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2. Comparacion del efecto antitumoral de cannabinoides puros frente a
extractos completos de la planta cannabis sativa en modelos preclinicos

de cancer de mama.
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El cancer de mama es el tipo mas
comun de cancer y la segunda causa de
muerte entre las mujeres occidentales (1). Es
una enfermedad muy heterogénea en
términos de marcadores moleculares,
prondstico y respuesta a tratamiento.
Siguiendo criterios moleculares podemos
clasificar esta enfermedad en tres subtipos:
tumores receptores de estrogenos y/o
(ER+/PR+) o
dependiente de hormonas, que constituyen

progesterona-positivos

aproximadamente el 60-70 % de los casos;
tumores HER2+, correspondientes al 15-20 %;
y tumores ER-/PR-/HER2- o triple-negativos,
gue representan el 10-15 % del total (2, 3).

Los tumores ER+/PR+ se consideran los
menos agresivos. Las estrategias terapéuticas
utilizadas en estos casos tienen como objetivo
el bloqueo de la sefializacién estrogénica, ya
sea extirpando quirdrgicamente la fuente
enddégena de estrogenos (los ovarios),
utilizando moduladores selectivos de los
receptores de estrogenos (como el agonista
parcial Tamoxifeno), o inhibiendo Ia
aromatasa (principal enzima responsable de la
sintesis de estrégenos).

Por otro lado, en los tumores HER2+,
caracterizados por la sobreexpresion del
receptor tirosina quinasa HER2, la estrategia
terapéutica mas extendida se basa en el uso
del anticuerpo  monoclonal anti-HER2
Trastuzumab. También se pueden emplear

moléculas pequenas que inhiben la actividad
tirosina quinasa de este receptor, como por
ejemplo Lapatinib.

Los tumores ER-/PR-/HER2- son los
mas agresivos. En este caso, y dada la falta de
marcadores especificos, no existe Ia
posibilidad de utilizar estrategias dirigidas,
por lo que estos pacientes solo pueden
recurrir a la quimioterapia estandar (3, 4).

A pesar de que en los ultimos anos se
han incorporado a la clinica numerosos
tratamientos que han mejorado la vida de las
pacientes con cancer de mama, algunas de
ellas presentan resistencia a los mismos, tanto
innata como adquirida después de un tiempo
de respuesta inicial. Es por ello necesaria la
busqueda de nuevas terapias para combatir
esta enfermedad. Es en este contexto en el
gue nuestro grupo de investigacidon centra sus
estudios en el potencial antitumoral de los
cannabinoides. Estos compuestos, exclusivos
de la planta Cannabis sativa, se han usado
durante décadas para obtener beneficio
terapéutico. En el campo de la oncologia, son
conocidos los efectos paliativos (analgésicos,
estimuladores del apetito, inhibidores de
vomitos y nauseas inducidas por la
quimioterapia, etc.) que producen en los
pacientes. Sin embargo, se ha demostrado
gue estos compuestos producen ademads
respuestas antitumorales en modelos
celulares y animales de cancer (5).



Aunque el A9-tetrahidrocannabinol
(THC) es el cannabinoide mas abundante en C.
sativa, esta planta produce mdas de un
centenar de cannabinoides y otros
compuestos  (terpenoides, flavonoides,
alcaloides, etc.) con actividad terapéutica
potencial. En los Ultimos afios, se han
observado ademads efectos sinérgicos entre
algunos de ellos (ya sea entre compuestos
cannabinoides entre si o con otros elementos

no cannabinoides) (6).

Todo ello nos ha llevado a
preguntarnos si extractos completos de la
planta ricos en THC, podrian ser mejores
estrategias terapéuticas que el THC puro para
producir respuestas antitumorales en los
diferentes subtipos de cancer de mama.

Para responder esta pregunta
llevamos a cabo experimentos de viabilidad
celular en dos lineas celulares de cada uno de
los subtipos de cancer de mama, vy
experimentos in vivo en modelos basados en
xenotransplantes subcutdneos. En todos los
casos observamos respuestas antitumorales
inducidas tanto por el THC puro como por el
extracto, independientemente del subtipo de
cancer de mama estudiado, y que éste ultimo
era siempre mas potente.

Decidimos entonces analizar si los 5
terpenos mas abundantes en el extracto (B-
cariofileno, linalol, a-humuleno, nerolidol 1 y
B-pineno) eran los responsables de su mayor
potencia. Para ello combinamos una mezcla
de los mismos con THC puro en la misma
proporcidn en la que aparecian en el extracto.
El cocktail de terpenos no incrementd la
accién del THC sobre la viabilidad de las
células tumorales en cultivo en ninguno de los
subtipos de cancer de mama. Estos resultados
sugieren que otros compuestos (o

combinacion de compuestos) son los
responsables del incremento en potencia del
extracto frente al THC puro.

