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RESUMEN: (Objetivo, ambito de estudio, sujetos de estudio, instrumentalizacion,
resultados, conclusiones. Maximo 2.000 palabras.)

La hipétesis principal que plantea este laboratorio es que los procesos de plasticidad en
adultos, y su disfuncién en los trastornos psiquiatricos y adictivos podrian ser criticamente
controlados por los principales genes de desarrollo que regula la funcién sinaptica. La
Reelina es una proteina extracelular esencial para la migracion neuronal, la maduracion
sindptica y la plasticidad sinaptica en el cerebro adulto. Recientemente hemos demostrado
que los ratones que sobreexpresan Reelina en el cerebro anterior son resistentes a la
sensibilidad de la cocaina y a los efectos psicomotores de la administracion repetida de
cocaina, lo que sugiere que la sobreexpresion de Reelina ejerce un efecto protector contra
los comportamientos similares a los maniacos provocados por las drogas psicotropicas. En
esta propuesta, tenemos la intencién de seguir investigando el papel protector de la
cascada de sefializacion de Reelina en los comportamientos relacionados con la adiccion a
las drogas de abuso (cocaina, anfetaminas) vy el alcohol, mediante el estudio de varias
lineas de ratones transgénicos con diferentes niveles de Reelina y mediante técnicas
moleculares. Nos proponemos utilizar varias técnicas in vitro e in vivo, modelos de
sefializacion de Reelina, para abordar el efecto de Reelina en el bloqueo de los trastornos
adictivos. Por otra parte, las bases moleculares y celulares responsables de esta
proteccion seran identificadas, y se realizara un ensayo de cribado de alto rendimiento para
la identificacion de los compuestos quimicos de regulacion de Reelina con interés
terapéutico (Subproyecto 2).

Esta propuesta tiene como objetivo investigar los siguientes objetivos especificos:

a) Investigar si la Reelina tiene un papel protector en la adiccion a psicoestimulantes y
alcohol;

b) Estudiar si la Reelina imprime una firma de expresiébn de genes especificos en
condiciones basales y después de la administracion de drogas psicotrépicas y alcohol;

¢) Para identificar las vias moleculares y celulares implicadas en la funcién protectora de
Reelina en los trastornos relacionados con las toxicomanias;

d) Para desarrollar un programa de descubrimiento de medicamentos para identificar los
compuestos quimicos que modulan la via Reelin (véase el Subproyecto 2).

Por lo tanto, esta propuesta tiene como objetivo proporcionar no solo los conocimientos
fundamentales sobre el papel de proteccién de Reelina en conductas adictivas y trastornos
relacionados, sino también para identificar los compuestos de plomo que regulan la via de
Reelina que seria util para el desarrollo de nuevas terapias contra los trastornos de la
Drogadiccion. Por lo tanto, para lograr los objetivos especificos del proyecto, se propone un
enfoque coordinado, del proyecto de colaboracién de un experto en descubrimeinto de
drogas y Quimica Orgéanica (Dra. Miriam Royo) y un experto en Neurobiologia y Plasticidad
(Eduardo Soriano).

Nuestros experimentos demuestran que la ausencia de funcion de Reelina (animales Dabl
condicionales) exacerba la adiccidn a cocaina, y que la sobreexpresion de Reelina protege
asimismo contra otros psicoestimulantes, como las Anfetaminas. Ademas, hemos
descubierto una nueva familia de proteinas mitocondriales (Armcx/Arm10) que esta
asociada a G protein-coupled receptors, incluidos los CB1/2 y que regula trafico
mitocondrial. Como nuevo objetivo estamos investigando si las amfetaminas y otras drogas
regulan trafico mitocondrial y su dinamica a través de estas proteinas.
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ARTICULOS PUBLICADOS COMO CONSECUENCIA DE LA ACCION: Se adjuntara una separata
de cada uno de ellos y se remitira una copia en formato digital a pndinvestigacion@msssi.es para el
fondo bibliogréafico de la Delegacion del Gobierno para el Plan Nacional sobre Drogas
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OBJETIVOS
PLANTEADOS: (Transcribir los del proyecto original)

A.- Hipotesis y Objetivo principal.

