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ABSTRACT

The pharmaceutical industry is committed to marketing safer drugs with fewer
side effects, predictable pharmacokinetic properties and quantifiable drug-drug
interactions. Drug metabolism is a major determinant of drug clearance and
interindividual pharmacokinetic differences, and an indirect determinant of the
clinical efficacy and toxicity of drugs. From a commercial perspective, it is desirable
that poorly behaved compounds are removed early in the discovery phase rather
than during the more costly drug development phases. As a consequence, over the
past decade, in vitro-based strategies in lead optimization screening in conjunction
with ADMET screening studies have been incorporated earlier in the drug discovery
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phase. At present, the use of human in vitro hepatic models at early preclinical
stages means that the process of selecting drug candidates is becoming much more
rational. Several in vitro tools are available to address key issues at the earliest
stages of drug development for a better candidate selection and hepatotoxicity risk
assessment.

Key words: Cytochrome P450.—Drug metabolism.—Drug-drug interaction.—
Hepatotoxicity.—Human hepatocytes.—Microsomes.

RESUMEN

Investigacion in vitro del metabolismo y la toxicidad de farmacos
en el hombre

El interés de la industria farmacéutica es incrementar la seguridad de los nue-
vos farmacos, disminuir sus efectos secundarios, conocer sus propiedades farma-
cocinéticas e identificar las posibles interacciones farmaco-farmaco. El metabolis-
mo de los farmacos es un factor determinante en su aclaramiento, es responsable
de la variabilidad interindividual de la farmacocinética y en consecuencia, de la
variacion en el efecto farmacolégico y la toxicidad. Desde la éptica comercial, lo
deseable es que los farmacos con propiedades no adecuadas sean descartados en
las fases mas tempranas del desarrollo, y no en las fases posteriores con mayor
coste econémico. Como consecuencia de esto, en las tltimas décadas se han incor-
porado estrategias basadas en modelos in vitro en combinacién con estudios de
ADMET, para la seleccion de nuevos farmacos cabeza de serie durante fases muy
tempranas del desarrollo. Actualmente, la utilizacién de modelos hepaticos huma-
nos in vitro en las fases preclinicas supone un proceso de seleccién de nuevas
moléculas candidatas a fArmacos mucho mas racional. Existen varios modelos in
vitro para abordar estas cuestiones en las etapas tempranas del desarrollo de far-
macos para optimizar la seleccion de moléculas candidatas y la evaluacién del
riesgo de hepatotoxicidad.

Palabras clave: Citocromo P450.—Metabolismo de farmacos.—Interaccion far-
maco-farrmaco.—Hepatotoxicidad.—Hepatocitos humanos.—Microsomas.

INTRODUCTION

Drugs and other xenobiotics usually have a low solubility in
aqueous systems and require biotransformation to metabolites that
are more hydrophilic and more readily eliminated. Typically, liver
drug metabolism occurs in two phases: Phase I and Phase II. Phase
I of biotransformation is the oxidative pathway in which the
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compound undergoes oxidation to a more polar substance.
Cytochrome P-450 (P450)-depending monooxygenases and flavin
monooxygenases, are major role players in the oxidative metabolism
of xenobiotics and endogenous compounds. This process is followed
by the Phase II reactions in which metabolites are further conjugated
by hepatocytes with endogenous molecules by glucoronidation,
sulfation, methylation, acetylation and mercapture formation,
rendering derivatives that are much more soluble, thus facilitating
their elimination (1-3). Biotransformation reactions generally follow
a detoxification process rendering metabolites inactive. Nevertheless,
many drug intermediary products generated during metabolism
are highly reactive and toxic, causing hepatotoxicity (4-6).
Metabolism is the major determinant of drug clearance and
interindividual pharmacokinetic differences, and the indirectly
determinant of the clinical efficacy and toxicity of drugs. Many
potential drug candidates are rejected in drug discovery given the
undesirable pharmacokinetics that can result in an inadequate
concentration of the drug at the site of action and/or great variations
in clinical response and adverse effects.

Drug regulatory agencies, such as the Food and Drug
Administration (FDA) and the European Agency for the Evaluation
of Medicinal Products (EMEA) (7), have issued different guidelines
to enhance the importance of ADME studies in the drug development
process. The pharmaceutical industry is required to market safer
drugs with fewer side effects, predictable pharmacokinetic properties
and quantifiable drug-drug interactions. Therefore, companies are
increasingly interested in optimizing these properties during early
drug development phases (Figure 1). Rapid biotransformation,
resulting in a short exposure to the pharmacologically active parent
compound and the formation of active or toxic metabolites, is not
usually welcomed. Alternatively, an extremely stable drug may pose
a potential problem of drug-drug interactions and toxicity. Medicinal
chemists are primarily concerned in designing molecules that will
not only offer the desired activity, but suitable potency and duration
of action which are influenced by pharmacokinetic properties.
Consequently over the past decade, in vitro-based strategies in lead
optimization screening in conjunction with ADMET screening studies
have been incorporated earlier in the drug discovery phase (8, 9).
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Ficure 1. Drug development process depicting the different types of ADME
studies that could be performed at the various stages. Investigational New
Drug (IND). New Drug Application (NDA).

KEY ISSUES TO BE ADDRESSED AT EARLY STAGES OF
DRUG DEVELOPMENT

After intake, drugs are absorbed and distributed among the
tissues and body fluids and then eliminated or cleared, mainly by the
liver and kidneys. Therefore, the development of a new drug requires
an exhaustive characterization of not only its pharmacological
activity, but also knowledge of major enzymes involved in the
metabolite formation, and the potential enzyme-inhibiting or
enzyme-inducing properties of the drug. Therefore, over the last
decade, in vitro-based strategies in lead optimization screening
combined with ADMET screening studies have consequently been
incorporated earlier in the drug discovery phase (10).

Several metabolic key issues should be addressed at very early
stages of drug development for a better selection of the safest and
most effective drug candidates (Figure 2):

a) Drug metabolic stability and metabolic profile.

b) Metabolite identification and structure clarification.
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¢) Prediction of in vivo pharmacokinetic parameters from in
vitro data.

d) Identification of the P450 enzymes involved in drug
metabolism.

e) Interspecies comparison of the metabolic profile of a drug to
select the animal. species closest to man for preclinical
studies.

f) Drug-drug interactions due to enzyme induction/inhibition.

g) Drug toxicity associated with drug metabolism.
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FiGURE 2. Major applications of in vitro hepatic models during the
development of new drugs.

DRUG METABOLIC STABILITY AND METABOLIC PROFILE
AND METABOLITE IDENTIFICATION

Using in vitro methods enables us to determine and predict the
metabolic stability of NCEs, which can be an important contributor
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for a good pharmacokinetic profile as well as a risk for drug-drug
interactions. Metabolic stability is defined as the susceptibility of a
chemical compound to biotransformation, and is expressed as in
vitro half-life (t(1/2)) and intrinsic clearance (CL(int)). Based on these
values, in vivo pharmacokinetic parameters, such as bioavailability
and in vivo half-life, can be calculated when other data concerning
the volume of distribution and fraction absorbed are available (11).
Metabolic stability assays can be easily investigated by incubating
new chemicals with fully competent metabolic models and
performing sensitive chromatographic analysis (e.g. HPLC-MS/MS)
of the incubation mixtures (12). In the early phases of chemical
screening, metabolic rates are estimated by measurement of the
disappearance of the test compound as metabolites are usually
unknown. At advanced stages, formation of metabolites is also
analyzed. Human liver microsomes, hepatocytes, and cDNA-
expressed P450 enzymes are commonly used (Figure 2). A major
disadvantage of using recombinant models expressing a single
enzyme for the study of metabolic stability of a drug is the lack of
other phase I and phase II enzymes. Human liver microsomes
contain high levels of P450s and other drug-metabolizing enzymes
(flavin monooxygenase, UDP-glucuronyltransferases, epoxide
hydrolase). The metabolites identified after a short incubation with
microsomes coincide with those reported as the major metabolites
in human in vivo studies (13). The major limitation of microsomes
is that they lack phase II cytosolic enzymes (glutathione S-
transferases, sulfotransferases, soluble epoxide hydrolases, alcohol
dehydrogenase, xanthine oxidase, etc.). Human hepatocytes represent
a more complete system with physiological levels of cofactors,
natural orientation for linked enzymes and intact membranes to
allow for the modeling of intracellular drug concentrations (14, 15)
(Figure 2). Moreover, the restricted accessibility of suitable human
liver samples has greatly hindered the widespread use of human
hepatocytes for drug metabolism studies. Recently, this scarcity has
been countered by the increasing availability of metabolically
competent cryopreserved human hepatocytes and by the use of
optimized metabolic assays in hepatocytes cultured in multiwell plate
formats (16, 17). Later in non clinical development, the ADME flow
chart focuses on metabolite profiling in different species and
metabolite identification. Significant metabolic interspecies
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differences between animals and man exist, not only because of the
different P450 enzymes expressed in man and other species, but also
because of their relative abundance (18-20). Therefore, metabolite
profiles in different animal models (i.e. microsomes or hepatocytes
from several species) are analyzed and compared with the human
profile toward a more astute selection of animal species for
subsequent pharmacokinetic or toxicological studies. As metabolites
may be inert, pharmacologically active or reactive, drug metabolite
profile evaluation and metabolite identification are essential to
design new safer drug candidates with improved ADME capabilities.
Incubating the drug candidate with recombinant P450s individually
expressed in various host systems can generate large amounts of
metabolites for chemical structure identification (Figure 2).
Analytically speaking, liquid chromatography tandem mass
spectrometry is the most widely used tool to identify metabolites
and determine both structure and metabolite profiles (21).

PREDICTION OF IN VIVO PHARMACOKINETIC
PARAMETERS FROM IN VITRO DATA

Human liver-derived models are invaluable tools in elucidating
the pharmacokinetic parameters of a drug candidate and the
selection of lead compounds with favorable properties during the
drug discovery and development process (22, 23). Clearance of a
drug from the body depends on the intrinsic ability of the organs,
such as liver and kidney, to metabolize and excrete. Systemic
clearance of a drug that is eliminated by hepatic metabolism is a
function of the hepatic blood flow and the intrinsic clearance of the
liver (CLint, in vivo), which is defined as the ability of the liver to
remove xenobiotics from the blood in the absence of other
confounding factors. Disease conditions of the liver or administration
of drugs that are inducers or inhibitors of P450 can therefore
influence systemic clearance. CLint, in vitro is a measure of enzyme
activity towards a drug which is not influenced by other physiological
determinants of liver clearance, such as hepatic blood flow or drug
binding to blood proteins (24). As with all clearance terms, it has
units of volume rate and acts as a proportionality constant to
describe the relationship between the metabolism rate of a drug and
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its concentration at the enzyme site. Two strategies underlying the
prediction of in vivo hepatic drug metabolism from in vitro data
have been defined (24, 25): the metabolite formation method, the
most widely used, and the more recently adopted substrate depletion
approach, where the intake of the parent drug is monitored over
time (25). From a biochemical point of view CLint, in vitro can be
considered in terms of the enzyme parameters of the Michaelis-
Menten equation (24, 26). Enzyme kinetics data must be obtained
under linear conditions with regard to the enzyme concentration
and incubation time, that is, the period when V, is maintained. Once
CLint, in vitro is obtained from Michaelis-Menten constants (Km
and Vmax), reasonable estimates of in vivo hepatic clearance (CLint,
in vivo) can be obtained by using appropriate scaling factors and
modeling (24, 26, 27). Mathematical physiological models (well-
stirred, parallel tube, distributed and dispersion models) of hepatic
drug clearances, which use both anatomical and physiological data,
have been appraised in relation to their utility in predicting drug
removal by the liver (28-30).

IDENTIFICATION OF P450 ENZYMES INVOLVED IN DRUG
METABOLISM

Early identification of P450s responsible for the metabolism of
new molecules is important in drug discovery in order to minimize the
role of polymorphic enzymes leading to inter-individual variation and
potential drug-drug interactions. Pooled human liver microsomes are
the most frequently model used for this purpose (31, 32). A major
advantage of these in vitro systems is that P450 enzymes are present
in their physiological relative proportions and can interact with other
essential proteins required for P450-catalyzed oxidations (i.e. NADPH
cytochrome P450 reductase, cytochrome b5). By the use of selective
chemical inhibitors for individual P450s, the major metabolic
pathways for a new drug can be either readily demonstrated or ruled
out. The incubations in which the metabolism of the test drug is
reduced suggest the involvement of the P450 enzyme, whose activity
is affected by the inhibitor. One drawback that these assays present,
even when using potent inhibitors, is that it is not possible to
completely and selectively inhibit a single P450 activity.
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In recent years, recombinant human P450 systems have been
increasingly used for this purpose (Figure 2). Major limitations
inherent to recombinant models are that concentrations of P450
enzymes are far in excess of their relative amount in the human
liver, and that the secondary metabolism cannot be identified.
However, such disadvantages have not appeared to hinder the utility
of cDNA expressed enzymes to P450 reaction phenotyping.
Incubating the compound with each separate recombinant P450
provides information about the role of individual P450s in metabolite
formation (32, 33-37). However, the degree of involvement of a P450
in a particular reaction in vivo can neither be estimated nor can the
metabolic profile of a drug in man be anticipated. Different strategies
based on the combined use of in vitro models showing a full
contingent of P450 enzymes (i.e. human liver microsomes, primary
human hepatocytes) and P450 recombinant models have been
proposed to mathematically reconstruct the relative contribution of
each P450 enzyme in the metabolism of a given compound (35-39).

DRUG-DRUG INTERACTIONS DUE TO ENZYME
INDUCTION/INHIBITION

Pharmacokinetic interactions occur when the disposition (i.e.
absorption, distribution, metabolism and excretion) of a drug is
altered by another (40). One of the most important pharmacokinetic
factors that control drug action is the rate of metabolic
transformation. Hence, interactions that result in changes in the
rate of drug metabolism can be of great clinical significance. Many
drugs can inhibit, induce and alter relative amounts of different
P450 enzymes. A strong inhibition/induction of P450 activities
by a molecule is expected to seriously interfere with the metabolism
of other drugs administered simultaneously or subsequently. These
changes in in vivo metabolism rates can lead drug concentrations
to fall outside their therapeutic window, implication a serious risk
of drug-drug interactions. The high cost associated with drug
development programs has focused attention on predicting,
identifying and avoiding inhibitory potential early in the discovery
process. In vitro studies, which are generally inexpensive and readily
carried out, must serve as preliminary screenings to rule out the need
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of in vivo testing. The objective of in vitro screening of P450 inhibition
properties of drug candidates is to exclude potent inhibitors from
further development. P450 enzymes play a crucial role in the
metabolism of drugs and, therefore, P450 inhibition is the most
important mechanism for metabolic drug-drug interactions (41, 42).

Microsomes and cDNA-expressed enzymes are the preferred test
systems as they are more readily available than human hepatocytes
(Figure 2). Assays are based on the analysis of potential reductions
in the metabolism of an appropriate P450 probe substrate in the
presence of various concentrations of the tested compound (11, 13).
For the purpose of high throughput P450 inhibition screening, a
variety of strategies based on fluorescence, LC-MS and radiometry
approaches have been developed (43-45). Since several enzymes
may be involved in the metabolism of a compound, the use of
recombinant models expressing a single P450 may lead to an
overestimation of the inhibitory effect of a given drug (46). A major
limitation in making conclusive statements from assays in
microsomes or recombinant enzymes is that ultimately in vivo
metabolism is complicated by the role of processes missing in
subcellular models. Drug transport across membranes, further
metabolism by cytosolic enzymes, or binding to intracellular proteins
can be determinant in the actual concentration of the substrate and
inhibitor available to the enzyme (41, 47). Assays performed in intact
cells could be more predictive (47).

Drug-drug interactions can also occur as a consequence of P450
induction. Metabolic interactions due to enzyme induction are far
less frequent than those caused by inhibition; however, their
consequences can be clinically relevant. A drug with inductive
properties can accelerate its own metabolism or those of other
co-administered drugs, resulting in either therapeutic inefficacy or
in an exaggerated response. Screening of inducers cannot be done in
microsomes or recombinant models as it requires a cellular system
that is fully capable of expressing genes (Figure 2). Currently,
primary hepatocytes are still the unique in vitro model for global
examination of the inductive potential of drugs (14, 48, 49). After
24-72 h incubation with the test compound, P450 induction is
monitored as its increases in enzyme activity (using specific
substrates) or mRNA levels (by quantitative RT-PCR). Results are
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compared to those of untreated cells (Figure 3). Different
concentrations of the drug, covering a large range of concentrations,
are recommended to assess the inductive potential of a new chemical.

Generally, if a negative results from in vitro inhibition/induction
assays is obtained (no identified interaction), the study of potential
clinical interactions is not needed. In vitro experiments should
be conducted at similar concentrations to the relevant in vivo
concentration for the optimization of the clinical assays.
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Ficure 3. Effects of model inducers on P450 enzymes in cultured human
hepatocytes. After 24 h in culture, human hepatocytes were exposed to 2 uM
3-methylcholanthrene (MC), 1 mM phenobarbital (PB), 100 mM ethanol (ETH),
1 mM clofibric acid (CLF), 50 uM rifampicin (RIF), 1 uM dexamethasone (DEX),
50 uM omeprazole (OMP), or 1 nM ecteinascidin (ECT), and P450 activities
and mRNA levels were measured 48 h later. Activities were determined in
three different hepatocyte preparations by the use of selective substrates:
7-methoxyresorufin (CYPIA2) and testosterone (CYP3A4). Specific CYP mRNA
levels were quantified by quantitative RT-PCR in two different cultures.
Results are expressed as fold increases over corresponding activity or mRNA
values in controls (untreated cells).
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DRUG-INDUCED HEPATIC INJURY

Substances capable of producing liver damage and, more
specifically, hepatocyte damage are known as hepatotoxins. Intrinsic
hepatotoxins are substances that exert their effects in all individuals,
in a dose-dependent and hence predictable manner. These toxins
can interfere directly with cell metabolism (active hepatotoxins) (50)
or become toxic once they have been biotransformed (latent
hepatotoxins). Idiosyncratic hepatotoxicity, on the other hand, may
be the consequence of an abnormal metabolism of the drug by
susceptible individuals (metabolic idiosincrasy) or be elicited by an
immune-mediated hepatocyte injury (allergic hepatitis). The former
has a geno- or phenotypic basis that results in the over/under
expression of drug metabolizing enzymes, a different drug
metabolism pattern and eventually the abnormal production of a
toxic metabolite. This type of idiosyncratic toxicity is dose-dependent
in susceptible individuals. Idiosyncratic drug toxicity is a rare
human-specific event and therefore not detectable in experimental
animals and impossible to be studied in clinical trials (51). Some
xenobiotics are electrophilic in nature, and others are bioactivated
by the liver to highly reactive metabolites generally more toxic than
the parent compound, which is the key to many toxic phenomena
(50, 52, 53). To minimize these effects, hepatocytes have effective
defence mechanisms, and ultimately it is the balance between
bioactivation, detoxification and defence/repair mechanisms that
determines whether a compound will or will not elicit a toxic effect.

Figure 4 summarizes the molecular events that can be involved in
hepatocyte toxicity: 1) The impairment of the biochemical functions
of hepatocytes by the drug or by any of its stable metabolites is
the first possible mechanism of hepatotoxicity (52-54). 2) The
mitochondrion is a frequent target of hepatotoxic drugs and the
alteration of its function has immediate effects on the energetic
balance of cells (54). Depletion of ATP is, in fact, an early event in
the course of drug-induced toxicity that precedes the irreversible
stages of cell injury (56). 3) Lipid peroxidation. It is a free radical
process leading to the oxidative degradation of lipids that finally
may disrupt the structure and functionality of the cell membranes
(56). 4) Alteration of intracellular Ca* concentration. Intracellular
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calcium participates in many cellular functions and its levels should
be perfectly regulated to obtain a proper cell function. Many
substances can interfere in intracellular calcium homeostasis control,
thus leading to cell malfunction and death (50, 57). 5) Oxidative
stress is produced by compounds able to undergo repeated oxidation
and reduction cycles within the cell (58). This redox cycling causes
the continuous production of reactive oxygen species (e.g. superoxide
anion) and depletion of GSH and nicotinamide nucleotide pools,
with a concomitant increase in lipid peroxidation and intracellular
Ca’" accumulation. Finally, biotransformation of xenobiotics can also
result in the formation of intermediates capable of covalently binding
to cell macromolecules (proteins, DNA and RNA) to form stable drug
adducts (58).

Cytotoxicity end-points (cell viability assays: MTT, neutral red
uptake tests, etc; cell membrane permeability alteration: enzyme
leakage; etc.) represent a first approach to assess hepatotoxicity, but
evaluation of these parameters alone may leave out of consideration
xenobiotics that impair cell function without causing cell death. This
may not be critical for the hepatocyte itself, but can be of toxicological
significance for the whole organism (59). By examining the effects on
hepatocyte-specific metabolism, it is possible to find out whether
relevant hepatic specific functions become altered by the presence of
a xenobiotic. Currently, several metabolic parameters, representative
of the liver’'s most characteristic functions, should be evaluated,
namely, gluconeogenesis, glycogen metabolism, ureogenesis, plasma
protein synthesis, synthesis of VLDL, etc. In general, metabolic
parameters are more sensitive to the toxic effect of hepatotoxins than
cytotoxicity indicators (60). Concentrations to which cells are exposed
for cell metabolism studies should not cause perceptible cell death
(they should be up to the MNTC).

The ultimate goal of in vitro experiments is to generate the type
of scientific information needed to identify compounds that are
potentially toxic to man for which purpose not only the design of
experiments but also the interpretation of results are essential. Even
simple parameters for assessing cell toxicity have yielded promising
results when comparing in vitro effects with human toxicity as false
negatives are infrequent in compounds that are toxic without
biotransformation.
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FIGURE 4. Mechanisms of drug hepatotoxicity. Different mechanisms can be
involved in hepatocyte toxicity: Mitochondrion is a frequent target of hepatotoxic
drugs and the alteration of its function has immediate effects on the energetic
balance of cells (depletion of ATP). Lipid peroxidation, oxidative stress, alteration
of Ca** homeostasis and covalent binding to cell macromolecules are the molecular
mechanisms more frequently involved in the toxicity of xenobiotics.

The monitoring of gene expression of cells exposed to toxic
xenobiotics (toxicogenomics), has gained great popularity among
researchers (61-63). The ease with which thousands of genes can be
measured has led most of the scientists to register changes of as
many genes as possible with the hope that an in-depth biostatistical
analysis would reveal which of that gene were clearly linked to toxic
events. It is hoped that through a better understanding of cellular
mechanisms of toxicity, combined with mechanistically directed
toxicogenomic analysis, the accuracy and predictivity of in vitro
screening for toxicants could be greatly improved.

18
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VARIABILITY OF DRUG METABOLIC CAPABILITY
IN HUMANS

Variability of drug metabolism rates is a consistent observation
in human populations. Considerable differences can be observed
among «extreme» individuals. Progressive advances in the knowledge
of metabolic routes and enzymes responsible for drug
biotransformation have contributed to understanding the great
metabolic variations existing in human beings. Phenotypic and
genotypic differences in the expression of the enzymes involved in
drug metabolism are the main causes of this variability. It is well
documented that P450 enzymes are polymorphically expressed (59,
64, 65). Mutations of P450 genes result in allelic variants causing
defective, qualitatively altered, diminished or enhanced rates of drug
metabolism. As a consequence, polymorphisms can lead to
qualitative and/or quantitative alterations in the metabolism of drugs
and could be responsible for the development of a number of
unexpected adverse drug reactions and host-specific susceptibility to
drugs or other chemicals. An association between polymorphisms
and increased toxicity risk or cancer has been reported (66). Among
P450 polymorphisms, those affecting CYP2C9, CYP2C19 and,
particularly CYP2D6, have the highest impact on drug metabolism
(67, 68). At present, a high number of CYP2D6 allelic variants (ca.
50) have been identified, some resulting in appreciable changes in
enzyme function. In contrast, CYP1A1, CYP2E1 and CYP3A4 genes
are relatively well conserved and only a few, if any, rare variants
yielding changes in catalytic enzyme activity have been found (65).

Interindividual differences in catalytic activities cannot be
exclusively attributed to genetic polymorphisms, and non-genetic
factors should be considered as a leading cause of the great
variability existing in drug metabolism rates. Age, gender, hormonal
status, liver pathologies and drug intake can influence the P450
function. CYP3A4, the most abundant P450 in the human liver,
constitutes a good example of phenotypic variability. Variations in
CYP3A4 activity cannot be explained by the genotype as only rare
allelic variants with no major functional effects have been identified
(69). CYP3A4 variability is probably a direct consequence of the
modulation of gene expression by environmental factors. The enzyme
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is highly induced by different groups of compounds, including
therapeutic agents such as glucocorticoids, antibiotics,
anticonvulsants, or anti-inflammatories (14, 70-72).

