o PP, Sociedad Espaiola de

2 $ o
Ngé S e I C Investigacion sobre Cannabinoides
«,/% Boletin electrénico (enero-marzo 2018; n° 58)
“Stigacion sobre Cannabinoides Editoras: Leyre Mestre, Miriam Mecha
Contenido:

1. Saludo del Presidente.

2. Infografia: Historia de los cannabinoides en el tratamiento de la epilepsia

3. Premio de la 182 Reunion anual de la SEIC, categoria oral Predoctoral: Papel de la FAAH en la
diferenciacion mamaria y el cdncer de mama. Autora: Isabel Tundidor

4. Premio de la 183 Reunion anual de la SEIC, categoria oral Predoctoral: Interaccién entre ABHD6
y CPT1C como un nuevo mecanismo para regular la termogénesis. Autora: Cristina Miralpeix
5. Agenda.

6. Ultimas publicaciones sobre cannabinoides de investigadores espafioles.

1. Saludo del Presidente

Queridos todos,

Segun avanza el curso académico vamos ya poniendo nuestra atencién en el horizonte de
congresos que se avecinan alrededor del verano y, de forma destacada, en el de la ICRS que
tendra lugar este ano en la ciudad holandesa de Leiden. Nuestra Sociedad, una vez mas, ha
sido generosa en la concesién de becas para la asistencia de socios en etapa formativa y ha
concedido un total de ocho. Seguro que serda una magnifica oportunidad para ellos de
“foguearse” en el mundo de los congresos internacionales y de trabar contacto con las
principales figuras de la investigaciéon en cannabinoides a escala mundial.

Al mismo tiempo, transcurridos ya casi cinco meses desde nuestra ultima Reunién Anual en
Bilbao estamos enfrascados en los preparativos para la proxima que, como recordaréis, tendra
lugar en el campus de la Universidad Francisco de Vitoria, en Madrid, entre los dias 22 y 24 de
noviembre. Confio en que en breve podamos compartir con todo el nombre del ponente
invitado asi como los detalles de la organizacion.

Mucho animo en vuestras tareas.

Un fuerte abrazo,

Julian



2. Historia de los cannabinoides en el tratamiento de la epilepsia

THE HISTORY OF CANNABINOIDS IN THE TREATMENT OF EPILEPSY

An infegraphic journey conducted by Francisce J. Carrille-Salinas (infography] & Miriam Mecha [text)

THE BEGINNING OF THE STORY

Chinese Emperor Shen Nung (about 2700 b.c).
Sumerian and Akkadian tablets, around 1800 b.c.,

First detailed modern description of the utility of
cannabis-based products as an anti-seizure
medication was published in 1843 by W.B.

mention the use of a medical plant, most likely

In 1975, Consroe et al. described a 24-year-old patient with
uncontrolled seizures despite therapy with phenobarbital
and phenytoin, who became seizure-free after starting to
smoke marijuana. A few other reports suggestive of
beneficial effects on seizures of marijuana smoking
appeared in de subsequent decades, including an

O’Shaughnessy, reporting remarkable anti-seizure
effects in a 40-days-old baby girl with recurrent
Isi i G bi ions had a

cannabis, to treat a variety of ailments including
nocturnal convulsion. In less ancient times, Arabic
and Islamic literatures mention explicitly cannabis
as a treatment for seizures and epilepsy.

interesting epidemiological study which found a reduced
risk of a first seizure among illicit cannabis users. There have
been h , also reports of marijuana smoking
precipitating or aggravating seizures.

o > P
role in the treatment of epils by
in the late nineteenth century.

& 52

because cultivation of the plant was made illegal in many
countries and the gradual introduction of AEDs (anti epileptic drugs) for epilepsy treatment, but
scientific advances on the properties of the plants progressed. In the last decade preclinical and clinical
research into the potential application of cannabis in the treatment of epilepsy has literally exploted.

The use of ¢: bis declined /h
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Number of articlesretrieved | *
in PubMed using
“cannabis and epilepsy”
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sleep.

