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1. Saludo del Presidente

Estimados socios,

Espero que estéis finalizando el curso académico con resultados satisfactorios y que estéis
sobrellevando la canicula con paciencia y resignacion. Es momento de hacer balance del curso
gue termina y de mirar con determinacién al que comenzara de forma inminente. Como
sabéis, estamos inmersos en la preparacion de la Reunidn de nuestra Sociedad, que tendra
lugar en Gran Canaria el préximo mes de noviembre. Mientras estamos ultimando los detalles
necesarios para que sea otro éxito en colaboracion con Moisés Garcia Arencibia, os puedo
anticipar que nuestro invitado de honor para pronunciar la conferencia inaugural sera en esta
ocasion el Dr. David Finn, Profesor de la Universidad Nacional de Irlanda y Presidente de la
Pain Society de dicho pais.

Otro acontecimiento que esperamos con gran interés es la presentacion del Observatorio
Espafiol de Cannabis Medicinal, que tendra lugar en Madrid el proximo 20 de septiembre, y en
el que participan de forma destacada algunos de nuestros socios.

Os deseo unas magnificas vacaciones, con tiempo para disfrutar de la familia, los amigos, las
lecturas, el ocio y todo aquello que habéis ido dejando pendiente a lo largo del curso.

Un abrazo,

Julian
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CB1 Cannabinoid Receptor-Dependent Activation of mMTORC1/Pax6 Signaling Drives
Tbr2 Expression and Basal Progenitor Expansion in the Developing Mouse Cortex

Javier Diaz Alonso

Universidad Complutense de Madrid / CIBERNED

Uno de los rasgos caracteristicos de la
evolucion de los primates, y en particular la
de los humanos, es el incremento relativo de
la superficie de la corteza cerebral respecto
al tamafio del cerebro. Este proceso permitio
el desarrollo de las facultades cognitivas
mas sofisticadas. Para posibilitar dicha
expansion de la corteza cerebral emergio,
durante la evolucion de los mamiferos, un
mecanismo que no estd presente en otros
vertebrados. Aparecieron nuevos tipos de
células precursoras capaces de generar
neuronas -y glia- corticales durante el
desarrollo (Molnar, 2011). Hoy sabemos que
la identidad y la actividad neurogénica de
estas células progenitoras esta gobernada
por una serie de factores de transcripcion,
gue delinean la progresidon desde las célula
precursoras pluripotentes hasta las
neuronas corticales mas especializadas
(Englund et al., 2005). Estos factores
autonomos estan, a su vez, regulados por
sefiales provenientes del nicho, que
contribuyen a la sincronizacion de la
autorrenovacion y la neurogénesis, es decir,
posibilitan la generacién de una gran
diversidad de neuronas corticales y de glia
previniendo el agotamiento prematuro de la
poblacion de precursores.

En mamiferos, los precursores de las
neuronas piramidales de la corteza cerebral
se encuentran localizados en las zonas
ventricular (VZ) y subventricular (SVZ) del
telencéfalo dorsal. Existen dos poblaciones
principales de células progenitoras: las
células de glia radial o progenitores apicales,
localizados en la VZ y los progenitores
intermedios, situados principalmente en la
SVZ (Noctor et al., 2004). La generaciéon de
la enorme diversidad de neuronas
piramidales que pueblan la corteza cerebral
adulta en mamiferos requiere de la
expansion de la capacidad neurogénica que
garantiza la existencia de esta segunda
poblacién de progenitores, también Ilamados
amplificadores (Sessa et al., 2010). La
proliferacién y la salida de ciclo celular de
los progenitores corticales esté controlada
muy finamente, y de esto se ocupa un
complejo programa de regulacion de la