La hipotesis de este proyecto es que la activacion de la cascada de LA Reelina (una via de
sefializacion que participa en la plasticidad estructural y funcional de las sinapsis) en el
cerebro anterior podria ser una herramienta nueva y eficaz para el tratamiento de la
adiccion a las drogas de abuso y alcohol.

En esta propuesta, tenemos la intencién de seguir investigando el papel protector de la
cascada de sefializacion de Reelina en el consumo de drogas de abuso y del alcohol
mediante el estudio de varias lineas de ratones transgénicos con diferentes niveles de
Reelina y utilizando herramientas moleculares especificas. Por otra parte, las bases
moleculares y celulares responsables de esta proteccion seran identificadas, y mediante un
ensayo de cribado de alto rendimiento se identificacaran compuestos quimicos que
modulen la via de la Reelina y que po tanto son de potencial interés terapéutico
(Subproyecto 2).

B.- Objetivos Especificos.

1 .- ¢ Tiene la Reelina un papel protector en la adiccion a las drogas psicoestimulantes y
alcohol?

2 .- ¢ Induce la Reelina una firma de expresion de genes especificos en condiciones
basales y después de la administracion de drogas psicotrépicas y alcohol?

3 .- Identificacion de las vias moleculares y celulares implicadas en la funcion protectora de
Reelina en los trastornos relacionados con las toxicomanias.

4.- Cribado de alto rendimiento (High-Throuput) para identificar compuestos que modulan la
via de sefializacion de la Reelina (véase el Subproyecto 2).

C.- Impacto de la propuesta de investigaciéon y su r  elacién con los objetivos
prioritarios.

Impacto cientifico: Nuestro objetivo es determinar cémo la Reelina, una proteina de
matriz extracelular homeostéatico fundamental para el desarrollo de las funciones del abuso
de drogas y la proteccion del alcohol. Por lo tanto, nuestro proyecto debe proporcionar los
conocimientos fundamentales sobre los mecanismos de protecccién y regulacién genética
que controlan estos procesos adictivos.

Impacto Biomédico: Las drogas psicotropicas y la adiccion al alcohol son enfermedades
gue afectan a millones de personas en todo el mundo. Sin embargo, su fisiopatologia
molecular es so6lo apenas entendida, y por lo tanto, las terapias actuales tienen una eficacia
limitada. Dado el papel de Reelina en la plasticidad neuronal y la neurotransmisién, nos
propusimos investigar como esta proteina protege contra estos trastornos. Es importante
destacar que, la sobreexpresién de Reelina protege contra los trastornos relacionados con
adiccién a la cocaina (véase mas arriba). Vamos a ampliar los estudios realizados con
otras drogas psicotropicas como anfetaminas, asi como el alcoholismo. La identificacién de
los mecanismos basicos de sefializacion que generan proteccion contra estas
enfermedades deben sugerir importantes dianas moleculares para el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas.

Impacto social y econémico : Nuestro equipo de neurobidlogos (el grupo de E. Soriano) y
guimicos (el grupo de M. Royo) establecera una plataforma de deteccion de alto
rendimiento para identificar los compuestos bioactivos que modulan la via de la Reelina.
Los hits identificados se analizaran para su farmacodinamica, toxicidad, biosdistribucion,
etc. Esperamos que estos resultados sean fundamentales en el descubrimiento de
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farmacos indicados para el tratamiento de las enfermedades antes mencionadas y con ello
proporcionar beneficios sociales y econémicos relevantes.

D. - Relacion de los principales objetivos de la co nvocatoria.

Este proyecto tiene por objeto establecer las bases bioldgicas y quimicas de nuevos
enfoques terapéuticos para el tratamiento de las toxicomanias. Por otra parte, en el
proyecto se investigara la participacion de la via Reelina en adiccion a las drogas, mediante
el andlisis de varios modelos de raton con distintos niveles de expresiéon de Reelina.

Asi, el proyecto se ajusta bien a los principales objetivos de la convocatoria # 3 y # 4, tuvo
como objetivo investigar nuevos mecanismos patogénicos implicados en la adiccion, asi
como la investigacion sobre los nuevos enfoques terapéuticos.