One of the first surveys published in 2013 Another online survey published in I 2 Very recent web-based survey from
i 2015 was also directed to parents Australia targeting people with epilepsy
w targeted a Facebook group of approxima- worldwide (2017), 137 of the 976 respondent
i ~ who used CBD-enriched cannabis 4 . P! 3
= tely 150 parents in the USA supporting i i t of their reported to be using, or having previously
- he 5 o‘:ft::l:;:ﬂd:ed S f Inthelei ‘s epil with 117 used, cannabis products for the treatment of
s Th i responders, of which 85% reporteda  S€12Ures, with bis-hased products
ere were only 19 respondents but 80% ponders, o eported a 3 N d 2 "
= of he parents conidere hee chid o 1edUEin n seure frequencyn  PETCeed a5 bl n managing seure
have fewer seizures at estimated doses their children, and 14% reporting e e e P e
— up to 25 mg/kg/day for CBD and up to 0.8 lete seizure freedom. Medi Sbiained f“j,ml I;II i B "e; it
= i duration of the therapy: 6.8 months,  “€'® ?ga =upp B Witho
— mg/kg/day for THC. Two children were knowledae ofthe S domnposition
ol free from seizures, and parents also CBD estimated dosage 4.3 sl pies) i 5§
= veported other beneficial affects mg/kg/day, with many responders Positive results with cannabis were also
= including improved alertness, mood and reporting that their children showed  reported in another recent online survey

improved sleep, alertness and mood.

directed to parents of children with refracto

epilepsy in Mexico (2017).

USA: In a retrospective study of 75 children and adolescents with
fractory epil in Col where use marijuana for medical
purposes was legalized in 2000, 1/3 of patients experienced > 50%

seizure reduction after starting therapy with oral ¢ bi

Overall, review of the available studies
suggests that CBD-enriched cannabis may
have anti-seizure effects, but the quality of
the evidence does not allow to draw firm
conclusions. Studies were generally
retrospective, and based on patient or
parenteral reports without adequately
structured data collection. Many of the
patients surveyed used unspecific products
whose composition and dosage were
unknown.

Israel: 74 patients with highly drug resistant epilepsies secondary to
various etiologies were treated with CBD oil to a dose of 1-20 mg/kg/day
and THC in proportion 20:1. Unlike the other studies, therapy was
generally prescribed by a physician, and 81% of the patients received
relatively low doses attributed to the fact that most patients kept the oil
drops sublingually for several minutes, which would be expected to
result in higher bioavailability. About 50% of patients reported at least a
50% reduction in seizures, although 5 reported aggravation.

SM1IN3Y LYYHD

= 2 Evidence concerning the potential anti-seizure efficacy Therefore, there is now the first time class 1 evidence that CBD
= == of ¢ binoids reached a turning point in the last 12 improves seizure control when added to other AEDs in patients
cmad E hs, with the compl of the first high-quality win.n two difficult-to-treat epileptic encephalopathies.
[— i placebo-controlled trials of a purified oil-based liquid Available data, however, do not allow to conclude that CBD per
(- = CBD preparation in patients with Dravet syndrome and se has anti-seizure activity since at least for the trial published
= Lennox-Gastaut syndrome. The results of these studies in full in New England Journal of Medicine in 2017, a majority
g = demonstrate that, at a dosage of 20mg/kg/day, CBD of pa_uents were receiving concomitantly clobazam therapy,
o = added on to pre-existing AED treatment is superior to and it is unclear whether the reporter:I seizurg benefits, as well

— placebo in reducing the frequency of convulsive as adverse effects, were related to a direct action of CBD, or
= = seizures in patients with Dravet, and the frequency of were mediated by a.p.re_vlously described 5-fold elevation in
; = drop sei in with L pl N-d h levels.
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CONCLUSIONS

These are exciting times for research in cannabinoids. After
almost four millennia of their documented medical use in the
treatment of seizure disorders, we are very close to obtaining
conclusive evidence of their efficacy in some severe epilepsy
syndromes. The era of evidence-based prescription of a cannabis
product is within our sight.

The randomized controlled trials conducted to date suggest that the tolerability profile of CBD
is relatively benign, with somnolence, decreased appetite and gastrointestinal symptoms being
the most common treatment-emergent adverse events. Elevations of liver enzymes have been
/A‘L frequently observed, especially in patients comedicated with valproate, and although they
were generally reversible, close observation for signs suggestive of hepatic toxicity is advisable.
Adequate safety data for young children exposed to long-term CBD therapy is not yet available.