expresién génica. Pax6 es un factor de
transcripcion que controla el mantenimiento
de la poblacidon de células de glia radial y la
conversion de células de este tipo en
progenitores intermedios (Sansom et al.,
2009). Uno de los principales genes diana
de Pax6 es Tbr2, un factor de transcripcion
esencial para la generacién de progenitores
intermedios (Arnold 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, el papel de los factores
extracelulares en la regulacion de este
programa de expresién génica es en gran
medida desconocido. En este sentido, el
Sistema Endocannabinoide (SEC) emerge
como una importante plataforma reguladora
de la neurogénesis tanto durante el
desarrollo (Mulder et al., 2008) como en el
cerebro adulto (Aguado et al., 2005). Los
progenitores neurales expresan receptores
cannabinoides, tanto CB1 como CB2 (Galve-
Roperh et al., 2013). Sin embargo, los
mecanismos moleculares mediante los
cuales la activacion de los receptores
cannabinoides modula la capacidad de
autorrenovacion y neurogénesis en las
células progenitoras corticales son en gran
medida desconocidos.

En este trabajo nos propusimos estudiar en
detalle el papel regulador que el receptor
CB1 ejerce sobre la proliferacién e identidad
de los precursores piramidales corticales.
Inicialmente realizamos un estudio detallado
de la expresion de CB1 en precursores
corticales. Para ello empleamos embriones
WT, CB1 KO globales y Glu-CB1 KO, en los
que la pérdida de expresion del receptor
estd restringida, en la corteza, a neuronas
postmitoticas. La expresion remanente en
muestras de corteza en E14.5 procedentes
de embriones Glu-CB1 KO refleja, por tanto,
la expresién en progenitores corticales, que
representa alrededor del 25% del total del
receptor presente el estas muestras. A
continuacion empleamos una variedad de
aproximaciones tanto in vitro como in vivo,
de ganancia y pérdida de funcion del
receptor por medios tanto farmacologicos



como genéticos para identificar las
poblaciones de progenitores corticales
afectadas especificamente por la pérdida de
CB1. Sorprendentemente, tanto las células
de glia radial como los progenitores
intermedios sufren una disminucién en el
tamafio de sus poblaciones tras la pérdida
de funciébn de CB1. Observamos que la
sefalizacién por CB1 ejerce un efecto
facilitador sobre la actividad transcripcional
de Pax6 al menos en parte favorecido por un
aumento en la unién al DNA diana y, por
consiguiente, sobre la expresion de Tbr2 y la
generacion de progenitores intermedios. A
continuacion tratamos de desentrafar el
mecanismo pro-proliferativo desencadenado
por la activacién del receptor cannabinoide.
Basandonos en evidencias recientes -
derivadas en buena medida del trabajo de
compaferos de la SEIC (Busquets-Garcia et
al., 2013; Puighermanal et al., 2009)-, nos
centramos en la ruta de mTORC1 como
principal candidata. Observamos que la
activacion del receptor CB1 incrementa la
actividad de la ruta PI3K/Akt/mTORC1 en
precursores corticales, y que la inhibicion de
la misma con rapamicina bloquea Ia
transicion glia radial- progenitor intermedio
favorecida por CB1.

En resumen, este trabajo sugiere que, en
células precursoras de la corteza cerebral, la
sefializacion endocannabinoide a través del
del receptor CB1:

Estimula la ruta de sefializacion
PI3K/Akt/mTORC1, propiciando la actividad
del factor de transcripcién Pax6 en células
de glia radial.

Participa en el control del balance entre
autorrenovacion de la poblacion de células
precursoras corticales y neurogénesis,
evitando el prematuro agotamiento de los
precursores corticales.

Cumple un papel esencial en la transicion
glia radial-progenitor intermedio,
salvaguardando de esta manera la poblacién
de precursores amplificadores que garantiza
la generacion de la cantidad y variedad de
neuronas corticales durante el desarrollo.

Quiero hacer mencion y agradecer al resto
de autores del trabajo, Tania Aguado, Adan
de Salas-Quiroga, Zaira Ortega, Manuel
Guzman e Ismael Galve-Roperh, cuya
contribucion ha sido absolutamente esencial.
Agradecimiento especial para Adan, que
presentd el trabajo (me consta que

brillantemente) en la udltima reunién de la
Sociedad en Granada. Gracias también al
comité de la SEIC por premiar nuestro
trabajo.
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THC como terapia anti-HER2 para el tratamiento del cancer de mama

Sandra Blasco Benito

Grupo de Senalizacion Celular. Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular.
Facultad de Biologia. Universidad Complutense de Madrid.