The use of in vitro models able to reflect interindividual variations
in drug metabolism will notably increase the relevance of preclinical
metabolic studies. The analysis of P450 enzymes in microsomes from
a human liver bank revealed the existence of considerable variability
(73). As an example, high variations (>50-fold) were found in CYP3A4
activity levels in microsome preparations form 30 different livers
(Figure 5A). A similar picture is observed when CYP3A4 activity is
measured in primary human hepatocyte cultures prepared from
different donors (Figure 5B). Incubation of the compound of interest
with human liver microsomes or hepatocytes expressing different
levels of P450 enzymes will help to anticipate information on
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Ficure 5. Variability of CYP3A4 activity in human liver and human
hepatocytes from different donors. CYP3A4 activity (testosterone
6B-hydroxylation) was determined (A) in microsomes from a human liver bank
(n = 30), and (B) in different preparations of human hepatocytes. The individual
data for CYP3A4 activity are plotted and sorted in decreasing order to show
inter-individual variability.
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potential interindividual variations in metabolic rates or metabolite
profile. The utility of cultured hepatocytes for this purpose was
examined by investigating the metabolism of a model compound,
aceclofenac, both in vitro and in vivo. The in vitro metabolism of the
compound was studied in hepatocyte cultures obtained from human
patients who, after clinical recovery, received a sub-clinical dose of
the drug to examine the metabolism in vivo (presence of metabolites
in urine) (74). A remarkable similarity between metabolic profile
and the extent of aceclofenac in vitro and in vivo metabolism was
found for each donor. These results support the idea that cultured
human hepatocytes are a good approximation to anticipate in vivo
metabolic profile of a drug, and back the validation process needed
by this experimental model to be considered as a simplified tool
to study drug metabolism and drug interactions. Moreover, the
interindividual variations in drug metabolism also become evident
in in vitro studies.
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PRESENTACION:

La importancia del ARN en la genética:
Un comentario a los Premios Nobel 2006
en Fisiologia o Medicina y en Quimica

JUAN-RAMON LACADENA CALERO
Académico de Niimero de la Real Academia Nacional de Farmacia

Ha transcurrido algo mas de un siglo desde que la palabra «Ge-
nética» fuera usada por primera vez por William Bateson en una
carta que escribi6 el 18 de abril de 1905 a Adam Sedgwick y pro-
puesta al afno siguiente por el propio Bateson en la «Conference on
Hybridization and Plant Breeding», que tuvo lugar en Londres en
1906, para denominar oficialmente a la nueva ciencia que explica la
«herencia y la variacién en los seres vivos». De hecho, las actas de
aquella reunién pasaron a denominarse «Report of the Third Inter-
national Conference on Genetics». Desde entonces, la Genética ha
crecido vertiginosamente, llegando a ser uno de los pivotes funda-
mentales de la ciencia de la vida. Buena prueba de ello es que en
33 ocasiones se han concedido los premios Nobel a 69 cientificos
para premiar sus investigaciones relacionadas con la Genética (25 de
Fisiologia o Medicina, 7 de Quimica, 1 de la Paz).

En mi discurso de ingreso en esta Real Academia Nacional de Far-
macia en diciembre de 1995, que versé sobre la «Historia “nobelada”
de la Genética», hacia referencia a la transicién prebiética al «<mundo
del ARN», situando la evolucién del ARN en el contexto de la quimica
que le precedié y de la biologia que le siguié. Decia entonces que, en
términos de evolucién del aparato genético, habria que gritar —para-
fraseando la antigua férmula de proclamaciéon de los reyes en la mo-
narquia francesa: «el Rey ha muerto, jviva el Rey!»— que «el ADN ha
muerto, jviva el ARN!» (1).
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Algo parecido me sucede hoy al hacer un breve comentario de
presentacion a esta sesiéon cientifica de la Real Academia Nacional
de Farmacia sobre los Premios Nobel 2006 en Fisiologia o Medicina
y en Quimica, puesto que ambos galardones han premiado investi-
gaciones en torno al ARN. En efecto, la Asamblea Nobel del Instituto
Karolinska concedia el premio Nobel en Fisiologia o Medicina 2006
a Andrew Z. Fire y Craig C. Mello, «por su descubrimiento de la
interferencia por ARN: silenciamiento de genes por ARN de doble
cadena» y, a su vez, la Real Academia Sueca de Ciencias otorgaba el
Premio Nobel en Quimica 2006 a Roger D. Kornberg, «por sus estu-
dios de la base molecular de la transcripcién eucariética».

1. REGULACION POST-TRANSCRIPCIONAL:
INTERFERENCIA POR ARN (ARNi)

En 2006, la Asamblea Nobel del Instituto Karolinska otorgaba el
Premio Nobel de Fisiologia o Medicina a Andrew Z. Fire y Craig C.
Mello, «por su descubrimiento de la interferencia por ARN: el silen-
ciamiento de los genes por el ARN de cadena doble». Como senala-
ba Danecholt, Presidente de la Asamblea Nobel, en su comentario
cientifico institucional («<RNA interference») al galardén concedido
a Fire y Mello, antes del descubrimiento de la interferencia por ARN
se habia descrito en plantas un fenémeno llamado silenciamiento
génico mediatizado por ARN. Antes de seguir adelante me gusta-
ria hacer una precisién terminolégica respecto a cémo traducir al
espafol los términos «RNA interference» y el acrénimo «iRNA». El
primero puede ser castellanizado como «interferencia por ARN» o
«interferencia mediatizada por el ARN», y el segundo como «ARNi»,
«ARN de interferencia» o «ARN interferente». Todos son validos.

En la década de los noventa se observé que al introducir un
transgén en el genoma de un organismo transgénico, su efecto podia
consistir en la estimulacién de la actividad génica o, por el contrario,
en la inhibicién de la expresién de secuencias homoélogas, denomi-
nandose a este fenémeno como silenciamiento génico dependiente de
homologia. La inhibicién de la actividad génica podia producirse a
nivel de transcripcion (silenciamiento génico transcripcional, TGS) o
post-transcripcional (silenciamiento génico post-transcripciopnal,
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PTGS). Sin embargo, aunque era evidente que el ARN jugaba un
papel fundamental en estos procesos, no se supo dar explicaciones
convincentes del PTGS hasta que Fire, Mello y colaboradores descu-
brieron el fenémeno de la interferencia por ARN (2).

El trabajo fundamental de Fire y Mello consistié en inyectar molé-
culas aisladas de ARN con sentido (sense RNA) y de ARN antisentido
(antisense RNA) en el nematodo Caenorhabditis elegans, comproban-
do que el efecto fenotipico por el silenciamiento de un gen especifico
(el gen unc-22, que codifica para una proteina muscular) era escaso,
si alguno. En cambio, la inyeccién del gusano con ARN bicatenario
(double-stranded RNA, ARNds) formado por las hélices de ARN con
sentido y ARN antisentido de dicho gen producia el efecto fenotipico
esperado («twitcher») correspondiente a la falta de expresién del gen
en cuestion. Aunque en su trabajo de 1998 Fire y Mello no pudieron
determinar si el ARNds actuaba a nivel transcripcional o post-trans-
cripcional, en un trabajo posterior de Fire publicado el mismo afio (3)
se demostraba que el ARNds actuaba a nivel post-transcripcional de
manera que el ARNm diana era degradado, impidiendo asi el proceso
de traduccion y la sintesis de la proteina correspondiente. Ademas, los
autores presentaban un modelo de cémo el ARNds podia actuar de
una forma catalitica para degradar el ARNm homologo. Es decir, el
mecanismo de accién propuesto era diferente al «modelo del ARN
antisentido», descrito previamente por otros autores. El nombre de
«interferencia mediatizada por el ARN (ARNi)» con que se ha bautiza-
do al nuevo mecanismo de silenciamiento de los genes habia sido pro-
puesto el afio anterior por Mello (4).

Las principales conclusiones del trabajo de Fire y Mello fueron
las siguientes: 1) el efecto silenciador del ARNds no lo igualan ni el
ARN monocatenario con sentido ni el ARN antisentido; 2) el si-
lenciamiento es especifico para un ARNm homélogo al ARNds, de
forma que ningin otro ARNm se ve afectado por la presencia del
ARNds; 3) para que se produzca el silenciamiento el ARNds tiene
que mostrar homologia con el ARNm maduro; es decir, no reconoce
secuencias de intrones ni de promotores, de donde se deduce que el
proceso de silenciamiento ocurre en el citoplasma; 4) el ARNm afec-
tado por el silenciamiento es degradado, desapareciendo del cito-
plasma; 5) puesto que bastan unas pocas moléculas de ARNds para
lograr el silenciamiento génico de la célula, se infiere que debe haber
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una amplificaciéon del ARNds o bien que éste tiene una accién cata-
litica y no estequiométrica; 6) el efecto del ARNds podria extenderse
de unos tejidos a otros o incluso a la descendencia.

El mecanismo molecular del proceso de interferencia por ARN
(ARNI) fue descrito por otros investigadores utilizando un sistema
in vitro de extractos embrionarios de Drosophila (5), demostrando
que el ARNds es procesado a fragmentos pequefios de 21 a 23 nu-
cledtidos (6). Posteriormente, Fire y Mello analizaron el proceso
in vivo, demostrando que el ARNds es fragmentado en trozos de
unos 25 nucleétidos y que el ARN antisentido dispara el proceso
de degradacién del ARNm por emparejamiento base a base al propio
ARNm (7). El procesamiento del ARNds a fragmentos pequefios
se produce por la acciéon de una ribonucleasa denominada Dicer
(«picadora») (8), mientras que en la degradacién del ARNm intervie-
ne un gran complejo ribonucleoproteico denominado Risc (por RNA-
induced silencing complex) que contiene al menos una proteina de la
familia argonauta que actiia como una endonucleasa cortando y de-
gradando el ARNm (9). Revisiones de los mecanismos moleculares
del proceso de silenciamiento por ARN (ARNi) han sido realizadas
por varios autores (10-13), ademas de las propias «Nobel Lectures
2006» de los galardonados Fire y Mello.

Como sefiala Daneholt (14), el significado biolégico y genético
del descubrimiento del fenémeno de la interferencia por ARN (ARNi)
se extiende a la proteccién contra infecciones virales, a la estabilidad
de los genomas silenciando los elementos genéticos moéviles, la regu-
lacién post-transcripcional de la expresion génica en los procesos de
desarrollo, la regulacién transcripcional de la expresién génica por
el mantenimiento de la condensacién de la cromatina que impide la
expresion de sus genes, la utilizacién como herramienta experimen-
tal para silenciar genes especificos, asi como la posible utilizacion en
la terapia génica.

De todo esto nos hablara en profundidad nuestro Académico de
Nuamero, el Doctor Mariano Esteban Rodriguez.
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2. MECANISMO MOLECULAR DE LA TRANSCRIPCION
EN EUCARIONTES

El proceso de transcripcion es realizado por enzimas especificas:
las ARN polimerasas-ADN dependientes o transcriptasas. Asi como en
las bacterias sélo existe un tipo de ARN polimerasa, en los eucarion-
tes hay tres clases, denominadas ARN pol I, ARN pol IT y ARN pol III
que se encargan, respectivamente, de la transcripciéon del ARN ribo-
somal (ARNr), del ARN transcrito por genes que codifican para pro-
teinas (ARNm) y de los ARN de tamafo pequefio (ARNt, ARNS5S, etc.).

En 2006 se otorgd el premio Nobel en Quimica a Roger D. Korn-
berg (hijo del también premio Nobel en 1959, Arthur Kornberg),
«por sus estudios de la base molecular de la transcripciéon eucarié-
tica». Kornberg, que habia iniciado su carrera cientifica como estu-
diante postdoctoral en el MRC de Cambridge, UK, trabajando con el
laureado Nobel Aaron Klug en el estudio de la estructura de la cro-
matina, demostré en 1974 (15) que las histonas H3 y H4 forman un
tetramero del tipo (H3),(H4), y propuso, asimismo, que el nucleo-
soma es la unidad basica de la cromatina, estando formado por un
octamero de histonas y 200 pb de ADN (16). En términos genéticos
podriamos preguntarnos si «el sabio nace o se hace» y reflexionar
coémo en este caso la «interacciéon genotipo-ambiente» ha dado como
fenotipo a un Premio Nobel como lo fue su padre Arthur Kornberg.

Al regresar a Standford, USA, Kornberg decidi6 cambiar de linea
de investigacién adentrandose en el tema de transcripcién en euca-
riontes. Aplicando a la perfeccién la regla de oro de la investigacién
—esto es, hacerse una pregunta importante, elegir el material biol6-
gico idoneo y aplicar la técnica experimental adecuada—, Kornberg
eligié como organismo eucariético modelo la levadura, Saccharomny-
ces cerevisiae, siendo capaz de desarrollar un sistema de transcrip-
cién in vitro idéneo para llevar a cabo su propésito (17, 18). Median-
te la técnica de andlisis cristalografico con rayos X, en el afio 2001
Kornberg y colaboradores (19-20) estudiaron la estructura del com-
plejo de transcripciéon (ARNpol II-ADN-ARN sintetizado) a un nivel
de alta resolucién (2,8 v 3,3 A). Estudios posteriores de nuevas es-
tructuras cristalizadas del complejo ARNpol II-ADN-ARN-nucle6-
tidos-proteinas han permitido a Kornberg y colaboradores realizar
una interpretacién dinamica del proceso de transcripcion.
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De todo ello nos hablara el Doctor Rafael Giraldo Suarez, Cientifi-

co Titular del Centro de Investigaciones Biolégicas, CSIC, Madrid.

(1)

(2)

(3)

4)

(5)

(6)

(7)

(8)

9)

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

(15)
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RNA interferente: del descubrimiento
a sus aplicaciones

MARIANO ESTEBAN RODRIGUEZ®
Profesor de Investigacion del CSIC, Centro Nacional
de Biotecnologia y Académico de Niimero de la Real

Academia Nacional de Farmacia

El dia 2 de octubre de 2006, la Asamblea Nobel del Instituto
Karolinska de Suecia anunciaba la concesiéon del Premio Nobel de
Fisiologia y Medicina, de forma conjunta, a los investigadores esta-
dounidenses Profesores Andrew Z. Fire, de la Universidad de Stan-
ford en California, y Craig C. Mello, de la Escuela de Medicina en
la Universidad de Massachussets, por el descubrimiento del RNA de
doble banda o bicatenario (dsRNA) que actiia como supresor espe-
cifico de genes y que recibe el nombre de RNA interferente (RNAi)
(Figura 1). El mecanismo de RNAi se pone en funcionamiento cuan-
do se producen en la célula moléculas de dsRNA que activan la
maquinaria bioquimica que degrada aquellas moléculas de RNA
mensajero (mRNA) que llevan la misma informacion genética que el
dsRNA. Cuando estas moléculas de mRNA desaparecen, el gen co-
rrespondiente es silenciado y la proteina no se produce. La Acade-
mia sueca resalta que este nuevo mecanismo de regulacién genética
y la enzimologia del mismo juegan un papel fundamental en muchos
de los procesos celulares, desde la funcién fisiol6gica de células y
tejidos hasta el desarrollo de un organismo. Ademas el RNAi esta
presente en plantas, animales y humanos, protege contra las infec-
ciones virales, y asegura la estabilidad genémica mediante el silen-
ciamiento de los elementos moviles o transposones. Actualmente el
RNAi de doble banda esta siendo utilizado como herramienta para

" Email: mesteban@cnb.uam.es; Teléfono: 91 585 45 53. Fax: 91 585 45 06;
www.cnb.uam.es

97



MARIANO ESTEBAN RODRIGUEZ AN. R. Acap. Nac. Farwm.

definir la funcién de cualquier gen celular, teniendo un gran impac-
to en la investigacién biomédica, con posibilidades de aplicacién
clinica en un futuro.

Medal
The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2006

2 Ociober 2006
The Mobel Assembly at Karolinska Institutet has loday decided {o eward
Thas Nobal Prize in Physiology or Medicing for 2006 joinlly 1o
Andrew Z. Fira and Craig C. Malla

lor their discovery of “RNA intederence - gene slencing by double-stranded RMA®

Ficura 1. Los descubridores del RNAi, Craig C. Mello (a la izquierda) y Andrew
Z. Fire (derecha).

Los investigadores americanos publicaron el descubrimiento del
RNAIi en la revista Nature en 1998 (1) (Figura 2), y en un tiempo
récord este hallazgo ha trascendido a todos los campos de las cien-
cias de la salud. En palabras de Mello, al anunciarle la concesién del
Nobel: «aunque hay muchas aplicaciones para el RNAi, atun desco-
nocemos sus mecanismos...; el observar que el silenciamiento fuera
transmitido de una generacion a otra y se extendiera de un tejido a
otro fueron momentos maravillosos...; un aspecto apasionante es su
papel en los cambios evolutivos». Para Fire: «el beneficio mas impor-
tante es que se haran muchos experimentos que nos diran cosas im-
portantes...; hay en marcha varios estudios estupendos de ensayos
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en modelos animales y clinicos...; aunque es una investigacién basi-
ca tiene la ventana abierta a su aplicacion terapéutica». Es de resal-
tar que han transcurrido sélo ocho afios desde el descubrimiento del
RNAi a la concesién del Nobel a dos jovenes investigadores en la
plenitud de sus carreras cientificas.

Potent and specific

genetic interference by
double-stranded RNA in
Caenorhabditis elegans

Andraw Fire', SiQun Xu*, Mary K. Montgomery*,
Staven A. Kostas™t, Samuel E. Driver: & Craig C. Mellok

* Carmigie [nstitution of Washimgton, Department of Embryology.
115 West Urnversity Parfovay, Baltirnore, Maryland 21210, USA

T Biology Gradware Program, fohrs Hopling University,

J400 Northe Charles Steeer, Balttmore, Maryland 21218, USA

< Program mn Molecular Medienwe, Liepartment of Cell Brolegy
University of Massechusetis Cancer Center, Two Brotech Smre 213,
373 Plantairon Streat, Worcedter, Massachusetts 01605, US4

Experimental introduction of RNA into cells can be osed in
certaln hiological systems to interfere with the function of an
endogenous gene'’. Such effects have been proposed to result
from o simple antisense mechanlsm thal depends on hybridiza-
tion between the injected RNA and endogenous messenger BNA
lramscripls. BENA interference has been used in U oeimatlode
Caenorhabdinis elegans o manipulale gene expression ", Here we
investigate the requirements for structure and delivery of the
interfering RNA. To our surprise, we found that double-stranded
RNA was substantially more effective at producing interference
than was either strand individoally. After Injection into adult
animals, purified single strands had at most a modest effect,
whereas double-stranded mixtures consed potent and specific
interference. The cffects of this interference were evident in
roth the injected animals amd their progeny. Only a lew molecules
of njected double-stranded RNA were required per affecied cell,
arguing against stochiomelric interference with endocenous
mRANA and suggesting that there could be a catalytic or amplifica-
tion component in the interference process.

NATURE|VOL 391 |19 FEBRUARY 1998

Ficura 2. Articulo en «Nature» (1998) donde se describe el descubrimiento
del RNA:.

99



MARIANO ESTEBAN RODRIGUEZ AN. R. Acap. Nac. Farwm.

Andrew Fire nacié en abril de 1959 en Palo Alto, California,
crecié en Sunnyvale, fue al Instituto Fremont, luego estudi6 en la
Universidad de California donde se gradué en matematicas en 1978
con diecinueve afios. Posteriormente se trasladé al Massachussets
Institute of Technology (MIT) donde obtuvo el grado de Doctor en
1983. Su etapa postdoctoral la realizé en el laboratorio de Biologia
Molecular, Medical Research Council, dirigido por el Nobel Sydney
Brenner, «padre» de C. elegans. Desde 1986-2003 fue Profesor del
Departamento de Embriologia de la Carnegie Institution de Was-
hington en Baltimore y posteriormente Profesor de Patologia en la
Escuela de Medicina de la Universidad de Stanford. Los estudios de
su laboratorio se centran en los mecanismos por los que las células
y organismos responden a cambios genéticos, y especialmente en
entender los mecanismos moleculares de la maquinaria de RNAi y
su papel en la célula, usando el gusano C. elegans como modelo.

Craig Mello naci6 en 1960, estudié en la Universidad de Brown,
obtuvo su doctorado en 1990 por la Universidad de Harvard y realizé
su etapa postdoctoral en el Fred Hutchinson Cancer Research Center
de Seattle en el laboratorio de James Priess. Desde 1994 es miembro
del Centro del Cancer en la Escuela de Medicina de la Universidad de
Massachussets en Worcester, y el afio 2000 fue nombrado Profesor del
Instituto Médico Howard Hughes de la misma Universidad. El interés
de su laboratorio se centra en la regulaciéon de la expresion genética
durante la embriogénesis del gusano C. elegans, con especial énfasis
en los mecanismos de interferencia genética.

ANTECEDENTES

Desde que se identificé al material genético como DNA en 1944
y su estructura en doble hélice por Watson-Crick en 1953 ha sido
fundamental entender como se produce el flujo de la informacién
genética del nucleo al citoplasma. Varios Premios Nobel han obteni-
do el galardén por sus contribuciones: al entendimiento de la sinte-
sis de RNA por Ochoa-Konrberg (1959), regulacién de la expresion
génica por Jacob-Monod (1965), desciframiento del cédigo genético
por Nirenberg-Khorana (1968), actividad catalitica del RNA por Alt-
man-Cech (1989) y el concepto de ribozima, y existencia de mRNA
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con secuencias interrumpidas (exones e intrones) por Sharp-Roberts
(1993). En los afios ochenta se observé en bacterias que moléculas
pequenas (unos 100 nucleétidos) de RNA pueden aparearse con se-
cuencias complementarias e inhibir la sintesis de proteinas. Este
proceso de activacién antisentido también ocurre en células euca-
riotas, como se demostré por primera vez en 1993 con el gusano
C. elegans. Durante afos se pens6 que este modelo de regulacién no
era comun, hasta que se demostré la existencia de un gran ntime-
ro de moléculas pequefias de RNA. Aunque solamente un 2% del
genoma contiene secuencias codificantes para aproximadamente
30.000 genes, se transcribe cerca del 50% del genoma en RNA.
Muchos de estos transcritos no contienen una sefial de lectura ORF
(open reading frame) por lo que no son traducidos a proteinas. Mas
bien se trata de RNAs no codificantes (ncRNAs), que sin embargo
dan origen a RNAs biol6gicamente activos, incluyendo variantes que
pueden regular o silenciar a los genes codificantes.

El fené6meno de silenciamiento de genes fue descrito en plantas
en 1990 por el grupo de Rich Jorgensen, intentando aumentar el
color purpura de petunias por introduccién de un gen clonado que
producia un pigmento (2). Se observé que cuando se introducia en
la planta una copia extra del gen que codifica para la enzima que
participa en la produccién de pigmentos de antocianina, chalcona
sintasa, las flores resultantes tenian colores variados, desde purpura
a blanquecino. Debido a que tanto el gen introducido como el homé-
logo end6geno eran suprimidos, se llamoé a este proceso co-supresion
génica o silenciamiento génico post-transcripcional (PTGS). Otros
cientificos trabajando en la Universidad de Roma con el hongo Neu-
rospora crassa observaron que cuando introducian copias adicio-
nales del gen que codifica para el pigmento naranja que sintetiza el
hongo, los hongos transgénicos perdian su color naranja y se produ-
cian hongos blanquecinos. A este fenémeno lo llamaron «quelling»
o supresion (3). En 1995 el estudiante Sue Guo del laboratorio de
Kemphues en la Universidad de Cornell, estudiando la influencia
de genes especificos en desarrollo, demostré que cuando introducia
secuencias en forma de oligonucleé6tidos antisentido y sentido juntos
en C. elegans la supresion del gen de interés era mayor que cuando
introducia los oligos sentido o antisentido de forma individualiza-
da (4). Ninguno de los grupos anteriores fue capaz de dar una expli-
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cacién al fenémeno de supresiéon que observaron en sus experimen-
tos. Serian Fire-Mello los que demostrarian en 1998 la existencia del
RNA interferente como explicacién de este proceso de control selec-
tivo de la expresion génica (1).

DESCUBRIMIENTO DEL RNA INTERFERENTE

La publicaciéon en Nature (1998) del articulo de Fire-Mello y
colaboradores, titulado «Potent and specific genetic interference by
double-stranded RNA in Caenorhabditis elegans» supuso un salto
espectacular para entender el fenémeno de silenciamiento de genes.
Aunque existian evidencias previas, como se indicé anteriormente,
de que tanto el RNA antisentido como el RNA sentido podian silen-
ciar genes de forma especifica, sin embargo estos experimentos eran
inconsistentes y de bajo rendimiento. Fire-Mello demostraron el efec-
to fenotipico de RNA inyectando en las génadas del gusano C. ele-
gans el gen unc-22 que codifica para la proteina del miofilamento,
que es abundante pero no esencial. Existen varios miles de copias
de unc-22 mRNA presentes en el musculo estriado del gusano y ya
se sabia que una disminucién en los niveles de este gen producian
un aumento en la curvatura del gusano mientras que la supresién
completa del gen resultaba en mayores defectos estructurales y pér-

dida de motilidad.

Observaron que los cambios fenotipicos en el gusano solamente se
producian cuando se inyectaba el RNA sentido y antisentido en forma
de dsRNA, pero no cuando cada RNA era incorporado en forma de
cadena sencilla. Ademas demostraron que la secuencia del RNA a in-
activar y la contenida en el RNA bicatenario tenian que ser comple-
mentarias, lo que aportaba especificidad en el silenciamiento. Muy
pocas moléculas eran necesarias para obtener silenciamiento. Para
explicar el silenciamiento llevaron a cabo experimentos de hibridacién
in situ del gen abundante mex-3 RNA inyectado en las génadas de
animales adultos, y observando que después de afiadir RNA bicatena-
rio complementario al gen mex-3 desaparece el mensajero, lo que les
llevé a proponer un efecto a nivel de transcripcién o de estabilidad del
gen. Finalmente la inyeccién de RNA bicatenario unc-22, y gfp-LacZ
en la cabeza o cola de animales transgénicos para la proteina fluores-
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cente GFP, demostr6 también producir interferencia pronunciada en
la progenie y en todos los tejidos, indicando que el RNA bicatenario
fue amplificado o que actuaba cataliticamente. En dicho articulo los
autores indicaban que el RNAi explicaba el fenémeno estudiado pre-
viamente en plantas de silenciamiento génico post-transcripcional
(PTGS) y lo culminaban con la sentencia «la interferencia genética por
dsRNA puede ser utilizado por el organismo como proceso fisiol6gico
de silenciamiento génico». El fenémeno del RNAIi se define en la Fi-
gura 3 con el anuncio del premio Nobel.