3. Papel de la FAAH en la diferenciacion mamaria y el cancer de mama.

Premio de la 182 Reuniéon Anual de la SEIC, categoria Comunicacion Oral Predoctoral

(Bilbao, 2017)

Isabel Tundidor
Universidad Complutense de Madrid

El desarrollo mamario comienza
durante la embriogénesis, pero en su mayor
parte tiene lugar postnatalmente. Durante la
pubertad, los ductos mamarios se prolongan
y generan una red ductal en las hembras
sexualmente maduras. El embarazo se
caracteriza por la ramificacion lateral de los
ductos y la formacién de los alveolos,
especializados en la produccién de leche.
Tras la lactancia, estas complejas
estructuras involucionan y vuelven a la fase
pre-gestante. La naturaleza misma de las
vias de sefalizacion que controlan la
morfogénesis y el remodelado de la glandula
mamaria los convierten en susceptibles de
promover procesos tumorogénicos y, en
Gltima instancia, dar lugar a cancer de
mama (1).

Con este trabajo, nuestra intencion
ha sido estudiar el papel del sistema
endocannabinoide, concretamente de la
hidrolasa de amidas de &cidos grasos
(FAAH), en la fisiopatologia del desarrollo
mamario.

El epitelio ductal de la glandula
mamaria esta formado por una capa interna
de células luminales y una capa externa de
células basales que son contractiles. Ambos
tipos celulares tienen su origen en
progenitores especializados de su respectivo
linaje, que a su vez proceden de la célula
madre mamaria (1). En nuestro laboratorio,
hemos observado que la expresion de FAAH
en el epitelio mamario estd practicamente
restringida a las células luminales maduras
y, en menor medida, a los progenitores
luminales, mientras que sus niveles son
indetectables tanto en las basales como en
las células madre. Esto sugiere que FAAH
podria estar jugando un papel en la
diferenciacion celular del linaje luminal. Con
el objetivo de estudiar esta hipdtesis, hemos
trabajado con la linea celular HC11. Esta
linea procede de ratones BALB/c en
gestacion y se asemeja a la célula madre
mamaria en cuanto a que exhibe
pluripotencia y capacidad de
autorrenovacién. Bajo las condiciones
adecuadas, se puede inducir la
diferenciacion funcional de las HC11 in vitro

de manera que pasen a un estado
diferenciado en el que expresan proteinas de
la leche (2). Reproduciendo este proceso,
hemos visto que la presencia del inhibidor
selectivo de FAAH URB597 retrasa la
diferenciacion de las células epiteliales.

Algo realmente interesante es que la
relacion que hemos establecido entre FAAH
y la diferenciacién mamaria va mas alla del
contexto fisioldgico. El cancer de mama es
una enfermedad tremendamente
heterogénea desde el punto de vista del
perfil molecular. En base al mismo han sido
definidos varios subtipos que difieren
considerablemente en cuanto a pronodstico y
respuesta a tratamiento: luminal (o receptor
de hormonas positivo), HER2 positivo, triple
negativo y claudin-low. Estd ampliamente
aceptado en la comunidad cientifica que
cada uno de estos subtipos se correlaciona,
en términos de perfil de expresidon, con una
poblacion especifica dentro de la jerarquia
de la glandula mamaria sana. Asi, los
tumores claudin-low serian equivalentes al
estado de célula madre mamaria, mientras
que los Iluminales serian los mas
diferenciados (3). Segun hemos podido ver
en muestras humanas de cancer de mama,
una baja expresion de FAAH se relaciona
con alto grado histoldgico, ausencia de
receptor de estrégenos y fenotipo triple
negativo, todos ellos aspectos
caracteristicos de tumores poco
diferenciados y muy agresivos. Asimismo,
hemos encontrado niveles inferiores del
mMRNA de esta enzima en tumores que
generaron metastasis en los pulmones (con
respecto a los que no lo hicieron), y en
pacientes con mal prondstico definido segin
el patron de 70 genes propuesto por van't
Veer vy colaboradores (4). Estos datos
concuerdan con lo previamente observado
en la glandula mamaria y, en conjunto,
sugieren que existe la posibilidad de que
FAAH esté implicada en la génesis y/o
progresion de tumores de mama.