El cdncer de mama es una enfermedad muy
heterogénea que engloba diferentes
patologias en términos de marcadores
moleculares, prondstico y tratamiento (1).
Uno de los subtipos se caracteriza por la
sobreexpresion de HER2 (2-4), un receptor
con actividad tirosina quinasa que
pertenece a la familia del receptor de EGF
(factor de crecimiento epidérmico).

El prondstico de estas pacientes ha
mejorado  considerablemente tras Ia
incorporacion a la clinica del trastuzumab,
un anticuerpo monoclonal dirigido frente al
dominio extracelular de HER2 (5), pero
aproximadamente un tercio de |las
pacientes HER2+ presentan resistencia
innata a este tratamiento, y un buen
numero de las inicialmente respondedoras
acaban desarrollando resistencia al mismo
(6), por lo que sigue siendo necesaria la
busqueda de nuevas estrategias
terapéuticas.

Nuestro grupo de investigacion esta
interesado en el estudio del sistema
endocannabinoide en este subtipo concreto
de cancer de mama, tanto en su papel
fisiolégico como en su posible explotacién
terapéutica a través del uso de
cannabinoides exdgenos.

En un estudio anterior demostramos que el
receptor de cannabinoides CB,, en ausencia
de cannabinoides exdgenos, forma
heterémeros con el receptor HER2, vy lleva a
cabo un papel pro-oncogénico a través de
la activacion de la sefializacion de HER2
mediada por la proteina tirosina quinasa c-
SRC (7).

Por otro lado, se sabe que la activacion
farmacoldgica de receptores cannabinoides
desencadena respuestas antitumorales
tanto en cancer de mama (8) como en
otros tipos de cancer (9).

Basandonos en estos datos, en el presente
trabajo quisimos estudiar el posible efecto
del THC sobre la disrupcion del eje de
sefializaciéon pro-tumoral CB,-HER2-SRC,
previamente descrito.

En primer lugar, realizamos estudios de
viabilidad celular en distintas lineas de
cancer de mama HER2+. Corroboramos que
el THC produce una disminuciéon de la
viabilidad celular de manera dosis-
dependiente que se previene a través de la
pre-incubacidon con el antagonista de CB,,
lo que indica que en este tipo de tumores el
efecto antitumoral del THC estd mediado a
través de la activacién farmacologica del
receptor CB..



A continuacion quisimos estudiar si el THC
podria estar afectando a la formacién de
heterdmeros CB,-HER2 que habiamos
descrito previamente. Para ello, utilizamos
la técnica de “Proximity Ligation Assay”, y
observamos una disminucion significativa
del nimero de heteromeros tras 4 horas de
tratamiento con THC. A partir de estos
resultados hipotetizamos que la rotura de
los heteromeros podria tener consecuencias
en la sefalizacién mediada por HER2, de
manera que estudiamos el efecto del THC
sobre la sefalizacion de HER2 y SRC.
Observamos que a partir de las 4 horas
donde vemos la disminucién del nimero de
heteromeros, se produce una disminucion
de los niveles de activacion de la quinasa c-
SRC y de los niveles de proteina de HER2,
sugiriendo que el THC estda apagando la
sefalizacién pro-oncogénica mediada por
HER2.

Para validar estos resultados in vivo,
levamos a cabo un experimento donde
generamos tumores en ratonas
inmunodeficientes a través de la inyeccion
de una linea de cancer de mama HER2+.
Corroboramos que el tratamiento con THC
produce una disminucién del crecimiento
tumoral que va a acompafiado a su vez de
una disminucién de los niveles de proteina
de HER2 y de los niveles de activacién de c-
SRC.

Estos resultados demuestran que el
tratamiento con THC a través de la
activacion farmacolégica de CB,, es capaz
de apagar la sefalizacién pro-tumoral de
HER2, principal diana en la terapia de este
tipo de tumores.