RNA interference
— gene silencing by double-stranded AMA

3. The RNAI mechanism
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Ficura 3. Esquema en el que la Academia sueca define el descubrimiento
del silenciamiento génico por RNAi al anunciar la concesion del premio
Nobel a Fire-Mello.
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En un estudio posterior publicado en el PNAS del mismo afo (5),
Fire-Mello aportaron evidencia de que el mRNA es el sitio de accién
del dsRNA por reconocimiento de las cadenas complementarias y que
se degrada antes de su traduccién en proteinas. También demostra-
ron cémo el dsRNA actia de forma catalitica sobre el mRNA homélo-
go mediante la interaccién de una molécula lineal de RNA aportado
por el dsRNA y el mRNA. Ademas indicaron que el RNAi puede servir
como sistema tactico de defensa en organismos inferiores, de forma
similar al sistema de defensa de los interferones en mamiferos.

En poco tiempo la presencia del RNAi fue rapidamente documen-
tada en muchos otros organismos incluyendo la mosca del vinagre,
tripanosomas, plantas, planaria, hidra y el pez cebra (6). Asi pues, se
considera al RNAi como un sistema que ha revolucionado la biologia
celular y se ha extendido a otras muchas areas. La revista Science,
en su edicion de diciembre de 2002, consideré al RNAi como la mo-
lécula revelacién del afio (7), y la revista Nature dedicé en 2004 un
namero especial al RNAi (8).

MECANISMO DE SILENCIAMIENTO GENICO POR dsRNA

Poco después del descubrimiento del RNAi se demostré en plan-
tas que el proceso de silenciamiento PTGS se correlacionaba con la
presencia de moléculas pequefias de RNA (de unos 25 nucleétidos)
y que este RNA contiene secuencias sentido y antisentido, por lo que
se propuso que este RNA pequeno es el responsable de PTGS (9).
Varios grupos de investigacion se lanzaron al estudio bioquimico del
proceso de RNAi, demostrando con embriones de Drosophila que el
dsRNA es procesado a un tamano de 21-23 nucleétidos, semejante
al descrito en plantas (10, 11). Se propuso que este dsRNA, llamado
RNA pequenio de interferencia (small-interfering RNA, siRNA) actia
como gufa para la rotura del mRNA. En estudios posteriores, Fire-
Mello establecieron por ensayos in vivo, que el dsRNA de largo ta-
mario es cortado en fragmentos de unos 25 nucleétidos y que el RNA
antisentido activa la degradacién del mRNA por apareamiento de las
bases (8, 12) (Figura 4). Posteriormente, por ensayos in vitro con
cultivos celulares de Drosophila, se descubrié la maquinaria del
RNAIi. Se demostro la existencia de un complejo llamado RISC (RNA-
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induced silencing complex) que interacciona con el mRNA a través
del RNA antisentido de bajo tamafno donde el mRNA es fragmentado
y posteriormente degradado (13). Este complejo contiene al menos
un miembro de la familia de proteinas llamadas Argonauta, que
actiian como endonucleasas, cortando el mRNA (se conoce como
funcién Slicer). También se demostré que una enzima como la ribo-
nucleasa III, llamada Dicer, es responsable del procesamiento del
dsRNA largo a corto (14). En ciertos sistemas como las plantas, gu-
sanos y hongos, la presencia de una RNA polimerasa dependiente de
RNA (RdRP) juega un papel importante en la generacién y amplifi-
cacién del siRNA (15). El avance importante de la formacién de
estas moléculas pequenias de 21-23 nucledtidos es que evitan la ac-
tivacion del sistema de defensa de los interferones, que requiere
mayores tamanos del dsRNA por encima de los 30 nucleétidos. Es-
tudios recientes han demostrado que los dsRNAs entre 25-30 nucle6-
tidos son 100 veces mas potentes efectores del silenciamiento génico
que los de 21 nucleétidos (16), parece ser por favorecer la eficiencia
del papel secundario de Dicer al introducir mas siRNAs en el com-
plejo RISC. Los miembros de la familia Dicer contienen varios
motivos en la secuencia, incluyendo el dominio de unién a dsRNA
(dsRBMs), dominio de ribonucleasa III (RNasa III) y el motivo RNA
helicasa con el consenso DExH. Dicer procesa moléculas largas de
dsRNA y precursores de miRNAs en pequefias moléculas de dsRNA
con un extremo 5’ fosfato y el extremo 3’ con dos nucleétidos libres,
cuyas cadenas se desaparean y la cadena antisentido se localiza pre-
ferentemente en complejos de silenciamiento que median funciones
posteriores (14, 17). Es de interés que en muchos organismos, inclu-
yendo C. elegans, un solo gen Dicer (DCR-1) es suficiente para me-
diar el procesamiento de dsRNA por distintas rutas (18). Mediante
estudios protedmicos de analisis de proteinas que interaccionan con
Dicer (19) llevados a cabo por el grupo de Mello, se ha demostrado
que ademas de los factores necesarios para las rutas de procesa-
miento de RNAi y de miRNA, DCR-1 interacciona con una serie de
proteinas necesarias para la segregacién cromosémica de RNAi y la
acumulacion de varias especies de endo-siRNA. Tanto DCR-1 como
el homologo de la RNA-fosfatasa PIR-1 son necesarios para la acu-
mulacién de siRNA y para el procesamiento del sustrato de RARP
derivado de DCR-1. Hay al menos cuatro factores de interaccion,
incluyendo los conocidos como ERI-1 y RRF-3, necesarios para la
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acumulacién de especies endégenas de RNAs pequeinos. Estos resul-
tados sugieren un papel de ERI-1 y RRF-3 en la produccién de sus-
tratos endégenos para DCR-1 y apoyan el modelo por el que molé-
culas especificas de la actividad de DCR-1 compiten con rutas de
silenciamiento de RNAs.

Procesamiento por RNAI
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Ficura 4. Esquema del procesamiento por RNAI.

MICRO RNAs COMO REGULADORES
DE LA EXPRESION GENICA

Los micro RNAs (miRNAs) son una clase de RNAs no codificantes
que funcionan como activadores endégenos de la ruta del RNAi (20,
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21) (Figura 5). En palabras de Mello al conocer la concesién del Nobel:
«pienso que el Comité Nobel, en un futuro préximo, debe de recono-
cer el descubrimiento de microRNAs, que son moléculas distintas a
los siRNAs que descubrimos nosotros, para su consideracién al Nobel
de Quimica o Fisiologia por su relevancia en la regulacién de la ex-
presion génica durante el desarrollo». Aunque fueron descubiertos
inicialmente en C. elegans, el primero de ellos fue lin-4 (22) y luego
let-7 (23) como controladores del desarrollo larvario, estas moléculas
pequenas son de gran interés en biologia por su aparente papel en la
determinacién y mantenimiento del linaje celular. Los miRNAs, con
un tamano medio de unos 22 nucleétidos, se originan como resultado
de la transcripcion por RNA polimerasa II de regiones del genoma que
dan lugar a un transcrito primario (pri-miRNA) que varia en tamario
de unos cientos a miles de nucledétidos, que sufre procesamiento por
«splicing», «capping» y »poliadenilacién, semejandose al mRNA, aun-
que puede o no contener un ORF (open reading frame). El componen-
te funcional es una estructura en forma de orquilla con las dos cade-
nas apareadas por complementariedad en su secuencia terminando en
un bucle (stem-loop) y que puede localizarse en un exén o intrén. El
precursor es procesado por enzimas nucleares como Drosha o Pasha
(DGCR en humanos) para producir una estructura termodinamica-
mente estable de orquilla con bucle, denominada pre-miRNA de unos
70 pares de bases, con un extremo 5’-fosfato y con 2 nucleétidos ter-
minales en el extremo 3’, que es exportada del nticleo al citoplasma
por la proteina Exportin-5. La estructura daplex en forma de bucle es
posteriormente procesada por las ribonucleasa III citoplasmica Dicer
para producir el miRNA maduro de 22 nucleétidos que se asemeja
al siRNA, con un extremo 5’-fosfato y 2 nucleétidos libres en el extre-
mo 3’. Este RNA en forma de duplex se traslada al complejo efector
RISC donde se va a producir el silenciamiento de los mRNAs con se-
cuencia complementaria (Figura 6). Se desconoce el mecanismo de se-
paracion de las dos cadenas por una helicasa. La cadena activa, lla-
mada guia, se incorpora en el complejo efector RNAi-RISC que lo va
a guiar hasta encontrar el homélogo mRNA y provocar la supresién
en la traduccién por degradacién del mRNA. RISC corta el mRNA
en el medio de la regién complementaria, 10 nucle6tidos méas arriba
del nucleétido apareado con el extremo 5’ del siRNA guia. Esta reac-
cién no requiere ATP (ver revisiones 17, 18). Considerando que la
secuencia madura es corta y que no se necesita complementarie-
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dad absoluta para silenciamiento, un gran nimero de mRNAs pueden
involucrar una especie tinica de miRNA. Esto se apoya en métodos
computacionales disefiados para predecir estructuras objeto de silen-
ciamiento que pueden variar desde docenas a centenas de mRNAs por
miRNA (24). Se han identificado miles de miRNAs en el genoma
de plantas y animales. De momento se han confirmado 326 miRNAs
en humanos aunque los métodos computacionales predicen un total
de cerca de mil (24). Se conoce poco acerca de las rutas que regulan

los miRNAs.
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Ficura 5. Las dos formas de dsRNA que intervienen en el silenciamiento
génico. El siRNA se forma a partir de dsRNA con sus dos cadenas perfectamente
complementarias, mientras que el miRNA se forma a partir de estructuras en
forma de bucle (hairpin) con alguna secuencia no apareada. El procesamiento
de ambas estructuras, siRNA como miRNA, da lugar al mismo tamario en
la secuencia, unos 22 nucledtidos, con dos nucledtidos libres en el estremo 3.
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Generacion de miRNAs & siRNAs
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Ficura 6. Esquema sobre la generacion de miRNA y siRNA y su accion
en silenciamiento. La transcripcion por RNA pol II produce moléculas con
secuencias que pueden formar bucles y que son procesadas por endorribonucleasas
como Drosha. Los fragmentos generados son exportados por exportina del niicleo
al citoplasma donde entran en la maquinaria de Dicer-RISC para culminar en el
silenciamiento génico bien por degradacion del mRNA (caso de siRNA) o por
inhibicién de la traduccion (caso de miRNA).

BIOQUIMICA DEL RNA INTERFERENTE

En el mecanismo de silenciamiento de genes por RNAI intervie-
nen una serie de factores cuyas funciones se han ido elucidando y
otras son desconocidas (8, 17, 18). Analizaremos los factores mas
relevantes en el complejo Dicer y RISC. La maduraciéon de los RNAs
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pequenos es un proceso secuencial catalizado por endonucleasas del
tipo RNasa III llamadas Drosha y Dicer que contienen dominios
cataliticos de RNasa III y dominios de unién con dsRNA (dsRBD).
Como hemos indicado anteriormente, Drosha es requerida para el
procesamiento de los precursores de miRNA que luego son transpor-
tados del nucleo al citoplasma para luego interaccionar con Dicer y
procesarlos en fragmentos de 21 nucleétidos. Existen varios genes
Dicer en funcién de los organismos. Por ejemplo, Drosophila mela-
nogaster tiene dos genes semejantes: DICER-1, que procesa preferen-
temente miRNA, y DICER-2, que procesa dsRNA de largo tamario. El
procesamiento es dependiente de ATP y requiere el dominio funcio-
nal helicasa de DCR-2. En el caso de Arabidopsis thaliana, se han
identificado cuatro proteinas semejantes a Dicer que estan involu-
cradas en procesamiento (DCL-1 a DCL-4). En C. elegans s6lo una
proteina Dicer ha sido identificada, lo mismo que en humanos. El
modelo catalitico mas actual de Dicer propone que el dominio PAZ
se une al extremo 3’ del dsRNA con los dos nucleétidos libres. Los
dos dominios de RNase IIT en DICERI1 se asocian intramolecular-
mente formado un pseudodimero creando un lugar activo de forma
semejante a la RNasa III de E. coli. Cada uno de los dominios hidro-
liza una de las cadenas del RNA bicatenario generando un nuevo
extremo terminal con los dos nucleétidos libres en el extremo 3’. La
longitud del producto final con 21 nucleétidos se mide por la distan-
cia entre el dominio terminal de unién a PAZ y el lugar activo de
corte (Figura 7). La importancia de Dicer en la funcionalidad de un
organismo se ha demostrado con ratones a los que se les ha inac-
tivado el gen correspondiente, lo que resulta en letalidad embriéni-
ca (25). Mientras que tanto Dicer como Drosha contienen el dominio
RNasa III, la interaccién con dsRNA requiere cofactores. En Droso-
phila tanto DICER-1, DICER-2 y Drosha se asocian con los factores
Loquacious, R2D2 y Pasha, que parece dirigen la incorporacion es-
pecifica de la cadena del siRNA al complejo multiproteico RISC que
es el encargado de llevar a cabo la destruccién nucleolitica del mRNA
target. Una vez que se han producido los siRNA y miRNA en forma
de complejo ribonucleoproteico (RNP), estos son incorporados en
otro complejo de silenciamiento RNA-inducido, RISC.
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Dominios de organizacién en la familia de genes RNasalll.
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Ficura 7. Dominios de organizacion de Dicer y modelo de acciéon para
la generacion de fragmentos dsRNA. Dicer pertenece a la familia de proteinas
con accion RNasa III. Los dominios de RNasa III y de union a dsRNA en
esta familia de proteinas se indican para E. coli (Ec), Drosophila (Dm) y
humano (Hs). En la parte inferior se indica el modelo de catdlisis para Dicer
que se describe en el texto (adaptacion de la referencia 17).

Cada RISC contiene un miembro de la familia de proteinas Argo-
nauta (Ago) que probablemente se une directamente con el RNA
en el complejo (también recibe el nombre de Slicer). Por analisis
de cromatografia de exclusién, se ha determinado que el tamarfio de
RISC varia entre 140 y 500 kDa (26-28). El nimero de proteinas Ago
difiere entre las especies, variando entre una en Schizosaccharomy-
ces pombe a mas de 20 en C. elegans, comparado con 5 en D. mela-
nogaster y 8 en humanos. Las diferentes variedades de Ago sugieren
especificidad en la secuencia reconocida. El ensamblaje de RISC
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es dependiente de ATP, lo que probablemente refleja la necesidad
energética para el proceso de separacién de las dos cadenas en el
siRNA o miRNA. Las proteinas Ago tienen una masa molecular de
unos 100 kDa y contienen dos dominios conservados, PAZ (piwi-
argonaute-zwille) y PIWI. El dominio PIWI ha sido implicado en la
interacciéon con Dicer. Los datos de cristalografia de la proteina Ago
demuestran una gran semejanza entre el dominio PIWI y miembros
de la familia de nucleasas RNasa H. Como RNasa H rompe el RNA
en las cadenas dobles de RNA/DNA, se ha propuesto que Ago actia
cortando el RNA en los hibridos RNA/siRNA. El dominio PAZ espe-
cificamente reconoce el extremo terminal del apareamiento en el
siRNA y miRNA con el caracteristico dos nucleétidos libres en el
extremo 3’ (29-32) (Figura 8). Ademas de la proteina Ago, otras pro-
teinas se han identificado en el complejo de RISC. En el caso de
D. melanogaster, el producto Vasa del gen intrénico (VIG), la protei-
na relacionada con fragil-X (dFXR) y el dominio tudor de la nuclea-
sa de estafilococo (Tudor-SN); en el caso de humanos, se han obser-
vado interacciones entre AGO2/eIF2C2 (factor de iniciacién en la
traducciéon) con FMRP (fragil X mental retardation protein) (17).

El siguiente paso es la rotura del mRNA y represion traduccional.
La cadena sencilla del siRNA en RISC le guia de forma especifica
hacia la secuencia homologa en el mRNA. RISC corta el mRNA en
el medio de la regiéon complementaria, 10 nucle6tidos mas arriba de
los nucleétidos apareados con el extremo 5’ del siRNA. Esta reaccién
no requiere ATP. El complejo RISC/miRNA cataliza la hidrélisis del
mRNA produciendo extremos 5-fosfato y 3’-hidroxilo. Esta reaccién
de hidrélisis difiere de la clasica rotura endonucleolitica mediada
por la actividad de la enzima pancreatica RNasa. Esta reaccién re-
quiere de la presencia de magnesio y se asemeja a la que Dicer
produce durante la generacién del siRNA a partir de largos precur-
sores de dsRNA. Se ha propuesto un modelo para explicar la activi-
dad endonucleolitica de RISC a partir de la actividad catalitica de
Ago (Slicer). El extremo 5’ del siRNA se une al dominio PIWI de la
Ago. El extremo 5’-fosfato que es importante para tener alta afinidad
en la unién esta coordinado por cuatro residuos conservados y sepa-
rados de la cadena de mRNA. El extremo 3’ del siRNA se extiende
mas alla de la interaccion con el dominio PAZ de Ago. La afinidad
en la unién con el mRNA depende del grado de apareamiento de las
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dos cadenas con la regién 3’. La maquinaria catalitica es la actividad
RNasa H localizada en el dominio PIWI, originando extremos 5’-fos-
fato y 3’-hidroxilo (ver revisiones 8, 17, 18) (Figura 8).

Dominios de la proleina angonauta.
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Ficura 8. Dominios de la proteina argonauta y modelo de accion de RISC
para provocar la rotura del mRNA. En la parte superior se indican
los dominios PAZ y PIWI que caracterizan a la familia de proteinas que
intervienen en la accion de RISC. Existe gran semejanza entre el dominio PIWI
y miembros de la famillia de nucleasas RNasa H. Una de las cadenas de RNA
(de unos 22 nucleétidos) que ha entrado en el complejo RISC, se une por
complementariedad al mRNA, con la zona PIWI favoreciendo el apareamiento
en la zona central, mientras que el dominio PAZ une al extremo 3.
Como RNasa H rompe el RNA en las cadenas dobles de RNA/DNA,
se ha propuesto que Ago actiia cortando el RNA en los hibridos RNA/siRNA
(adaptacion de la referencia 17).

SIGNIFICADO BIOLOGICO DEL RNAI Y APLICACIONES

Desde un principio, al RNAi se le han ido asignando funciones
biolégicas con repercusiones muy importantes en regulacion de la
expresion génica, en desarrollo, evolucién, asi como sus posibles
aplicaciones farmacolégicas (33).
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1. Efecto antiviral

Las observaciones pioneras en plantas indicaban un efecto pro-
tector contra infecciones virales cuando se producia el fenémeno de
PTGS, lo que sugeria que el RNAi podria proteger contra agresiones
viricas en otros organismos. Se ha establecido de hecho que RNAi
es un mecanismo de defensa antiviral que funciona en plantas, gu-
sano y mosca, aunque no se ha establecido que este mecanismo
exista en mamiferos. No obstante, los estudios llevados a cabo en el
tratamiento de la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia hu-
mana (VIH) con RNAi administrado de forma exégena, indican que
formas sintéticas en duplex apareado como siRNAs (34) o con es-
tructura de horquilla (haipin, shRNAs) introducidas en las células y
dirigidas contra varios de los mRNAs que codifican por proteinas
viricas estructurales (env-gag-pol) y no estructurales (rev-tat-vif-nef)
y contra factores celulares como son los co-receptores CXCR4 y
CCRS5 para la entrada del VIH, pueden interferir eficazmente la in-
fecciéon por VIH en distintos cultivos celulares (33). Se han llevado
a cabo aproximaciones semejantes contra los virus de la hepatitis B
y C, mediante la introduccién de siRNAs o shRNAs dirigidos frente
a mRNAs que codifican por proteinas virales. También se estan uti-
lizando miRNAs humanos como herramienta contra la patogénesis
del virus de la gripe. El potencial del siRNA para tratar infeccio-
nes virales se ha demostrado en ratones frente al virus de la gripe,
parainfluenza y el virus respiratorio sincitial (35-37), asi como en
primates desafiados con el coronavirus del SARS (34). Estos experi-
mentos en animales han estimulado el comienzo de un ensayo cli-
nico en fase I frente al virus respiratorio sincitial, enfermedad que
puede causar la muerte en ninos recién nacidos. No obstante los
virus pueden utilizar mecanismos de defensa para evadir el silen-
ciamiento por RNAi (38). También los virus pueden codificar por
miRNAs para regular su propia expresion génica (39). Se han descu-
bierto microRNAs en retrovirus (VIH), papovavirus (SV40) y herpes-
virus (herpes simplex, Epstein Barr, citomegalovirus, Kaposi-asso-
ciated herpes) (40, 41). Esta novedosa linea de investigacién nos va
a permitir avanzar en el conocimiento de la capacidad evolutiva que
han adquirido los virus para evadir el sistema de RNAi como me-
canismo de defensa frente al hospedador. La dificultad en el uso de
siRNAs o shRNAs en terapia radica en la limitaciéon para llevar este
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tipo de moléculas al lugar deseado, como puede ser el higado, célu-
las linfoides, células madre, etc. Existe un gran esfuerzo investigador
para desarrollar vehiculos (como son vectores virales basados en
lentivirus, adenovirus y adenoasociado, vectores de DNA con pro-
motores de pol III, encapsulaciéon en liposomas, conjugacién con
anticuerpos por receptores celulares, etc.) que transporten en el or-
ganismo estas moléculas a sus lugares de accién. Los mayores im-
pedimentos son la dificultad para que el siRNA atraviese la mem-
brana celular y su corta vida media, debido a la rapidez con la que
se elimina por el rinén y su digestion por ribonucleasas endége-
nas. La incorporacion intravenosa de siRNA modificado quimica-
mente e incorporado en liposomas reduce la replicacién del virus de
la hepatitis B en modelo murino (42). Indudablemente es necesario
hacer mucha mas experimentacién antes de decidir su aplicacién
terapéutica en humanos para resolver los problemas de estabilidad,
especificidad, resistencia celular y de no interferencia con procesos
celulares. A corto plazo es mas factible la aplicacién del RNAi en
animales de granja para contrarrestar infecciones virales con inci-
dencia en la industria alimenticia.

2. Cancer y enfermedades genéticas

Existe gran interés en utilizar la tecnologia del RNAi en el trata-
miento de tumores. La evidencia indica que muchos miRNAs estan
altamente expresados en tejidos diferenciados, pero su expresiéon esta
reducida en tumores. Se ha sugerido que si los miRNAs contribuyen
al cancer, la supresion de los mismos puede servir como terapia an-
titumoral (43). Esta aproximacién puede funcionar, ya que estudios
en ratéon han demostrado inhibicion de miRNAs con antagonistas
llamados «antagonomics» (44).

También, la posibilidad de poder regular la expresién de genes
de forma especifica por RNAi en organismos, abrié las puertas a su
posible uso como agente terapéutico para el control de enfermeda-
des con deficiencia génica conocida (33). Asi pues, se esta aplicando
la tecnologia de RNAi como terapia de enfermedades neurodegene-
rativas como Huntington, Ataxia, Alzheimer, entre otras (45). Varios
estudios han demostrado que la terapia del RNAi mejora el fenotipo
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de enfermedades humanas en modelos animales. Recientemente,
utilizando siRNAs introducidos por via sistémica en forma de lipo-
somas se ha demostrado que se puede silenciar (90%) en macacos el
gen de la apoliproteina B (APOB) en el higado durante 48 horas
después de su administracion, con la consiguiente reduccién en los
niveles de colesterol (46). Hace falta realizar mas experimentacién
para demostrar carencia en toxicidad del producto y que se obtiene
silenciamiento completo y de larga duracién en genes implicados en
enfermedades neurodegenerativas (ejemplo, hungtintina, Sca I, ata-
xia, B-amiloide, tau y otros).

3. Represion especifica de genes y regulacion del desarrollo
de organismos

Una de las grandes aplicaciones del RNAi ha sido su utilizacién
para reprimir de forma especifica la funcionalidad de genes celula-
res y asignar funciones a los mismos, lo que ha supuesto un salto
espectacular en genémica funcional y en biologia del desarrollo.
Basicamente, el producto es introducido en una célula en forma de
siRNA o shRNA, actuando de vehiculo un vector no viral o viral, y
llevando en su secuencia promotores adecuados para su produccién
intracelular y silenciamiento del gen especifico al activarse el siste-
ma Dicer-RISC (47). De esta manera se ha conseguido silenciar
multitud de genes en células en cultivo y esencialmente se podra
silenciar cualquier gen de interés en un organismo. Un ejemplo se
indica en la Figura 9, donde el RNAIi se puede utilizar para silienciar
mRNAs que codifican para proteinas involucradas en la ruta endo-
citica de procesamiento de moléculas. Mediante RNAi se puede dis-
criminar qué parte de la maquinaria endocitica es necesaria para la
morfogénesis y salida de virus de la célula.

