamientos previo a abordar el tema de la memoria y la
relacion que esta guarda con GPR35, es el mecanismo con el que GPR35 pudiera estar
modulando la actividad hipocampal. Tomando en cuenta que las neuronas en las que se
encuentra expresado GPR35 en el hipocampo son del tipo piramidal y se sabe que estas
neuronas ademas de participar en la integracion cognitiva, de memoria espacial y contextual,
también representan una de las fuentes excitatorias principales por la via glutamatérgica y
colinérgica por lo que se ven fuertemente involucradas en procesos de plasticidad neuronal
(Graves et al.,, 2012). Estas neuronas se autorregulan por receptores metabotropicos

glutamatérgicos (mGlurs) y muscarinicos, lo interesante de tal autorregulacion es que algunas
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familias de mGlurs (Familia I y IIT) son inhibitorios de la enzima adenilato ciclasa por la via
Guoi/o y también tienen accidon negativa sobre canales de calcio, sobre todo los Cay2.1y Cay22
(H. Wang & Zhuo, 2012). Andlogamente, GPR35 es otro receptor del tipo metabotropico con
una via de sefializacién de proteinas Gai,o que pareciera también estar participando en la
modulacion de la respuesta excitatoria de las neuronas piramidales, GPR35 ademas de inhibir
a la adenilato ciclasa, bloquea mediante las subunidades By a los canales Cay2 los cuales
desempefian un papel importante en la plasticidad neuronal al establecer asociaciones
sinérgicas con receptores AMPA para el fortalecimiento de las sinapsis (J. Guo et al., 2008;
Kang etal., 2006b). La evidencia antes descrita hace presuponer que GPR35 al ser estimulado
podria tener un efecto debilitador sobre la actividad hipocampal, la plasticidad y finalmente

sobre el aprendizaje y la memoria al inhibir la actividad de las neuronas piramidales.

El supuesto anterior se puede verificar mediante la evaluacion y cuantificacion indirecta
de la funcion hipocampal producto de la estimulacion de GPR35 usando metodologias
conductuales como el laberinto de Barnes. El laberinto de Barnes proporcioné datos de
tiempos, distancia y estrategias para su resolucion a lo largo de un entrenamiento de cuatro
dias y se observo que en el ultimo dia de entrenamiento (S4), las ratas a la que se le bloqueo
el GPR35 con el antagonista MLL194 (4.92 nmol) tuvieron en promedio tiempos de resolucion
de 13.94s significativamente menores a los del grupo agonista GPR35C10 (1.79nmol) con
medias de resolucion de 72.22s. Ademas del tiempo, hubo un decremento significativo en la
distancia total de resolucion del laberinto entre la primera sesion de entrenamiento (S1) y la
ultima sesion (S4) en los grupos vehiculo DMSO 10% y tratamiento antagonista/agonista de
aproximadamente el 50% y con el receptor bloqueado con ML194 (4.92 nmol) de més del
50%. No siendo asi en el caso del grupo agonista CPR35C10 (1.79 nmol) en donde no hubo
una diferencia significativa entre la distancia que le tomo a la rata en la S1 y S4 para resolver
el laberinto. Esta evidencia nos permite distinguir en cuales grupos experimentales si se
estaba dando un aprendizaje espacial (DMSO 10%, ML194 [4.92 nmol] y ML194 +
GPR35C10 [4.92nmol]) y en cual los animales no eran capaces de recordar las pistas para el
tunel de escape (GPR35C10 [1.79nmol]). Tales hallazgos concuerdan con los resultados de
las pruebas moleculares de (Berlinguer-Palmini et al., 2013) en donde estimularon a GPR35

con acido quinurénico y aislaron su efecto al inhibir receptores a los cuales este agonista
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también es afin como su efecto antagonico en los receptores NMDA, observaron una
disminuciéon en la amplitud potenciales excitatorios postsinapticos cuando GPR35 fue
activado y una recuperacion en la actividad al ser expuesto a una combinacion agonista-
antagonista de acido quinurénico + ML194, denotando a su vez la cualidad selectiva de este

antagonista.

Dentro de las diversas definiciones y clasificaciones de la memoria se encuentra a la
memoria declarativa y no declarativa, un subtipo es la memoria declarativa episodica que se
caracteriza por la asociacion consciente de contextos espaciales y temporales. El sistema
cortico-libico y principalmente el hipocampo participa en la memoria declarativa episddica
(Sharma et al., 2010). Otra de las maneras conductuales para determinar la actividad
hipocampal es la evaluacion de las estrategias espaciales para la resolucion del laberinto, una
estrategia espacial involucra la asociacion consciente de las pistas espaciales y con el tinel
de escape y una comunicacion activa entre las areas corticales visuales, de atencion dirigida,

pero sobre todo de estas con el hipocampo (Boss, 1986).

