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Posible participacion del receptor acoplado a proteinas G 55
(GPR55) del hipocampo dorsal en la preferencia de lugar
condicionada inducida por nicotina

Possible involvement of dorsal hippocampal G-protein coupled
receptor 55 (GPR55) in nicotine-induced conditioned place
preference in rats
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Resumen

Antecedentes: El receptor acoplado a proteinas G 55 (GPR55) puede interactuar con cannabinoides y lisofosfolipidos. Se expresa
en diversos tejidos en los mamiferos, incluyendo el sistema nervioso central (SNC). Sus acciones en el SNC se conocen parcial-
mente e incluyen efectos en ansiedad, memoria espacial, recompensa y dolor. Un estudio reciente reportd que la administracion
sistémica de O-1602 (agonista GPR55) inhibe la preferencia de lugar condicionada (CPP) inducida por nicotina, pero el silencia-
miento del GPR55 en el nucleo accumbens no modifica las acciones del O-1602, por lo que su sitio de accion se desconoce.
El GPR55 se expresa significativamente en el hipocampo dorsal, una estructura involucrada en la asociacion contextual de la
recompensa por drogas. Objetivo: Analizar de manera preliminar la participacion potencial del GPR55 en la CPP inducida por
nicotina. Método: Ratas Wistar macho fueron canuladas en el hipocampo dorsal para recibirla con: (a) vehiculo (DMSO10%); (b)
ML184 (0.48 nmol; GPR55 antagonista), o (c) CID16020046 (1.16 nmol; GPR55 antagonist) durante la fase de condicionamiento
en el CPP mediado por nicotina. Resultados: Los animales a los cuales se les administrd con vehiculo pasaron mds tiempo en
la cdmara emparejada con nicotina en comparacion con la linea base (p < 0.05). Por el contrario, ML184 y CID16020046 previ-
nieron la CPP inducida por la nicotina (p > 0.05). Conclusion: Bajo nuestras condiciones experimentales, la manipulacion far-
macoldgica del GPR55 en el hipocampo dorsal previno la CPP inducida por nicotina por mecanismos atin no identificados.

Palabras clave: GPR55. Preferencia de lugar condicionado. Nicotina. Hipocampo dorsal. Recompensa del cerebro.

Abstract

Background: The G-protein coupled receptor 55 (GPR55) is a cannabinoid/lysophospholipid target expressed in several tissues
in mammals, including the central nervous system (CNS). Its actions in CNS are only partially known and include anxiety,
spatial memory, reward, and pain. A recent study reported that systemic O-1602 (a GPR55 agonist) blocked the nicotine-
induced conditioned place preference (CPP), but the knockdown of GPR55 in the nucleus accumbens did not modify the
actions of O-1602, so its site of action remains obscure. GPR55 is expressed significantly in the dorsal hippocampus, a struc-
ture involved in the context-association to drugs-reward. Objective: To preliminary analyze the potential participation of dorsal-
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hippocampal GPR55 in the nicotine-induced CPP. Method: Male Wistar rats were implanted in dorsal hippocampus to receive:
(i) vehicle (dimethyl sulfoxide 10%); (i) ML184 (0.48 nmol; GPR55 agonist); or (iii) CID16020046 (1.16 nmol; GPR55 antagonist)
during the conditioning phase in the nicotine-mediated CPP paradigm. Results: Animals from the vehicle group exhibited an
increased time in the nicotine-paired chamber compared with its baseline (p < 0.05). In contrast, both ML184 and CIDI6020046
prevented the nicotine-induced CPP (p > 0.05). Conclusion: Under our experimental conditions, pharmacological manipulation
of GPR55 in the dorsal hippocampus prevented the nicotine-induced CPP due to mechanisms that remain to be identified.

Keywords: G-protein coupled receptor 55. Conditioned place preference. Nicotine. Dorsal hippocampus. Brain reward.

Declaracién de relevancia

Nuestros hallazgos avalan informes previos que con-
firman la implicacion del GPR55 en el sistema nervioso
central en las acciones reforzadoras de la nicotina y
proponen al GPR55 en el hipocampo dorsal como uno
de los posibles sitios de accion.

