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1. Saludo del Presidente
Estimados socios:

Durante este trimestre hemos continuado con los preparativos de la 142 reunidon cientifica
anual de nuestra Sociedad. La segunda circular del evento os ha sido remitida recientemente
y, como fecha clave, recordad que el 18 de octubre finaliza el plazo para la inscripcién y el
envio de abstracts. Tras la reunion del afio pasado en Madrid, celebrada como recordaréis en
colaboracién con nuestros colegas “cannabindlogos” italianos, volvemos ahora de nuevo a la
estructura de nuestras tradicionales reuniones anuales. Como principal novedad quizas desta-
caria que, tal y como se aprobd en la ultima Asamblea General, hemos convocado por primera
vez un Premio a la Mejor Publicacién por un investigador posdoctoral, que se suma al equiva-
lente premio predoctoral que llevamos convocando desde hace muchos afios. Cada premio
estara dotado con 100 euros y cubrird ademas la inscripcion y alojamiento (esto Ultimo es no-
vedad) en la reunion del afio en curso (en lugar de en la del afio proximo, como era tradicién).
Por otro lado, y en linea con el compromiso de la SEIC de facilitar a los jévenes investigadores
la asistencia a la reunion, hemos mantenido las cuotas de inscripcion del afio pasado, que
permanecen por tanto en el rango del “muy asequibles” en comparacion con las de otros even-
tos cientificos. Haremos todo lo que esté en nuestra mano por prestar el servicio de mayor
calidad posible (tanto logistica como cientificamente hablando) durante la reunién. Por ultimo,
aunque por ello no menos importante, no querria cerrar este apartado de la reunion anual sin
agradecer de todo corazon al Comité Local (Rafael Maldonado, Andrés Ozaita, Fernando Be-
rrendero y Ester Aso) su inestimable ayuda en la preparacidn del evento.

Por ultimo, queria mencionaros que el cambio de portal electronico de nuestra Sociedad esta
practicamente ultimado (os daremos detalles de aqui a poco), y animaros encarecidamente
una vez mas a que utilicéis nuestra pagina de Facebook (Sociedad Espafiola de Investigacion
sobre Cannabinoides-SEIC) y nuestra cuenta de Twitter (@SEICannabinoide) para conseguir
una amplia difusién de nuestras actividades. Poco sentido tendran ambos recursos electrénicos
si no los utilizamos con una cierta frecuencia.

Saludos cordiales y nos vemos en Barcelona.

Manuel
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EXPANSION OF TBR2 INTERMEDIATE
PROGENITORS IN THE DEVELOPING
MOUSE CORTEX VIA CB1 CANNABINOID
RECEPTOR/MTORC1 SIGNALING

Javier Diaz Alonso, Universidad Com-
plutense de Madrid / CIBERNED

Durante el desarrollo, los precursores de las
neuronas piramidales de la corteza cerebral
se encuentran localizados en las zonas ven-
tricular (VZ) y subventricular (SVZ) del te-
lencéfalo dorsal. En mamiferos existen dos
poblaciones principales de células progenito-
ras, diferencialmente distribuidas en estos
compartimentos: las células de glia radial o
progenitores apicales, localizados en la VZ y
caracterizadas por la expresion del factor de
transcripciéon Pax6, y los progenitores inter-
medios, situados principalmente en la SVZ y
con una caracteristica expresion del factor
de transcripcidén Tbr2 / Eomes (Osumi et al,
2008, Arnold et al, 2008,). La generacidon de
la enorme diversidad de neuronas piramida-
les que pueblan la corteza cerebral adulta en
mamiferos requiere de la expansién de la
capacidad neurogénica que garantiza la
existencia de esta segunda poblacion de
progenitores, también llamados amplificado-
res (Noctor et al, 2004). Resulta, pues, in-
tuitivo que la proliferacién y la salida de ci-
clo de los progenitores corticales esté con-
trolada muy finamente, y de estose ocupa
un complejo programa de regulacion de la
expresion génica. Pax6 es un factor de
transcripciéon tipo “paired domain”, que or-
questa el entramado de genes que controlan
el mantenimiento de la poblacidon de células
de glia radial y la conversion de células de
este tipo en progenitores intermedios, pro-
ceso en el cual resulta fundamental la induc-
cion de la expresion de Tbr2 por Pax6 (San-
som et al, 2009, Englund et al, 2005). De
modo semejante, Tbr2 es un factor de
transcripcion esencial para el control de la
neurogénesis a partir de los progenitores
amplificadores (Sessa et al, 2008). Mientras
estos y otros reguladores intrinsecos del
destino celular de los progenitores neurales
han sido caracterizados en detalle durante
los ultimos afios (Guillemot et al, 2006), el
entendimiento sobre la influencia de los fac-
tores extracelulares en la regulacion de este
programa de expresién génica para contri-
buir a la coordinacién de la generacion vy la
diferenciacion de las neuronas piramidales

corticales requiere aun la inversion de es-
fuerzos notables. En este sentido, el Sistema
Endocannabinoide (SEC) se ha demostrado,
gracias al trabajo de numerosos grupos de
investigacién -algunos de los cuales compa-
fieros de la SEIC- un importante regulador
de la neurogénesis tanto en el cerebro adul-
to como durante el desarrollo (Aguado et al,
2005, Mulder et al, 2008, Diaz-Alonso et al,
2012). Sin embargo, los mecanismos mole-
culares responsables de esta funcién regula-
dora del SEC durante el desarrollo de la cor-
teza resultan aun en gran medida descono-
cidos.

