AN Sociedad Espanola de

] [ |
ys e I c Investigacion sobre Cannabinoides
%, Boletin electréonico (enero/marzo 2012; n° 34)
Stigacion sobre Cannabinoides

He

ap BJp

Contenido:
1. Saludo del Presidente

2. Premio de la 122 Reunién anual de la SEIC, Pamplona, 2011: “El papel de los re-
ceptores cannabinoides de tipo 1 en la regulacién de la funcién cerebelar a través de
la activacion microglial” (Laura Cutando)

3. Premio de la 122 Reunidén anual de la SEIC, Pamplona, 2011: “Analizando el papel
de los receptores CB2 durante la demielinizacion primaria y la remielinizacién” (Ana
Bernal Chico)

4. Agenda
5. Ultimas publicaciones sobre cannabinoides de investigadores espafioles

1. Saludo del Presidente

Estimados socios:

Durante este trimestre hemos continuado con los preparativos de los dos eventos cientificos
previsiblemente mas relevantes para la SEIC en 2012.

El primero de dichos eventos sera el simposio “The cannabinoid system as a therapeutic target
in neurological disorders”. Dicho simposio tendra lugar en Barcelona el dia 13 de julio, en el
marco del 8th FENS Forum, y ya hemos disefiado su programa cientifico y otros aspectos logis-
ticos (ver http://www.ucm.es/info/seic-web/FENS-Forum-event.htm). Como fecha clave recor-
daros que el 30 de abril finaliza el plazo para la inscripcién, la cual, por cierto, hemos conse-
guido que sea gratuita gracias no solo al apoyo de nuestra Sociedad sino también al (una vez
mas) gran hacer de Javier Fernandez Ruiz en la busqueda de patrocinadores externos.

El segundo evento, la 132 reunidn cientifica anual de la SEIC, abierta en esta ocasién como
sabéis a nuestros colegas “cannabinodlogos” italianos, tendra lugar entre el 29 de noviembre y
el 1 de diciembre (fechas tentativas) en un hotel de Madrid practicamente perfilado, que, ya
adelantamos, sera céntrico para que asi podamos combinar adecuadamente ciencia y ocio.

Por otro lado, habéis recibido este ultimo mes informacién por correo electrénico acerca de la
actualizacion del pago de las cuotas de socio, proceso que hemos reactivado para tratar de
ponerlo finalmente al dia. Me gustaria agradeceros de corazén vuestra colaboracion en tan
importante asunto, ya que, como bien sabéis, el disponer de un “fondo de cohesién” nos per-
mite llevar a cabo actividades como las dos anteriormente resefiadas a precios asequibles in-
cluso para los menos favorecidos econdmicamente.

Saludos cordiales y muy buena primavera.

Manuel
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EL PAPEL DE LOS RECEPTORES CAN-
NABINOIDES DE TIPO 1 EN LA REGU-
LACION DE LA FUNCION CEREBELAR A
TRAVES DE LA ACTIVACION MICRO-
GLIAL

Laura Cutando
Universidad Pompeu Fabra, Barcelona

El sistema endocannabinoide (SEC), com-
puesto por los receptores cannabinoides,
sus ligandos enddgenos o endocannabinoi-
des (eCBs), y las enzimas involucradas en
la sintesis y la degradacion de los eCBs,
esta ampliamente expresado en todo el
cerebro donde controla, principalmente, la
homeostasis sinaptica. En este contexto,
los eCBs mediarian diversas formas de
plasticidad sinaptica actuando especialmen-
te sobre los receptores cannabinoides de
tipo 1 (CB1) a través de la inhibicion de la
liberacién de diversos tipos de neurotrans-
misores (1).