Introduccion

La preferencia de lugar condicionado (PLC) es un
paradigma clasico para evaluar el potencial de las dro-
gas para fomentar conductas inducidas por recompensa
a través de la experiencia en 2 contextos sensoriales
distintos, uno de ellos asociado al farmaco y el otro a
su vehiculo'. Estudios previos han analizado y concluido
que el hipocampo dorsal (una regién clave del cerebro
implicada en las memorias contextuales y el reconoci-
miento espacial) participa en el establecimiento de la
PLC?3. Por ello, el hipocampo dorsal (particularmente la
estructura CA1) representa un area cerebral asociativa
interesante cuya fisiologia podria permitir comprender
los circuitos neuronales implicados en los fendmenos de
blsqueda y consumo de drogas*®. Ademas, el hipo-
campo, la amigdala y el estriado ventral reciben dopa-
mina de la region tegmental ventral; este circuito
constituye el sistema mesolimbico, cuyas funciones
incluyen la recompensa cerebral, la motivacién, la con-
ducta alimentaria, el control del flujo sanguineo, entre
otras”™®. La funcién del sistema mesolimbico esta fuer-
temente modulada por el sistema endocannabinoide'®.

Las funciones hipocampales se modulan mediante
(i) mediadores clésicos tales como las catecolaminas'
y (ii) mediadores no clasicos tales como los opioides
y los cannabinoides'®'3, Entre los mediadores no cla-
sicos, los cannabinoides actian sobre el receptor aco-
plado a la proteina G 55 (GPR55), cuya farmacologia
es compleja e incluye agonismo sesgado por lisofos-
folipidos (p. €j., LPI) y cannabinoides''s. Ademas de
en varios tejidos periféricos, el GPR55 se expresa
abundantemente en el sistema nervioso central y se

ha asociado al dolor, la ansiedad, la memoria y la
recompensa cerebral'®2'. Interesantemente, este
receptor podria desempenar un papel funcional clave
en ciertas regiones cerebrales, tales como el estriado®?
y el hipocampo'®. Avalando lo anterior, en un modelo
preclinico de Parkinson inducido por 6-hidroxidopa-
mina, tanto el LPI (agonista enddégeno de GPR55)
como el ML193 (antagonista sintético) fueron capaces
de mejorar la locomocién??. Asimismo, las inyecciones
de LPI'y CID1602046, pero no de su vehiculo, deterio-
raron la memoria espacial en el laberinto de Barnes'®.
En un estudio previo, se informé que tanto el ML184
(agonista de GPR55) como el ML193 (antagonista de
GPR55), administrados por via intracerebroventricular,
evitaron la PLC mediada por nicotina®'. Otro estudio
independiente concluydé que el GPR55 en el estriado
ventral podria explicar parcialmente las acciones pre-
ventivas del 0-1602 (agonista de GPR55) frente a la
PLC inducida por nicotina®®. No obstante, dichas accio-
nes preventivas de O-1602 persistieron tras el silencia-
miento del receptor GPR55 en el estriado ventral
mediante shRNA lentiviral selectivo?®, lo cual sugiere
la participacion de otras regiones cerebrales. En este
sentido, el presente estudio se disefi¢ para investigar
las acciones farmacoldgicas de los farmacos sintéticos
asociados a GPR55, ML-184 (agonista) y CID16020046
(antagonista), administrados en el hipocampo dorsal,
sobre la PLC inducida por nicotina en ratas.

Materiales y métodos
Animales

Se obtuvieron 34 ratas macho Wistar (250-300 g) de
un Dbioterio de la Universidad Auténoma de
Aguascalientes. Los animales fueron alojados para
habituacion durante 3 dias a una temperatura cons-
tante de 23 + 1 °C, humedad del 28-35 % y un ciclo
luz/oscuridad de 12 horas, iniciando la luz a las 10:00
AM. Agua y alimento se ofrecieron ad libitum. Todos
los procedimientos experimentales fueron aprobados
por el Comité Institucional de Etica (CEADI-UAA) y
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realizados de conformidad con la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999, “Especificaciones téc-
nicas para la produccion, cuidado y uso de los anima-
les de laboratorio”. Nuestro estudio se realizd de
conformidad con las guias ARRIVE sobre investigacion
preclinica con animales, la Guia para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio en EE.UU.?* y la Directiva
2010/63/UE del Parlamento y Consejo Europeos del
22 de septiembre del 2010 sobre la proteccion de ani-
males utilizados para fines cientificos (disponible
en: http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.
do?uri=0J: L:2010:276:0033:0079:en: PD).