Por otra parte, el proyecto tiene como objetivo investigar si la sobreexpresion de Reelina
protege contra los trastornos del comportamiento causados por una variedad de drogas
como las anfetaminas y el alcoholismo (objetivos de la convocatoria # 5 y # 6). Si, como se
espera, la cascada de Reelina protege contra todos estos comportamientos y drogas, nos
gustaria proponer que los reguladores quimicos de la via de Reelina pueden ser una
terapia eficaz para una amplia gama de enfermedades asociadas a las drogas adictivas
mas comunes, incluyendo el alcohol.

ALCANZADOS: (Ordenar de igual forma que los planteados. En el caso de proyectos
coordinados, el coordinador debera describir ademas el desarrollo de la coordinacién entre
subproyectos en este afio, y los resultados de dicha coordinacién con relaciéon a los
objetivos globales del proyecto)

1 .- ¢Tiene la Reelina un papel protector en la adi ccibn a las drogas
psicoestimulantes y alcohol?
Nuestros experimentos han demostrado que la sobre-expresién de Reelina en animales
transgénicos protege completamente contra las manifestaciones psiquiatricas asociadas al
consumo de cocaina (hiperactividad, sensibilizacion y PPI). En la actualidad estamos
llevando a cabo 2 tipos de experimentos en este apartado:
- Comprobar si la ausencia de funcion de Reelina (animales Dabl condicionales)
exacerba la adiccién a cocaina.
- Comprobar si la sobreexpresion de Reelina protege asimismo contra otros
psicoestimulantes, como las Anfetaminas.

Estos 2 objetivos ya han sido resueltos con resultados positivos (Teixeira el al., 2011).
Ademas, hemos corroborado estos datos mediante la generacién y utilizacion de una nueva
cepa de raton, floxed DAB1, que demuestra el experimento contrario: que la disminucion
del pathway de Reelina acelera los cambios comportamentales, asociados a adiccion a
psicoestimulantes. (Teixeira et al., 2012, 2013).

Por el contrario, los experimentos en los que los ratones han sido tratados con alcohol, no
muestran ninguna diferencia. Los métos empleados han sido los siguientes: Hijos de
madres consumidoras de alcohol durante el periodo de gestacion provoca el sindrome de
alcoholismo fetal (FADS); dicho sindrome provoca un conjunto de anormalidades
relacionadas con un mal desarrollo cerebral provocando hiperactividad, deficit de atencion,
problemas de aprendizaje y memoria, problemas sociales, ansiedad y depression.

El metodo experimental realizado fue el siguiente; a hembras gestantes de ratén se les
suministré alcohol al 10% durante todo el embarazo y sus crias fueron sometidas a un
bateria de pruebas de comportamiento: Rotor-rod, Open field y object recognition test. Los
resultados obtenidos no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos experimentales, indicando que en este caso la Reelina no protege de estas
alteraciones.

A continuacion les adjuntamos los graficos con los datos obtenidos
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Ademas, hemos descubierto una familia de proteinas mitocondriales (Armcx/Arm10) que
esta asociada a G portein-coupled receptors,incluidos los CB1/2 y que regula trafico
mitocondrial. Como nuevo objetivo estamos investigando si las amfetaminas y otras drogas
regulan trafico mitocondrial y su dinamica. Este articulo se encuentra actualmente en
preparacion.

2 .- ¢ Induce la Reelina una firma de expresién de  genes especificos en condiciones
basales y después de la administracion de drogas ps  icotropicas y alcohol?

Hemos llevado a cabo los arrays de expresion de animales transgénicos que sobre-
expresan reelina y controles. El andlisis bioinformético ha revelado la presencia de unos
250 genes regulados por Reelina, con una variaciéon regional muy importante. En la
actualidad estamos validando estos datos mediante técnicas de WB y RT-PCR. Hay datos
relevantes sobre sistemas directamente implicados en la adiccién a drogas de abuso como
los receptores dopaminérgicos.

En segundo lugar disponemos del tejido tratado con cocaina, sobre el cual llevaremos un
trabajo similar durante los proximos meses.
Por tanto este objetivo esta alcanzado sobre un 80%.

3 .- ldentificaciébn de las vias moleculares y celul ares implicadas en la funcion
protectora de Reelina en los trastornos relacionado s con las toxicomanias

Este objetivo sera el foco principal del préximo afio: una vez identificados los genes de
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interés intentaremos demostrar su relevancia funcional mediante el empleo de lentivirus con
secuencias de interferencia o cDNAs de sobreexpresion.