Los receptores CB1 se expresan por todo el
cerebro, aunque su densidad es mayor en
algunas areas como en el hipocampo, el
estriado, o el cerebelo, que es precisamen-
te el area cerebral donde hemos focalizado
este estudio. En este sentido, se ha descrito
el papel clave que jugarian los receptores
CB1 en la regulacién de las funciones cere-
belares tanto en el aprendizaje cerebelar
condicionado, mediante el test de condicio-
namiento cladsico del reflejo corneal (2),
como en la coordinacion motora mediante
el test del rota rod (3).

Los receptores CB1 se encuentran mayor-
mente expresados en la capa molecular del
cerebelo, que es la zona mas externa de la
corteza cerebelar, habiendo una alta densi-
dad de receptores CB1 en los axones de las
células granulares glutamatérgicas, llama-
das fibras paralelas (2) que estan formando
sinapsis con las dendritas de las células de
Purkinje (4, 5). Asi, a este nivel, los recep-
tores CB1 presentes en los terminales de
las fibras paralelas, participarian en el con-
trol del correcto desarrollo de las tareas
motoras cerebelares a través de la inhibi-
cion de la liberacién de glutamato (6). Por
tanto, este mecanismo presinaptico de con-
trol de la liberacion de glutamato produciria
una disminucion en la excitabilidad de las

células de Purkinje a nivel post-sinaptico y
contribuiria a un correcto desarrollo de las
tareas motoras.

Nuestro grupo de investigacion ya ha ob-
servado que la desregulacion del SEC so-
brevenida por la exposicion crénica a can-
nabinoides produce cambios a nivel celular
en la corteza cerebelar. En concreto, hemos
descrito la aparicion de un cuadro neuroin-
flamatorio localizado en el que la poblacién
de microglia cerebellar cambia su fenotipo
de un estado basal a un estado activado
que esta asociado a la produccién de cito-
quinas pro-inflamatorias, todo ello afectan-
do a la funcidén cerebelar. Por ello, en este
estudio decidimos evaluar la activacion mi-
croglial y la contribucién de estas células en
el desarrollo de las funciones cerebelares
en ratones que carecen del receptor CB1
(CB1 KO), principal receptor cannabinoide a
nivel cerebelar.

Inicialmente, nos centramos en estudiar el
proceso de activacion microglial en ratones
CB1 KO jovenes mediante la evaluacion de
la expresion del marcador de activacion
microglial CD11b (7) y los cambios en la
expresion de diferentes citoquinas pro-
inflamatorias como TNFa, IL-1B o IL-18 (8).
Observamos que ambos parametros se en-
contraban incrementados en el cerebelo de
los ratones CB1 KO en comparaciéon con
ratones control (wildtype, WT). Ademas,
observamos que esta activacion era especi-
fica de esta area cerebral y que no ocurria
en otras areas con alta densidad de recep-
tores CB1 como en el hipocampo. En el
mismo sentido, también observamos que
los ratones CB1 KO presentaban una mor-
fologia microglial mucho mas ameboide,
caracteristica de procesos de microgliosis
(9), con un incremento significativo en el
perimetro del soma microglial y una retrac-
cion en la longitud de las ramificaciones
microgliales.

Llegados a este punto, decidimos analizar
el estado de la funcion cerebelar en ambos
genotipos de ratones, CB1 KO y WT, eva-
luando dos de las principales funciones ce-
rebelares: la coordinacion motora y el
aprendizaje cerebelar condicionado. Para el
estudio de la coordinacion motora utiliza-
mos el test de la percha, y observamos que



los ratones CB1 KO presentaban claros y
significativos problemas en el desarrollo
correcto de tareas motoras en comparacion
con los ratones WT. En el mismo sentido, al
evaluar el aprendizaje cerebelar, mediante
el test de condicionamiento clasico del re-
flejo corneal (10), observamos que los ra-
tones jovenes CB1 KO ya presentaban alte-
raciones significativas y que el nimero de
respuestas condicionadas que eran capaces
de desarrollar a lo largo de las sucesivas
sesiones de entrenamiento era mucho me-
nor que en el grupo control WT.