Para validar esta hipdtesis, hemos
modulado la expresion de FAAH en distintas
lineas celulares humanas correspondientes a
los principales subtipos moleculares de



cancer de mama. Como representante del
subtipo luminal, la linea T47D expresa altos
niveles de la enzima. Hemos observado que
el tratamiento de esta linea en cultivo con el
inhibidor URB597 favorece la formacion de
mamosferas, estructuras  multicelulares
caracteristicas de las células madre del
cancer. Ademas, el silenciamiento génico de
la misma (utilizando la  tecnologia
CRISPR/Cas9) da lugar a una linea knockout
que parece presentar un fenotipo menos
epitelial y una mayor actividad de ALDH, un
marcador universal de células madre. Por
otro lado, también contamos con lineas de
cancer de mama tipo triple negativo y
claudin-low, que de manera natural no
expresan FAAH. Experimentos en los que
hemos inducido su expresion en estas lineas
estdn en curso; no seria descabellado
pensar que esta expresion podria hacer virar
el fenotipo de las células hacia una version
mas diferenciada.

Por Ultimo, para analizar el papel de
FAAH en la generacién y evolucién de los
tumores de mama, nuestro laboratorio ha
generado ratonas con dos modificaciones
genéticas diferentes: son MMTV-neu (que
desarrollan tumores de mama
espontaneamente) y ademas son deficientes
en FAAH. Segun hemos podido ver, las
ratonas MMTV-neu;FAAH7/- poseen una
cinética de aparicion de tumores retardada
con respecto los MMTV-neu;FAAH**. Sin
embargo, forman tumores que alcanzan un
mayor tamafo, dan lugar a un mayor n° de
metdastasis en pulmdén y expresan un nivel
mayor de genes de pluripotencia
comparadas con los MMTV-neu; FAAH*/*,

Como conclusién de nuestro trabajo
podemos decir que la expresion de la
enzima del sistema endocannabinoide FAAH
podria jugar un importante papel en el
desarrollo mamario, tanto en la glandula
mamaria como en un contexto oncoldgico.
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4. Interaccion entre ABHD6 y CPT1C como uh huevo mecanismo para

regular la termogénesis.

Premio de la 182 Reunion Anual de la SEIC, categoria Comunicacion Oral Predoctoral

(Bilbao, 2017)

Cristina Miralpeix
Universitat Internacional de Catalunya

La obesidad en el mundo se ha
triplicado en los ultimos 40 afios alcanzando
proporciones epidémicas, aumentando asi
la necesidad de encontrar una buena
terapia (1). Hablamos de obesidad cuando
hay un desequilibrio entre la ingesta
caldrica y el gasto energético, un proceso
que estd muy finamente regulado por el
sistema nervioso central.

El hipotdlamo es el nucleo encargado
de integrar las sefiales de o6rganos
periféricos, actuar de sensor y regular la
respuesta energética (2) pero no se
conocen bien los mecanismos moleculares
implicados. La proteina Carnitina
palmitoiltransferasa 1C (CPT1C) se ha
postulado como uno de Ilos posibles
reguladores de este sistema. La familia de
proteinas CPT1 se encarga deinternalizar



acidos grasos de cadena larga al interior de
la mitocondria para su [-oxidacion. No
obstante, la CPT1C, es una isoforma un
poco peculiar, ya que sblo se expresa en
neuronas, se localiza en el reticulo
endoplasmico y no tiene actividad catalitica,
pero si mantiene su capacidad para unir el
inhibidor fisiolégico de las CPT1, el malonil-
CoA (3). Los niveles de malonil-CoA en el
hipotalamo fluctian segin el estado de
saciedad regulando asi la ingesta de
alimentos y la adiposidad (4). Es entonces
cuando el hipotdlamo, a través del sistema
simpatico, puede activar procesos como la
termogénesis del tejido adiposo marrdn
(TAM) para mantener la homeostasis
energética (5). Se ha propuesto que CPT1C
en el hipotdlamo podria actuar como sensor
del malonil-CoA y regular el metabolismo
periférico (4). Resultados no publicados del
grupo de la Dra. Nuria Casals muestran que
los ratones deficientes de CPT1C son
incapaces de adaptarse a un cambio
metabdlico, como es la administracion de
una dieta rica en grasas durante 7 dias, ya
que aumentan de peso y tienen atenuada la
activacién de la termogénesis en el TAM.
Cuando estos ratones son inyectados con
virus transportadores de la CPT1C en el
nucleo ventromedial del hipotdlamo (VMH),
esto es suficiente para restaurar el peso
normal y la activacion del TAM bajo una
dieta grasa durante 7 dias, lo que indica
que CPT1C ejerce sus efectos
especificamente en este nlcleo. ¢Pero como
CPT1C estd regulando este proceso? Un
estudio de proteomica desvelé la a/B-
hydrolase domain containing 6 (ABHD®6)
como un fuerte interactor de CPT1C.