Los estudios mecanisticos que
realizamos (utilizando los antagonistas
selectivos de los receptores CB1 y CB2 SR1 y
SR2, respectivamente, y el compuesto
antioxidante tocoferol) demostraron que la
accion antitumoral del THC se produce a
través de la activacion del receptor CB2 y de la
formacién de especies reactivas de oxigeno.
Sin embargo, el bloqueo de estas dos vias de
sefializacion no fue capaz de prevenir la accién
antitumoral del extracto, lo que sugiere que
su contribucién a la respuesta final es
pequeiia y que se ejerce a través de rutas
alternativas.

A continuacion, analizamos si la
combinacion de nuestras preparaciones
cannabinoides modificaba de alguna manera
(positiva o negativamente) la eficacia de
terapias antitumorales estandar (Tamoxifeno,
Lapatinib y Cisplatino para las células
ER+/PR+, HER2+ vy
respectivamente). En los experimentos en

triple-negativas,

cultivos celulares observamos efectos
aditivos. Sin embargo, esta respuesta no se
produjo en los modelos in vivo (ni tampoco
interferencias entre tratamientos). Creemos
gue esto puede deberse a que las dosis que
utilizamos en nuestros estudios produjeron
un efecto individual muy potente, que no dejo
margen de mejora a la combinacién. Nos
gustaria por tanto repetir estos experimentos
utilizando dosis mas bajas de los tratamientos.

Otros estudios que nos gustaria
realizar para completar este proyecto
incluyen, por ejemplo, el estudio del potencial
sinérgico del CBG y el THCA con el THC. En el
extracto utilizado en este trabajo habia



cantidades  pequefias  (aunque  quiza
funcionalmente significativas) de ambos. El
CBG produce respuestas antitumorales en
modelos de cancer de colon (7), y el THCA ha
sido descrito recientemente como agonista
del receptor PPAR-y, que estd asociado a
respuestas apoptéticas en células

cancerigenas (8).

Todos estos resultados, recogidos en
Blasco-Benito et al., 2018 (9), apoyan la idea
de que los extractos completos de la planta
Cannabis sativa podrian ser mejores
estrategias terapéuticas que el THC puro.
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3. Structural insights into the Barrestin-cb1l receptor interaction: NMR

and CD studies on model peptides.
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Activation of the CB1 receptor has been
shown to induce different cellular signaling
cascades through coupling to different
effector proteins: G-protein (Gai/o) and B-
arrestins  (1/2). Numerous therapeutic
applications have been demonstrated for CB1
agonists including anti-emesis and appetite
stimulation for AIDs patients, symptomatic
relief of neuropathic pain and spinal cord
injury, and antitumoral effects. However,
psychoactive side effects limit the use of these
agonists. In this scenario, the search for a
biased ligand that can induce specific receptor
activation profiles resulting in specific subsets
of signaling pathways (biased signaling) has
recently received a special attention in the
cannabinoid field.1-3 This is due to the
possibility of attaining different therapeutic
effects and/or avoiding untoward effects
while targeting the same receptor protein.
From a structural perspective, conformational
changes in the receptor and rearrangements
at the intracellular domain of the receptor
that accompany ligand binding dictate the
signaling pathways. The GPCR-binding
interface for G proteins has been extensively
studied whereas B-arrestin-GPCR complexes
are poorly understood.4 In an effort to gain
knowledge in this direction, we propose a
biophysical approach to provide a mechanistic
insight into the arrestin-CB1 interaction.

For this purpose, we designed peptides that
mimic the motifs involved in the interacting
region: [-arrestinl finger loop and the
transmembrane helix 7-helix 8 (TMH7-Hx8)
elbow located at the intracellular side of the
CB1 receptor. Circular dichroism (CD) and

NMR studies have been used to study the
conformation of these peptides along with
their interaction in aqueous solution, in the
presence of trifluoroethanol (TFE), and using
zwitterionic (dodecylphosphocholine, DPC)
detergent micelles as membrane mimics.

The structure of the isolated peptides was
firstly analyzed. CD spectra indicate that both
peptides adopt mainly random conformations
in water, whereas they strongly tend to form
helical structures in the presence of 30% TFE
and DPC micelles. Likewise, bidimensional
NMR spectra showed that the CB1 and PB-
arrestinl peptides form helical structures in
TFE but not in aqueous solution. In order to
characterize their interaction, the mixture of
both peptides was also studied through CD
and NMR in aqueous solution and in the
presence of 30% TFE. Experimental CD spectra
show significant differences with respect to
the theoretical sum of the isolated peptides
indicating an interaction between both
peptides, which is especially remarkable in
TFE. In agreement with the CD data,
significant weighted NMR chemical shift
differences were observed when comparing
the independent peptides with the mixture.
These changes are remarkable in the elbow
region residues of the CB1 model peptide.

To sum up, the structure of CB1 (TMH7-Hx8)
and Parrestinl (finger loop region) model
peptides has been solved using CD and NMR
studies. Their interaction has been proved
through CD and NMR studies. Ongoing studies
of their interaction in DPC will help
understanding the CB1/Barrentinl interface.
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The elucidation of specific conformational
changes in the CB1 receptor that result in
distinct subsets of downstream signaling
pathways through G-protein or B-arrestin can
provide further insights into CB1 molecular
pharmacology. This knowledge would enable
the design of biased ligands to explore
optimized therapeutic effects at this
promising GPCR.
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4. Cannabis, empatia y procesamiento de las emociones.