Debido a la clara microgliosis cerebelar ob-
servada en los ratones CB1 KO en compa-
racion con los ratones control WT, el si-
guiente paso que nos planteamos fue reali-
zar un tratamiento crénico con el inhibidor
de la activacion microglial minociclina (11).
Este tratamiento redujo el proceso de mi-
crogliosis en los ratones CB1 KO, ya que
disminuyd significativamente la expresién
de la proteina CD11b y previno la aparicién
de la morfologia ameboide en la microglia
cerebelar. Ademas, el tratamiento con mi-
nociclina redujo significativamente el déficit
de coordinacidn motora detectado en el
test de la percha, asi como el déficit en el
aprendizaje cerebelar.

En conclusidn, nuestros resultados mues-
tran que las células microgliales son sensi-
bles a la actividad del SEC y que esta po-
blacién celular, cuyo papel ha estado
comunmente asociado a la defensa o tro-
fismo del tejido nervioso, juega un papel

crucial en la regulaciéon de las funciones
cerebelares.
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ANALIZANDO EL PAPEL DE LOS RECEP-
TORES CB2 DURANTE LA DEMIELINI-
ZACION PRIMARIA'Y LA REMIELINIZA-
CION

Ana Bernal Chico
Universidad del Pais Vasco

La esclerosis multiple (EM) es el trastorno
neurolégico mas frecuente en adultos jéve-
nes, y su sintomatologia surge como resul-
tado de un proceso de muerte oligodendro-
glial que se acompafia de inflamacién vy
degeneracion axonal progresiva. La etiolog-
ia de la EM estd aun por determinar y se
presume multifactorial, debido a la hetero-

geneidad histopatoldgica de las lesiones
desmielinizantes que aparecen a nivel de
sistema nervioso central. Entre los rasgos
celulares que caracterizan las lesiones
desmielinizantes podemos citar presencia
de linfocitos T, microglia y astrocitos reacti-
vos. Estos hallazgos han conducido a la
vision clasica sobre la etiologia de la EM
seguln la cual el dano oligodendroglial y la
degeneracion axonal progresiva se produ-
cen como consecuencia de una reaccién
autoinmune frente a antigenos de la mieli-
na (1, 2). Sin embargo, durante la Ultima
década se han sugerido dos hipotesis alter-
nativas, proponiendo que el proceso infla-
matorio seria secundario al dafio axonal



(3), o bien a una muerte oligodendroglial
primaria por agentes virales o dafio exci-
totoxico, entre otras posibles causas (2, 4,
5). Durante el curso de la EM se produce
cierto grado de remielinizacion asociada a
la aparicion y diferenciacién de precursores
oligodendrogliales a nivel de las lesiones
desmielinizantes (6, 7), proceso que parece
ser critico para la supervivencia axonal (8).
Uno de los modelos mas ampliamente utili-
zados para estudiar los factores implicados
en los procesos de desmielinizacién prima-
ria y remielinizacion consiste en la adminis-
tracion del quelante de cobre cuprizona en
la dieta (9). Los oligodendrocitos maduros
son particularmente sensibles a dosis bajas
de cuprizona, de forma que la administra-
cion de este farmaco durante 5-6 semanas
provoca una desmielinizacion progresiva a
nivel de cuerpo calloso, que se recupera de
forma espontanea en el plazo de semanas
una vez terminado el tratamiento. Este pro-
ceso de desmielinizacion se asocia a una
intensa proliferacion de microglia, astroci-
tos y células precursoras de oligodendroci-
tos, y tiene lugar sin alteracion de la barre-
ra hemato-encefalica ni implicacion de célu-
las T.

