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1. Saludo del Presidente

Estimados socios:

Durante este trimestre hemos continuado con los preparativos de la 132 reuniéon cientifica
anual de la SEIC, abierta en esta ocasién, como bien sabéis, a nuestros colegas “cannabinélo-
gos” italianos. La segunda circular del evento os sera remitida en breve y, como fecha clave,
anotad que el 21 de octubre finaliza el plazo para la inscripcion y el envio de abstracts.

Como veréis, la estructura de esta 132 reunidon de nuestra Sociedad sera similar a la de afios
anteriores. No obstante, y debido obviamente a su caracter binacional, la reunién comportara
en esta ocasion algunas pequefias novedades, como, por ejemplo, la adopciéon del inglés como
idioma oficial (se asume que de los aspectos cientificos de la reunién, no —obligatoriamente al
menos- de las copas de después), la inclusidon de dos conferenciantes plenarios (gracias, Rafael
y Mauro, por vuestra aceptacion), la concesion de dos premios a la mejor publicaciéon realizada
por un joven investigador (uno espafiol y otro italiano) y una mas que previsible derivacién de
algunas solicitudes de comunicaciones orales a posteres (el Comité Cientifico tratara, claro
esta, de ser lo mas equitativo posible en este aspecto). Debido a los altos precios que tienen
en Madrid los alquileres de salas de congresos que se precien nos hemos visto obligados a in-
crementar ligeramente las cuotas de inscripcion, que, no obstante, permanecen claramente en
el rango del “muy asequibles” en comparacién con las de otros eventos cientificos. Trataremos
en cualquier caso de compensar esta actualizacién de cuotas con la prestacion de un servicio
de alta calidad (tanto logistica como cientificamente hablando) y con la concesién de un mayor
numero de ayudas de viaje para estudiantes.

Por dltimo, comunicaros que la solicitud de adhesion de la SEIC como miembro de pleno dere-
cho a COSCE ha sido tramitada durante estos ultimos meses y recientemente aceptada (ver
http://www.cosce.org/miembros.htm). Esperamos que esto nos ayude a perseverar en nuestro
esfuerzo por apoyar iniciativas encaminadas a sustentar el sistema de 1+D-i de nuestro entor-
no.



Saludos cordiales y muy buen comienzo de curso.

Manuel

2. Premio de la 122 Reunion Anual de la SEIC, Pamplona,

2011

PARTICIPACION DE LA CICLOOXIGE-
NASA-2 (COX-2) EN LA TRANSFORMA-
CION DE 2-ARAQUIDONOIL-GLICEROL
(2-AG) A PROSTAGLANDIN-GLICERIL
ESTERES (PG-GS) EN UN MODELO EX-
PERIMENTAL DE LA ENFERMEDAD DE
HUNTINGTON

Onintza Sagredo
Universidad Complutense de Madrid

La enfermedad de Huntington es un tras-
torno neurodegenerativo autosémico domi-
nante, que se caracteriza por la muerte
progresiva de subpoblaciones de neuronas
GABAEérgicas estriatales y de neuronas cor-
ticales que explican la especificidad de los
sintomas en aspectos motores, psiquicos y
cognitivos asociados a dicha enfermedad
(Walker, 2007).

Dado que los cannabinoides han sido pro-
puestos recientemente como agentes neu-
roprotectores en la enfermedad de Hunting-
ton, (Fernandez-Ruiz et al., 2010, Sagredo
et al., 2012) en este estudio, nos hemos
planteado analizar la implicacién que tiene
la modificaciéon del tono endocannabinoide
en un modelo de lesidon estriatal con malo-
nato. Para este propé6sito, hemos utilizado
un inhibidor de la enzima de sintesis, diacil
glicerol lipasa (DAGL) asi como inhibidores
de la enzima de degradacion, monoacil gli-
cerol lipasa (MAGL) y hemos visto como
afecta el incremento y reduccién del 2-
araquidonoil glicerol (2AG) respectivamen-
te, en nuestro modelo de dafio estriatal con
malonato. El malonato es una toxina mito-
condrial que reproduce la deficiencia en el
complejo Il mitocondrial que con frecuencia
se observa en los pacientes con la EH y que
al igual que en la enfermedad produce de-
generacion estriatal.