4. Control de la expresion de la cromatina por RNAi

Después del descubrimiento del RNAi, se observé que el proceso
de regulacién trascripcional en plantas, PTGS, se debia a una supre-
si6n en la transcripcién de la heterocromatina (48), fenémeno que
luego se extendi6é a S. Pombe, Drosophila y vertebrados (47, 49).
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Ademas, se observo que el RNAi regula la actividad de genes en la
region préoxima a la cromatina condensada. Este fenémeno no esta
aun caracterizado a nivel molecular, aunque esta claro que modifi-
caciones en la cromatina, como son los niveles de metilacién y me-
diante la unién de proteinas especificas a la cromatina, juegan un
papel importante en la regulacién transcripcional. Se considera que
estas funciones son relevantes para definir cémo funciona el genoma
y el mantenimiento de su integridad, asi como su evolucion.
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Ficura 9. Esquema del procesamiento endocitico y su bloqueo por RNAi.
La entrada de moléculas o virus en una célula estd controlada por el sistema
endocitico que procesa complejos proteicos y los lleva a distintos compartimentos
celulares. En estos complejos intervienen una serie de proteinas, por lo que la
inhibicion en la sintesis de alguna de estas proteinas por siRNA altera la
formacion de particulas virales. La incorporacion intracelular de siRNA especifico
para proteinas que actiian en distintos compartimentos nos ayuda a conocer
en qué medida estas rutas intervienen en la morfogénesis de virus complejos,
como el citomegalovirus, que pertenece a la familia de los herpesvirus.
Esquema adaptado por Alberto Fraile en mi laboratorio del CNB.
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5. EIl RNAi asegura la estabilidad gen6mica manteniendo
el silenciamiento de los elementos mdéviles

Durante el proceso de transcripcién del genoma de una célula
se expresa cerca de un 50% de su informacién genética en forma
de elementos moéviles (transposones) y en secuencias virales (retro-
transposones). Estos elementos serian nocivos a la célula a no ser que
existiera un sistema de regulacién de los mismos. Se propuso inicial-
mente en plantas y C. elegans que se producia silenciamiento de estos
elementos moviles, ya que cuando se introducen formas mutadas en
la maquinaria de RNAi ocurren alteraciones en la funcién del geno-
ma (50, 51). En este proceso, las regiones del genoma que codifican
para transposones dan lugar a dsRNA debido a la transcripcién de las
dos cadenas complementarias del DNA. Un mecanismo que tiene la
célula para mantener bajo control el dsRNA producido por los trans-
posones es activar el sistema RNAi. Lo mismo ocurre con el dsRNA
subproducto de la transcripcién de secuencias virales no codificantes
que dan lugar a dsRNA activando el RNAi y eliminando la célula la
accion de estas secuencias virales. Atun desconocemos a nivel molecu-
lar el sistema de regulacién de los transposones y secuencias virales
no codificantes y las consecuencias que pueden tener en la funcién
celular, desarrollo y evolucién de nuestro genoma.

6. El RNAi y el sistema de los interferones
como reguladores de la sintesis de proteinas

Se propuso inicialmente que el RNAi actuaba como un sistema
de defensa del genoma contra elementos nocivos para el huésped,
como son los virus. Con anterioridad se conocia otro sistema de
defensa del organismo, los interferones (IFN), como primera linea
de lucha contra los virus. Existe un denominador comun entre RNAi
y los IFN, cual es la activacién de ambos sistemas por dsRNA. Sin
embargo, mientras que RNAi es activado por moléculas de dsRNA
con un tamarfio medio de 22 nucleétidos, sin embargo el sistema de
los interferones es activado por dsRNAs con un tamafio superior
a 30 nucledtidos. En ambos casos se produce una inhibicién en la
sintesis de proteinas al suprimirse la traduccién de los mRNA, aun-
que en el caso de RNAIi esta inhibicién es especifica, mientras que
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la activacién de IFN da lugar a una inhibicién no especifica, es decir,
el bloqueo en la traduccion de mRNAs virales y celulares sin espe-
cificidad. La inhibicion de la sintesis de proteinas por la activacién
del sistema de IFN se debe a la accién de enzimas inducidas: el
sistema 2-5A sintetasa/RNasa L y la proteina quinasa PKR. En el
primer caso, la enzima 2’, 5'oligoadenilato sintetasa es activada por
dsRNA, que sintetiza en presencia de ATP oligonucleétidos pequenos
(pp)p5A2’'(p5’A2’)n, que se unen a la enzima endoribonucleasa L
(RNasa L) dando lugar a la degradacién de cualquier mRNA a su
alrededor (52, 53). En el caso de la proteina quinasa PKR, ésta se
activa por la unién de dsRNA, lo que provoca fosforilacion de la
pequenia subunidad del factor de iniciacion eIF-2a con la consiguien-
te inhibicién en la sintesis de proteinas por ser este un factor esen-
cial en la iniciacién. La proteina PKR ademas activa el factor trans-
cripcional NF-kB, jugando un papel muy relevante en el control de
infecciones virales y en proliferacion celular (54). Asi pues existe
complementariedad en la accién de los dos sistemas de defensa del
organismo, RNAi e IFN, para actuar tan pronto como la célula en-
cuentra en su citoplasma dsRNA (Figura 10). Hacen falta mas inves-
tigaciones para demostrar la relevancia de la actuacién conjunta de
estos dos importantes mecanismos, RNAi e IFN, como mecanismos
de defensa del organismo contra patégenos.

CONCLUSIONES

El descubrimiento por Fire-Mello de que las células disponen de
un mecanismo especial, RNAi, para suprimir la expresién de genes
propios por mediacién de dsRNA, fue algo totalmente inesperado y
que ha supuesto un cambio radical en nuestro entendimiento del
control de la expresién génica en los organismos. El RNAi no sola-
mente protege contra las infecciones virales, sino que ademas asegu-
ra la estabilidad genémica silenciando los elementos méviles (trans-
posones y retrotransposones), controla la sintesis de proteinas, regula
el desarrollo de organismos, mantiene la cromatina condensada
suprimiendo la transcripcién, y controla procesos evolutivos. Asi
pues, el RNAi es una herramienta eficaz para suprimir la expresién
de genes de forma especifica, por lo que su aplicacién en medicina
ha despertado un gran interés. La demostracion de siRNA/ shRNA
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como vehiculo para reprimir en modelos animales infecciones vira-
les, cancer y trastornos genéticos, augura un horizonte de esperanza
para aplicar esta tecnologia como arma terapéutica contra muchas
enfermedades. Es predecible que el nimero de ensayos clinicos
aumentara en los préximos anos y que eventualmente se aplicara el
RNAi como procedimiento clinico.
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Ficura 10. Esquema comparativo de los dos mecanismos de defensa
del organismo que utilizan dsRNA como activador. En la parte izquierda
se indica la accion del sistema RNAi, mientras que en el lado derecho se presenta
la activacion de las dos rutas enzimdticas inducidas por los interferones.
El resultado final es la inhibicion de la sintesis de proteinas, bien por degradacion
del mRNA o por bloqueo de la iniciacion.
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Roger Kornberg y la RNApol II:
El mecanismo de sintesis del acido
ribonucleico desvelado al medio siglo
de Severo Ochoa y su polinucleétido
fosforilasa
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RESUMEN

El premio Nobel de Quimica, en su ediciéon de 2006, ha sido otorgado al Pro-
fesor Roger Kornberg, del Departamento de Biologia Estructural de la californiana
Universidad de Stanford. El Profesor Kornberg ha desarrollado durante afios un
exhaustivo y riguroso trabajo sobre el complejo de proteinas responsable de la sin-
tesis del ARN mensajero en las células eucariéticas, la RNA polimerasa II. Aplican-
do metodologias biofisicas, en particular la cristalografia de rayos-X, su trabajo
muestra cémo diez de las doce subunidades proteicas del enzima se coordinan
para separar las dos hebras de la molécula de ADN, reconocer el primer ribonu-
cleétido que debe incorporarse sobre el molde de la cadena que ha de ser transcrita
y catalizar la polimerizacién de sucesivos nucle6tidos con gran fidelidad y proce-
sividad. Cerca de medio siglo después de que Severo Ochoa realizase la primera
sintesis bioquimica del ARN en un tubo de ensayo, el trabajo del ahora galardona-
do desentrafia, en sus detalles mas intimos, el funcionamiento de la maquinaria
macromolecular esencial para la expresion de los genes.

Palabras clave: Premio Nobel Quimica 2006.—Roger Kornberg.—RNApol II.—
Sintesis ARNm.—Cristalografia rayos-X.
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ABSTRACT

Roger Kornberg and RNApol II: unveiling the mechanism of ribonucleic
acid synthesis half a century after Severo Ochoa and his polynucleotide
phosphorylase

The Nobel Prize in Chemistry 2006 has been awarded to Prof. Roger Kornberg,
Head of the Department of Structural Biology, Stanford CA, USA. Prof. Kornberg
has been leading along years an exhaustive and rigorous research effort on RNApol
I1, the protein complex responsible for the synthesis of messenger RNA in
eukaryotic cells. By means of biophysical approaches, X-ray crystallography in
particular, his work shows how ten of the twelve protein subunits of the whole
enzyme are coordinated in order to melt the two DNA strands, recognize the first
ribonucleotide to be incorporated on the template chain to be transcribed and
catalyze polymerization of successive nucleotide building blocks with astonishing
fidelity and processivity. Nearly half a century after the pioneering in vitro synthesis
of RNA by Severo Ochoa, the work now awarded unveils, with a wealth of intimate
details, the function of the macromolecular machinery essential for gene expression.

Keywords: Nobel Prize Chemistry 2006.—Roger Kornberg.—RNApol II.—mRNA
synthesis.—X-ray crystallography.

INTRODUCCION AL PROBLEMA BIOLOGICO

La transmision de la informacién genética es, junto con el esta-
blecimiento de un metabolismo energético y la compartimentaliza-
cién mediante membranas, uno de los principios definitorios de la
vida (1). El llamado «dogma central» de la Biologia Molecular, for-
mulado por vez primera por Francis Crick para establecer el flujo de
informacién entre biomoléculas (para una perspectiva histérica,
véase ref. 2), asigna una posicién central al acido ribonucleico (ARN).
En su formulacién mas simple:

replisoma RNApol ARNL sint + ribosoma
("ADN = ARNm = proteinas
replicacidon  transcripcion traduccion

Es decir, la informacién almacenada en las porciones codificantes
(genes) del acido desoxirribonucleico (ADN) es transferida a una ma-
cromolécula intermedia (el ARN mensajero, ARNm) que es finalmen-
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te decodificada a proteinas, las protagonistas principales de los pro-
cesos celulares. Mientras que la perpetuacién de la informacion con-
tenida en el ADN (mediante el proceso de replicacién) y su expresion
en ARN (transcripcion) estan fundadas en la complementariedad in-
herente a los pares de bases A-T/U y G-C, en el altimo paso (traduc-
cion) el principio de complementariedad entre nucleétidos y amino-
acidos no es satisfecho de una manera directa. Requiere pues de ma-
cromoléculas adaptadoras (los ARN de transferencia, ARNt) y de otras
estructurales-cataliticas (ARN ribosémicos, ARNr), asociadas en si
mismas a proteinas (en ARNt sintetasas y ribosomas). En la simplici-
dad del esquema conceptual arriba comentado subyace una extraor-
dinaria complejidad en el nivel molecular, al participar en cada uno
de dichos procesos decenas de proteinas y largas cadenas de acidos
nucleicos, ensamblados y coordinados de manera precisa para ejercer
sus respectivas catéalisis con gran eficiencia y fidelidad. Tres son las
magquinarias macromoleculares responsables de los procesos de trans-
misién y expresion de la informacion genética: el replisoma, la ARN
polimerasa (en lo sucesivo, RNApol) y el ribosoma.

No es pues de extrafiar que, dadas su esencialidad y complejidad,
los procesos de replicacién, transcripciéon y traduccién, atraigan
de manera continuada el interés de la comunidad cientifica y que
muchos de los avances significativos en tales campos hayan recibido
el reconocimiento de los principales galardones cientificos, con los
Premios Nobel a la cabeza.

LOS KORNBERG, UNA SAGA FAMILIAR FOR THE LOVE
OF ENZYMES

Las primeras sintesis de acidos nucleicos en un tubo de ensayo
fueron realizadas por los grupos de Severo Ochoa (ARN) y Arthur
Kornberg (ADN), lo que les valié el compartir el Premio Nobel en
Fisiologia o Medicina en 1959. Ambos investigadores publicaron en
su dia unas excelentes anotaciones autobiograficas (3, 4) en las que
narran con trazos muy vivos la cadena de acontecimientos que les
llevaron a aislar enzimas capaces de realizar dichos procesos. En lo
que se refiere al ARN, nuestro Nobel describe cémo la por él bauti-
zada polinucleétido fosforilasa, purificada de Azotobacter vinelandii,
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era capaz de realizar la reaccién reversible (5): nNDP < (NMP)n +
nPi, pudiendo pues polimerizar cualquier nucledsido difosfato (NDP)
en ARN, con la liberacion de fosfato inorgéanico. Si bien dicho enzi-
ma fue la herramienta clave en la sintesis de copolimeros que con-
dujeron al desciframiento del cédigo genético (2), los hechos pronto
mostraron que la biosintesis celular del ARN era realizada por otro
enzima mucho mas complejo: la RNApol (6). En los microorganis-
mos procaridticos existe un tnico holenzima RNApol, mientras que
en los eucariotas se ensamblan hasta tres versiones del mismo, evo-
lutivamente relacionadas y especializadas en la transcripcién de cada
uno de los tipos de ARN: RNApol I (ARNr), IT (ARNm) y IITI (ARN).

Para el propdsito de este articulo, baste afiadir que el interés de
Ochoa y Kornberg por la enzimologia de los procesos de transferen-
cia de la informacién genética supuso la coronacion del trabajo sobre
el metabolismo energético (fosforilacién oxidativa) de una larga ge-
nealogia de investigadores, todos ellos asimismo premiados con el
Nobel: O. Meyerhof (1922), O. Warburg, (1931), C. y G. Cori (1947),
F. Lipmann (1953), P. Boyer (1997) ... Esta saga se ha visto conti-
nuada en 2006 con el galardén recibido, en su modalidad de Qui-
mica, por el estadounidense Roger Kornberg (nacido en 1947, hijo
de Arthur), por su contribucién, pionera y abrumadora, a la com-
prensiéon de los mecanismos moleculares de la transcripcién en eu-
cariotas. Mas alla del hecho anecdético de tratarse del sexto caso de
pareja padre/madre-hijo/a galardonados con «el Premio entre los
premios», es consecuencia de la profunda pasién por la Bioquimica
que A. Kornberg transmitié a sus hijos desde una edad muy tem-
prana (4) y de la determinacién invencible de Roger de abordar
aproximaciones biofisicas que su padre no habia llegado a explorar.
R. Kornberg se inici6 en ellas durante su formacién posdoctoral en
Cambridge, en el laboratorio de Aaron Klug (a su vez también pre-
miado con el de Quimica en 1982).

ESTUDIOS ESTRUCTURALES SOBRE LA RNAPOL II:
RESOLUCION Y COMPLEJIDAD VAN DE LA MANO

Fiel al segundo de «los diez mandamientos» del bioquimico formu-
lados por su padre (7), un microorganismo, la levadura Saccharony-
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ces cerevisiae ha sido el sistema modelo que le ha permitido a R. Kor-
nberg el obtener una perspectiva universalmente valida sobre un pro-
ceso esencial. Su primera aproximacién al problema de la transcrip-
cion se deriva de aportaciones pioneras sobre la estructura de la
cromatina eucaridtica, mas en concreto sobre el desplazamiento de los
nucleosomas, las particulas nucleoproteicas que la constituyen (8, 9),
al paso de la maquinaria transcripcional (10). El laboratorio de Kor-
nberg impact6 a la comunidad cientifica con una primera descripcién
de la estructura de la RNApol II a baja resolucién (16 A) mediante
técnicas de difraccion de electrones (microscopia electrénica) (11). A
una resolucion tal, tipica del rango accesible para dicha técnica (debi-
do a limitaciones en el orden de los especimenes), se distinguen con
claridad el volumen y la forma del holoenzima, en los que destaca la
presencia de distintos lébulos, pero sin que se puedan inferir ni la
estructura fina ni la funcién de cada uno de ellos.

Los afios siguientes fueron quiza los mas arduos para el grupo de
Stanford. El llevar la resolucién de sus estudios estructurales a ni-
veles en los que fuera posible una interpretacién funcional implicaba
recurrir a la cristalografia de rayos-X (12). Como el nombre de dicha
técnica indica, se requeria la obtencién de cristales tridimensionales,
es decir, la deposicion de moléculas del enzima en las tres direccio-
nes del espacio con un orden tal que difractasen los rayos-X de ma-
nera coherente. De las doce subunidades de la RNApol IT (Rpb1-12),
la cristalizacién del holenzima requirié la eliminacién de dos de
ellas (Rpb4 y 7, no esenciales). El tamario de la celdilla unidad (aquel
elemento minimo cuya repeticién espacial constituye el cristal),
como era de esperar siendo la RNApol II un complejo cuya masa
molecular ronda el medio millén de Daltons (Da), era muy grande
(dimensién mayor, 370 A). Esto impuso el uso de radiacién sincro-
trén de gran intensidad y resolucion espacial. Este tipo de fuente de
rayos-X, accesible en grandes instalaciones gestionadas por consor-
cios internacionales (pronto también en Espana: el sincrotréon ALBA,
en Barcelona), es uno de los avances que han impulsado de manera
decisiva el desarrollo presente de la cristalografia de macromolécu-
las biolégicas, haciendo factibles proyectos de tamafo y complejidad
crecientes, como el que aqui nos ocupa.

Los cristales inicialmente obtenidos por Kornberg y sus colabo-
radores difractaban los rayos-X a una resolucién maxima de 3.5 A,

129



RAFAEL GIRALDO SUAREZ AN. R. Acap. Nac. Farwm.

lo que habria sido suficiente para trazar un modelo de la estructura
del holoenzima en el que se distinguiera el esqueleto polipeptidico
de las diez subunidades. Sin embargo, la reconstruccién matemati-
ca, mediante transformadas de Fourier, de la densidad electrénica
de los atomos que componen la RNApol II requeria no sélo las
amplitudes de cada reflexién (obtenidas de manera directa de los
datos del experimento de difraccién) sino también sus fases, que
podrian ser inferidas de la localizacién de atomos pesados en la red
cristalina (12). Los primeros empleados con éxito fueron 18 dtomos
de wolframio, agrupados en un cliister, que se incorporaron a los
cristales por difusién. Las fases obtenidas, hasta 5 A de resolucién,
permitieron localizar diversos 16bulos en el enzima (13), que podian
ser superpuestos sobre el volumen previamente obtenido mediante
microscopia electrénica. La posicién de uno de ellos diferia entre
ambas estructuras, lo que sugeria que podria desplazarse para abra-
zar el ADN molde, como se discutirda mas adelante.

No habia pasado aun un afio, cuando condiciones de cristali-
zacion mejoradas permitieron reducir ligeramente el tamarfio de la
celdilla e incluir otros grupos de dtomos pesados en la red cristalina.
Como resultado, se obtuvieron fases fiables hasta una resolucién de
3.1 A, a la que fue ya posible el trazar las cadenas polipeptidicas y
asi distinguir o-hélices y laminas-p (14). La sustitucién de los iones
de Mg?", presentes en los cristales, por Zn’* condujo a determinar su
posicién y asi postular la localizacién del centro activo en el holoen-
zima. Por dltimo, la méas nitida definicién de l6bulos y dominios
asociada al aumento en la resolucién trajo consigo el modelado de
una localizaciéon plausible tanto para el ADN molde como para el
ARN naciente.

Una ulterior mejora en las condiciones de cristalizacion y la sus-
titucion de las 94 metioninas presentes en la RNApol II por su ana-
logo Se-Met permitieron extender la resolucién hasta 2.8 A y con
ello proceder al trazo de las cadenas laterales de los residuos amino-
acidos sin ambigiiedades notorias y con una buena estereoquimi-
ca (15). En dicho modelo se caracterizaron los residuos que partici-
pan en los contactos entre las diez subunidades presentes (Fig. 1A).
Quedo asi perfectamente definida la existencia de cuatro grandes moé-
dulos, potencialmente méviles en respuesta a la unién del holenzima
al ADN. Otro elemento entonces identificado de manera inequivoca
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fue un ion Mg”* (A) en el posible centro activo. La densidad de un
posible segundo Mg”* (B) no quedaba, sin embargo, tan claramente
definida. En aquel momento era ya claro que la subunidad mayor,
Rpb1 (1.733 residuos aminoacidos), contenia los residuos cataliticos
y, junto con Rpb2, la mayoria de los que determinan la interaccién
de la RNApol II con el ADN molde y canalizan al ARN naciente. Asi-
mismo, se pudo modelar la RNApol IT humana sobre la de levadura,
como la identidad de secuencia entre ambas (53%) permitia inferir.
En cuanto a la similitud estructural con las cinco subunidades (o.,, B,
B’, o) del holoenzima RNApol bacteriano (16, 17), el dimero de o esta
relacionado con el subcomplejo Rpb3-Rpb11, B con Rpb2 y B’ lo esta
con Rpbl, mientras que los factores ¢ de seleccién de promotor en-
cuentran su analogo funcional en el factor general de transcripcién
TFIID, cuya masa molecular y nimero de componentes superan los
de la propia RNApol II.

La estructura de la RNApol II pudo ser finalmente extendida
hasta 2.3 A, tras difundir en los cristales diversos NTPs, lo que per-
mitié elucidar el mecanismo catalitico, tal y como se discutira mas
abajo. En paralelo, otra serie de estructuras iba a permitir al grupo
de Kornberg el definir las interacciones del ADN molde y el ARN na-
ciente con el holoenzima.

INTERACCIONES DE LA RNAPOL 11
CON LOS ACIDOS NUCLEICOS

Aunque las sucesivas estructuras de la RNApol II habian dado
lugar a modelos de fiabilidad creciente sobre la situacién de ADN
molde y ARN en complejo con el holoenzima (11, 13-15), la com-
prension de esta maquina macromolecular requeria co-cristalizarla
con acidos nucleicos. El primer hito en dicha direccién fue publica-
do por Kornberg de manera simultanea a la estructura del holoen-
zima a 2.8 A de resolucioén, sirviéndose de ésta para la obtenciéon de
fases, si bien a unos mas modestos 3.3 A impuestos en parte por la
complejidad del sustrato (18): una doble hélice de ADN de 30 pb, con
una prolongacién de cadena sencilla en uno de sus extremos 5’ para
la carga de la RNApol I, de los que catorce habian sido desplazados
por el enzima al transcribir in vitro un ARN cuya sintesis se habia
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detenido ante la primera base de adenina del molde, al no haber sido
incluido en la reaccién el UTP complementario.

Ficura 1. (A) Estructura de la RNApol II en elongacion (asociada a un
hibrido ADN-ARN). En diversos colores se indican las subunidades proteicas
(Rpb) visibles en la orientacion presentada. Las o-hélices se esquematizan como
cilindros y la hebras-B como flechas. El nucledtido (GTP), sito en el centro activo,
se muestra en forma de varillas, asi como las bases en los dcidos nucleicos.
Los dos iones Mg” cataliticos se representan como esferas. (B) Una seccién
ampliada del centro activo (rotada unos 180° en torno al eje Y). Los residuos
relevantes para la catdlisis nucledfila (flechas granates) se representan en color
gris. Modelo basado en el fichero PDB con cédigo 2E2H (21) vy representado

por medio del programa PyMOL (http://www.pymol.org).

En cuanto a la estructura del holoenzima en el complejo (Fig. 1A),
la mayor diferencia con la de su forma libre estriba en la posicién del
l6bulo movil que, como ya se habia propuesto (13-15), abraza el ADN
molde tras rotar unos 30° y acomodar cambios estructurales en cinco
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regiones distribuidas entre las subunidades Rpb1 y 2. Por lo que res-
pecta al ADN que ha de ser atin transcrito, yace en un surco con po-
tencial electrostatico positivo (15) entre dicho médulo y Rpb2-Rpb5.
En la regién que lo precede, el ADN desapareado en la horquilla mues-
tra una gran flexibilidad, mientras que los residuos en la hebra molde
interaccionan con aminoacidos de la llamada «o-hélice puente», que
forma parte también de Rpbl1. El hibrido ADN-ARN permanece apa-
reado a lo largo de 9 pb, presentando una conformacién intermedia
entre las canénicas de A y B-DNA. Los contactos observados entre
subunidades Rpb y ADN/ARN se establecen con los esqueletos aztcar-
fosfato de éstos y no con las bases, lo que explica la ausencia de espe-
cificidad de secuencia que caracteriza la interaccién entre polime-
rasas y acidos nucleicos. Es de destacar que se cumple otra de las
predicciones hechas sobre los modelos previos (13-15): la porcién de
ADN vya transcrita y re-apareada se sitiia en angulo recto con respecto
a la que queda por transcribir, desviada por accién de una «pared» es-
tablecida por un dominio de Rpb2, mientras que el ARN sintetizado
se separa del ADN y se posiciona en un canal de salida que atraviesa
el holoenzima. El mecanismo de separacién del ARN fue revelado en
otra estructura cristalina adicional (a 3.6 A de resolucién), en la que
éste no era formado por transcripcion sino sintetizado quimicamen-
te, incluyendo un nucleétido 3’-desoxi terminador, e hibridado des-
pués al ADN: dos lazos provenientes de Rpb1 y uno de Rpb2 interac-
cionan entre si para actuar como una cufia y guiar el ARN hacia aquél
canal (19).

EL MECANISMO CATALITICO DE LA RNAPOL II

La difusién de diversos NTPs en la red cristalina de la RNApol II
y la co-cristalizacién con un hibrido sintético ADN-ARN permiti6
apreciar con gran detalle el discurrir de los acidos nucleicos en el
centro activo (20) y proponer un mecanismo catalitico fiable (21), ya
esbozado sobre las estructuras preexistentes (Fig. 1).

El centro activo del enzima se localiza alrededor del extremo 3’
de la cadena naciente de ARN y es aportado, una vez mas, por Rpbl.
La presencia de un nucleétido terminador en dicho extremo del
ARN permitié situar un NTP complementario al residuo i+1 del ADN
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molde sin que su fosfato-o experimentara la catalisis (Fig. 1B). De
los dos iones metalicos Mg?* identificados en la estructura del holo-
enzima libre (15), el mejor definido de ellos (A) es coordinado por
el fosfato-o y por una triada de aspartatos (D481/483/485), mientras
que el segundo (B) lo es por los fosfatos-B y y del ligando NTP. Dado
que en ausencia de nucleétido la presencia del metal en B apenas se
intuia, se infiriere que éste debe acompanar al NTP entrante. ;Cémo
evita la RNApol II la incorporacién de un NTP desapareado? El
estudio de los cristales de varios de tales complejos conllevé la sor-
presa de que un nucleétido no complementario se encuentra rotado
unos 180° coordinados aun sus fosfatos-f y y por el metal B, pero
estableciendo contactos adicionales, mientras que la base se proyec-
ta hacia un poro bajo el centro activo del enzima. El sitio en el que
se unen los nucleétidos no complementarios constituiria, en reali-
dad, el punto primario de entrada (E) de cualquier nucleétido que,
cuando es el correcto, rotaria en torno al metal B para formar el par
de bases y disponerse en A para la catalisis. Las interacciones pro-
teina-NTP durante la rotacién contribuirian a evitar la incorpora-
cion de dNTPs, si bien esta selectividad parece tener una base mas
cinética que estructural.