Conductualmente se observo que bloqueando al receptor GPR35 con ML194 (4.92nmol)
se obtuvo una mayor respuesta espacial al tener un incremento en la estrategia espacial entre
S1y S4 de mas del 50% y ademds de que fue el tratamiento que mas tuvo una estrategia
espacial a comparacion del agonista de GPR35 y del grupo vehiculo, por lo que cuando el
receptor se encuentra bloqueado, existe una mayor respuesta por parte del hipocampo, lo cual
hace sentido al incrementar los flujos de calcio y por ende favoreciendo la liberacion de
neurotransmisor (glutamato siendo el mas probable) de las neuronas piramidales del CA;.
Esto nos lleva a que GPR35 pudiera tener un tono de actividad basal que se encuentra
regulando constantemente la actividad excitatoria neuronal (Alkondon et al., 2015). Ademas
de esto, el grupo con el receptor activado (GPR35C10) tuvo en promedio hasta un 40% de
incremento en estrategia aleatoria, lo que indica que no se vio involucrado el hipocampo ni

los nucleos de la base para la resolucion del laberinto.

Ante todo, se puede afirmar que GPR35 tiene efectos deletéreos sobre los tiempos de
resolucion del laberinto de Barnes, un incremento en los recorridos para la resolucion del

laberinto y un aumento significativo de la estrategia aleatoria. Caso totalmente contrario

81



cuando el receptor es bloqueado con el agonista ML.194, se recurre significativamente mas a
la estrategia espacial para la resolucion del laberinto y se disminuyen los tiempos y distancias
de escape al tunel objetivo. Por lo que GPR35 y su activacion podrian estar modulando

procesos de neuroplasticidad y excitabilidad neuronal.

7.2 Efectos en la respuesta ansiosa por la manipulacion del GPRS5 del area gris periacueductal

dorsal (PAG)

La ansiedad es la respuesta caracterizada por un estado de alerta constante y por ende un
estado de estrés cronico que induce a una eventual hiperactividad del sistema neurovegetativo
(Carlson, 2005). El circuito neuronal que desencadena la respuesta ansiosa es complejo y
forma parte del sistema limbico. En este circuito se destacan tres partes fundamentales
importantes que son. La amigdala, el locus ceruleo y PAG. La amigdala se encargara de
integrar la informacion sensorial de los estimulos estresores ambientales, el locus ceruleo se
encargard de evaluar la intensidad del estimulo y este, en su conjunto con la amigdala,
enviaran la informacion a PAG para la ejecucion de la respuesta defensiva apropiada (Graeff

etal., 1993).

Como se menciono, la intensidad del estimulo mediada por el locus certleo y
trasmitida para su ejecucion en PAG, es un aspecto importante para considerar en los
paradigmas conductuales. En este estudio se aplicaron tres paradigmas diferentes para la
evaluacion de la respuesta ansiosa en donde el paradigma de enterramiento defensivo, en
el cual se aplico una descarga eléctrica que favorecio la aparicion de una respuesta ansiosa
de confrontacion activa o bien de confrontacion pasiva. La diferencia entre estos dos tipos de
respuesta se refiere a la aparicion de posturas o acciones de lucha para el caso de
confrontacidn activa o bien de evitacion a la fuente de peligro y una reduccion en la movilidad
cuando se trata de una confrontacion pasiva. Para la evaluacion de tales efectos se uso al
coeficiente de enterramiento en el cual se observo una reduccion significativa del valor de
éste en el tratamiento ML184 (0.425 nmol) con un valor de 0.07 denotando una respuesta
altamente pasiva en comparacion de los otros tratamientos DMSO 10%, CID16020046 (1.16
nmol) y CID16020046 + ML184 (1.16 nmol + 0.425 nmol) con valores rondando entre 0.28-

0.44. Los valores del coeficiente de enterramiento menores a 0.5 indican una prevalencia de
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confrontacion pasiva siendo mas evidentes conforme se acercan al cero, mientras que los
valores de este coeficiente por arriba de 0.5 se refieren a respuestas de confrontacion activa

intensificandose conforme se acercan mas al valor de 1.0 (Fucich & Morilak, 2018).

La prevalencia de una respuesta conductual de confrontacion pasiva al activar GPR55
con su agonista selectivo ML184 (0.425 nmol) es consistente con la disminucién en la
actividad locomotora con una media de tiempo en movimiento de 611.36s significativamente
menor a las de los otros tratamientos y en contraparte con un incremento significativo en la
cantidad de tiempo inmovil promedio de 288.641s. Por otro lado, los pardametros de tiempo
de enterramiento y de altura de la pila de aserrin también corresponden a conductas de
confrontacidon activa y una disminucion en tales parametros se interpreta como un efecto
ansiolitico (Koob et al., 2014) como el caso del tratamiento ML184 (0.425 nmol) que tuvo
una altura de la pila de 2.39 cm significativamente mas pequeia que la altura de la pila de
los tratamientos vehiculo, antagonista y antagonista + agonista. Ante tales cambios, se puede
afirmar que la activaciéon del GPRS5S5 trae consigo una disminucion de conductas activas de
lucha cuando la rata se enfrenta a un estimulo nocivo y que, por el contrario, el bloqueo de

¢éste potencia los efectos activos de conducta defensiva a nivel de PAG.