Por esta razén, proponemos que la
combinacién de terapias que vayan
dirigidas especificamente contra CB, vy
contra HER2 podria ser una buena
estrategia terapéutica. Para validar esta
hipotesis hemos realizado dos experimentos
in vivo donde hemos tratado a los animales
con THC vy lapatinib, un inhibidor de la
actividad tirosina quinasa del receptor HER2
gue se usa actualmente en clinica. Hemos
observado un mayor efecto en Ia

disminucién del crecimiento tumoral cuando
combinamos ambos compuestos que
cuando los administramos por separado,
poniendo de manifiesto que seria una
buena estrategia terapéutica para este tipo
de tumores HER2+.
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Las alteraciones cognitivas inducidas por el THC se producen a través de
heteré6meros formados por los receptores cannabinoides CB; y los receptores de

serotonina 5-HT,, (1)

Xavier Vinals

Laboratorio de Neurofarmacologia-NeuroPhar. Universitat Pompeu Fabra. Barcelona

El cannabis es la droga ilegal mas
consumida en Europa en todos los grupos
de edad. Segun el informe Europeo sobre
drogas mas reciente, se estima que mas de
80 millones de personas han consumido
cannabis a lo largo de sus vidas, lo que
representa casi un 25% de la poblacién
adulta en Europa. Este mismo informe
refleja que mas de 20 millones de europeos
han consumido cannabis durante el ultimo
afno, siendo mayoritariamente la poblacién
joven (de 15 a 34 afios) la que presenta un
mayor consumo de esta sustancia (16.6
millones de consumidores en este rango de
edades)(2). En nuestro pais, el consumo de
cannabis entre la poblacién joven es muy
elevado, puesto que mas de un 25% de
ésta consumid cannabis durante el altimo
afio. Este es un dato alarmante debido a
que durante la adolescencia el cerebro
todavia continlia en proceso de formacion y
el consumo de cannabis durante este
periodo puede producir alteraciones en su
desarrollo.

El principal componente psicoactivo del
cannabis es el delta-9-tetrahidrocannabinol
(THC) y sus efectos farmacoldgicos se han
caracterizado extensamente tanto en
humanos como en animales de
experimentacion. El cannabis suele
consumirse por sus efectos sobre el estado
de animo, ya que provoca relajacion y
euforia. Sin embargo, las propiedades
farmacoldgicas del THC incluyen también
potenciales aplicaciones terapéuticas entre
las que destacan su efecto analgésico (3),
ansiolitico y neuroprotector, ademas de sus
propiedades anti-eméticas y estimulantes
del apetito (4). No obstante, el THC
también induce efectos indeseables como
déficits de memoria (5), ansiedad,
dificultades en la coordinacidn motora,
ademds de generar dependencia (6),
factores que limitan su potencialidad
terapéutica. La identificacion de aquellos
mecanismos que permitan disociar los
efectos terapéuticos de los efectos
indeseados representa hoy en dia un reto
mayor  en la investigacion sobre
cannabinoides y su descubrimiento podria

permitir potenciar los efectos terapéuticos
evitando los efectos indeseados.

Los efectos comportamentales inducidos
por los cannabinoides estdn mediados
principalmente por la activacion de los
receptores cannabinoides de tipo 1 (CB,) a
nivel central (6). La activacion de estos
receptores modula un amplio rango de
sistemas de neurotransmisién en el
cerebro, incluyendo el sistema
glutamatérgico, gabaérgico, opioide,
dopaminérgico y serotonérgico, que pueden
mediar las respuestas inducidas por los
compuestos cannabinoides (6). Evidencias
recientes postulan al sistema serotonérgico
como modulador de determinados efectos
inducidos por el THC. Se ha publicado que
el THC y otros cannabinoides son capaces
de modular respuestas controladas por el
sistema serotonérgico y mas concretamente
por el receptor de serotonina 2A (5-HT>a)
(7) y ademads, la activacion de este
receptor estimula la formacion y liberacion
de endocannabinoides (8).