Con una gran intuicién, otro grupo habia propuesto independien-
temente una configuraciéon similar para los nucleétidos no aparea-
dos en la RNApol bacteriana (22). Ademas, dichos investigadores
utilizaron el modelo de Kornberg sobre los dos metales del centro
activo de la RNApol II para explicar dos reacciones colaterales que
dicha enzima puede realizar in vitro: nucleolisis y pirofosforolisis,
viniendo a cerrar asi el circulo de la reversibilidad de las reacciones
de sintesis y degradacién del ARN, como ya fuera mostrado en sen-
tido inverso por Severo Ochoa con la polinucleétido fosforilasa (5).
Aunque las RNApol virales, no homélogas con las RNApol celulares,
presentan un mecanismo catalitico que implica también dos meta-
les, en aquéllas ambos iones entran con los NTPs (23-25). Ademas,
la topologia relativa de los centros activos y de los hibridos ADN-
ARN es distinta, permitiendo en el caso de la RNApol II el retroceso
del enzima, relevante en caso de pausa transcripcional y que permite
la edicién del ARN (20).

En el mas reciente de sus trabajos, cuya publicacion coincidié con
la ceremonia de entrega del Nobel de Quimica a Kornberg, el grupo
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de Stanford ha llegado a definir, sobre complejos ternarios que inclu-
yen RNApol II, el hibrido ADN-ARN y NTPs, el conjunto de inter-
acciones que acompanan a la formacion del enlace fosfodiéster (21)
(Fig. 1B). Dos son los elementos que participan directamente en la ca-
talisis, denominados la a-hélice «puente» y el lazo «gatillo». Estan en
contacto estrecho y sus movimientos acoplados contribuirian al mo-
vimiento de translocacién de la RNApol II. Cuando el sitio A se en-
cuentra ocupado con el NTP complementario, el gatillo se dispone en
multiples conformaciones, predominando aquellas préximas al metal.
A altas concentraciones de Mg**, el segundo metal (B) se localiza en
una nueva posicién (C), siendo desplazados en paralelo los NTPs des-
de el sitio A al E, inhibiendo la catdlisis. El residuo Leul081 en el
gatillo establece contactos hidrofébicos con la base del nucleétido, a
la par que GIn1078 interacciona con el grupo 3’-OH del anillo de ri-
bosa. A su vez, el residuo His1085 establece un puente, bien sea de
hidrégeno o salino, con el fosfato-p del NTP a través de su nitrégeno
imidazélico protonado. Este atraeria hacia si parte de la densidad
electrénica del fosfato, facilitando el ataque nucleéfilo (Sy2) del gru-
po terminal 3’-OH del ARN, que resultaria en la formacién del nuevo
enlace fosfodiéster (Fig. 1B). Dado su papel central en la catalisis, no
resulta extrano que el gatillo sea la diana de factores reguladores (en
la RNApol bacteriana, NusA y NusG) e inhibidores. Entre estos tlti-
mos, el grupo de Kornberg determiné la estructura cristalina de la o-
amanitina en complejo con la RNApol II (26). Esta potente toxina se
une junto a la hélice puente, bloqueando el movimiento del gatillo
hacia el nucleétido unido en el sitio A. Un papel analogo sobre la
RNApol bacteriana lo ejerce la estreptolidigina (27).

HACIA LA ESTRUCTURA DE LA MAQUINARIA
TRANSCRIPCIONAL AL COMPLETO

Los esfuerzos del grupo de Kornberg por entender la transcripcién
en su conjunto no se han detenido en la RNApol II. El ensamblaje
macromolecular responsable de todo el proceso comprende unas
60 proteinas distintas, con una masa molecular que excede los 2,5 mi-
llones de Da, dimensiones que le acercan a las del ribosoma. El pri-
mero de los factores generales de transcripcién en unirse al ADN es
TFIID, compuesto por unas 15 proteinas distintas de las cuales TBP
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desempena una misién estratégica al reconocer las secuencias TATA
que caracterizan a los promotores eucarioticos. Muy poco después de
que otros dos grupos resolvieran la estructura de los dominios C-ter-
minales de las TBPs de Arabidopsis y humana, Kornberg resolvié la
homoéloga de S. cerevisiae (28). TBP se revel6 como un monémero
plegado en torno a una extensa lamina-B antiparalela curvada y con
simetria binaria interna, asemejandose en su forma global a una silla
de montar. TBP se une, a través de su superficie céncava, al ADN dis-
poniéndose a lo largo del surco menor de éste e introduciendo en él
una curvatura préxima a los 90°. El ADN quedaria asi plegado en tor-
no a la RNApol II, estableciendo un puente entre ésta y TBP, al que se
une como una grapa de refuerzo atn otro factor transcripcional gene-
ral: TFIIB. De este modo se determina la distancia caracteristica que
separa, en los promotores eucariéticos, la secuencia TATA promotora
del sitio de entrada del primer NTP (+1).

Precisamente fue TFIIB el siguiente objetivo de los estudios del
grupo de Stanford, al co-cristalizar un complejo entre la RNApol II
y TFIIB, resolviendo su estructura a una resolucién de 4.5 A, sufi-
ciente para trazar el esqueleto polipeptidico de las proteinas (29).
En su mitad N-terminal, compuesta por un dominio de unién a Zn**
y un lébulo a guisa de «dedo», TFIIB interacciona con el extremo
C-terminal de Rpbl, situandose préximo al tinel de salida del ARN
y «poniendo su dedo» en el propio centro activo del holoenzima,
donde estabilizaria el hibrido ADN-ARN en los momentos iniciales
de la sintesis de este ultimo. Por su parte, la mitad C-terminal de
TFIIB, de estructura fundamentalmente o-helicoidal, pudo modelar-
se en interacciéon con TBP. Cuando el ARN sintetizado por el holo-
enzima sobrepasa el tamafo de unos diez nucleétidos desplazaria a
TFIIB, quedando la RNApol II libre de su anclaje a TBP-TATA para
asi recorrer el resto del ADN a transcribir.

El modelo actual de inicio de la transcripciéon, ademas de la
RNApol II, ADN/ARN, TBP y TFIIB, incluye otros factores genera-
les cuyas estructuras han sido ya esbozadas mediante microscopia
electrénica, tales como TFIIE-H, cuya actividad helicasa contribu-
ye a la apertura de la doble hélice del ADN en el promotor, o TFIIF,
que captura transitoriamente la hebra de ADN complementaria al
molde (29). En los préximos afios cabe esperar una eclosion de los
estudios sobre el llamado complejo mediador, sobre cuya bioquimica

136



VoL. 73 (1), 125-140, 2007 RoGER KORNBERG Y LA RNAvPoL II...

lleva afios trabajando el grupo de Stanford. Recibe su nombre de su
funcién de intermediario entre el holoenzima y la pléyade de fac-
tores transcripcionales que regulan especificamente la expresiéon de
cada familia génica. Su primera descripcion estructural a baja reso-
lucién simplemente muestra como envuelve, a modo de media luna,
la RNApol II (30). Vista la trayectoria cientifica de Roger Kornberg,
podemos apostar que, para nuestro deleite, su curiosidad le llevara
mucho mas alld en el andlisis de la estructura y funcién de este
nuevo gigante macromolecular (20 subunidades, 1 millén de Da).

EPILOGO

En su conjunto, el trabajo de R. Kornberg ilumina con gran deta-
lle la transcripcion eucariotica, desde el reconocimiento de las secuen-
cias promotoras por la proteina TBP, su interaccién con factores
transcripcionales generales y de éstos, a su vez, con la RNApol 1I v,
sobre todo, cémo actiian las subunidades del holoenzima en la incor-
poracién y edicién de ribonucle6tidos complementarios a la hebra de
ADN a transcribir, sin olvidar su actividad en la separacién de las
cadenas del ADN o la elucidaciéon del mecanismo inhibitorio de una
toxina clasica (o-amanitina).

Como es habitual ante el fallo de un premio del impacto social
y con el prestigio cientifico del Nobel, no ha faltado en este caso la
polémica. Por un lado, estan quienes se han extranado de que no
hubiese un segundo galardonado, e incluso un tercero. A juicio de
quien escribe estas lineas, aunque otros laboratorios han contribui-
do con estudios sobre la estructura de las RNApol bacterianas (16,
17) y virales (23-25), una posible razén para su no inclusién habria
sido que éstos no han alcanzado ni la profundidad ni la extension del
trabajo realizado por R. Kornberg, habiendo formulado hipétesis
menos precisas sobre el mecanismo catalitico. Por otro lado, inves-
tigadores que han desbrozado con gran detalle la biologia molecular
de la activacién transcripcional, sin embargo no llegaron a incluir
la RNApol como objeto principal de sus estudios (31, 32). En otro
orden de cosas, desde alguna de las areas mas tradicionales de la
Quimica se han escuchado voces reclamando la creaciéon de una
modalidad del Premio Nobel en Biologia, reflejando el hecho de que

137



RAFAEL GIRALDO SUAREZ AN. R. Acap. Nac. Farwm.

cuatro de los Nobel de Quimica de los dltimos cinco afios han reco-
nocido hallazgos de naturaleza biolégica. En palabras de nuestro
comun maestro, A. Klug, «The whole way he (R. Kornberg) handled
RNApol material is beautiful Chemistry... The question is whether large
molecules are part of Chemistry, and of course they are» (33).

Aventurando una prediccién, no seria de extrafiar que los estu-
dios sobre otro de los tres procesos esenciales en la transmisiéon de
la informacién genética, la traduccién del ARNm por los ribosomas,
se vean reconocidos, en un futuro no muy distante, con el Premio
Nobel. La estructura del ribosoma, una gigantesca maquinaria ma-
cromolecular que entronca directamente con el mundo prebiético,
ha sido desvelada (de nuevo mediante cristalografia de rayos-X, pero
también con aportaciones de microscopia electrénica y bioquimicas)
en los albores del nuevo siglo, incluyendo diversos estados funcio-
nales y en interaccién con ARNm, ARNt, cofactores proteicos y an-
tibiéticos de gran interés farmacolégico (34-39). Sin embargo, en
tal caso la decision serda atiin mas dificil para el comité Nobel de la
Academia Sueca, pues los investigadores que han realizado una con-
tribucién relevante superan el nimero limite de tres fijado en los
estatutos del galardon.
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RESUMEN

El receptor para el antigeno de células T (TCR) es el encargado de reconocer los
péptidos antigénicos enmarcados en una molécula del complejo principal de his-
tocompatibilidad propio (MHC). Una caracteristica inica del TCR es su habilidad
para explorar los ligandos de MHCp estructuralmente similares y transmitir dife-
rencialmente las sefiales bioquimicas dependiendo de la fortaleza del reconoci-
miento del ligando. Durante el desarrollo timico, los ligandos fuertes inducen la
seleccion negativa provocando la muerte por apoptosis de los clones autorreacti-
vos. Sin embargo, son los ligandos débiles los que inducen la seleccién positiva y
permiten al timocito sobrevivir y seguir madurando. En periferia, las células T
maduras tnicamente son activadas por ligandos fuertes. El proceso mas temprano
descrito en la activacion de las células T via TCR es un cambio conformacional en
CD3¢ dependiente de ligando. En este trabajo se ha comparado la respuesta a li-
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gandos con distinta afinidad por el TCR en células T maduras de periferia y timo-
citos inmaduros referidos a la induccién del cambio conformacional. Tanto la es-
timulacién in vitro como in vivo de las células T maduras e inmaduras con ligan-
dos de alta afinidad inducen el cambio conformacional en el TCR. Es decir, la
respuesta de los timocitos y las células T maduras frente a agonistas fuertes es
igual en sus primeras etapas de activacion.

Palabras clave: TCR.—Cambio conformacional.—Desarrollo timico.—Linfocito
T.—Timocito.

ABSTRACT

A conformational change in the TCR senses the strength of the ligand
in mature T cell and thymocytes.

The T-cell receptor (TCR) provides the T cell the capacity to respond to antigen
peptides bound to the major histocompatibility complex (MHC). A unique feature
of the TCR is its ability to scan similar MHCp ligands and transmit distinct
biochemical signals depending on the strength of the ligand recognized. In
developing thymocytes, strong agonists induce negative selection provoking the
death by apoptosis in auto-reactive clones. Nevertheless, weak TCR ligands induce
positive selection and allow thymocytes to survive and to continue developing. In
periphery, only strong ligands activate mature T cells. The first event described
upon TCR triggering is a conformational change in CD3e. In this study, we have
compared the activation induced by different affinity TCR ligands in mature T cells
in periphery and in immature thymocytes referred to the ability to induce the
conformational change in the TCR. Not only in vitro, but also in vivo, the
stimulation with strong agonists induces a conformational change in mature and
immature T cells.

Key words: TCR.—Conformational change.—Thymic development.—T
Ilymphocyte.—Thymocyte.

INTRODUCCION

I. Estructura del TCR

El receptor para el antigeno (TCR) es el marcador mas caracte-
ristico de los linfocitos T maduros. La mayoria de los linfocitos T en
humanos presentan el TCRof. Este esta compuesto por las cadenas
TCRa y TCRp encargadas del reconocimiento de las moléculas del
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complejo principal de histocompatibilidad (MHC) unidos a un pép-
tido antigénico (1), asociadas a las cadenas invariables CD3g, CD3y,
CD3% y CD3{ (CD247) (Figura 1). Los tallos citoplasmicos de las
cadenas CD3 contienen unos motivos llamados de «inmunorrecep-
tores basados en tirosinas» o ITAMs que son los lugares de re-
clutamiento de la maquinaria de transduccién de senales tras la ac-
tivacién por el TCR (2). Las cadenas CD3y, § y € contienen un tnico
motivo ITAM, mientras que CD3( tiene tres. Ademas, la cadena CD3e
presenta una secuencia de poliprolinas (PRS) situada por encima del
ITAM (3).

TCR

o

MEMBRANA
PLASMATICA

[] PRS
H ITAM

PUENTE
DISULFURO 4

CD3

FiGura 1. Receptor para el antigeno de células T. Representacion esquemdtica
de la estructura del TCR. Los ITAMs aparecen como rectingulos grises.
El cuadrado gris representa la secuencia de poliprolinas (PRS) de CD3e.

II. Seializaciéon por el TCR
Tras el reconocimiento productivo de un MHC-péptido por parte

del TCR, se produce la activacion de la quinasa de la familia Src Lck
que fosforila los motivos ITAM de las cadenas del CD3. La fosfori-
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lacion de los ITAMs los convierte en sitios de reclutamiento de pro-
teinas efectoras, principalmente de ZAP70. ZAP70 es una PTK cito-
s6lica que se activa cuando Lck la fosforila una vez reclutada a los
ITAMs. Entre las moléculas que son fosforiladas por ZAP70 se en-
cuentran o-tubulina, Vav-1, Gab2, LAT y SLP76. Cuando los adap-
tadores LAT y SLP76 se fosforilan también actdan como proteinas
andamio que permiten el reclutamiento de una buena parte de la
magquinaria necesaria para la activaciéon de la célula T por el TCR.
Se forma un macrocomplejo de sefializacion o sefialosoma (4) (Figu-
ra 2) que producira la activaciéon completa de la célula T.

APC

CELULAT

Ficura 2. Esquema simplificado de la sefializacion a partir del TCR.

Aun cuando la fosforilacién completa de los ITAMs se produce
rapidamente tras el reconocimiento por parte del TCR del ligando,
el primer hecho descrito tras la activaciéon es un cambio conforma-
cional en la cadena CD3e que provoca la exposicién de su secuencia
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de poliprolinas (PRS) y permite la interaccién con Nck. Dicha in-
teracciéon se cree imprescindible para la activacién completa de la
célula (5).

III. Desarrollo de células T

El timo es un 6rgano encapsulado cuya funcién principal es la
generacion de células T. Los precursores mas precoces existentes en
el timo son denominados dobles negativos (DN) ya que no expresan
CD4 ni CD8. En DN2 se inicia el reordenamiento el gen TCRp. El
reordenamiento de la cadena TCRp se termina en la etapa DN3. En
esta etapa, las células que no expresan un pre-TCR (compuesto por
la cadena TCRp asociada a pTa) se mueren. Este proceso se deno-
mina seleccién B y permite la seleccién de células con una tnica
cadena de TCRP productiva. Una vez pasado el punto de control de
la seleccion B, las células proliferan y comienzan a coexpresar los
correceptores CD4 y CDS8. A estos timocitos se les denomina DP. Los
timocitos DP que expresen un receptor restringido para un MHC de
clase I o II propio producen una sefal que reprime los genes de la
recombinasa (RAG), induce la supervivencia a largo plazo, e impulsa
a la migracién hacia la corteza y la diferenciacién a células T madu-
ra (Figura 3). Todo este proceso se denomina seleccién positiva y se
inicia en timocitos DP corticales (6). Los ligandos fuertes, que son
estimuladores en células T maduras, provocan la deleccién clonal en
el timo. Este proceso es el responsable de la eliminacién de las cé-
lulas T autorreactivas y se denomina seleccién negativa. La seleccién
negativa es imprescindible para el mantenimiento de la tolerancia
inmunolégica central (7). El parametro que controla el desarrollo de
los timocitos es la afinidad del TCR por los ligandos MHC-péptidos,
proponiéndose que el TCR interpreta la fuerza de la senal tras el
contacto (8) (Figura 4).

Se ha propuesto que la distincién en la sefializacion entre selec-
cién negativa y positiva podria deberse a la distinta cinética de ac-
tivacion de ERK. Los ligandos que inducen seleccién positiva pro-
ducen una activacién suave y sostenida de ERK, mientras que los de
seleccién negativa provocan una activacién fuerte y transitoria de
ERK (9). Sin embargo, la tinica ruta descrita especifica de seleccién
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negativa ha sido la de MINK (10). En condiciones de selecciéon ne-
gativa, MINK es reclutada al TCR, probablemente via Nck, y esta
implicada en la activacién de JNK y BimEL, ambas moléculas nece-
sarias en seleccion negativa. Recientemente, se ha descrito que el
cambio conformacional, medido por la exposicién del epitopo de
APA1/1, Ginicamente ocurre en condiciones de selecciéon negativa (11).

CORTEZA

| UNION CORTICO-MEDULAR

MEDULA

Células dendriticas

@ Timodto apoptotico

Ficura 3. Desarrollo timico. Los progenitores de médula ésea (DN1) entran en
el timo adulto cerca de las uniones cortico-medulares. A medida que migran hacia
la parte externa de la corteza, adquieren el fenotipo DN2 y DN3. En ese momento,
se inicia el reordenamiento de la cadena TCRp. Al producirse el reordenamiento
productivo de TCRp, se expresa el pre-TCR (DN4). Los timocitos DP inician el
reordenamiento de TCRo y se expresa el TCR. Se inicia la migracion hacia la
médula y se producen los procesos que llevaran a la seleccion positiva y negativa.
Las células que hayan sobrevivido a estos puntos de control, se dirigirdn a la
médula donde se terminard su maduracion y saldrdn a la periferia.
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Muerte por falta de sefial

Seleccion positiva

N® timocitos

Seleccion negativa: deleccién clonal
edicitn del receptor, anergia

®
060°920%%,000
o%0°60000%60 o
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Ficura 4. Modelo de afinidad durante la seleccion positiva y negativa.
La afinidad del TCR por los MHC-péptidos enddgenos es un pardmetro
fundamental en la maduracion de los timocitos. Aquellos timocitos que no
reconozcan MHC-péptidos o lo hagan con muy baja afinidad mueren por falta
de sevial. Si el TCR presenta una afinidad baja por los complejos MHC-péptido
enddgeno, el timocito sobrevive y prolifera (seleccién positiva). Los timocitos
con TCRs con alta afinidad por el MHC-péptido mueren por apoptosis durante
la seleccion negativa.

MATERIALES Y METODOS

1. Ratones

La cepa de ratéon utilizada como silvestre fue la C57BL/6. Los
ratones transgénicos OT-I expresan el TCR transgénicos OT-I (Vo2.1
VB5.1) que reconoce el péptido SIINFEKL (derivado de OVA) enmar-
cado en una molécula de MHC de clase I H2-k" (12). Todas las cepas
de ratén son mantenidas en el animalario del Centro de Biologia
Molecular Severo Ochoa (CSIC-UAM, Madrid) de acuerdo a la «Guia
para el Cuidado y Empleo de Animales de Laboratorio».
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2. Reactivos
2a. Péptidos

Los péptidos OVAp (SIINFEKL), E1 (EIINFEKL) y HA,, ,,, (pép-
tido utilizado como irrelevante, PKYVKQNTLKLAT) fueron sinteti-
zados por el método FMOC en los servicios de apoyo a la investiga-
ciéon del CBMSO (CSIC-UAM, Madrid).

2b. Anticuerpos

El anticuerpo anti-fosfotirosinas 4G10 fue adquirido a Upstate
Biotechnology (Lake Placid, NY), mientras que el hibridoma produc-
tor del anticuerpo anti-CD3ed/ey 145-2C11 es de ATCC (Rockville,
MD). Los anticuerpos anti-CD4 biotinilado (L3T4), anti-CD69FITC
(H1.2F3), anti-CD8a biotinilado (53-6.7) y el anticuerpo anti-CD90.2
(53-2.1) proceden de BD-Pharmingen (San Diego, CA). Tanto el an-
ticuerpo policlonal anti-CD3{ 448 (13) como el monoclonal anti-
CD3e APA1/1 (14) son de produccién propia. Actualmente, el anti-
cuerpo monoclonal APA1/1 esta siendo comercializado por Upstate
Biotechnology (Lake Placid, NY) y BD Pharmingen (San Diego, CA).
El anticuerpo anti-H2-k>:OVAp 25D1.16 fue donado por la Doctora
M. del Val (ISCIII, Madrid).

Los anticuerpos secundarios acoplados a la actividad peroxida-
sa son de Amersham Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ). Los anti-
cuerpos y estreptavidinas utilizadas acopladas a los fluoréforos FITC,
PE y Cy5 proceden de Southern Biotech (Birmingham, AL), mien-
tras que los acoplados a Alexa488, proceden de Molecular Probes
(Eugene, OR).

2c. Purificacion de las proteinas de fusion GST-SH3.1

El plasmido pGEX-4T1-GST-SH3.1 (cedidos por el Doctor R. Geha,
Harvard Medical School, Boston) fue transformado en la cepa de
E. coli XL1-blue. La purificacién y acoplamiento a Glutation-sefarosa
(Amersham, Piscataway, NJ) se realizé de acuerdo a las instrucciones
del fabricante.
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3. Tincién de células por citometria

Se incubaron 2 x 10° células por tincién en presencia de 4 pg/ml
del anticuerpo primario directamente marcado pertinente durante
20 min a 0° C. Se fijaron y permeabilizaron con el reactivo Cytofix/
Cytoperm (BD Biosciences, San Diego, CA). Posteriormente se in-
cubaron con el anticuerpo APA1/1 biotinilado o con un anticuerpo
biotinilado isotipico control. Posteriormente se incubé en presencia
de una estreptavidina acoplada al flour6foro correspondiente. Las
células se lavaron y se resuspendieron en 300 pl de PBS 1x degasi-
ficado y se analizaron en un citémetro FCSCalibur usando el progra-
ma CellQuest (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ).

4. Experimentos funcionales

4a. Estimulacion de timocitos de ratones OT-I con los dimeros
de H2kb

La estimulaciéon de timocitos de ratones transgénicos OTI se rea-
liz6 de acuerdo a lo ya publicado (15).
5. Ensayo de «pull-down»

Las fracciones postnucleares se sometieron al ensayo de pull-
down siguiendo el protocolo ya publicado (5).
6. Inmunohistoquimica

Se sacrificaron los ratones por dislocacién cervical y se extrajo el

timo y los ganglios linfaticos inguinales. La fijacion, corte y tincién
de los 6rganos, se realizé segun las indicaciones ya publicadas (11).
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RESULTADOS

I. El epitopo de APA1/1 se expone tras la estimulaciéon
con un anticuerpo anti-CD3 en timocitos

Previamente se habia descrito que la estimulacién con un anti-
cuerpo anti-CD3 induce la exposicion del epitopo reconocido por
APA1/1 en células T de ganglio de ratén C57BL/6 (silvestre) (15).
Dicho epitopo es solapante con la regién de poliprolinas de CD3e
responsable del reclutamiento de la proteina adaptadora Nck. La
exposicion del epitopo de APA1/1 se produce por un cambio confor-
macional en la cadena CD3e. Para comprobar si dicho cambio con-
formacional, detectado por el anticuerpo APA1/1, también se produ-
cia en timocitos tras la estimulacién, se extrajo el timo de un ratén
C57BL/6. Los timocitos fueron estimulados durante diez minutos
con un anticuerpo anti-CD3 y se detect6 la fluorescencia del anti-
cuerpo APA1/1 por citometria de flujo. Al igual que en las células T
maduras (15), la estimulacién con el anticuerpo anti-CD3 provocaba
un aumento de tincién con el anticuerpo APA1/1 (Figura 5B). Es
decir, los timocitos DP exponian la secuencia de poliprolinas de
CD3e (reconocida por APA1/1) al ser estimulados y, por lo tanto, se
producia un cambio conformacional en el TCR. Para comprobar
que dicho cambio conformacional también era detectado median-
te el ensayo de pull-down con GST-Nck (método mediante el cual
se describi6 el cambio conformacional que afecta a CD3e dependien-
te de ligando), se estimularon células T de ganglio y timocitos de los
mismos ratones silvestres con el mismo anticuerpo anti-CD3 y se
detect6é el complejo TCR mediante western blot con un anticuer-
po anti-CD3{ (CD3( es la ultima cadena en ensamblarse al TCR ma-
duro y, por lo tanto, s6lo se detectan los TCR maduros unidos a
GST-Nck). En ambos casos y en concordancia con las tinciones con
APA1/1, la estimulacion con el anticuerpo anti-CD3 inducia la unién
a GST-Nck del TCR, es decir, se inducia el cambio conformacional
(Figura 5A).
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II. En timocitos, la estimulacién con un agonista fuerte
induce el cambio conformacional en el TCR

En un contexto fisiolégico, el ligando natural del TCR es un
péptido enmarcado en una molécula de MHC propia. Por lo tanto,
era importante confirmar que la induccién del cambio conformacio-
nal observado en células T maduras e inmaduras utilizando el anti-
cuerpo APA1/1 también ocurria cuando se estimulaba con un MHC-
péptido. Se utilizaron ratones transgénicos para el TCR OT-I (12).
Este TCR esta restringido para el MHC H2-k y sus ligandos tanto
agonista (OVAp) como agonista parcial/antagonista (E1) estan am-
pliamente descritos (12). Para mimetizar la presentacién antigénica,
se utilizaron dimeros de H2-k"Ig (Figura 6A).