La ABHD6 es una enzima del
sistema endocannabinoide que se encarga
de hidrolizar a nivel postsinaptico el 2-
araquidonilglicerol (2-AG) (6). Se ha
demostrado que los niveles de 2-AG
hipotaldmicos incrementan cuando se
suministra una dieta grasa de forma aguda
(7). Ademas, la ABHD6 ha sido identificada
como un regulador de la respuesta a un
cambio metabdlico, como la dieta o la
exposicion al frio, en el ndcleo VMH (8). Por
estas razones, el objetivo de este trabajo
ha sido primero, confirmar la interaccién de
CPT1C y ABHD6, y segundo, estudiar si
CPT1C regula termogénesis a través de
ABHD6 dependiente de los niveles de
malonil-CoA. Para perseguir estos objetivos
se construyé una forma mutada de la
CPT1C (CPT1CM589S) por mutagénesis
dirigida, que es insensible a malonil-CoA.

Se estudido la interaccion de CPT1C vy
CPT1CM589S con ABHD6 por analisis de
FRET y co-inmunoprecipitacion en células
HEK293 dando como resultado una
interaccion positiva e independiente de
malonil-CoA.

Lo siguiente que se quiso averiguar
fue si los niveles de endocannabinoides
hipotaldmicos estaban alterados en los
ratones deficientes de CPT1C. Para ello,
ratones salvajes (WT) (N=20) y deficientes
de CPT1C (KO) (N=20) fueron alimentados
con dieta estandar o dieta rica en grasas
(60% kcal de grasas) durante 7 dias, y se
midié por HPLC-MS/MS los niveles de 2-AG
y anandamida (AEA) (9). Se observd que
los ratones KO de CPT1C tenian
aumentados los niveles de
endocannabinoides respecto a los ratones
WT vy, cuando se alimentaban con dieta
grasa, los niveles de 2-AG vy AEA
aumentaban adin mas en ambos casos. En
estos mismos animales se estudid Ia
expresiéon de marcadores de la activacién
de la termogénesis del TAM por PCR a
tiempo real (Ucpl, Pgcla y Prdmil6)
presentando los ratones deficientes de
CPT1C wuna menor activacion que los
ratones salvajes.

De acuerdo con la literatura, en un
fenotipo obeso los endocannabinoides en el
hipotdlamo se encuentran elevados
llevando a wuna disminucion de la
termogénesis en el TAM (10). De manera
que CPT1C podria estar regulando los
niveles de endocannabinoides a través de la
ABHD6, pero la cuestién es, écomo estd
regulando CPT1C la accién de ABHD6? Para
responder esta pregunta, en colaboracion
con el grupo del Dr. Mario Van der Stelt, se
hizo un escaneo de la actividad de las
enzimas principales del sistema
endocannabinoide por activity base protein
profiling (ABPP) (11) en el hipotdlamo de
ratones WT y KO de CPT1C. No se observd
ningun cambio en la actividad de las
hidrolasas de los endocannabinoides
(MAGL, ABHD6, DAGL vy FAAH). Sin
embargo, este resultado podria deberse a
una pérdida de la interaccion entre ABHD6
y CPT1C durante el ensayo. Por ello,
estamos poniendo a punto el estudio de
actividad ABHD6 en un sistema in vitro en
colaboracién con el Dr. Stephen Alexandre.
En conjunto, estos resultados nos han
revelado una nueva interaccién entre
CPT1C y ABHD6 que se da de manera
independiente a malonil-CoA. Esta
interaccién podria ser clave para el control



de los niveles de endocannabinoides en el
hipotalamo y explicaria la poca flexibilidad
metabdlica que presentan los ratones
deficientes de CPT1C frente a una situacion
de ingesta de grasas. Al mismo tiempo,
también se plantean nuevas preguntas aun
por explorar: ¢estd CPT1C regulando la
actividad de ABHD6 y los
endocannabinoides hipotaldmicos? ¢Son
realmente los endocannabinoides los
causantes de la insuficiente activacion del
TAM que presentan los ratones KO de
CPT1C?.
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