En este trabajo nos propusimos estu-
diar en detalle el papel regulador que el re-
ceptor CB1 ejerce sobre la proliferacion e
identidad de los precursores piramidales
corticales. Para ello hemos empleado una
variedad de aproximaciones tanto in vitro
como in vivo, de ganancia y pérdida de fun-
cion del receptor por medios tanto farma-
coldogicos como genéticos. Una vez confir-
mado el efecto facilitador que la sefializacion
por CB1 ejerce sobre la actividad transcrip-
cional de Pax6 y, por consiguiente, sobre la
expansion de los progenitores intermedios
(Tbr2+) nos propusimos la diseccion del
mecanismo de transduccion que, puesto en
marcha por la activacién del receptor can-
nabinoide, diera cuenta de estos efectos.
Basandonos en evidencias recientes -
también derivadas en buena medida del
trabajo de grupos miembros de esta Socie-
dad- (Puighermanal et al, 2009, Busquets-
Garcia et al, 2012), nos centramos en la
ruta de mTORC1 como principal candidata.
Comprobamos que, en efecto, la sefializa-
cion del receptor CB1 modula la actividad de
la ruta de mTORC1 tanto in vitro como in
vivo, y que la inhibicion de la misma con
rapamicina bloquea la transiciéon Glia Radial-
Progenitor Intermedio mediada por CB1.

Ademas, estudiamos la posible impli-
cacién de alteraciones de la sefializacion
endocannabinoide en la etiologia de una
enfermedad neuroldgica de origen en el de-
sarrollo: la Displasia Focal Cortical tipo IIb,
ocasionada por la actividad desmesurada de
la ruta de mTORC1 en algunas células de la
corteza, que ocasiona la apariciéon de focos
epilépticos. La caracterizacion de la expre-
sion del receptor CB1 en muestras de pa-
cientes con esta enfermedad revelé el enri-
guecimiento en la expresion de este recep-



tor selectivamente en las regiones de la cor-
teza afectadas. Esta atractiva linea de inves-
tigacion con potenciales implicaciones clini-
cas requerira mas dedicacién en el futuro
para determinar si la sobreexpresién de CB1
es un factor causal de la enfermedad o, por
el contrario, se trata de una respuesta neu-
roprotectora derivada de la hiperactividad
del circuito resultante.

En resumen, en este trabajo hemos
tratado de demostrar que la sefializacidon a
través del receptor cannabinoide CB1:

i) regula el ciclo celular de los precurso-
res piramidales, y su ausencia pro-
voca la prematura salida de ciclo de
los mismos.

i) mediante la modulacion de la activi-
dad de la ruta de sefalizacién de
mMTORC1 modula positivamente la
actividad transcripcional de Pax6, de
tal manera que, mediante la estimu-
lacion de la expresion de Tbr2, se in-
crementa la generacién de progeni-
tores intermedios.

iii) se expresa abundantemente en célu-
las indiferenciadas de la corteza ce-
rebral de pacientes que sufren Dis-
plasia Focal Cortical tipo IIb
(FCDIIb), caracterizada por una so-
breactivacion de la via de mTORC1.
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DISTRIBUCION DIFERENCIAL DE LOS
COMPONENTES DEL SISTEMA ENDO-
CANNABINOIDE EN EL CEREBELO DE
LA RATA DURANTE EL DESARROLLO
POSTNATAL TEMPRANO

Ianire Buceta Salazar, Universidad del
Pais Vasco UPV/EHU

Es bien conocida la importancia de la sefa-
lizacion endocannabinoide retrégrada en la
regulacién de la actividad sinaptica en el
cerebro adulto. Estudios recientes también
han demostrado el papel crucial de este
sistema en el crecimiento y trayectoria de
los axones durante el desarrollo prenatal
(Oudin y cols., 2011; Gaffuri y cols., 2012);
en particular, el endocannabinoide (eCB) 2-
araquidonil-glicerol (2-AG) parece estar
implicado en estos procesos de sefializacion
temprana (Bisogno y cols., 2003; Berghuis
y cols., 2007; Mulder y cols., 2008; Gaffuri
et al., 2012; Keimpema et al., 2013a,b).
Durante la formacidn cerebral, la diacilglice-
rol lipasa-a (DAGLa), enzima de sintesis del
2-AG, se localiza especificamente en el
mismo tracto axonico que el receptor de
cannabinoides CB1 (Bisogno y cols., 2003)
y en posicidén postsinaptica al cono de cre-
cimiento que expresa CB1 en las Ultimas
fases del desarrollo embrionario (Berghuis y
cols., 2007). Este hecho sugiere que los
eCBs pueden funcionar de manera autocri-
na (Aguado y cols., 2005; Bisogno y cols.,
2003) o diana dependiente (Berghuis y
cols., 2007) con objeto de controlar el cre-
cimiento axénico y la seleccion de la diana
postsinaptica, respectivamente (Mulder y
cols., 2008).