Se ha comprobado que la reduccién de los
niveles intraestriatales de 2AG observada
tras la administracion de O-3841, un inhibi-
dor de la enzima DAGL, se relaciona con la
recuperacion del dafo estriatal. En este
sentido, la reduccion de 2AG atenta par-
cialmente la deficiencia en GABA observada
tras la lesibn con malonato y reduce la as-
trogliosis asociada a dicha lesiéon. Ademas,

se recupera la expresion estriatal de BDNF,
comprometida tras la lesiéon con malonato y
que esta relacionada con las manifestacio-
nes clinicas asociadas la EH tanto en pa-
cientes como en modelos animales (Zuccato
and Cattaneo, 2007),

Posteriormente, y con la idea de observar lo
que acontece cuando se incrementa el tono
cannabinoide, se han llevado a cabo expe-
rimentos con el compuesto OMDM169, un
inhibidor de la enzima MAGL encargada de
metabolizar el 2AG. Al contrario de lo que
ocurre cuando se reducen los niveles estria-
tales de 2AG, el incremento estriatal del
mismo agrava el dafio en nuestro modelo.

En experimentos previos de nuestro labora-
torio se habia comprobado que los animales
knock out para el receptor CB, asi como el
bloqueo de receptores CB; con rimona-
bant® agravaba la lesién causada por la
toxina malonato. Esto demostraba que la
ausencia de receptores CB, o el bloqueo de
receptores CB; conferia vulnerabilidad a los
animales frente al dafio estriatal. Cuando
nos hemos centrado en estudiar la modifi-
cacion del tono endocannabinoide en este
mismo modelo de neurotoxicidad por malo-
nato los datos parecen contradecir lo ante-
rior. La mayor disponibilidad de 2AG y con
ello, una mayor activacion de los receptores
cannabinoides, no tiene efectos neuropro-
tectores y por el contrario, un incremento
de los niveles de 2AG incrementa el dafio
asociado a la neurotoxina.

Para entender el papel de los endocannabi-
noide en la neuroproteccidon y/o neurodege-
neracion es importante tener en cuenta que
bajo ciertas circunstancias el 2AG es meta-
bolizado por la ciclooxigensa 2 (COX-2)
para dar metabolitos oxidados del 2AG.
Estos compuestos se denominan prosta-
glandin gliceril esteres (PG-Gs) y se ha de-
mostrado que tienen efectos neurotoxicos
(Sang et al. 2007). Basandonos en este
hecho, nuestra hipdtesis para explicar la
implicacion del sistema cannabinoide endo6-
geno en la neuroproteccidon y/o neurodege-
neracion tiene que ver con la disponibilidad
que tiene la enzima COX-2 para generar
PG-Gs a partir de niveles de 2AG. Niveles



elevados de 2-AG generaran niveles altos
de PG-Gs y de esta manera se agravaria el
dafio estriatal.
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Figura. Esquema sobre posibles mecanismos de
actuacion del 2AG en el modelo de lesion estria-
tal con malonato

Hemos querido valorar los niveles de PG-Gs
en nuestro modelo de lesidn estriatal pero
debido a que las PG-Gs se sintetizan a baja
concentracién y muy localmente, no hemos
sido capaces de medirlas. Solamente con-
seguimos detectar las PG-Gs in vitro, con
células M213 y cuando la muerte de dichas
células era muy elevada debido al incre-
mento de los niveles de 2AG tras inhibir la
MAGL con los inhibidores OMDM-169 y JZL-
184.