METODOLOGIA Y PLAN DE TRABAJO
PROYECTADO

1.-¢ Tiene la Reelina un papel protector en la adiccién a las drogas psicoestimulantes y al
alcohol?

l.a. ¢ Modula la Reelina la esquizofrenia o otros trastornos del estado de animo?

1.b. ¢ Los niveles de Reelina controlan los comportamientos asociados a drogas de abuso y
alcohol?

EJECUTADO

Nuestros experimentos han demostrado que la sobre-expresion de Reelina en animales
transgénicos protege completamente contra las manifestaciones psiquiatricas asociadas al
consumo de cocaina (hiperactividad, sensibilizacion y PPI). En la actualidad estamos
llevando a cabo 2 tipos de experimentos en este apartado:

- Comprobar si la ausencia de funcion de Reelina (animales Dabl condicionales)

exacerba la adiccion a cocaina.
- Comprobar si la sobreexpresiébn de Reelina protege asimismo contra otros
psicoestimulantes, como las Anfetaminas.

Estos 2 objetivos ya han sido resueltos con resultados positivos (Teixeira et al., 2011).
Ademas, hemos corroborado estos datos mediante la generacion y utilizaciéon de una
nueva cepa de raton, floxed DAB1, que demuestra el experimento contrario: que la
disminucién del pathway de Reelina acelera los cambios comportamentales, asociados a
adiccion a psicoestimulantes. (Teixeira et al., 2012, 2013).
Por el contrario, los experimentos en los que los ratones han sido tratados con alcohol, no
muestran ninguna diferencia comportamental entre los animales WT y los ratones sobre-
expresantes de Reelina of Dab1l nulos.
Ademas, hemos descubierto una familia de proteinas mitocondriales (Armcx/Arm10) que
esta asociada a G portein-coupled receptors,incluidos los CB1/2 y que regula trafico
mitocondrial. Como nuevo objetivo estamos investigando si las amfetaminas y otras drogas
regulan trafico mitocondrial y su dinamica.
Por el momento hemos descubierto que el MDMA (extasis) y sus metabolitos regulan
trafico mitocondrial, sugieriendo un nuevo mecanismo patoléfivco (Barbosa et al., MDMA
impairs mitochondrial neuronal trafficking in a Tau- and Mitofusin2/Drp1-dependent manner.
Archives of Toxicology. (2014) In press and Barbosa et al., Ecstasy and its metabolites
impair mitochondrial fusion/fission equilibrium and trafficking in hippocampal neurons, at in
vivo relevant concentrations. Addiction Biology (2014), Submitted.

PROYECTADO
2.- ¢ Induce la Reelina una firma de expresion de genes especificos en condiciones
basales y después de la administracion de drogas psicotrépicas y alcohol?

2.a. ¢ Altera la Reelina los patrones de expresion génica en el cerebro adulto?

2.b. La Reelina da lugar a una frima especifica de expresion génica tras la administracién
de drogas de abuso o alcohol?
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EJECUTADO

Hemos llevado a cabo los arrays de expresion de animales transgénicos que sobre-
expresan reelina y controles. El andlisis bioinformético ha revelado la presencia de unos
250 genes regulados por Reelina, con una variacion regional muy importante. En la
actualidad estamos validando estos datos mediante técnicas de WB y RT-PCR. Hay datos
relevantes sobre sistemas directamente implicados en la adiccién a drogas de abuso como
los receptores dopaminérgicos.

En segundo lugar disponemos del tejido tratado con cocaina, sobre el cual llevaremos un
trabajo similar durante los préximos meses. Este objetivo no se ha podido ejecutar al 100%
por falta de presupuesto.

Por tanto este objetivo esta alcanzado sobre un 80%.

PROYECTADO
3.- Identificacién de las vias moleculares y celulares implicados en la funcién protectora de
Reelin en Drogodependencias.

3.a- Espinas dendriticas y sinapsis como determinantes estructurales de la adiccion.

3.b.-Caracterizacion de los mecanismos moleculares y genéticos Reelina-dependientes
que regulan la adiccion.