Estudios inmunocitoquimicos reali-
zados en el cerebelo adulto demostraron la
localizaciéon del receptor CB; en las termina-
les presinapticas excitadoras e inhibidoras
(Egertova y M. R. Elphick, 2000; Kawamura
y cols., 2006) donde se dispone perisinapti-
ca y extrasinapticamente alejado de las
especializaciones de contacto de las fibras
paralelas, fibras trepadoras y terminales
inhibidoras (Kawamura y cols., 2006). Du-
rante el desarrollo postnatal este receptor
estd presente al menos desde P14 en el
cerebelo (Kawamura y cols., 2006), aunque
diversos estudios también han detectado en

esta region el ARNm del CB; desde el pe-
riodo embrionario (Bucley y cols., 1998).

En el contexto de la transmision
sinaptica, el 2-AG es sintetizado y liberado
por las neuronas postsinapticas y las enzi-
mas de biosintesis DAGLa y B se expresan
en el cerebelo adulto (Bisogno y cols.,
2003). La DAGLa, en concreto, esta presen-
te por lo menos desde la edad postnatal de
P10 localizandose sobre todo en la base del
cuello de las espinas dendriticas de las
células de Purkinje (Yoshida y cols., 2006).
Las otras células de la corteza cerebelosa,
como son las interneuronas o la glia de
Bergmann, estan practicamente desprovis-
tas de esta enzima (Yoshida y cols., 2006).

El estado del arte descrito deja evi-
dente que hasta el momento se desconoce
la localizacién precisa de los componentes
del sistema cannabinoide endogeno en el
cerebelo en estadios muy tempranos de la
vida postnatal. Debido a que los procesos
de migracién y establecimiento de las si-
napsis ocurren en la corteza cerebelosa
durante las tres primeras semanas postna-
tales, nos preguntamos si los componentes
del sistema endocannabinoide muestran
una distribuciéon diferencial en determina-
dos compartimentos neuronales del cerebe-
lo durante el desarrollo postnatal temprano.

Llevamos a cabo ensayos inmu-
nohistoquimicos para microscopia confocal
y el método de alta resolucion de inmuno-
oro intensificado con plata preinclusion para
microscopia electrénica, con objeto de de-
terminar la localizacién precisa del receptor
CB; y de DAGLa en los dias postnatales 0
(PO), P5 y P12 de la rata. Nuestro analisis
de microscopia confocal indica que el CB; y
la DAGLa co-localizan tanto en P5 como en
P12 en la capa granular externa (CGE) del
cerebelo, fase en la que las células granula-
res estan sufriendo procesos de elongacion
y migracion. El marcado de ambas protei-
nas diverge cuando la capa molecular (CM)
empieza a adquirir el patrén adulto a partir
de P12.

En cuanto a la localizacion subcelular
de CB; y DAGLa, ambos estan presentes en
los axones en elongacion de las células
granulares dispuestos en la CGE a PO, P5 y
P12. En estas edades postnatales, mas del



40% de los procesos de la CGE son positi-
vos para DAGLa y entre el 20 y el 40% lo
son para CB1. En la CM, CB; aumenta con
la edad en las varicosidades y axones de las
fibras paralelas, mientras que DAGLa tiende
a disminuir en estos compartimentos. Asi,
el receptor CB1 comienza a manifestar su
localizacién en las terminales sinapticas de
las fibras paralelas en posicion tipicamente
extrasinaptica, mientras que DAGLa cambia
de localizacion pasando de los procesos de
las fibras paralelas al compartimento post-
sinatico donde se distribuye en las espinas
dendriticas de la células de Pukinje.

En conjunto, nuestros resultados
indican que el receptor CB; y la enzima
DAGLa comparten localizacion en las fibras
paralelas inmaduras mientras estan su-
friendo los procesos de migracion y elonga-
cién. Una vez alcanzada la fase de estable-
cimiento de las sinapsis, la DAGLa comien-
Za a expresarse en posicidon postsinaptica
en las espinas dendriticas de las células de
Purkinje y el receptor CB; en posicion pre-
sinaptica a nivel de las terminales de las
fibras paralelas.

Estos resultados sugieren que la
sefializacion eCB dependiente de DAGLa
podria tener un papel importante a través
de la activacion de CB1 en los procesos de
maduracion que tienen lugar en el cerebelo
durante el desarrollo postnatal temprano.
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142 Reunidn Anual de la Sociedad Espafiola de Investigacién sobre Cannabinoides
28-30 de noviembre de 2013
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