En nuestro estudio, hemos investigado el
papel de los receptores 5-HT,, en la
modulacion de los efectos
comportamentales inducidos por el THC.
Para ello, hemos realizado una
aproximacion genética mediante el uso de
ratones deficientes del receptor 5-HTja
(KO) asi como también una aproximacion
farmacoldogica mediante la administracion
de un antagonista para este receptor (MDL
100907) y hemos estudiado los efectos
producidos por el THC en diferentes tests
conductuales. En animales, el THC provoca
una clara disminucidon de la actividad
locomotora, un efecto hipotérmico marcado
y un efecto analgésico, que se ha
observado mediante el uso del test de
inmersion de la cola y el test de la placa
caliente. No se han observado diferencias
entre los animales wild-type (WT) y los KO
en ninguno de estos tests, indicando que el
receptor 5-HT,, no actia como modulador
de estos efectos. Sin embargo, los animales
KO presentan un menor efecto amnésico
como consecuencia de la administracion de
THC en el test de reconocimiento de



objetos nuevos. Ademads, usando el
laberinto en cruz elevado se ha estudiado el
efecto ansiolitico producido por bajas dosis
de THC vy los ratones deficientes del
receptor 5-HT2A carecen de este efecto, lo
cual indica que este receptor esta
involucrado en la modulacion de las
respuestas amnésica y ansiolitica
producidas por el THC. La implicacion de los
receptores 5-HT,, se ha corroborado
mediante la administracién del compuesto
MDL 100907, que ha sido capaz de
bloquear tanto el déficit de memoria, como
el efecto ansiolitico inducido por el THC.
Debido a la asociacion de los efectos
ansioliticos con cambios en la actividad
neuronal del nucleo del raphe dorsal (9), se
ha determinado la actividad basal de las
neuronas serotonérgicas de esta area
cerebral mediante estudios de
electrofisiologia en cortes de cerebro.
Hemos observado que los ratones KO son
menos sensibles a la inhibicion de Ila
actividad neuronal producida por la
administracién de THC, pese a no obtener
diferencias de actividad neuronal a nivel
basal. Ademas de estos experimentos
realizados tras la administracion aguda de
THC, también hemos estudiado los efectos
reforzantes de los cannabinoides mediante
la autoadministracion intravenosa del
agonista cannabinoide WIN 55212-2. Los
datos obtenidos en este experimento no
han revelado diferencias entre los ratones
WT y KO indicando que los receptores 5-
HT,a no estan implicados en la modulacién
de las respuestas reforzantes de los
cannabinoides.

A partir de los resultados obtenidos y de
evidencias que demuestran que los
receptores CB; y los receptores 5-HT,5 se
expresan conjuntamente en determinadas
areas cerebrales como el cerebelo, el
hipocampo, el estriado y algunas zonas de
la corteza cerebral, en nuestro trabajo
hemos evaluado la posibilidad de que estos
receptores interaccionen de forma directa
formando heterémeros. Estos heteromeros
formados por los receptores CB; y 5-HT>a
se describieron primeramente en cultivos
celulares y posteriormente se identificaron
en muestras de raton en diferentes areas
cerebrales. Estudios adicionales han
permitido determinar que la formacion de
estos heterdmeros comporta cambios en la
cascada de sefializacién intracelular
respecto a la sefializacién de los receptores
de forma individual. Asi pues, cuando
estimulamos los receptores CB; estos

activan una cascada de sefalizacion a
través de la proteina Gi mientras que los
receptores 5-HT,, activan otra cascada de
sefializacién a través de la proteina Gg. Sin
embargo, una vez formado el heterémero,
la estimulacion de ambos receptores de
forma individual acaba sefializando a través
de la proteina Gi, afectando la sefalizacién
producida por la estimulacion del receptor
5-HT,s. También hemos analizado que
sucede cuando realizamos una estimulacién
simultanea con agonistas de ambos
receptores y el resultado obtenido indica
que la co-estimulacién de ambos receptores
al mismo tiempo produce una reduccion de
la activacion en diferentes pasos de la via
de seiializacion, si lo comparamos con la
estimulacion producida por un solo agonista
de cualquiera de los receptores.
Posteriormente, hemos caracterizado el
fendmeno de cross-antagonismo, mediante
el cual el antagonista de un receptor es
capaz de bloquear el efecto de un agonista
del otro receptor y viceversa. Asi pues, el
efecto inducido por un compuesto
cannabinoide puede ser bloqueado por un
antagonista del receptor 5-HT,, y de la
misma manera, un antagonista del receptor
CB; es capaz de bloquear los efectos de un
compuesto agonista del receptor 5-HTja.
Este efecto del cross-antagonismo no sélo
se ha observado en cultivo celular
analizando los efectos de los diferentes
compuestos sobre la activacion de su
correspondiente cascada de sefializacion
sino que también se ha comprobado in
vivo, donde la administracion de un
antagonista 5-HT,5 es capaz de bloquear
los efectos amnésicos y ansioliticos
derivados de la administracion de THC.