Farmacos

EI CID16020046 (“acido 4-[4-(3-hidroxifenil)-3-(4-me-
tilfenil)-6-oxo-1,4-dihidropirrolo[3,4-d]pirazol-5-il] ben-
zoico”), ML184 (CID2440433, “3-[4-(2,3-dimetilfenil)
piperazina-1-carbonil]-N,N-dimetil-4-(pirrolidin-1-il)
benceno-1-sulfonamida”) y la nicotina se obtuvieron de
Sigma-Aldrich®. La nicotina (0,6 mg/kg) se prepard en
una solucién salina (0.9% p/v NaCl) y administrd por
via subcutanea en un volumen de 0.3 ml. ML184 (0.425
nmol; cada lado, 1 ul) y el CID16020046 (1.16 nmol;
cada lado, 1 ul) se diluyeron en dimetilsulféxido al 10%
y en una solucién salina (0.9% p/v). Las concentracio-
nes mencionadas corresponden a su base
libre. Las soluciones se prepararon frescas cada dia
experimental.

Cirugia estereotaxica

Las ratas fueron anestesiadas con una combinacion
de Zoletil® 50 (tiletamina 125 mg + zolazepam 125 mg)
y xilazina (35 mg/kg + 8 mg/kg, respectivamente) en
un volumen de 1 ml/kg por via intraperitoneal. Bajo
anestesia profunda, las ratas fueron colocadas en un
marco estereotaxico y se procedié a implantar bilate-
ralmente 2 canulas (22G x 10 mm) en el hipocampo
dorsal donde fueron inyectados los compuestos. Las
coordenadas de canulacién intrahipocampal fueron:
anteroposterior —3.24 mm, mediolateral + 1.6 mm y
dorsoventral 2.8 mm?5, Se emplearon 2 tornillos de
acero inoxidable fijados al craneo y 1 capa de acrilico
dental solidificado para asegurar las canulas durante
el experimento. Tras la cirugia, los animales se alojaron
individualmente y se dejaron recuperarse durante 7
dias bajo las condiciones ya descritas. Ademas, reci-
bieron un ungiiento de neomicina (Brosin®) y ketopro-
feno 2.5 mg/kg por via subcutanea durante 3 dias con
posterioridad a la cirugia (Fig. 1).

Administracion intradorsal-hipocampal de
los farmacos

Se insert6 un inyector (30G x 11 mm) conectado
mediante tuberia Tygon® (0.25 x 150 mm) a una jeringa
Hamilton® de 10 uL suavemente en la canula, adminis-
trandose 1 ul de cada pretratamiento bilateralmente
(0.018 wl/s) durante 1 min mediante una bomba de
jeringa modelo 35 s (Sage Instruments™).

Grupos experimentales

Para analizar la PLC inducida por nicotina, las 34
ratas fueron distribuidas aleatoriamente en los siguien-
tes grupos: (i) ratas intactas (recibieron tratamiento con
0.6 mg/kg de nicotina durante la fase de acondiciona-
miento; n = 6); (ii) grupo control (pretratamiento intra-
dorsal-hipocampal con dimetilsulfoxido al 10%; n = 4);
(iii) grupo nicotina (pretratamiento intradorsal-hipocam-
pal con dimetilsulféxido al 10% y tratamiento con
0.6 mg/kg de nicotina; n = 8); (iv) grupo agonista de
GPR55 (pretratamiento intradorsal-hipocampal con
0.48 nmol de ML-184 y tratamiento con 0.6 mg/kg de
nicotina; n = 8); (v) grupo antagonista de GPR55 (pre-
tratamiento intradorsal-hipocampal con 1.16 nmol de
CID16020046 y tratamiento con 0.6 mg/kg de nicotina;
n = 8). Todos los grupos siguieron procedimientos
experimentales sincronicos en el tiempo?.

Parametro de preferencia de lugar
condicionado (PLC)

Aprarato pe PLC

El paradigma de PLC de eleccién no forzada consta de
2 compartimentos acrilicos (30 x 30 x 45 cm) conectados
por una camara intermedia estrecha (14.5 x 13 x 30 cm)
con 2 compuertas verticales tipo guillotina que permiten
0 bloquean el acceso a los compartimentos externos
(Fig. 1). Los compartimentos difieren en sefiales visuales
y tactiles, de modo que uno resulta mas confortable para
el animal. El compartimento izquierdo tenia paredes blan-
cas y suelo liso y el derecho, 2 paredes con lineas verti-
cales en blanco y negro y las otras 2, lineas diagonales
en blanco y negro. La sala de PLC se mantuvo con ilu-
minacion a base de luz roja y minimo estimulo sonoro.

Fase de preacondicionamiento

El protocolo de PLC se realizé tal y como se describi6
previamente®'. En la etapa de preacondicionamiento, la
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Figura 1. Esquema del disefio experimental. Creada en https://BioRender.com

rata fue colocada en el compartimento central y se le
permitié explorar libremente el aparato durante
15 minutos durante 3 dias consecutivos (Fig. 1). Las
sesiones fueron videograbadas con una camara web
(Logitech mod. C922PRO) de 1.280 x 720 pixeles y
30 fps. El tiempo en cada compartimento se midi6 en
los 3 dias calculandose la media para determinar la
preferencia natural de cada animal por una camara
especifica.