Para solventar la dificultad que supone me-
dir las PG-Gs, y viendo que la condicién
clave para activar la via de sintesis de las
PG-Gs es que exista un incremento en la
expresion de la enzima COX-2 en respuesta
al dafio celular, se han analizado los niveles
de la enzima COX-2. Se observa que efecti-
vamente, la lesibn con malonato provoca
un incremento en la expresion de COX-2
tanto in vivo como in vitro que perfecta-
mente podria explicar su implicacién en la
sintesis de PG-Gs y consecuente agrava-
miento del dafio celular. En esta situacion

existiria un desbalance entre el efecto neu-
roprotector que ejerce el 2AG sobre los re-
ceptores CB; y CB, (Panikashvili et al.,
2001; Mechoulam and Shohami, 2007) y su
transformacién en metabolitos potencial-
mente toéxicos, via activacion de la enzima
COX-2. En este sentido, se observa que
tanto al inhibir la enzima COX-2 con cele-
coxib como al inhibir el efecto causado por
las PG-Gs con el AGN220675, in vitro, se
reduce el dafio neural.

Con todo esto podemos concluir que
ademas del efecto neuroprotector asociado
a la activacion de receptores CB; y CB,, la
facilidad que tiene la enzima COX-2 de me-
tabolizar 2AG a PG-Gs puede ser un nuevo
mecanismo de los endocannabinoides para
afectar a la supervivencia neuronal en la
enfermedad de Huntington. Este efecto ser-
ia susceptible de manipulacién farmacologi-
ca con el objetivo de disminuir la disponibi-
lidad de 2-AG o su metabolismo via COX-2
y reducir de esta manera el dafo celular.
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CROMENOPIRAZOLES: SINTESIS DE
NUEVOS CANNABINOIDES ANALGESI-
COS DE ACCION PERIFERICA SIN
EFECTOS PSICOTROPICOS

Paula Morales
Instituto de Quimica Médica, CSIC

El sistema endocannabinoide constituye una
importante diana terapéutica para el trata-
miento de una amplia variedad de enfer-
medades. El problema fundamental asocia-
do al tratamiento con cannabinoides radica
en la dificultad actual de separar los efectos
terapéuticos de la accién psicoactiva, lo



cual ha limitado notoriamente su uso médi-
co. Los efectos psicotropicos relacionados
con la activaciéon de los receptores cannabi-
noides CB; se deben a su localizacién en el
sistema nervioso central (SNC). Se ha de-
mostrado que los receptores CB; también
se encuentran a nivel periférico, por ello
existe un creciente interés en el desarrollo
de nuevos ligandos cannabinoides selecti-
VOS que no sean capaces de atravesar la
barrera hematoencefalica (BHE) pero que
actlen sobre los receptores cannabinoides
expresados en el sistema nervioso periféri-
co.

Los cannabinoides denominados clasicos
por su estructura, muestran una potente
actividad in vivo pero carecen de selectivi-
dad CB,/CB, produciendo efectos psicotro-
picos en la mayoria de los casos. Los com-
puestos presentados en este trabajo se de-
nominan cromenopirazoles, estas moléculas
fueron disefiadas por analogia estructural
con el cannabinol, fitocannabinoide no se-
lectivo CB;/CB,.Se sintetizaron varias fami-
lias de cromenopirazoles siguiendo una ruta
sintética de entre 3 y 8 pasos. Los cambios
estructurales se realizaron en la cadena
lipéfila situada en posiciéon 7 del anillo cro-
meno y en el sustituyente del anillo de pira-
zol.

Para evaluar las propiedades cannabinoides
de los compuestos se determind, en primer
lugar, su afinidad por los receptores canna-
binoides CB; y CB,. Los ensayos de despla-
zamiento de radioligando mostraron que la
cadena lipdéfila 17,1” -dimetilheptilo es ne-
cesaria para obtener afinidad cannabinoide
en esta familia de estructuras. Estos cro-
menopirazoles muestranelevada afinidad y
selectividadpor los receptores CB; (CB;: K;
= 4,5-28,5 nM). Sin embargo, no muestran
afinidad por los receptores CB,(figura 1).