EJECUTADO

Este objetivo se esta abordando de la actualidad. Uuna vez identificados los genes de
interés intentaremos demostrar su relevancia funcional mediante el empleo de lentivirus con
secuencias de interferencia o cDNAs de sobreexpresion. Por el momento hemos
identificado que la Reelina y la GSK3 controlan la formacion de espinas dendriticas (Teixeira
et al., 2012; Llorens-Martin et al., 2013.)

ACTIVIDADES

PROYECTADAS

EJECUTADAS

EN CASO DE FINANCIACION DE ESTANCIA AVALADA POR EL NIDA:
» Objetivos alcanzados

» Actividades realizadas vinculadas con el proyecto

» Duracion de la estancia

APLICABILIDAD Y UTILIDAD PRACTICA DE LOS RESULTADOS EN EL ARE A DE LAS
DROGODEPENDENCIAS. (En caso de memoria final)

No se han obtenidos resultados que puedan ser aplicados directamente. Los estudios que se han
llevado a cabo muestran proteccion con la proteina Reelina, pero ésta es de alto peso molecular. En
el futuro, si se identifican compuestos bioactivos, estos podrian ser de utilidad practica.

TRANSFERENCIA Y DIFUSION DE RESULTADOS A LA CIUDADANIA: ACCIONES LLEVADAS A
CABO. (En caso de memoria segunda anualidad y final)

Los resultados se han difundido en las publicaciones mencionadas en la memoria, asi como en
Congresos y conferencias.

Aungue se han mantenido contactos con varias empresas, éstas consideran que los resultados son
prematuros y por lo tanto adn no transferibles.
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PATENTES U OTROS RESULTADOS EXPLOTABLES COMERCIALMENTE QUE SEAN
CONSECUENCIA DEL PROYECTO. (En caso de memoria final)

Nuestra intencion en principio es proteger los hibridomas generados dentro de una patente que
también proteja el sistema de evaluacién (screening), ya que al final creemos que este Ultimo tendra
suficientes modificaciones que permitiran su proteccion con respecto a lo ya descrito en ensayos de
estas caracteristicas. Si esto no fuera posible al haber usado alguna herramienta comercial y no
haber podido evitarla, entonces se realizaria la proteccion intelectual de los hibridomas y los
correspondientes anticuerpos monoclonales. Por otro lado, los péptidos hibridos generados en el
proyecto, si muestran caracter modulador también generarian una patente de moduladores de la
accion de reelina. Dada la fuerte vocacion de translacion de este proyecto, la proteccion intelectual de
las distintas herramientas generadas es un paso indispensable para una futura translacion del mismo.
En el estadio actual del proyecto se esta completando una primera fase para poder en breve empezar
a realizar acciones de proteccién intelectual principalmente focalizadas en los hibridomas y
anticuerpos monoclonales generados y su uso en el sistema screening que se esta desarrollando.
Una vez realizada esta proteccion se procedera a la bisqueda de potenciales partners indastriales
gue puedan ayudar a financiar parte del proyecto especificamente la relacionada con el desarrollo de
nuevos moduladores de reelina (de hecho ya se han realizado primeros contactos con algunas
empresas que han mostrado interés), en contrapartida a una licencia de los resultados protegidos.
Paralelamente se iniciaran la preparacién de manuscritos para publicacién en revistas de alto indice
de impacto (J. Med. Chem., Chem. Sci., J. Am. Chem. Soc. y Angew. Chem. Int. Ed.).

OTRAS SUBVENCIONES O RECURSOS (INCLUIDQS FONDOS PROPIOS) QUE FINA NCIAN
ESTE PROYECTO O PENDIENTES DE RESOLUCION: importe, procedencia y aplicacién

SUBVENCIONES O AYUDAS SOLICITADAS PARA ESTE PROYECTO Y NO CONCEDID AS:
organismo, convocatoria y cantidad.

OTRAS CONSIDERACIONES QUE SE DESEE HACER CONSTAR

En esta fecha se remite también por correo electroni  co, a la direccion
pndinvestigacion@msssi.es __ la presente memoria.

En Barcelona. a 05 de Febrero de 2014

Eduardo Soriano Garcia
INVESTIGADOR PRINCIPAL