El area gris periacueductal (PAG) es la region del sistema limbico que en conjunto con la
amigdala se encargan de la componente afectiva de la ansiedad. La respuesta de
confrontacion activa y de lucha son mediadas por la porcion dorsal (d-PAG) mientras que la
respuesta de confrontacion pasiva es facilitada por la porcion ventral (v-PAG). Los estimulos
dolorosos, como en enterramiento defensivo fue la descarga eléctrica con el electrodo llegan
directamente a d-PAG (Deliu et al., 2015) y desencadenan en ratas intactas una respuesta de
confrontacidon activa caracterizada por saltos, carrera y enterramiento mientras que un
condicionamiento por miedo ante la existencia de estimulos innatos y distales que suponen
cierto peligro para el animal como en el caso del laberinto elevado en cruz y campo abierto,
favorece a una respuesta de confrontacion pasiva y la rata permanece expectante (Brandao et
al., 2008). Los resultados previamente analizados en el paradigma de enterramiento
defensivo sugieren que existe una inhibicién de la funciéon de d-PAG cuando GPRS5S5 es

activado dada la disminucion en las respuestas conductuales de confrontacion activa
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previamente descritas, respaldado en los resultados histologicos en donde la mayoria de las
canulas insertadas via cirugia estereotactica en PAG corresponden a d-PAG. El fenomeno
que pudiera estar tomando lugar es que al existir una inhibicién de d-PAG, la proporcion de
confrontacidn activa seria menor que en comparacion con las respuestas pasivas mediadas

por v-PAG por lo que el animal tenderia a permanecer inmovil y expectante.

Los paradigmas empleados para el analisis de los estimulos innatos etologicos fueron
los paradigmas de campo abierto y laberinto elevado en cruz, en el laberinto elevado en cruz
se obtuvo en el tratamiento CID16020046 + ML184 (1.16 nmol + 0.425 nmol) en efecto
ansiolitico marcado con una media de 82.986s de tiempo en brazos abiertos
significativamente mayor al resto de los tratamientos y como contraparte, una media de
tiempo en brazos cerrados de 217.014s significativamente menor al resto de los tratamientos.
Ademas, la distancia recorrida en brazos abiertos también fue mayor en el tratamiento
combinado con una media de 254.44 cm significativamente mayor que todos los
tratamientos. El efecto ansiolitico opuesto a la inmovilidad (Brandao et al., 2008) en el
tratamiento combinado no solamente estuvo presente en el laberinto elevado en cruz, sino
que también en el paradigma de campo abierto en donde la media de exploraciones fue de
17.1 significativamente mayor que el grupo agonista ML184 (0.425 nmol) y el grupo
vehiculo (DMSO 10%) siendo en los cuadrantes externos en donde se dio en mayor medida

tal conducta exploratoria.

Este patron en la respuesta ansiolitica con el tratamiento combinado CID16020046 +
ML184 (1.16 nmol + 0.425 nmol) nos permite debatir sobre la afinidad que tiene el agonista
ML184 (CID2440433) sobre GPRS55, ya que este tratamiento combinado en ninguno de los
dos paradigmas se comportd como el tratamiento antagonista. Este comportamiento indica
que ML184 pudiera estar actuando por un receptor diferente al GPR55 ya que cuando se
diseni6 al ML184, si bien presentd una potencia de 110-250 nM ECso, también se especifico
que en GPR5S5 se tenia una afinidad 100 veces mayor que en GPR35, CB; y CB; (Kotsikorou
et al.,, 2011). Por lo que esta posibilidad no se descarta y pudiera ser que los efectos

ansioliticos de ML184 pudieran estar siendo mediados por mecanismos diferentes a GPRS5S.
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8 CONCLUSIONES

Nuestros resultados sugieren que la activacion de GPR35 en hipocampal reduce la capacidad
de aprendizaje en el laberinto de Barnes. Ademas, reduce la estrategia de navegacion espacial
y la memoria de lugar. Por lo tanto, el GPR35 hipocampal parece modular negativamente la

actividad hipocampal.

El GPR55 de PAG parece modular la respuesta de confrontacion activa, disminuyéndola y
favoreciendo las respuestas conductuales propias de la confrontacion pasiva. Mientras que la
combinacion ML184+CID16020046 desenmascar6 efectos ansioliticos y de aumento en la
conducta de exploracion inducidos por ML184 independientes al receptor GPR5S5, abriendo

nuevas lineas de estudio.

Finalmente se concluye que estos receptores tienen un papel importante en la modulacion de
la actividad neuronal en sus respectivas areas, sobre todo GPR35 podria ayudar a controlar
fisiopatologias involucradas con una sobreexcitacion neuronal y GPRS5S5 en el tratamiento de
trastornos afectivos, por lo que aqui se sienta la base para nuevas investigaciones respecto a

estos dos receptores en SNC.
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10.1

10 ANEXO

Formula para el coeficiente de enterramiento
Tiempo enterrando (s)

~ tiempo enterrando (s) + tiempo inmoévil (s)
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