Con el fin de explicar dicha selectividad, se
llevaron a cabo estudios de modelizacion
molecular (docking)para determinar las
interacciones implicadas en la union de los
17,17 -dimetilheptilcromenopirazoles 11,
13a y 13b con los modelos de receptores
cannabinoides CB; y CB, activados (CB;R*
y CB,R*). Nuestros compuestos mostraron
una ocupacion similar a la de HU210 en el
sitio de unién en el modelo CB;R*.El grupo
hidroxilo fendlico es crucial para la interac-
cion de 11, 13a y 13b con el receptor ya
que forma un enlace de hidrégeno con la
lisina 3.28 (192). Este aminoacido es muy

importante en la unidén de cannabinoides
clasicos y endocannabinoides al receptor
CB;. Asimismo, la interaccién entre la seri-
na7.39 (383) y el anillo de pirazol mostré
ser critica para la unioén, especialmente, en
el caso del complejo 13a—CB;R*. El modelo
de receptor CB,R* presenta un puente sali-
no formado entre el acido aspartico 275 y
la lisina 3.28 (109) que impide la interac-
cion de nuestros compuestos con este ulti-
mo aminoacido. En nuestros estudios de
dockingeste puente salino genera impedi-
mento estérico con el pirazolde las estruc-
turas 11, 13a y 13b debido a la rigidez y
planaridad del heterociclo. Estos resultados
indican que la presencia del anillo de pirazol
determina la selectividad CB; frente a CB..

En base a los resultados de afinidad, se
seleccionaron los compuestos 11, 13a y
13b para el estudio de su funcionalidad en
tejido aislado.Los tres compuestos inhibie-
ron las contracciones inducidas eléctrica-
mente de conducto deferente de ratébn mos-
trando asi sus propiedades agonistas can-
nabinoides. De acuerdo con su alta afinidad
por el receptor CB; 13a muestra mayor
efectividad en este tipo de ensayos siendo
inhibido por el antagonista CB; AM251 pero
no por el antagonista CB, AM630. Dicho
agonista selectivo CB; fue seleccionado pa-
ra ensayos de comportamiento in vivo. El
compuesto 13a no indujo ninguna modifi-
cacion de los parametros de la tétrada can-
nabinoide descartando asi posibles efectos
centrales significativos(adosis de 5 y 10
mg/Kg). Esto sugiere que dicho cromenopi-
razolno atraviesa la barrera hematoencefa-
lica a la dosis empleada o0 no posee activi-
dad in vivo. Con el fin de evaluar una posi-
ble actividad periférica el compuesto
13afue ensayado en un modelo animal de
analgesia periférica. Se eligié un modelo de
dolor orofacial en rata en el cual la inyec-
cion de suero salino hiperténico en el mase-
tero de ratas produce movimientos de agi-
tacion en sus patas. Este comportamiento
nociceptivo fue reducido mediante la admi-
nistracion via intraperitoneal del compuesto
13a. Estos resultados, comparados con los
obtenidos mediante el test de la placa ca-
liente (tétrada cannabinoide) sugieren que
la antinocicepcion inducida por 13a es de-
bida a mecanismos periféricos.
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Compuesto R? hCB; K; (nM) hCB, K; (nM)
11 H 28.5+33.6 >40000
12 N2-metilo 14.2+4.2 >40000
13a N1-etilo 4.5+0.8 >40000
13b N2-etilo 18.6+4.1 >40000
14 N1-3,4-diclorofenilo 514+355 270
15 N1-2,4-diclorofenilo 5.2+6.0 >40000
WIN55,212-2 45.6+8.6 3.7+0.2

Figura 1: Kyvalores obtenidos mediante curvas de competicién utilizando el radioli-

gando cannabinoide [°H]-CP55940.