Fase de acondicionamiento

Los animales fueron expuestos a los entornos de
PLC en un esquema contraequilibrado. Teniendo siem-
pre en cuenta la preferencia natural, se les inyectd
aleatoriamente una solucion salina o nicotina por la
mafiana (10:00 h), siendo confinados durante 30 minu-
tos en (i) la camara preferida (asociada a salina) o (i) la
no preferida (asociada a nicotina). Seis horas después,
se aplicé el tratamiento opuesto y se confiné al animal
en la camara contraria. Este procedimiento se repiti¢
durante 4 dias consecutivos (Fig. 1), alternando el

orden para evitar sesgos: los animales que recibieron
solucion salina por la mafiana el dia anterior, fueron los
primeros en recibir nicotina al dia siguiente, vy
viceversa.

Prueba de PLC

La prueba se realiz el dia 22 (Fig. 1) sin administra-
cion de tratamientos ni pretratamientos. Cada rata se
colocé en el compartimento central y se le permitid
desplazarse libremente entre las camaras durante
15 minutos. Se consideré como efecto reforzador un
aumento significativo en el tiempo en la camara aso-
ciada a nicotina durante la prueba frente a la fase de
preacondicionamiento. Después, se evalu6 la influen-
cia de ML-184 y CID16020046 sobre dicho efecto
reforzador.

Histologia

Se aplicd la tincion de Nissl para confirmar la colo-
cacion correcta de las canulas (Fig. 2). Los cerebros
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Figura 2. Fotomicrografia representativa del sitio de infusién en el hipocampo dorsal. La flecha indica el sitio de la

inyeccion.

se extrajeron tras perfusién con solucion salina y para-
formaldehido al 4% p/v, se refrigeraron una semana a
4 °C y luego se mantuvieron otra semana en sacarosa
al 20% p/v. Los cerebros se seccionaron en sentido
coronal, se colocaron en el criostato para cortes de
70 um, se montaron en un portaobjetos para la tincion
de Nissl y, finalmente, las posiciones de las canulas se
corroboraron mediante microscopia (Fig. 2) y se com-
pararon segun lo descrito®.

Limitaciones experimentales

Al tratarse de un estudio preliminar, los autores reco-
nocen ciertas limitaciones: (i) se inyectaron volimenes
intracerebrales elevados (1 ul) debido a limitaciones de
solubilidad de los compuestos; (ii) fue necesario utilizar
dimetilsulféxido al 10% como disolvente; y (iii) solo se
empled una Unica dosis de cada farmaco, sin analizar
curvas dosis-respuesta.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron con Sigma Plot 12.0 (Systat
Software Inc., San José, CA, EE.UU.). Para cada varia-
ble cuantitativa del paradigma PLC se aplicé la prueba t
pareada. Aunque no fue posible el cegado de los ope-
radores debido al esquema contraequilibrado, el andlisis
de datos lo realizaron a ciegas autores distintos de aque-
llos que fueron los que realizaron los experimentos. En
todas las pruebas, la medida de tendencia central fue la
media, y la dispersion, el error estandar de la media. Se
considerd significacion estadistica un valor de p < 0.05.

Resultados

La figura 3A muestra que las inyecciones intradorsa-
les en el hipocampo del vehiculo (dimetilsulfoxido al
10%) no produjeron cambios (t: = 0.268, p > 0.05) en
el tiempo pasado en la camara asociada a la solucién
salina el dia de la prueba frente a los valores basales.
Ademas, la nicotina (0.6 mg/kg, s.c.) aumento el tiempo
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Figura 3. Efecto de las inyecciones intradorsales de hipocampo de dimetilsulféxido (DMSQ) al 10% (n = 4); A: sobre
el tiempo pasado en la camara asociada a solucion salina (1 mL/kg) o en ratas intactas sin pretratamiento (n = 6); B:

vehiculo DMSO al 10% (n = 8); C: ML-184 (0.42 nmol; n = 8);

D: o CID16020046 (1.16 nmol; n = 8); E: sobre la PLC

inducida por nicotina (0.03 mg/kg, s.c.), *p < 0.05 frente a la linea basal correspondiente. Los datos expresan la
media + error estandar de la media y se analizaron mediante prueba t pareada.

en la camara asociada tras la fase de acondiciona-
miento frente a los valores basales (t, =—2.626, p < 0.05)
en ratas intactas (Fig. 3B).