Alejandro Higuera Matas. Departamento de Psicobiologia. Facultad de Psicologia. UNED.

Los seres humanos, al igual que
muchos otros animales, somos criaturas
sociales. En nuestras interacciones con los
demads nos valemos de multitud de pistas para
entender a nuestros semejantes. Estas pistas
nos sirven, por ejemplo, para inferir el estado
emocional de los que estdn a nuestro
alrededor y actuar en consecuencia. El
cannabis puede contribuir a esta capacidad
gue tenemos para “leer las emociones”. En
efecto, a nadie se le escapa que los efectos
agudos del cannabis pueden ser igual de
notorios en la esfera social y afectiva como lo
son en la de los procesos cognitivos. Si, por
ejemplo, preguntamos a consumidores de
cannabis por su experiencia en lo relativo a las
relaciones personales o la empatia cuando
acaban de fumar marihuana, la respuesta que
se suele obtener es que los sentimientos de
compasion, cercania con el otro,
preocupacion por los demds aumentan asi
como la compasion (entendida en su sentido
mas etimoldgico, es decir apasionarse o sufrir

con el otro)l. Todos estos sentimientos
ademas pueden entenderse como
constitutivos de los que se ha venido a llamar
empatia. Algunos estudios, ya antiguos, se
han preguntado por el papel de los
cannabinoides en este proceso. En uno de
estos trabajos, se estudid las
autoevaluaciones de sujetos que habian
fumado cannabis sobre su cercania emocional
a los demas en el contexto de una dinamica de
grupo. En general los participantes que habian
fumado cannabis pensaban que se habian
mostrado mds amigables y tranquilos con los
demas y que, en general, entendian mejor al
otro?. Curiosamente, en otro experimento se
estudiaban las evaluaciones tanto de las
personas que habian fumado marihuana
como las de aquellas con las que habian
interactuado (y que no habian fumado), los
resultados fueron diferentes. Lo que se
observd en este caso es que las personas que
interactuaban con los participantes que
habian fumado cannabis consideraban que las



habilidades interpersonales de los mismos
habian disminuido con respecto a una
situacion en la que sus interlocutores fumaron
“placebo”! (en el estudio no indican en qué
consistio este placebo). El argumento que
esgrimen los autores para discutir las
diferencias entre sus datos y los de las propias
evaluaciones subjetivas de los fumadores de
cannabis acerca de su empatia y habilidades
interpersonales, es que la droga puede
interferir con la capacidad de introspeccion y
de evaluacién emocional propia. Trabajos mas
recientes se han preguntado acerca de la
capacidad potencial del THC para afectar a
nuestra habilidad para reconocer emociones.
En uno de ellos se observd que el THC
afectaba a la capacidad para reconocer
emociones concretas (por ejemplo la ira y el
miedo, pero, curiosamente, apenas afectaba a
la capacidad para reconocer la tristeza o la
felicidad)3.
replicaron estos datos, sugiriendo que el THC

Bossong y  colaboradores
afectaba a la capacidad para reconocer
emociones negativas (como el miedo) y no las
positivas (como la alegria) y ello ademas
parecia tener que ver con la capacidad del
cannabinoide para afectar a una red de
estructuras  encefdlicas encargadas de
procesar las emociones positivas y negativas
(amigdala, giro orbital frontal, hipocampo,
giro parietal, corteza prefrontal y algunas
regiones de la corteza parietal)*. Resulta muy
interesante sefialar que estos déficits en el
procesamiento emocional asociados al THC no
son permanentes y que, de hecho, la
administracion de CBD los mitiga (ademas se
observdé que el CBD administrado
aisladamente podia mejorar el procesamiento
emocional)®. Los datos actuales parecen
sugerir ademas que, a nivel de procesamiento
emocional explicito (es decir cuando se pide a
los sujetos que reconozcan una emocion u
otra en la cara de otra persona), no parece

haber efectos residuales del consumo crénico
de cannabis ni tampoco sobre la empatia. Sin
embargo, este consumo si que parece afectar
a la manera que tiene el cerebro de procesar
los estados emocionales (esto se ha visto a
través de datos de potenciales evocados
relacionados con eventos, una medida
electrofisioldgica de funciéon cerebral)®’.
Teniendo en cuenta el papel crucial que
juegan nuestras emociones y estados de
animo en muchas patologias, resulta
imprescindible estudiar el papel del sistema
endocannabinoide en estos estados. De esta
manera se podrdn explorar nuevas terapias
gue puedan mitigar los déficits en la
comunicacion interpersonal que juegan un
papel importante en trastornos como el
autismo o la esquizofrenia. Por otro lado, el
desarrollo de modelos animales de “conducta

”8 nos ayudardn a determinar de

empatica
una manera mas certera y precisa la
implicacion del sistema endocannabinoide en
un proceso psicoldgico tan fundamental como

la empatia y la compresion del otro.
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