Se aislaron células T de bazo de ratones OT-I y se estimularon
durante 24 horas con los dimeros H2-k":Ig cargados con el péptido
agonista OVAp o con el agonista parcial/antagonista E1 y adsorbidos
a plastico. Posteriormente, se detect6 la expresion del marcador de
activacion CD69 por citometria de flujo comprobandose que la esti-
mulacién con los dimeros H2-k%Ig cargados con OVAp inducian la
expresion en superficie de CD69, mientras que la estimulaciéon con
los dimeros de H2-k" sin péptido o cargados con el péptido agonista
parcial/antagonista E1 no inducen la expresién de dicho marcador
de activacion (15). Se confirmé que en este sistema y a esas concen-
traciones, el péptido OVAp actiia como agonista y el E1 no. Utilizan-
do el mismo conjunto de H2-k>Ig para estimular timocitos (Figu-
ra 6B) y células T de ganglio de ratones OT-I (15), se observé que la
intensidad media de la fluorescencia para APA1/1 aumentaba tras
la estimulacién con los dimeros cargados con OVAp (Figura 6B,
linea continua), comparado con los dimeros vacios (Figura 6B, linea
sombreada) o cargados con el péptido E1 (Figura 6B, linea discon-
tinua). Estos resultados indican que el cambio conformacional de-
tectado por la exposicién del epitopo de APA1/1 en la cadena CD3e
se induce tras la estimulacién con un agonista fuerte del TCR tanto
en células T maduras como inmaduras.
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Ficura 5. La estimulacion con un anticuerpo anti-CD3 induce la exposicion
del epitopo de APA1/1 en timocitos de ratén C57BL/6. A. La estimulacion
con un anticuerpo anti-CD3 induce la unién del TCR a GST-Nck en células T
de ganglio y timocitos de ratén. Los lisados de las células de ganglio y de timo

de un ratén C57BL/6 estimuladas con el anticuerpo anti-CD3 145-2C11 (NE, no
estimulado; CD3, estimulado) fueron sometidas a un ensayo de pull-down con
GST-SH3.1. Se detecté el TCR precipitado por western blot con el anticuerpo
anti-CD3§ 448. Como control negativo, se realizé un preaclarado con GST.
B. La estimulacion con un anticuerpo anti-CD3 en timocitos DP induce
la exposicion del epitopo reconocido por APA1/1. Se estimularon los timocitos
de un ratén C57BL/6 de igual forma que en A. Se tifieron con los anticuerpos
anti-CD4, anti-CD8 y APAI1/1 y se analizaron por citometria de flujo. El
histograma corresponde a la tincion de APA1/1 dentro de la poblacién positiva
para CD4 y CD8 y superpuesta la muestras estimulada (linea continua), no
estimulada (linea discontinua) y el control isotipico (linea sombreada).

Para correlacionar estos datos de citometria de flujo utilizando el
anticuerpo APA1/1 con los ensayos de pull-down, las células T de
ganglio y timocitos fueron estimuladas con este conjunto de dimeros
de H2-k"Ig cargados con OVAp, E1 o sin cargar. Posteriormente se
realizé un ensayo de pull-down con la proteina de fusion GST-Nck.
La uni6én del TCR a GST-Nck tinicamente se inducia cuando el es-
timulo utilizado eran los dimeros de H2-k" cargados con el agonista
fuerte OVAp tanto en timocitos como en células T maduras de gan-
glio de ratones OT-I (Figura 6C).

Para detectar la respuesta frente a agonistas fuertes (OVAp) y
débiles (E1) in vivo en células T maduras e inmaduras, se inyectaron
por via endovenosa ratones OT-I con los péptidos OVAp y El1. Los
ratones fueron sacrificados a las 3 horas y se extrajeron los ganglios
linfaticos inguinales y el timo. Las secciones tisulares de cada 6r-
gano fueron tefiidas con el anticuerpo APA1/1 y con el anticuerpo
25D1.16 que reconoce el MHC H2-k" unido a los péptidos OVAp y
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FiGura 6. Unicamente la estimulacién con un agonista fuerte induce
la exposicion del epitopo de APA1/1 en timocitos. A. Esquema del dimero
H2-k':Ig. B. La estimulacién con H2-kP-OVAp induce la expresion del epitopo
de APA1/1. Se estimularon durante 30 minutos timocitos de un ratén OT-1
con los dimeros H2-k" (linea sombreada), H2-k*-E1 (E1, linea discontinua) vy
H2-kP-OVAp (OVAp, linea continua). Se tiiié el dimero con un anticuerpo
anti-ratén FITC. Se permeabilizaron y tirieron con APAl/1. Se analizaron por
citometria de flujo. Aparecen superpuestos los histogramas de las tres muestras
para la tincién de APA1/1. C. La estimulacién con H2-kP:OVAp induce la unién
del TCR a GST-SH3.1 tanto en células de ganglio como en timocitos. Las células
de ganglio o timo de un ratén OT-I RAG2™" fueron estimuladas con 0,5 ug/ml
de dimero H2-k" unido al péptido OVAp, EI o sélo durante cinco minutos.
Se lisaron las células y se sometieron a un ensayo de pull-down con GST-SH3.1.
La presencia del TCR se detecté por western blot con el anticuerpo anti-CD3{ 448.

E1 (16). Se detecté un incremento en el nimero de células APA1/1
positivas en los ratones inyectados con OVAp y E1 comparado con
el ratén inyectado con el péptido irrelevante (Figura 7). Sin embar-
go, en los ganglios las células T maduras sélo responden al péptido
OVAp. Para obtener datos mas cuantitativos, se estimé el niumero de
células APA1/1 positivas en cada condicién usando el progra-
ma ImageJ, se refiri6 al nimero total de células y se normalizo
frente a la fluorescencia del anticuerpo 25D1.16 para equilibrar los
niveles de expresiéon de ambos ligandos. El agonista fuerte OVAp fue
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mejor inductor del cambio conformacional que el E1 tanto en timo-
citos (Figura 7) como en células T maduras. Por lo que para el TCR
OT-I los ligandos que seleccionan positiva y negativamente en timo
parecen inducir diferencialmente el cambio conformacional en los
TCRs de los timocitos correlacionandose con lo observado en las
células T maduras de periferia.

DISCUSION

Los datos mostrados en este trabajo sugieren que el cambio con-
formacional en el TCR es provocado por un agonista total y no por
un agonista parcial/antagonista. A nivel del reconocimiento del TCR
de los distintos péptidos enmarcados en el MHC, los péptidos anta-
gonistas se unen con menor afinidad y mayor constante de disocia-
cién que los péptidos agonistas (17). El cambio conformacional en
el TCR podria representar una interpretacion directa de la cinética
de unién de los distintos ligandos. Este modelo explicaria que los
dimeros H2-k*-E1 se unan al TCR OT-I pero no se exponga el epito-
po de APA1/1. A pesar de las diferencias encontradas en la induccién
del cambio conformacional en el tallo intracelular de CD3e entre
agonistas y agonistas parciales/antagonistas, la estructura cristalo-
grafica del TCR A6 unido al MHC cargado con el péptido agonista
Tax y variantes de él que actiian como agonistas débiles/antagonis-
tas (18) parecen ser similares.

Se ha publicado que tanto los ligandos débiles que inducen selec-
cién positiva como los ligandos con alta afinidad que inducen se-
leccién negativa provocan el cambio conformacional en el TCR de
acuerdo con la precipitacién con GST-Nck (19). La estimulacién con
MHC-péptidos nulos no inducia el cambio conformacional en el TCR.
De acuerdo con esto, el cambio conformacional puede distinguir
entre MHC-péptidos nulos y los senalizantes, pero no entre los pép-
tidos que inducen seleccion positiva (baja afinidad) y seleccién ne-
gativa (alta afinidad). El cambio conformacional no seria un reflejo
de la intensidad de sefial sino que tnicamente daria cuenta de la
unién de un ligando. Las discrepancias observadas entre los resulta-
dos de los experimentos in vitro de cromatografia de afinidad con
GST-Nck y las tinciones in situ de APA1/1 en secciones histolégicas
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Ficura 7. La sensibilidad del TCR a agonistas totales es igual en timo que
en ganglios linfdticos. Se inyecté 0,4 mg del péptido OVAp, E1 o un péptido
irrelevante por via intravenosa en ratones transgénicos OT-1. A las tres horas

se extrajeron los timos (A) v ganglios inguinales (B). Con las secciones de 10 um,
se realizaron las tinciones con el anticuerpo 25D1.16 (verde) y APAl/1 (rojo).

Las imdgenes se analizaron en un microscopio confocal con un objetivo de 40x.
La barra de escala corresponde a 20 um. Se representa el porcentaje de células
APA1/1 positivas frente al nimero total de células (cuantificado por la tincién
nuclear con ToPro) y normalizada a la fluorescencia del anticuerpo 25D1.16.

La media y desviacion estindar proceden del andlisis de dos experimentos
distintos y cuatro secciones de cada condicion por experimento.

podrian explicarse por un escaso rango dinamico de la primera téc-
nica o porque la precipitacién con GST-Nck necesita de la previa
ruptura de la célula, mientras que la tincién con APA1/1 se hace en
células fijadas. De acuerdo con estos resultados, tanto en periferia
como en el timo, las células T responden mejor al agonista total
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Ficura 8. Modelo de activacion del TCR dependiente de la afinidad
del ligando. El reconocimiento de un MHC-péptido agonista fuerte, que produce
seleccion negativa en el timo o la activacion productiva de la célula T madura,
induce un cambio conformacional en el TCR. Sin embargo, tanto en timocitos
como en células T maduras de la periferia, la estimulacion con un MHC-péptido

agonista débil no induce el cambio conformacional en el TCR.

OVAp que induce seleccion negativa que al agonista parcial E1 (se-
leccién positiva) pero sélo en timo aparece respuesta frente a E1. De
hecho, las diferencias en la respuesta de los timocitos y células T
maduras a los agonistas débiles (que inducen seleccién positiva) se
pueden explicar por una menor sensibilidad del TCR a los ligandos
a medida que madura. Las células T maduras pierden la capacidad
de responder a los ligandos de baja afinidad, aunque siguen respon-
diendo a los ligandos de alta afinidad.

¢Coémo puede discriminar el TCR entre los ligandos de MHC-pép-
tido de distintas afinidades? Atendiendo a parametros cinéticos y
puesto que son los ligandos de alta afinidad los que provocan la selec-
cién negativa e inducen el reordenamiento del TCR, la unién sosteni-
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da del ligando al TCR llevaria a una larga exposicién del epitopo de
APA1/1. De hecho, el cambio conformacional sostenido podria provo-
car la activacion de una ruta especifica de sefializaciéon que induciria
la apoptosis del timocito. La razén por la cual las células T maduras
utilizan una ruta de senalizacion distinta a los timocitos para regular
la muerte celular no es conocida. Tampoco se han descrito las casca-
das de senalizacion que pueden ser activadas como consecuencia di-
recta de la exposicion del epitopo. Sin embargo, el comportamiento
de las células T ante estimulaciones débiles tanto en periferia como
durante su desarrollo es parecido. En ninguno de los casos inducen el
cambio conformacional (Figura 8). Los timocitos que se estimulan
con los ligandos de baja afinidad son seleccionados positivamente, es
decir, reciben sefiales de supervivencia (6). En células T, una estimu-
lacién de este tipo también aportaria sefiales de supervivencia que
podrian ser importantes para el mantenimiento de la poblacién de
células T y células de memoria (20).

Se ha propuesto que la serin-treonin quinasa MINK conecta se-
lectivamente el TCR con la ruta de sefnalizacién que media la selec-
cién negativa pero no positiva (10). Esta quinasa interacciona por
su region de poliprolinas con uno de los dominios SH3 de Nck (21).
Teniendo en cuenta que Nck es un ligando de la secuencia de poli-
prolinas de CD3e que se expone tras sufrir el cambio conformacio-
nal (5), Nck podria ser el enlace entre el TCR y MINK en la activa-
cién de la senalizacién que produce la eliminacién de los timocitos
autorreactivos. Ademas del reclutamiento de Nck al TCR, el cambio
conformacional en el TCR podria tener consecuencias afiadidas en la
sefializacién. Por ejemplo, podria alterar el grado o el patrén de
fosforilacion de los ITAMs.

La seleccién negativa de timocitos provoca la muerte de aquellas
células T que contengan un TCR autorreactivo y es un proceso clave
en la adquisicién de tolerancia inmunolégica central que controla la
salida a periferia de clones que puedan presentar reactividad frente
a autoantigenos (6). Puesto que el cambio conformacional en el TCR,
detectado por el anticuerpo APA1/1 y mediante ensayos de pull-down,
ocurre tanto en la activacién de células T maduras en periferia y en
timocitos frente a ligandos fuertes permitiria el abordaje de posibles
inhibidores de la transmisién de dicho cambio conformacional como
posibles inmunomoduladores en respuestas autoinmunes.
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RESUMEN

La pancreatitis necrética aguda (PA) produce, en casos graves, una severa ne-
crosis a nivel local, multiples complicaciones sistémicas y elevada mortalidad. En
este trabajo hemos analizado el complejo y ordenado perfil temporal de expresion
de los genes mas importantes relacionados con el inicio de la PA inducida por
taurocolato en rata. Entre éstos se incluyen genes que codifican factores de trans-
cripciéon (como egr-1), rutas de sefializacion intracelular, moléculas de adhesién
(como icam-1), citoquinas (como tnfo) y genes de estrés oxidativo. El analisis de
los mecanismos epigenéticos de regulacién en tres genes modelo (egr-1, icam-1y
tnfor) muestra la intervenciéon de diferentes factores de transcripcion pro-inflama-
torios (EGR-1, ATF-2, NF-xB, C/EBPJ o SP1), la unién de los complejos HAT (CBP)
y liberacién de complejos HDAC (HDAC1/2-Sin3A-) y la modificacién de residuos
especificos de histonas (H3K9ac, H3K14ac, H4K5ac y H3K4me,). Por otra parte,
el estudio del mecanismo de accién del potencial farmaco terapéutico pentoxifili-
na mostré que su efecto beneficioso puede ser producido, en parte, por represion
de diversos genes, en especial egr-1, icam-1 y tnfo, regulando la unién a sus pro-
motores de factores transcripcionales pro-inflamatorios (NF-xB, SP1, C/EBPJ y
EGR-1) y la inhibicién de las rutas de senalizacion de ERK1/2 y JNK1/2 implicadas
en la activacion de estos genes. Estos resultados avalan el posible uso terapéutico

* Autor para correspondencia: Gerardo L6pez Rodas, Departamento de Bioquimica
y Biologia Molecular. C/ Doctor Moliner, 50. 46100 Burjassot (Valencia). Teléfono: 96
354 48 67. Fax: 96 354 46 35; e-mail: gerardo.lopez@uv.es
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de la pentoxifilina en las fases iniciales de la PA, o como tratamiento preventivo,
al bloquear los estimulos pro-inflamatorios caracteristicos de la PA.

Palabras clave: ChIP.—HAT/HDAC.—Cromatina.—Modificacién de histonas.—
Inflamacioén.

ABSTRACT
Epigenetic regulation during acute necrotic pancreatitis.

The acute necrotic pancreatitis (AP) produces, in serious clinical cases, a severe
local necrosis, develops several systemic complications and elevate mortality. In
the present work we analysed the complex and ordered temporal profile of gene
expression of the most important genes related with the initiation of AP induced
by taurocholate in rat. They include genes coding for transcriptional factors (f.i.
egr-1), intracellular signalling network, adhesion molecules (f.i. icam-1), cytokines
(fi. tnfo) and oxidative stress genes. The analysis of regulation epigenetic
mechanisms in three model genes (egr-1, icam-1y tnfa) showed the involvement of
different pro-inflammatory transcriptional factors (EGR-1, ATF-2, NF-xB, C/EBPf
or SP1), binding of HAT complexes (CBP) and release of HDAC complexes (HDAC1/
2-Sin3A-) and site-specific histone modification (H3K9ac, H3K14ac, H4K5ac y
H3K4me,). Furthermore, the study of the mechanism of action of the potentially
pharmacological agent pentoxyfiline showed that beneficial effect may be produced,
at least partially, by repression of different genes, specially egr-1, icam-1 and tnfo,
throughout regulation of pro-inflammatory transcriptional factors binding (NF-«xB,
SP1, C/EBPB or EGR-1) and inhibition of signalling network ERK1/2 and JNK1/2
involved in the activation of those genes. The results support the potential
therapeutic use of pentoxyfilline in the initial phases of AP, or as preventive
treatment, since it blocks the pro-inflammatory stimulus generated in AP.

Key words: ChIP.—HAT/HDAC.—Chromatin.—Histone modification.—
Inflammation.

INTRODUCCION

La pancreatitis aguda (PA) es una enfermedad cuya incidencia se
ha incrementado notablemente durante las tltimas décadas. Hoy en
dia implica alrededor del 3% de los pacientes ingresados en los gran-
des hospitales, presentando una importante tasa de complicacio-
nes y, lo que es mas importante, una mortalidad considerable (1). A
pesar de que existen diferentes hipétesis acerca de los sucesos tem-
pranos en la PA, hoy en dia se acepta que el principal desencadenan-
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te es el dafo y la eventual muerte de las células pancreaticas. Esto
implica la activacién de mediadores de la inflamacién que activan
la respuesta inflamatoria local y en un porcentaje de los pacientes
desencadena el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS)
y, si éste persiste, el sindrome de disfuncién multiorganica (MODS).

Ensayos clinicos en humanos han permitido estudiar estos me-
diadores de la inflamacion, clasificandose en: componentes celulares
(macréfagos, neutréfilos, células endoteliales, etc.), mediadores de
origen celular (citoquinas, estrés oxidativo, etc.) y de origen humoral
(complemento, etc.) (2). Los mediadores de la inflamacién serian el
nexo de unién entre la lesién local del pancreas y los efectos sisté-
micos descritos en la PA, igual que en otros procesos de inflamacién
sistémica como la sepsis, grandes quemados, etc. Entre los procesos
que regulan los macréfagos, neutréfilos y células endoteliales se
encuentran la activacién de diferentes células inmunolégicas, libera-
cion de gran cantidad de mediadores proinflamatorios (TNFa, IL-153
y IL-6) que extienden y amplifican la sefial inflamatoria (3).

Gran parte de las investigaciones indican que la severidad de la
pancreatitis y la afectacion pulmonar resultan de un desequilibrio
entre los mediadores pro-inflamatorios y los anti-inflamatorios (4).
Entre los principales mediadores pro-inflamatorios destacan las ci-
toquinas TNFo, IL-1B, IL-6 y el factor activador de plaquetas (PAF).
Por otro lado, los mediadores anti-inflamatorios son esencialmente
IL-10, IL-4. Desafortunadamente, a pesar de las evidencias que indi-
can un papel principal de las citoquinas en el desarrollo de la PA, la
inhibicién de estas moléculas en diversos ensayos clinicos han pro-
porcionado resultados desesperanzadores.

En la ultima década, el conocimiento de los mecanismos mole-
culares epigenéticos de la regulacién génica se ha erigido como un
campo de investigacién cuyo desarrollo puede conducir a la apari-
ciéon de nuevas estrategias terapéuticas para paliar ciertos proce-
sos patolégicos. La PA se caracteriza, en sus etapas iniciales, por el
desarrollo de un poco conocido programa de regulacién de la expre-
sién génica que pone en marcha la respuesta inflamatoria local y
sistémica. Sin embargo, un analisis detallado de los mecanismos
epigenéticos que gobiernan estas etapas iniciales de la PA no ha sido
llevado a cabo hasta la fecha.
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Este trabajo ha consistido justamente en intentar conocer los
mecanismos moleculares implicados en la regulacién de la expresion
génica durante la PA y el analisis del posible mecanismo de accién
de un potencial agente terapéutico para la PA, la pentoxifilina.

MATERIALES Y METODOS

1. Animales de experimentacién

Los animales de experimentacién utilizados en este trabajo fueron
ratas Wistar macho jovenes de 250 a 350 g de peso corporal. El mode-
lo de pancreatitis aguda necrética utilizado ha sido el de infusién re-
trégrada de taurocolato sédico al 3,5% (Sigma) a un ritmo de 0,1 mL/
100 g de peso del animal durante un minuto. Para el grupo de anima-
les tratados con pentoxifilina, ésta se administra mediante perfusion
intravenosa inmediatamente después de la induccién con taurocola-
to. Para el grupo SHAM se administra suero fisiolégico (NaCl al 0,9%).
La manipulacién de los animales y los protocolos de experimentacién
han sido realizados de acuerdo con los criterios resaltados por la
«Guia para el cuidado de animales de experimentaciéon» (Nacional
Intitules of Health, publicacién 86-23 revisada 1985).

2. Inmunoprecipitacion de fragmentos de cromatina (ChIP)

Este método fue adaptado a nuestro tejido a partir del protocolo
descrito por Borras ef al. (5) y Sandoval et al. (6). De forma resumi-
da, las muestras de tejido pancreatico, aisladas de la regién de la
cabeza del pancreas, se entrecruzan en formaldehido al 1% durante
10 minutos. La reaccién se detiene por adicién de glicina a una
concentracién final de 0,125M. A continuacién se aisla la cromatina
y se fragmenta por sonicacién hasta obtener un rango de distribu-
cion de tamafios de cromatina desde 400 pb a 600 pb. La muestra,
con aproximadamente 50 pg de DNA para cada inmunoprecipita-
cién, se incuba con 30 uL de proteina A+G-sefarosa prebloqueada, y
posteriormente se incuban durante 16 horas con el anticuerpo co-
rrespondiente, excepto una muestra que es tratada de forma similar
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a la que no se le anade anticuerpo (No Ab). A continuacién, las
muestras se incuban con 50 puL de proteina A+G-sefarosa, se lava y
se desentrecruza durante toda la noche. Por ultimo se purifica el
DNA con el PCR purification Kit (Quiagen) de acuerdo con las ins-
trucciones del fabricante y se almacena a —20° C hasta su anélisis
por PCR. Los oligonucleétidos usados para las PCR fueron: egrl/
(promotor): 5-GTAGAACCCCGGCCTGACTC-3 y 5-AGGCTCCT-
GGAGTTCCCAGC-3’; egrl (zona codificable): 5-CTTGCCCTGTTGAG-
TCCTGC-3’ y 5-CACAGGCAAAAGGCTTCTCG-3’; icaml (promotor):
5’-GGGATGGCCGTCCTGACTA-3" y 5-GCCACTTTCCCGGAAACCT-3’;
icaml (zona codificable): 5-TGTCGGTGCTCAGGTATCCA-3"y 5’-TT-
CACCTGCACGGATCCA-3’; tnfo (promotor): 5-GGTGAGGACGGAGA-
GGAGATT-3" y 5-TGGGAGTTAGTACCAGGGTGTTC-3’; tnfo (zona
codificable): 5-CAGCCGATTTGCCATTTCAT-3"y 5-TCCTTAGGGCA-
AGGGCTCTT-3’; B-actina (promotor): 5-GCCGTTCCGAAATTGCCT-
3"y 5-ACGTCCCTGCTTACCTGGTG-3’; B-actina (zona codificable):
5’-AGAGCAAGAGAGGCATCCTG-3’ y 5-GGGTCATCTTTTCACGGTT-
GG-3’; a-actina (promotor): 5~ AGGGACTCTAGTGCCCAACACC-3’ y
5-CCCACCTCCACCCTACCTGC-3’; a-actina (zona codificable): 5’-
AGGATTCCTACGTGGGCGAC-3’y 5~-AGAGAGACAGCACCGCCTG-3’;
Regién intergénica 5’-TGCCGGTTATCACTCTCTCATGC-3" 5’-GGT-
CTTGGTTCAGTCTTCACATGC-3'.

3. Aislamiento y analisis de RNA

La extraccion de RNA total de tejido pancreatico se realizé utili-
zando RNA later (Ambion) cuya funcién es estabilizar el RNA. La
extracciéon total de RNA se lleva a cabo mediante el Kit mini RNA
total extraction (Quiagen) segun las indicaciones del fabricante. El
cDNA de las muestras se amplifica por PCR utilizando los oligo-
nucledtidos de la regién codificable de los genes de interés. Las
reacciones de PCR cuantitativo en tiempo real de las muestras de
cDNA se realizaron en termociclador ABI GeneAmp 7000 Sequence
Detection System (Perkin-Elmer, Applied Biosystems) usando como
agente fluorescente Syber Green PCR Master Mix (PE Applied Biosys-
tems). Cada reaccion se llevé a cabo por triplicado y las curvas de
fusiéon se construyeron mediante el programa Dissociation Curves
software (Applied Biosystems), para asegurar que sélo se amplifica
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un unico producto de PCR. Como control de carga se analiza el gen
rRNA 18S.