El sistema endocannabinoide (eCB) se en-
cuentra alterado en las lesiones desmielini-
zantes de la EM y en modelos autoinmunes
de EM (10), y se propone que su modula-
cion farmacoldgica es util para el trata-
miento de esta enfermedad. En este senti-
do, se han descrito cambios en la expresién
génica y/o proteica de distintos componen-
tes del sistema eCB, como los receptores
cannabinoides 1 y 2 (CB; y CBy) o las enzi-
mas encargadas de la sintesis y la degrada-
cion de eCBs, en modelos animales de EM
con un componente autoinmune y/o de
dafio axonal primario, y en los que los lin-
focitos T juegan un papel importante, como
son la encefalitis experimental autoinmune
(EAE) y la encefalitis por infeccion con el
virus de Theiler (10-12). Uno de los datos
mas consistentes en este sentido es el in-
cremento en la expresién del receptor CB,
asociado a la activaciéon microglial en estos
modelos (11, 12). Ademas, se ha descrito
que la administraciéon de agonistas exodge-
nos de los receptores cannabinoides CB;
y/o CB, como el A°-THC, y/o compuestos
que inhiben la degradacién enzimatica de
los eCBs mejoran los déficits neuroldgicos
en ambos modelos (13-15), y los ratones
que carecen de los receptores CB; y/o CB;
muestran peor evolucién cuando son some-

tidos a EAE (16). A pesar de que distintas
lineas de investigacion apoyan la implica-
cion del sistema eCB en la fisiopatologia de
la EM, hay escasez de informacién sobre su
posible papel durante el proceso de remie-
linizacién asociado a esta patologia, y no se
ha analizado su implicacion en modelos de
dafio oligodendroglial no autoinmune, como
es el modelo de desmielinizaciéon primaria
mediante la administracién de la cuprizona.

Previamente habiamos observado que la
desmielinizacién inducida por cuprizona se
asocia a un incremento progresivo en la
expresion del RNA mensajero del receptor
CB, que se normaliza al finalizar el trata-
miento. Este cambio se asocia a un aumen-
to en la expresidon génica de la enzima
MAGL, encargada de degradar el compues-
to endocannabinoide 2-AG, a las 6 semanas
del tratamiento con cuprizona (17).

El presente trabajo ha sido disefiado para
analizar en mayor detalle papel del receptor
CB, durante el proceso desmielinizacion
primaria inducido por administracion de
cuprizona, utilizando ratones knockout para
los receptores CB,. Animales adultos silves-
tres y knockouts de la cepa C57BL6 fueron
tratados con un 0.3% de cuprizona en la
dieta durante 3 y 6 semanas (desmieliniza-
cion), o alimentados con cuprizona durante
6 semanas y alimentados con dieta normal
otras 2 (remielinizacién). Nuestros objeti-
vos concretos han consistido en estudiar el
efecto del tratamiento sobre el nivel de
mielinizacion, la aparicion de precursores
oligodendrogliales, de astrocitos reactivos y
células microgliales en cortes coronales que
contienen cuerpo calloso (CC) de los rato-
nes de ambos genotipos.

No se detectaron cambios en los niveles de
tincion de mielina (Luxol Fast Blue) en el
CC entre ratones silvestres y knockouts
para CB; a ninguno de los tiempos de tra-
tamiento analizados. En el mismo sentido,
el nimero de células microgliales (células
CD11b positivas) y de precursores de oligo-
dendrocitos (células NG, positivas) en el CC
(células/mm?) fue similar entre los dos ge-
notipos, aunque si que se observd una ten-
dencia al incremento en la reaccién astro-
glial (marcaje GFAP) en los ratones knoc-
kout tratados durante 6 semanas con cupri-
zona (area positiva para GFAP 134.8% =+
18.57 respecto a los ratones silvestres,
p=0.063).



Estos datos sugieren que, a pesar del in-
cremento en la expresidon génica de la pro-
teina CB,, la activacién endogena de este
receptor durante la administracién de cu-
prizona no juega un papel crucial en los
eventos celulares que contribuyen al dafio y
a la reparacién de la mielina en este mode-
lo de desmielinizacién no autoinmune.
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