Los animales que recibieron un pretratamiento
intradorsal con vehiculo durante la fase de acondicio-
namiento incrementaron su preferencia por la cdmara
asociada a nicotina frente a los valores basales
(t, = -2.898, p < 0.05; Fig. 3C). En cambio, tanto
ML-184 (0.48 nmol; agonista de GPR55) como
CID16020046 (1.16 nmol; antagonista de GPR55) evi-
taron el cambio de preferencia inducido por nicotina,
ya que el tiempo registrado en la linea basal no varié
del observado en la prueba (t, = -1.106, p > 0.05
y t,=0.387, p > 0.05, respectivamente; Fig. 3D y 3E).

Discusion

Liu et al.?® informaron que: (i) la inyeccion sistémica
de un agonista de GPR55 (0-1602) evité la PLC
mediada por nicotina; (i) 0.5 mg/kg de nicotina incre-
mentaron los niveles séricos de dopamina —efecto pre-
venido por O-1602— pero no modificaron los niveles en
el nucleo accumbens vy (iii) la reduccion selectiva de
GPR55 en nucleo accumbens no alterd los efectos
preventivos de O-1602 sobre la PLC mediada por nico-
tina, lo cual sugiere la participacion de otras regiones
cerebrales. En trabajos previos, nuestro grupo confirmé
que varios farmacos asociados a GPR55 administra-
dos por via intracerebroventricular evitaron la PLC
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mediada por nicotina en ratas®'. El hallazgo principal
del presente estudio es la posible participacion del
hipocampo dorsal como sitio de acciéon de farmacos
dirigidos a GPR55 para prevenir la PLC inducida por
nicotina.

Como GPR55 se expresa funcionalmente en el hipo-
campo de la rata, donde parece intervenir en el apren-
dizaje y la memoria espacial’®, quizds su actividad
basal sea necesaria para un funcionamiento correcto
del conectoma hipocampal. De hecho, tanto la estimu-
lacion como el bloqueo de GPR55 en hipocampo dor-
sal han mostrado ser capaces de disminuir la memoria
de lugar en ratas'®. Desde un punto de vista neuroa-
natémico, el hipocampo dorsal parece modificar la
adquisicion de memorias contextuales en roedores
expuestos a cocaina, interfiriendo en la recuperacion
y extincién de la preferencia de lugar en el paradigma
de PLC tras la estimulacién farmacoldgica de recepto-
res GABAA, hipocampales dorsales®. Asimismo, el
comportamiento de recompensa contextual se asocia
a la fuerza de las sinapsis entre el hipocampo vy el
nucleo accumbens?’. El refuerzo esta directamente vin-
culado a la actividad dopaminérgica mesolimbica, prin-
cipalmente en la region tegmental ventral y el nucleo
accumbens, donde el GPR55 hipocampal parece
aumentar la descarga de neuronas dopaminérgicas
mesolimbicas?®. En este sentido, el GPR55 hipocampal
surge como una posible diana farmacoldgica para
modular las acciones reforzadoras de la nicotina en el
paradigma de PLC.

El hecho de que un agonista y un antagonista del
mismo receptor (GPR55) produzcan un efecto funcio-
nal similar no es intuitivo. No obstante, esta misma
observacién se ha descrito en el cuerpo estriado por
otro grupo independiente®® que propuso que el
GPR55 podria controlar un mecanismo clave cuyo
desequilibrio, en cualquier direccion, interrumpe el
procesamiento correcto. Otra explicacion, igualmente
especulativa, es la participacion de mdultiples recep-
tores 0 mecanismos. Cabe admitir que una limitacion
de nuestros resultados preliminares es la ausencia
de una curva dosis-respuesta que analice varias con-
centraciones de diferentes agonistas y antagonistas
del GPR55.

Finalmente, se debe mencionar que el GPR55 parti-
cipa en multiples funciones fisioldgicas y fisiopatoldgi-
cas centrales y periféricas, incluida la regulacién del
flujo sanguineo, patologias proliferativas y cancerosas,
procesos metabolicos y dolor'>-2":2°-33, Cualquier apli-
cacion clinica potencial que implique al GPR55 debe
manejarse con suma cautela.

Conclusiones

Nuestros hallazgos sugieren que: (i) el hipocampo
dorsal podria participar en la PLC inducida por nico-
tina, y (ii) el GPR55 hipocampal dorsal es capaz modu-
lar farmacoldgicamente (previniendo) la PLC inducida
por nicotina.
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