Finalmente, para probar que los efectos
observados eran producidos por los
heterédmeros CB;1-5HT>x hemos
administrado péptidos interferentes por via
intracerebroventricular con el propdsito de
que se unieran a los receptores individuales
impidiendo la formacién de heterémeros.
Hemos comprobado que se bloqueaba la
formacion de heterémeros in vitro vy
también in vivo en las distintas areas
cerebrales y ademas hemos determinado
gue la administraciéon de estos péptidos es
capaz de bloquear los efectos amnésicos
inducidos por el THC. Lo mas interesante de
este estudio no ha sido solamente el hecho
de poder bloquear los efectos amnésicos
del THC mediante la interferencia de los
heteromeros CB;-5HT,, sino que los efectos
con un potencial terapéutico producidos por



el cannabis han permanecido inalterados.
Asi pues, la generacion de compuestos que
actuen de forma especifica sobre estos
heteromeros CB;-5-HT,, podria permitir
disociar los efectos perjudiciales del
cannabis de aquellos efectos con potencial
terapéutico.
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6 Ultimas publicaciones sobre cannabinoides de

investigadores espanoles

MicroRNA let-7d is a target of cannabinoid CB1 receptor and controls cannabinoid signaling.
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Fatty acid amide hydrolase inhibition for the symptomatic relief of Parkinson’s disease.
Celorrio M, Fernandez-Suarez D, Rojo-Bustamante E, Echeverry-Alzate V, Ramirez MJ, Hillard
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A double-blind, randomized, cross-over, placebo-controlled, pilot trial with Sativex in
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Guzman M, Garcia de Yébenes Prous J. J Neurol. 2016 May 9.
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(2',4'-dichlorophenyl)-N-piperidin-1-yl-1,4,5,6-tetrahydrobenzo[6,7]cyclohepta[1,2-
c]pyrazole-3-carboxamide and analogue derivatives. Lazzari P, Distinto R, Manca I, Baillie G,
Murineddu G, Pira M, Falzoi M, Sani M, Morales P, Ross R, Zanda M, Jagerovic N, Pinna GA. Eur
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CB2 cannabinoid receptor is involved in the anti-inflammatory effects of leptin in a model of
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Gastroduodenal Disorders. Stanghellini V, Chan FK, Hasler WL, Malagelada JR, Suzuki H, Tack
J, Talley NJ. Gastroenterology. 2016 May;150(6):1380-92. doi: 10.1053/j.gastro.2016.02.011.
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Pasanisi F, Sacchetti L, Buono L, Piscitelli F, Orlando P, Di Marzo V, Cristino L. Proc Natl Acad
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Advances towards the Discovery of GPR55 Ligands. Morales P, Jagerovic N. Curr Med Chem.
2016 Apr 25.
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TP, Agbemenyah H, Salinas-Riester G, Pommerenke C, Lorenzen S, BeiBbarth T, Hoyer-Fender
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Tricyclic pyrazoles. Part 8. Synthesis, biological evaluation and modelling of tricyclic pyrazole
carboxamides as potential CB2 receptor ligands with antagonist/inverse agonist properties.
Deiana V, Gomez-Cafas M, Pazos MR, Fernandez-Ruiz ], Asproni B, Cichero E, Fossa P, Mufioz
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Stimulation of brain glucose uptake by cannabinoid CB(2) receptors and its therapeutic
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Garcia L, Pozo MA, Valério-Fernandes A, Beleza RO, Agostinho P, Rodrigues RJ, Pasquaré SJ,

10
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