4. Comentario

APLICABILIDAD DE LAS N-
ACILETANOLAMINAS MAS ALLA DE LA
BIOMEDICINA

Angel Arévalo Martin. Hospital Nacional
de Parapléjicos, SESCAM, Toledo

Durante los ultimos afios, numerosos estu-
dios se han centrado en evaluar el potencial
terapéutico de la modulacién de los diver-
sos componentes del sistema endocannabi-
noide en varias patologias. Histéricamente,
el descubrimiento del sistema endocannabi-
noide comenzo6 por la identificacion del re-
ceptor CB; como la diana de los fitocanna-
binoides, a lo que le sigui6 el descubrimien-
to de sus ligandos enddgenos anandamida
(N-araquidoniletanolamina) y 2-araquidonil
glicerol. Centrandonos en la anandamida,
ésta es una de las varias especies de N-
aciletanolaminas (NAEs), como lo son tam-
bién, por ejemplo, la oleiletanolamida o la
palmitoil etanolamida (PEA). Las NAEs pue-
den ejercer sus acciones a través de varias

dianas, que pueden ser diferentes para ca-
da especie y, por tanto, pueden regular
funciones celulares diferentes. Por ejemplo,
la anandamida se une a receptores CB;,
mientras que la PEA se une a receptores
PPAR-a. Sin embargo, las diferentes espe-
cies de NAEs comparten la maquinaria de
sintesis y degradaciéon. Asi, la sintesis de
NAEs es catalizada por la fosfolipasa de N-
acil-fosfatidil-etanolaminas (NAPE-PLD),
mientras que su degradacién se lleva a ca-
bo por la Hidrolasa de Amidas de Acidos
Grasos (FAAH).

No obstante, la presencia de NAEs y su ma-
quinaria de sintesis y degradaciéon no es
exclusiva de células animales. En plantas se
ha descrito la presencia de diferentes NAEs
(entre ellas la anandamida) que se sinteti-
zan a partir de NAPEs por diversas fosfoli-
pasas D (PLD) y son posteriormente degra-
dadas por una enzima homdloga a la FAAH.
El estudio de la modulacién de la sintesis y
degradacion de NAEs en plantas es de in-
terés agrondémico ya que regulan procesos



de importancia tan grande para la agricul- Mas informacion:
tura como lo son la resistencia a patdégenos
o el crecimiento. En concreto, mientras que
la sobreexpresion de la FAAH (y consiguien-
te descenso de los niveles de NAESs) resulta
en un mayor crecimiento de la planta y una
mayor susceptibilidad a infecciones, su in-
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lism in signal transduction and membrane
protection. Chemistry and Physics of Lipids,
2000; 108:221-230.
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tencia a patégenos. Por tanto, la modula- regulatory pathway diverged from
cion de las acciones que ejercen los endo- endocannabinoid signaling in mammals?
cannabinoides y las moléculas relacionadas ASBMB Today January, 2011; pp 34-35.

con ellos pueden tener aplicabilidad mas
alla de la biomedicina. Queda por ver si la
modulacion de las acciones de las NAEs
servird para mejorar o proteger los cultivos.

5. Agenda

Congresos sobre cannabinoides

First joint Spanish-Italian Meeting on Cannabinoid Research- 132 Reunion anual de la Sociedad
Espafola de Investigacién sobre Cannabionoides.

29 de noviembre a 1 de diciembre de 2012, Madrid
http://www.ucm.es/info/seic-web/congresos.htm

6th European Workshop on Cannabinoid Research
18 a 20 de abril de 2013, Dublin, Irlanda
http://www.bps.ac.uk/view/index.html

Otros congresos de interés

Society for Neuroscience Meeting
13-17 de octubre de 2012
Nueva Orleans, USA
http://www.sfn.org/am2012
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