RESULTADOS

1. Rastreo de genes diana

El estudio de los mecanismos de regulacién génica durante la PA
se ha iniciado con un rastreo y la selecciéon de los genes potencialmen-
te implicados en este proceso patolégico. Estudios previos con mi-
croarrays procedentes de dos grupos independientes (7-8), y un estu-
dio detallado en nuestro laboratorio de la cinética de expresién de
gran cantidad genes (datos no mostrados), evidenciaron la existencia
de diferentes patrones de expresiéon temporales para los genes estudia-
dos. En base a su implicacién en la PA demostrada por estudios con
ratones knock out (8-9), a su perfil temporal y grado de expresién
hemos seleccionado, para estudiar los mecanismos epigenéticos de
regulacion, los genes egr-1 (early growth response gene) (8) como ejem-
plo de genes inmediato-tempranos, icam-1 (intercelular adhesion mo-
lecule 1) (10) como ejemplo de genes tempranos, y tnf-o. (tumor necro-
sis factor a) (9) como ejemplo de genes tardios.

2. Estudio de las modificaciones de histonas

Entre los mecanismos epigenéticos de regulacion de la actividad
de la cromatina destaca el de las modificaciones postraduccionales
de las histonas. Asi pues, se caracteriz6 el patréon de modificacio-
nes de las histonas en los promotores de los genes seleccionados
y se correlacioné con la activacién transcripcional durante la PA.
Se seleccionaron para este estudio anticuerpos asociados a acti-
vacién transcripcional, y en algiin caso a represiéon en mamife-
ros. Fundamentalmente se ha analizado las acetilaciones de las his-
tonas (anticuerpos o-H3K9ac, a-H3K14ac, a-H3K18ac, a-H3K23ac,
o-H3K27ac, a-H4K5ac, a-H4K8ac y a-H4K16ac), algunas metilacio-
nes (a-H3K4me, o-H3K4me,, o-H3K9me, y o-H3R17me,) y la fosfori-
lacién de la ser10 de H3 (a-H3S10ph-K14ac) implicadas todas ellas en
la regulacién transcripcional.
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En la Figura 1 se evalian mediante ChIP las variaciones en las
modificaciones de histonas en los promotores de egr-1, icam-1y tnf-o.
y del gen de la a-actina como control negativo. Adicionalmente, se
analiz6 el patréon de modificacién de histonas en una regién intergé-
nica que no mostraria alteraciéon durante la induccion de la PA.

egr-1 a-acfing

Ficura 1. Modificaciones postraduccionales de las histonas en los
promotores de egr-1, icam-1 y tnf-o. Las muestras de cromatina entrecruzada a
los tiempos indicados de induccion de PA fueron procesadas e inmunoprecipitadas

con los anticuerpos: o-H3K14ac, o-H3K27ac, o-H3R17me, o-H3K9me,,
o-H4Kl16ac, o-H3S10Ph -Kl4ac, o-H3K4me, o-H3K4me, o-H3K23ac, o-H3K%ac,
o-H3K18ac, o-H4K8ac, o-H4K5ac, a-H3K27ac y sus controles sin anticuerpo (NA)
correspondientes. Las muestras Input e inmunoprecipitadas (IP) fueron analizadas
por PCR utilizando oligonucledtidos de los promotores de los genes analizados. El
gen de la o-actina y una region intergénica se utilizan como controles negativos.

Una vision general de los datos de modificaciones de histonas in-
dica que la totalidad de los genes seleccionados muestran la existen-
cia e incremento de las marcas asociadas a activacién transcripcional
durante la PA. En concreto, se puede correlacionar la induccién géni-
ca con el enriquecimiento de las marcas especificas, como H3K4me,,
H3K9ac H4K5ac o H4K8ac (12-14). Por otro lado, la marca asociada

53



JUAN SANDOVAL Y COLS. AN. R. Acap. Nac. Farwm.

a represién transcripcional y heterocromatina, la dimetilacion de la
lisina 9 en H3 (H3K9me,) (15) esta ausente en los genes selecciona-
dos. Estos datos implican que la cromatina de estos genes no se en-
cuentra en una estructura de heterocromatina, sino en una estructura
compatible con la de genes potencialmente activos capaces de respon-
der rapidamente a un estimulo como la propia PA.

3. Unién de complejos modificadores de la cromatina

Los complejos HAT y HDAC son las enzimas encargadas de
modular el nivel de acetilacién en las histonas actuando en general
como activadores (HAT) o inhibidores (HDAC) de la expresién géni-
ca. En este trabajo se ha analizado el coactivador transcripcional
CBP que posee actividad HAT, y un complejo con actividad HDAC,
denominado Sin3A que media en la represién de diferentes contex-
tos transcripcionales (16).

Para conocer la posible implicacién de CBP y Sin3A en la regu-
lacién transcripcional de los genes en nuestro modelo, se estudié6 la
unién de estos complejos a los promotores de los genes estudiados
a tiempos de 0, 1, 3 y 6 horas tras la induccién de la PA (Figura 2).
Los perfiles de unién del coactivador CBP coinciden de modo nota-
ble con el correspondiente perfil temporal (inmediato-temprano, tem-
prano o tardio) de expresién de cada gen. Por su parte, el complejo
sin3A no se encuentra unido en ninguno de los promotores estudia-
dos a excepcién del gen icam-1 en donde su patrén de unién es in-
verso al de CBP, aumentando asi el nivel de acetilacién en el promo-
tor y activando el gen.

4. Unioén de factores transcripcionales

Un analisis bioinformatico TRANSFAC (datos no mostrados)
permitié identificar los sitios de unién potenciales para factores
transcripcionales en los promotores de los genes seleccionados. El
promotor de egr-1 de rata presenta elementos de respuesta al suero
(SRE), cuya funcionalidad depende de los factores transcripcionales
SRF y ELK-1, un sitio de respuesta a AMP ciclico (CRE) al que se

54



VoL. 73 (1), 47-64, 2007 REGULACION EPIGENETICA EN LA PANCREATITIS NECROTICA AGUDA

une el factor CREB, asi como sitios para NF-kB y Sp1. Es de desta-
car la presencia de sitios de unién para el propio EGR-1 solapantes
con los de SP1 (17). En cuanto al promotor del gen icam-1, la fun-
cionalidad de algunos de los sitios de unién ha sido destacada en
modelos biolégicos diferentes al de rata. Asi, se ha demostrado en
humanos que los elementos de respuesta a las citoquinas pro-infla-
matorias se encuentran en el promotor en una regién préxima al
inicio de transcripciéon (18). En el promotor de fnf-o existe una re-
gion que comprende desde —200 pb hasta el inicio de transcripcién
aparecen las secuencias de unién para SP1, AP-1, ETS/ELK-1, NF-
kB, CREB, C/EBPB y EGR-1/SP1 (19).

egr-1 icam-1 tnfa a-actina
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Ficura 2. Unidén de complejos histona acetiltransferasas (HAT) e histona
desacetilasas (HDAC) en los promotores de egr-1, icam-1 y tnf-o.

Las muestras de cromatina entrecruzada a los tiempos indicados de induccion
de PA fueron procesadas e inmunoprecipitadas con los anticuerpos: a-SIN3A,
o-CBP y sus controles sin anticuerpo (NA). El gen de la o-actina se utiliza
como control negativo.

La unién de estos factores transcripcionales al promotor de los
genes seleccionados fue estudiada mediante la técnica ChIP con anti-
cuerpos frente a los diferentes factores transcripcionales (Figura 3).

En el promotor de egr-1, ELK1 se encuentra permanentemen-
te unido al promotor (Figura 3) y su posible contribucién a la regu-
lacién de egr-1 podria ejercerse mediante fosforilacién de dicho
factor como sugieren p.e. (20-21). SP1 y EGR-1 manifiestan perfiles
de unién opuestos (Figura 3), resultado que es consistente con la idea
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Ficura 3. Uniodn de factores transcripcionales al promotor de egr-1, icam-1
y tnf-a. Las muestras de cromatina entrecruzada a los tiempos indicados
de induccion de PA fueron procesadas e inmunoprecipitadas con los diferentes
anticuerpos. Las muestras Input e IP se analizan por PCR con los cebadores
del promotor del gen.

de que EGR-1 competiria con SP1 (17, 22) desplazandolo de los sitios
ricos en G+C como un mecanismo para inhibir la actividad de SP1.
Por otro lado, NF-xkB y C/EBPP se unen al promotor de icam-1 de
modo secuencial y su unién es compatible con la induccién de la ex-
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presion de este gen (Figura 3). Por ultimo, en el promotor de tnf-a se
unen los factores transcripcionales NF-xB, EGR-1, SRF, ELK-1 y SP1
(Figura 3) consistente con la existencia de un enhanceosoma que re-
gula la expresién de este gen y cuya composicion depende del tipo
celular, del estado de diferenciacién y del estimulo que inicia la acti-
vacién génica (23).

5. Mecanismo de acciéon del agente terapéutico pentoxifilina

La pentoxifilina, un derivado de la metilxantina, posee propie-
dades anti-inflamatorias (24) a través de la inhibicién de la produc-
cién de citoquinas como TNFa e IL-2 y que se ha asociado a la re-
duccion de la severidad de la PA (25). En base a estos resultados fue
tentador conocer si la pentoxifilina es capaz de reducir la severidad
de esta patologia por medio de la inhibicién de la expresién de los
genes seleccionados en nuestro estudio implicados en las fases ini-
ciales del desarrollo de la PA. Los resultados de la Figura 4, obteni-
dos a partir de ratas tratadas con pentoxifilina 30 minutos antes de
la induccién de la PA, muestran que en general la expresion de los
genes analizados se encuentra reducida en las muestras tratadas con
pentoxifilina. El gen inmediato-temprano, egr-1, presenta una notable
reduccién a 1 hora, en icam-1, aunque su induccién es minima a
este tiempo, se observa también una reduccién considerable y, en el
gen tardio tnf-o. la reduccién de la expresion debida al inhibidor es
especialmente drastica a las 6 horas de induccién.

Para ahondar en el conocimiento acerca del mecanismo molecu-
lar de accién de la pentoxifilina hemos estudiado su efecto sobre la
unién de los factores de transcripciéon al promotor de los genes
implicados en la PA. El analisis se efectué por la técnica ChIP usan-
do los anticuerpos contra los factores que regulan los genes pro-
inflamatorios como EGR-1, C-JUN, SP1, NF-«xB y C/EBp. En el pro-
motor del gen egr-1 (Figura 5), a 1 hora de induccién en la muestra
tratada con pentoxifilina (T+P 1 hora) la unién del factor SP1 es
significativamente menor que el control no tratado (T 1 hora) a0y
6 horas de inducciéon de la PA. Estos datos indican que la reduccién
de la unién de SP1, asumiendo un papel activador de éste, podria ser
un posible mecanismo por el cual la pentoxifilina reprime parcial-
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Ficura 4. Efecto de la pentoxifilina sobre la expresion de egr-1, icam-1 y
tnf-o. Las muestras, analizadas por RT-PCR cuantitativa, se identifican como
C: control no tratado, T: taurocolato 3,5%,; P+T: pentoxifilina + taurocolato 3,5%.
Los valores fueron normalizados respecto al gen rRNA 18S y referidos a la
muestra con valor mdximo y a la que se le asigna el valor arbitrario de 100%.
Los valores sobre los histogramas representan el grado de induccion real respecto
al control 0 horas. El gen de la B-actina se utiliza como control positivo
por su expresion constitutiva.

mente a egr-1. El factor NF-xB en la muestra tratada con pentoxifi-
lina no aparece unido al promotor de icam-1 (T+P 1 hora), a diferen-
cia del control no tratado (T 1 hora), por lo que el mecanismo de
accion de la pentoxifilina en la represién de este gen durante la PA
debe ser dependiente de NF-kB (Figura 5). En el promotor de tnf-o
la represion del gen tnf-o dependiente de pentoxifilina parece estar
mediada a tiempos iniciales por EGR-1 y, a tiempos tardios, funda-
mentalmente por NF-kB y en menor medida por C/EBPJ (Figura 5).
Como control negativo utilizamos el promotor del gen a-actina que
no se expresa en el pancreas.

El anélisis de los resultados de este estudio in vivo de la accién
de la pentoxifilina en la disminucién de la severidad de la PA permi-
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te apuntar ciertas ideas. El efecto beneficioso del agente terapéutico
en la PA puede ser producido, en parte, por la represion de los genes
seleccionados en este estudio mediada por la regulacion de la unién
de factores transcripcionales pro-inflamatorios, principalmente NF-
kB y SP1 y, en menor medida, C/EBPB y EGR-1, asi como la inhi-
bicién de las rutas MAP quinasas ERK y JNK (datos no mostrados).
Estos resultados son compatibles con trabajos publicados que des-
criben una accién anti-inflamatoria de este agente a través de la
inhibicién de citoquinas pro-inflamatorias (26-27).

FiGura 5. Efecto de la pentoxifilina sobre la unién de factores
en los promotores de egr-1, icam-1 vy tnf-o. Las muestras de cromatina
entrecruzada a los tiempos indicados de induccion de PA, en presencia o no
de pentoxifilina, fueron procesadas e inmunoprecipitadas con los anticuerpos:
o-NFxB, o-API, o-EGR-1, o-C/EBPB, o-SP1 y sus controles sin anticuerpo (NA)
correspondientes. Las muestras se identifican como C: control no tratado;
T: taurocolato 3,5%,; P+T: pentoxifilina + taurocolato 3,5%. Como control
negativo se utiliza el gen de la oractina.

DISCUSION

Se han propuesto diferentes teorias para explicar la fisiopatologia
de la PA. En la actualidad se acepta que el origen de esta patologia
es el resultado de un proceso local de autodigestiéon del péancreas
generado por la activaciéon de sus propias enzimas, en especial del
tripsinégeno (28). Mientras que los leucocitos, macréfagos y media-
dores quimicos de la inflamacién son elementos clave que convier-
ten las sefiales iniciadas por las lesiones locales del pancreas en un
proceso sistémico sobre otros 6rganos (29).

ul
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En nuestro trabajo hemos mostrado que el dafio inicial en células
acinares activa un severo y estricto programa de senalizaciéon que
regula la expresién de genes implicados en la PA. En este sentido
hemos detallado el complejo y ordenado perfil temporal de los genes
mas importantes relacionados con el inicio de la PA y que han
ampliado los estudios previos en humanos y en animales (30-31).
Entre estos se incluyen factores de transcripcion, rutas de sefializa-
cién intracelular, citoquinas, moléculas de adhesién y genes de es-
trés oxidativo.

La induccién de la expresién génica requiere la activacion de de-
terminados factores transcripcionales, como NF-kB (32-33), AP-1 (34)
0 EGR-1 (8), en el pancreas durante el desarrollo de la PA. Sin embar-
go, hasta la fecha no se habian caracterizado in vivo los mecanismos
por los cuales la estructura de la cromatina constituye un factor deci-
sivo en la regulacién de los promotores de los genes implicados en la
PA. El analisis in vivo de los promotores de los genes egr-1 (inmedia-
to-temprano), icam-1 (temprano) y tnf-o. (tardio) han mostrado la par-
ticipacion de diferentes factores de transcripcion (EGR1, ATF2, ELK1,
NF-xB, C/EBPB y SP1), la unién de la histona acetiltransferasas CBP
y un aumento de las acetilaciones de histonas en la regulacién de la
cromatina en los diferentes promotores durante la activacién génica
correspondiente.

El analisis temporal de los mecanismos epigenéticos de regula-
cién de la cromatina, en concreto las modificaciones de las histonas
y la unién de complejos HAT, HDAC y remodeladores, permiten
proponer modelos de activacién transcripcional para estos genes. De
modo general, la disociaciéon de las HDAC es concomitante con la
unién de HAT, lo cual genera un aumento de la acetilacién de las
histonas lo que facilita el acceso de factores de transcripcion y de la
maquinaria transcripcional. Diversos trabajos han aplicado estrate-
gias similares para conocer los mecanismos de regulacién de dife-
rentes genes, como nos-2 (35), igf2r (36) o E-selectina (37). Un aspec-
to a destacar es que nuestros resultados parecen compatibles con la
idea del cédigo de histonas en que se sugeria que la sucesién y com-
binacién de las modificaciones de las histonas en el promotor de un
gen determinan su respuesta a un estimulo especifico (11).

Se ha descrito recientemente que la administracién in vivo de
pentoxifilina en un modelo de PA leve inducida por ceruleina (38) y
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en un modelo de PA grave inducida por taurocolato (24) se asocia
con una disminucién de los parametros asociados a la PA. Sin em-
bargo, el mecanismo de accién de este compuesto no estaba bien
caracterizado a nivel molecular. En el presente trabajo hemos puesto
de manifiesto que la administracion de pentoxifilina en ratas con PA
inducida por taurocolato es capaz de inhibir la activacién de las
rutas de quinasas (datos no mostrados). En base a estos datos, pa-
recia de enorme interés analizar si el efecto beneficioso de este com-
puesto es producido, en parte, por la represion de los genes impli-
cados en el desarrollo de la PA. Los estudios de expresion realizados
mostraron que, en efecto, la pentoxifilina inhibia parcialmente la
activacion de muchos de los genes diana seleccionados. Por tanto,
para profundizar en dichos estudios analizamos su accién sobre la
unién de factores de transcripcién en los promotores de los genes,
mostrandose una reduccién notable de dicha unién, en especial en
el caso de los factores NFxB, C/EBPB y SP1. Estos resultados son
compatibles con trabajos publicados que describen una accién anti-
inflamatoria de este agente a través de la inhibicién de citoquinas
pro-inflamatorias (26-27).

Los resultados sugieren por tanto que la pentoxifilina debe ejer-
cer su acciéon inhibidora en una etapa inicial de la ruta de transduc-
cion de senal activadora del taurocolato. Por tanto, nuestros resul-
tados apoyan el uso de la pentoxifilina como agente terapéutico en
fases iniciales de la PA, al reducir la expresién de los genes pro-
inflamatorios estudiados, o su uso preventivo en pacientes con ries-
go de padecerla por ejemplo al someterse a una colangiopancreato-
grafia, prueba de diagnéstico que presenta como efecto secundario
el desarrollo de una posible PA.
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RESUMEN

Se presenta un modelo teérico para la justificacién de las ecuaciones de los
cuatro parametros y logaritmico-logistica, utilizadas empiricamente en el ajuste de
las curvas de calibracién en RIA. De dicho modelo se deducen otras dos ecuacio-
nes. Se analiza el ajuste de 192 curvas de RIA para las cuatro ecuaciones y se in-
terpretan los resultados en términos de las posibles caracteristicas de enlace en la

unioén antigeno-anticuerpo.

Palabras clave: Ecuacién cuatro pardmetros.—Inmunoanalisis.—Reaccién an-

tigeno-anticuerpo.

* Doctor José Luis Moreno Frigols.

Departamento de Quimica Fisica. Facultad de Farmacia.
Avda. Vicent Andrés Estellés, s/n. 46100 Burjassot (Valencia).
e.mail: Jose.L.Moreno@uv.es



R. DiEz MONTORO Y COLS. AN. R. Acap. Nac. Farwm.

ABSTRACT

General model and four equations for the fit of calibration curves in RIA.
Comparison of results

A theoretical model for the justification of the equations of the four parameters
and logarithmic-logistic, used empirically in the fit of the calibration curves in RIA,
is presented. From this model other two equations are deduced. The fit of 192
curves of RIA is analyzed for the four equations and the results are interpreted in
terms of the possible characteristics of binding in the union antigen-antibody.

Key words: Equation four parameters.—Immunoanalysis.—Antigen-antibody
reaction.

INTRODUCCION

En el terreno bioquimico-fisiolégico es frecuente la existencia de
sustancias cuyas concentraciones en los fluidos biolégicos son de-
masiado pequerias para ser detectadas por las técnicas espectrofoto-
métricas. Por otra parte, muchas de ellas se encuentran mezcladas
con otras de estructura muy semejante (1). La determinacién anali-
tica de tales sustancias suponia un doble reto, ya que se necesitaba
una técnica de gran sensibilidad y especificidad. Yallow y Berson
resolvieron el problema poniendo a punto, para la valoracién de la
insulina, un método que combina la capacidad de la radioquimica
para la deteccion de cantidades muy pequenas, con la cualidad de
distinguir selectivamente entre compuestos muy parecidos, caracte-
ristica de las reacciones antigeno-anticuerpo.

El fundamento de la técnica consiste en afiadir a la muestra una
cantidad fija de la sustancia objeto de estudio marcada y un anti-
cuerpo especifico frente a ella. Puesto que la presencia del atomo
marcador no altera (teéricamente) las propiedades quimicas de la
sustancia, el anticuerpo reacciona indiscriminadamente con la no
marcada (presente en la muestra) y con la marcada (afiadida). Si se
aisla el complejo antigeno-anticuerpo del resto y se mide su radiac-
tividad, el valor de esta serd una funcién decreciente de la concen-
tracién de la muestra.

La determinacién de la concentracion de las muestras problemas
se realiza mediante su lectura en la correspondiente curva de cali-
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brado, la cual es siempre decreciente, puesto que una cantidad gran-
de de sustancia en la muestra tendera a saturar el anticuerpo, por lo
que la actividad unida a éste sera baja. Si la cantidad es pequena,
ocurrira lo contrario.

Casi todos los analisis con grandes cantidades de muestras en
quimica clinica usan los célculos de resultados automatizados, que
aumentan el rendimiento eliminando el proceso manual de la inter-
polacién, el error del observador y disminuyendo la presencia de
errores de la transcripciéon. Dicha curva, basada en los puntos ob-
tenidos al medir muestras patrones, necesita de un ajuste de cuya
bondad depende la exactitud del valor de la concentracién problema.

El modelo no lineal mas usado en inmunoanalisis es el modelo
logistico de los Cuatro Parametros (4). Puede ser escrito de varias
formas; siendo una forma comuin la que se muestra en la Ecuacién 1.

D_A
= —— " LA Ec. 1
Y Tviop

En esta ecuacién x es la concentraciéon de una muestra, e y la
respuesta analitica (actividad cpm para el caso del RIA) correspon-
diente a dicha concentracién. Cuando x = 0 y se hace igual a D,
y cuando x tiende a infinito y se acerca asintéticamente a A segun
se muestra en la Figura 1. La sustitucién de x = C en la ecuacién
produce y = (D+A)/2, que es intermedio entre la ordenada en el
origen y la asintota.

Este modelo ha tenido éxito porque simula las caracteristicas
fisicas reales de sistemas de radioinmunoanalisis. No obstante, hasta
que el uso de ordenadores no estuvo ampliamente extendido, la
Ecuacién 1 no se usé directamente. Su utilizacién pasaba por rea-
lizar una linealizacién mediante el uso de una nueva variable Y
definida por:

Y= y-A a partir de la cual se obtenia:
D-A

. _ Y _ i b _ b 1.
loglt(Y)_ln(—l_Y)_ln(C) =InC® — b*Inx _
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Respuesta

d

Concentracion

Ficura 1. Representacion grdfica del modelo de los cuatro pardmetros.

Logicamente antes de poder utilizar esta ecuacién, se debe esti-
mar el valor de los parametros A y D. En el radioinmunoanalisis el
valor de A coincide con las cuentas no especificas (NSB) y se puede
estimar incluyendo un tubo sin el anticuerpo pero con el ligando
marcado agregado. D se define como la respuesta medida para una
concentracién igual a 0. Con los radioinmunoanélisis comerciales, el
reactivo no siempre esta disponible para poder determinar facilmen-
te A. Si se hace una mala estimacién de A y D, la Ecuacién 2 no sera
una transformacién lineal y los puntos del estandar, transformados
al logit, no se ajustaran a una linea recta al representarse frente a la
concentracion.

OBJETIVO

Puesto que la ecuacién de cuatro parametros, utilizada amplia-
mente, se justifica iinicamente en funcién de su capacidad para ajus-
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tarse a los resultados obtenidos en las determinaciones analiticas, es
nuestro propésito elaborar un modelo general que deduzca teérica-
mente dicha ecuacién y analizar la calidad de los ajustes obtenidos
para los distintos casos particulares a que da lugar.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado los resultados obtenidos en el Servicio de Iséto-
pos del Hospital Clinico de Valencia para un total de 192 curvas de
calibracién correspondientes a ocho técnicas radioinmunoanaliticas:
Aldosterona, Androstendiona, Gastrina, Glucagén, Insulina, Osteo-
calcina, Péptido C y TSI. Dichos resultados se analizaron mediante
el programa informatico Statistica, verificando el ajuste de las cuen-
tas por minuto (cpm) frente a la concentracién de los patrones para
las ecuaciones mencionadas a continuacién. Como criterios para la
calidad del ajuste se utilizaron el coeficiente de correlacion (r) y la
suma de los cuadrados de los residuales (o)

Ecuacion de los tres parametros (E3P): y=E +

1+ =
. . . H J
Ecuacion de los cinco parametros (E5P): y=E + <X +M
I+ — 1+—
K
.. , D-A
Ecuacion de los cuatro parametros (E4P): y=A —
1+( E )b

Ecuacion logaritmico-logistica (logit-log) (ELL):

Logit(BE) =b*LnC — b* Lnx

0
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RESULTADOS

En el Anexo presentamos un grupo de tablas en los que se dan
los resultados experimentales en cpm (y) obtenidos en las medidas
de cada muestra y su variacién con la concentracién (x) junto con
la desviacién estandar y del coeficiente de regresion para cada una
de las curvas.

DISCUSION

Como se indic6é anteriormente, es nuestro propdsito elaborar un
modelo general que deduzca teéricamente la ecuacién de los cuatro
parametros y analizar la calidad de los ajustes obtenidos para los
distintos casos particulares a que da lugar.

Supéngase que una macromolécula P, que tiene n sitios de unién,
reacciona con una sustancia de bajo peso molecular, A. La unién a
uno de los sitios puede expresarse como:

P+A < PA

Cuya constante de equilibrio es:

_ (PA)
M=
(P)(A)
La mayoria de los métodos experimentales proporcionan sola-

mente el niumero de moles de A enlazados a la macromolécula. Como
la poblacién es heterogénea, se obtiene un promedio:

_ (A)LIGADA

B (P)rora

donde (P);or. €s el numero de moles de macromoléculas en cual-
quier forma (P,PA,PA,,...).

Sabiendo que:

(A 1oaps = (PA) + 2(PA,) + 3(PA)+...
(P)rora = (P) + (PA) + (PA,)+...
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(PA) = K, (P)(A)
(PAz) = K1K2(P)(A)2

Se obtiene la expresion general para v

LKA+ 2K K, (AP +... + n(KK,.. K )(A)"
"TTAKA) + KKA)Y 1.+ (KK, K A"

Suponiendo que la unién de un ligando a uno de los sitios de una
macromolécula «activa» tan fuertemente a los otros sitios que éstos
se llenan inmediatamente, la ecuacién anterior se reduce a una for-
ma muy sencilla (12), ya que las concentraciones de todas las espe-
cies, excepto P y PA , seran despreciables. Por tanto, resulta:

K@Y
1+ KA
v KA (Ecuacién de Hill)

n  1+K(A)"

Si la ecuacion de Hill se aplica a un sistema que contiene los
ligandos M y Q, siendo n = 2, se supone que no quedan sitios sin
ocupar y que no existen especies mixtas, resulta:

Ky
YK, (M) + K (Q)

6, representa la fraccion de sitios ocupados por moléculas mar-
cadas, y por tanto puede hacerse igual a B/B,, siendo B la actividad
unida especificamente al anticuerpo, y B, el valor de B correspon-
diente a una concentraciéon nula de antigeno no marcado.

B _ K (M)’ _ 1 — 1 Ec. 3
B, Ky(M)+Ko(Qr | K@ | (QF
Ry K
Ko
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Llamando x a la concentracién de analito, resulta:

x = (Q) + (PQ) + (PQM) + 2(PQ,) = (Q) + 2(PQ,) = (Q) + 2K(P)(Q)*=
(Q)(1 + 2KQ(P)(Q)) Ec. 4

Introduciendo en Ecuacién 3 el valor de (Q) obtenido de Ecua-
cién 4 y agrupando las constantes se obtiene:

B 1

Bo_ X \2
1 i
H&

B representa la actividad unida especificamente al anticuerpo, y
por tanto, puede escribirse:

B=y-A
B,=D-A
Siendo:

y = Actividad medida en cpm
A = Actividad inespecifica medida en cpm
D = Actividad en cpm correspondiente a una muestra con x = 0

Se obtiene:
D-A
1+(2)°

(C)

El exponente 2 se ha obtenido suponiendo una cooperatividad
positiva total. Como un caso mas general puede tomar valores dis-
tintos de 2, resultando finalmente:

y=A+ D-A Ecuacion de los cuatro parametros (E4P)

X\b
1+(6)

Suponiendo que los sitios de unién son idénticos e independien-
tes, el exponente b se hace igual a 1, con lo que la E4P se transforma
en:
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F
y=E+——

X
14+ =
G

Ecuacion de los tres parametros (E3P)

Suponiendo que los sitios de unién de anticuerpo son distintos
(mas de una clase de sitios) e independientes, podra hacerse un
planteamiento analogo al anterior para cada uno de ellos, obtenién-
dose finalmente:

y= HX +LX—|—M Ecuacion de los cinco parametros (E5P)
e 147
Si se introduce una nueva variable Y definida por Y = u, la
E4P queda en la forma: D-A
L: 1 Ec. 3
— X

tomando logaritmos en ambos lados de la Ecuacién 3, se obtiene la
Ecuacién 4:

. _ Y _ ib_ b %
loglt(Y)_ln(—l_Y)_ ln(C) =InC’ -b*Inx Ec. 4

log it(BE) =—-b*Inx Ecuaciéon logaritmico-logistica (ELL)

0

Este Modelo General teérico se ha elaborado en conexién con
anteriores publicaciones (5-11), y como resumen podemos decir que
a partir de él se obtienen cuatro ecuaciones:

e Ecuacion de los cuatro parametros (E4P): Aplicable a reaccio-
nes en las que los sitios de unién del anticuerpo son idénticos
e interaccionantes.

e Ecuacion de los tres parametros (E3P): Aplicable a reacciones
en las que los sitios de uni6én del anticuerpo son idénticos e
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independientes. Se obtiene como un caso particular de la E4P
haciendo b = 1.

e Ecuacion de los cinco parametros (E5P): Aplicable a reacciones
en las que los sitios de unién del anticuerpo son distintos e
independientes. Se obtiene a partir de la E3P suponiendo que
hay mas de una clase de sitios independientes.

e Ecuacion logit-log (ELL): Es una modificacién de la E4P utili-
zable para linealizar las gréficas.

CONCLUSIONES

La capacidad de las ecuaciones para ajustarse a los resultados
analiticos se ha comparado entre si utilizando 192 curvas estandar
de RIA correspondientes a ocho sustancias diferentes. En la tabla
siguiente se muestra el nimero de veces que una determinada ecua-
cién ha producido el mejor ajuste (atendiendo al parametro r) para
cada sustancia:

Sustancia E3P E4P E5P ELL
Aldosterona 0 13 5 0
Androstendiona 0 6 31 0
Gastrina 0 15 2 0
Glucagoén 0 12 0
Insulina 0 0 22 0
Osteocalcina 0 12 0
Péptido C 0 14 5 0
TSI 0 34 3 0

Llama la atencion el hecho de que las ecuaciones de tres parame-
tros y logit-log no producen el mejor ajuste en ningun caso. Ello
puede justificarse por motivos diferentes:

* La ecuacién de tres parametros puede considerarse como un
caso particular de la de cuatro parametros en la que b = 1, lo
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(1)

(2)

(3)

4
(5)

cual exige que los sitios de unién del anticuerpo sean idénticos
e independientes. Los resultados obtenidos parecen indicar que
estas condiciones no se cumplen en ninguno de los casos estu-

diados.

La ecuacion logit-log es una transformacién de la de cuatro
parametros, por lo que teéricamente cabe esperar que los ajus-
tes por ambas sean concordantes. No ocurre asi en la practica,
lo cual puede deberse a que, para su aplicacién, es necesario
conocer los valores exactos de B, y D, y los resultados obteni-
dos sélo permiten disponer de valores puntuales de tales para-
metros afectados de su correspondiente error.

La ecuacion de cinco parametros resulta preferible en los casos
de Androstendiona, Insulina, Glucagén y Osteocalcina, sustan-
cias para las que cabe esperar que sus anticuerpos presenten
dos sitios de unién distintos e independientes.

La ecuacion de cuatro parametros resulta preferible en los casos
de TSI (Anticuerpo anti receptor de la TSH), Gastrina, Pépti-
do C y Aldosterona, sustancias para las que cabe esperar que
sus anticuerpos presenten dos sitios de uniéon idénticos y de-
pendientes.
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ANEXO

Concentracién de las muestras patrones.

Actividad en cpm correspondiente a cada muestra para dife-
rentes curvas. A cada una de ellas corresponde el nimero que
acompafa ay.
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TaBra 1: Aldosterona

E3P E4P ES5SP ELL
X 0 25 50 100 200 600 | 1200 c r c r c r r
yl | 3754 | 3446 | 3342 | 2811 | 2408 | 1597 | 953 | 33543 |0,9974 | 25850 | 0,9979 | 33543 | 0,9974 | 0,9927
y2 | 4344 | 3811 | 3359 | 2821 | 2596 | 1789 | 1155 | 130917 | 0,9912 | 61997 | 0,9958 | 27346 | 0,9982 | 0,9906
y3 | 3774 | 3431 | 3078 | 2482 | 2325 | 1509 | 1135 | 66291 |0,9942 | 58732 | 0,9948 | 49522 | 0,9956 | 0,9923
y4 | 2127 | 2036 | 1856 | 1531 | 1376 | 1137 | 955 | 17616 |0,9927 | 13997 | 0,9942 | 17616 | 0,9927 | 0,963
y5 | 2445 | 2428 | 2220 | 1716 | 1666 | 1216 | 846 | 76846 |0,9829 | 76841 | 0,9828 | 66992 | 0,9851 | 0,9264
y6 | 2617 | 2484 | 2190 | 1525 | 1257 | 1066 | 846 | 112535 |0,9814 | 33049 | 0,9945 | 112535 | 0,9814 | 0,9448
y7 | 4399 | 4200 | 3850 | 3529 | 3119 | 2025 | 1279 | 25064 | 0,9984 | 13391 0,999 | 25064 | 0,9844 | 0,9944
y8 | 3501 | 3460 | 3268 | 2600 | 2365 | 1455 | 1056 | 78789 |0,9931 | 71415 | 0,9937 | 78789 | 0,9931 | 0,9713
y9 | 2775 | 2613 | 2365 | 1930 | 1770 | 1212 | 841 | 36203 | 0,9941 | 33841 | 0,9945 | 36203 | 0,9941 | 0,9889
y10 | 2602 | 2154 | 2154 | 1606 | 1551 | 1141 | 646 | 115425 {0,9782 | 70480 | 0,9867 | 54036 | 0,9899 | 0,9669
yl1 | 2526 | 1885 | 1808 | 1581 | 1198 | 1026 | 631 | 82708 |0,9824 | 32514 | 0,9931 | 36333 | 0,9923 | 0,9929
y12 | 4261 | 3841 | 3633 | 3044 | 2636 | 1683 | 1151 | 25599 |0,9984 | 16871 | 0,9989 | 14414 | 0,9991 | 0,9973
y13 | 2230 | 1954 | 1912 | 1469 | 1299 | 927 | 654 | 26827 |0,9932 | 25728 | 0,9935 | 26827 | 0,9932 | 0,9877
y14 | 1824 | 1649 | 1567 | 1522 | 1254 | 915 | 567 | 13180 |0,9945 | 5720 | 0,9976 | 13180 | 0,9945 | 0,9814
y15 | 5239 | 5104 | 4471 | 4184 | 3374 | 1959 | 1436 | 72376 |0,9973 | 62582 | 0,9976 | 72376 | 0,9973 | 0,9835
yl6 | 4237 | 4106 | 3805 | 3553 | 2723 | 1620 | 1113 | 46337 |0,9975 | 18374 | 0,999 | 46337 | 0,9975 | 0,9968
y17 | 2718 | 2539 | 2241 | 2070 | 1848 | 1038 | 775 | 29972 |0,9953 | 26982 | 0,9958 | 29972 | 0,9954 | 0,9918
y18 | 2968 | 2849 | 2825 | 2639 | 2249 | 1334 | 943 | 24025 |0,9969 | 3114 | 0,9996 | 24025 | 0,9969 | 0,9919
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Tasra II: Gastrina

E3P E4P E5P ELL
X 0 | 326 | 652 | 131 | 261 | 523 | 1045 o r o r G r r
vl | 2934 | 2750 | 2426 | 2031 | 1334 | 864 | 471 | 28737 | 0,9974 | 6773 | 0,9993 | 28737 | 0,9974 | 0,9986
v2 | 2671 | 2598 | 2447 | 1884 | 1212 | 742 | 415 | 92006 | 0,991 | 8268 | 0,9992 | 92006 | 0,991 | 0,9968
y3 | 2545 | 2290 | 1804 | 1662 | 1200 | 627 | 311 | 43635 | 0,9947 | 41535 | 0,9949 | 43635 | 0,9947 | 0,9854
v4 | 7437 | 6402 | 6021 | 4552 | 2902 | 1645 | 1175|319301| 0,9956 |132104| 0,9982 | 319301 | 0,9956 | 0,994
y5 | 7068 | 6579 | 6174 | 4440 | 2802 | 1399 | 813 | 621441| 0,992 | 63069 | 0,9992 | 621441 | 0,992 | 0,9975
v6 | 7182 | 6632 | 6213 | 4579 | 2772 | 1291 | 863 | 713081 | 0,9912 | 54131 | 0,9993 | 713081 | 0,9912 | 0,9961
y7 | 6532 | 5756 | 5487 | 3935 | 2541 | 1470 | 881 | 325186 | 0,9945 | 104866 0,9982 | 325186 | 0,9945 | 0,9942
v8 | 7162 | 7039 | 6298 | 4716 | 3194 | 2261 | 1206 569963 | 0,9917 | 186481 0,9973 | 569963 | 0,9917 | 0,9825
v | 7674 | 6570 | 5896 | 4339 | 3092 | 1903 | 1298 | 104075 | 0,9985 | 45032 | 0,9994 | 104075 | 0,9985 | 0,9987
y10 | 5614 | 5114 | 4753 | 3705 | 2675 | 1608 | 907 | 70191 | 0,9982 | 18518 | 0,9995 | 70191 | 0,9982 | 0,9976
y11 | 5194 | 4369 | 4205 | 3164 | 2076 | 1342 | 735 | 107821 | 0,9968 | 88406 | 0,9974 | 107821 | 0,9968 | 0,9902
y12 | 3715 | 3359 | 2920 | 2033 | 1524 | 1116 | 512 | 94296 | 0,9945 | 77958 | 0,9955 | 94296 | 0,9945 | 0,9917
y13 | 6248 | 6135 | 5446 | 4386 | 3125 | 1674 | 1563| 563871 | 0,9881 |117824| 0,9975 | 563871 | 0,9881 | 0,9753
yl4 | 6142 | 4991 | 4568 | 3709 | 2418 | 1954 | 763 | 213268 | 0,995 |161349| 0,9962 | 143618 | 0,9966 | 0,9757
y15 | 5072 | 4441 | 3846 | 2932 | 1759 | 1057 | 424 | 55018 | 0,9985 | 14538 | 0,9996 | 55018 | 0,9985 | 0,9938
y16 | 4485 | 3751 | 3262 | 2705 | 1962 | 1253 | 783 | 10866 | 0,9995 | 4138 | 0,9998 | 2978 | 0,9999 | 0,9964
y17 | 4061 | 3479 | 2992 | 2115 | 1382 | 926 | 551 | 49357 | 0,9977 | 9577 | 0,9996 | 49357 | 0,9977 | 0,999
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Tasra III: Androstendiona

E3P E4P ESP ELL
X 0 0,15 0,4 1,5 4 10 o r o r o r r

yl | 12793 | 11260 | 9990 | 7170 | 5319 | 3709 | 201267 | 0,9984 | 24860 | 0,9998 24402 | 0,9998 | 0,9996
y2 | 15787 | 13510 | 11625 | 8811 | 6345 3730 | 1484103| 0,9927 | 87788 | 0,9995 1118 | 0,9999 | 0,933
y3 | 11524 | 9937 8217 | 5856 | 4327 | 2508 | 589436 | 0,995 | 174196 | 0,9985 10513 | 0,9999 | 0,9949
v4 | 9265 8167 | 6889 | 5261 | 3785 2415 | 343173 | 0,995 | 67263 | 0,999 20815 | 0,9997 | 0,9965
y5 | 11716 | 9762 | 9120 | 6188 | 4662 | 2698 | 785405 | 0,9932 | 272022 | 0,9976 | 253749 | 0,9978 | 0,9883
y6 | 11217 | 9425 8868 | 5556 | 4250 | 2880 | 495259 | 0,9954 | 433679 | 0,9959 | 186589 | 0,9983 | 0,9914
y7 | 12082 | 9979 8771 | 6268 | 4461 2734 | 732338 | 0,9941 | 13847 | 0,9999 33140 | 0,9997 | 0,9948
y8 | 11422 | 10525 | 9415 | 7044 | 4595 3081 52014 | 0,9995 | 26753 | 0,9998 19687 | 0,9998 | 0,9995
y9 | 21229 | 18310 | 16482 | 11129 | 8666 | 6045 | 824840 | 0,9977 | 494588 | 0,9998 | 434102 | 0,9988 | 0,9976
y10 | 12212 | 10289 | 9538 | 7547 | 5556 3288 | 1199678 | 0,9888 | 16278 | 0,9998 22765 | 0,9998 | 0,9825
yl1| 13285 | 11362 | 10439 | 7411 | 6434 | 4495 | 818044 | 0,9926 | 442018 | 0,996 334454 | 0,997 | 0,9934
y12 | 12586 | 11221 | 9858 | 7375 | 4856 | 3229 | 240264 | 0,9982 | 36865 | 0,9997 21968 | 0,9998 | 0,9987
y13 | 17143 | 14237 | 13556 | 8679 | 6434 | 4400 | 1283009 | 0,9948 | 1004213 | 0,9959 | 195987 | 0,9992 | 0,9913
y14| 15780 | 12759 | 11282 | 7910 | 6135 3778 | 1590849| 0,992 | 197369 | 0,999 232563 | 0,9988 | 0,9934
y15| 15220 | 11805 | 10857 | 6810 | 5251 3555 | 1383702 0,9929 | 635691 | 0,9967 | 241041 | 0,9988 | 0,9927
yl6 | 12541 | 10549 | 9161 | 6727 | 5079 | 3167 | 822210 | 0,9933 | 59232 | 0,9995 19003 | 0,9998 | 0,9954
y17 | 12313 | 11869 | 9419 | 7206 | 4777 | 2824 | 837597 | 0,9943 | 744889 | 0,9949 | 620778 | 0,9958 0,98

y18 | 17080 | 13801 | 12011 | 9386 | 6692 | 4526 | 2403310| 0,9888 | 45368 | 0,9998 10955 | 0,9999 | 0,994
y19| 11524 | 9937 8217 | 5856 | 4327 | 2508 | 589436 | 0,995 | 174196 | 0,9985 10513 | 0,9999 | 0,9949
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TasLa III: Androstendiona (continuacion)

E3P E4P E5P ELL
v20 | 16003 | 13804 | 12262 | 8923 | 6393 | 4214 | 648004 | 0,9968| 11456 | 0,9999| 29513 | 0,9999| 0,9981
y21 | 15847 | 12901 | 11492 | 7995 | 5566 | 4179 | 757943 | 0,9963| 136769| 0,9993| 0 0,9999 | 0,9982
v22 | 24103 | 21934 | 17499 | 13319 | 9606 | 6318 | 2554240 | 0,9947| 1710236 0,9964 | 1036554| 0,9979| 0,9912
v23 | 17638 | 15664 | 12869 | 9993 | 7025 | 4773 | 1255667 | 0,9949| 481198 | 0,9981| 290574 | 0,9988| 0,9957
v24 | 10474 | 9637 | 8771 | 6272 | 4886 | 3187 | 172583 | 0,9979| 129286 | 0,9984| 62735 | 0,9992| 0,9982
v25 | 18421 | 15601 | 14139 | 10361 | 7443 | 4274 | 1806439 | 0,9936| 76178 | 0,9997 | 144815 | 0,9995| 0,9902
v26 | 12696 | 10673 | 9933 | 7816 | 5719 | 3853 | 1008951 | 0,9906| 54986 | 0,9995| 5417 | 0,9999| 0,9989
v27 | 11146 | 9205 | 8949 | 6984 | 4774 | 3437 | 903637 | 0,9893| 349145| 0,9959| 17577 | 0,9998| 0,9811
y28 | 11396 | 9414 | 8040 | 6608 | 4205 | 2904 | 1283947 | 0,9873| 264823 | 0,9974| 192554 | 0,9981| 0,9903
v29 | 14966 | 13715 | 11246| 8917 | 6662 | 3336 | 2153802| 0,9888| 862640| 0,9955| 319896 | 0,9983| 0,9843
y30 | 14649 | 13282 | 11975| 10144 | 7646 | 5395 | 755736 | 0,9938| 83465 | 0,9993| 48351 | 0,9996| 0,9956
y31 | 17793 | 15619 | 14767 | 10761 | 7588 | 5123 | 596398 | 0,9976| 297542 | 0,9988| 29398 | 0,9999| 0,9935
y32 | 18038 | 15548 | 13941 | 10504 | 7431 | 5507 | 744740 | 0,9968| 65963 | 0,9997 | 6727 | 0,9999| 0,9989
y33 | 16550 | 14771 | 13092 | 8627 | 6832 | 4763 | 388678 | 0,9982| 379690 | 0,9983 | 289711 | 0,9987| 0,9968
y34 | 16427 | 14912 | 13320| 9465 | 7074 | 4788 | 213167 | 0,999 | 112587| 0,9995| 36138 | 0,9998| 0,9993
y35 | 15554 | 14282 | 12834 | 9483 | 6471 | 4000 | 133889 | 0,9994| 2948 | 0,9999| 393 | 0,9999| 0,9988
v36 | 12965 | 11927 | 10445| 7612 | 5156 | 3415 | 68934 | 0,9996| 20247 | 0,9998| 11851 | 0,9999| 0,9995
y37 | 16025 | 13454 | 12057 | 9220 | 6492 | 4362 | 1326048 | 0,9931| 29489 | 0,9998| 24 0,9999 | 0,9951
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TaBLA 1V: Glucagon

E3P E4P E5SP ELL
X 0 31,25 62,5 125 500 | 1000 c r c r c r r

yl | 4726 | 3451 3024 | 2273 | 952,3 | 697 38564 | 0,998 24877 | 0,999 4176 1,000 0,997
y2 | 6895 5264 | 4617 | 2878 1702 | 1017 | 245936 | 0,995 224250 | 0,996 | 245936 | 0,995 0,992
y3 | 3047 | 2401 1728 | 1013 | 5759 | 428,5 | 94320 | 0,991 5842 0,999 | 94320 | 0,991 0,984
v4 | 2125 1737 1402 | 1051 | 477,5| 424 7915 0,998 1820 1,000 7915 0,998 0,993
y5 | 2055 1602 1187 | 739,5 441 237 28201 0,994 12084 | 0,998 | 28201 0,994 0,988
y6 | 2235 1835 1581 | 1009 | 538,4 | 527,5 | 40902 | 0,992 11370 | 0,998 | 40902 0,992 0,978
y7 | 2823 | 2350 | 2087 | 1334 | 716,4| 530,5 | 52412 | 0,994 24301 0,997 | 52412 0,994 0,993
y8 | 1221 | 852,6 | 804,8 | 504,9 | 283,8 | 244,5 10207 | 0,993 10206 | 0,993 | 10207 0,993 0,985
y9 | 2235 1835 1581 | 1009 | 5384 | 527,5 | 40858 | 0,992 11418 | 0,998 | 40858 0,992 0,978
y10 | 3815 2774 | 2411 | 1544 | 588,5| 348,6 | 30789 | 0,998 30544 | 0,998 | 30789 0,998 0,997
yl1 | 7436 | 6382 5806 | 4057 1543 | 1011 | 222867 | 0,997 82709 | 0,999 | 222867 | 0,997 0,998
y12 | 4271 3299 | 3032 | 2488 1628 | 1120 65700 | 0,995 9409 0,999 | 11080 | 0,999 0,994
y13 | 3181 2559 | 2037 | 1770 | 733,5| 399,1 31283 | 0,997 20698 | 0,998 | 31283 0,997 0,993

L00T ‘98-S9 ‘(1) €L "0A

CUHLSALY Td VIV SHNOIOVAOH O¥LVND A IVIANAD OTAAOIN



B TaBra V: Insulina

‘'ST00 A OYOINOIN Zd1 ¥

E3P E4P E5P ELL
X 0 5 15 50 100 200 400 c r c r c r r
yl | 4627 | 3721 | 2712 | 1724 | 1286 | 1066 | 565 76974 | 0,997 | 51012 | 0,998 | 13828 1 0,991
y2 | 5506 | 4228 | 3158 | 1873 | 1482 | 1125 | 692 69514 | 0,998 | 28484 | 0,999 | 8002 1 0,996
y3 | 6799 | 5065 | 3818 | 2543 | 1948 | 1554 | 880 | 275237 | 0,995 | 51758 | 0,999 | 10232 1 0,991
y4 | 8203 | 6205 | 4858 | 2999 | 2357 | 1791 | 1021 | 326930 | 0,996 | 65464 | 0,999 | 47900 | 0,999 | 0,992
y5 | 9136 | 7159 | 5297 | 3389 | 2484 | 2034 | 1185 | 240478 | 0,997 | 100895 | 0,999 | 20270 1 0,994
y6 | 7978 | 6022 | 4541 | 3108 | 2484 | 1801 | 1062 | 465225 | 0,994 | 71573 | 0,999 586 1 0,99
y7 | 7894 | 6229 | 4449 | 3115 | 2532 | 1636 | 1010 | 483111 | 0,994 | 192522 | 0,997 | 61613 | 0,999 | 0,991
y8 | 6943 | 5545 | 4152 | 2586 | 2079 | 1674 | 935 | 180467 | 0,997 | 109892 | 0,998 | 23173 1 0,991
y9 | 10291 | 7954 | 5939 | 3752 | 3064 | 1976 | 1274 | 470296 | 0,996 | 121144 | 0,999 | 40620 1 0,995

yl0| 9028 | 7238 | 5612 | 3488 | 2658 | 2124 | 1406 | 125728 | 0,999 | 48595 1 18574 1 0,998

yl1| 5629 | 4339 | 3181 | 2160 | 1478 | 1200 | 623 | 174610 | 0,996 | 53553 | 0,999 | 23767 | 0,999 | 0,989

y12 | 7993 | 6559 | 4531 | 3309 | 2813 | 2000 | 1058 | 772060 | 0,99 | 482347 | 0,994 | 162191 | 0,998 | 0,98

y13 | 7603 | 5587 | 4310 | 3088 | 2079 | 1585 | 983 | 491020 | 0,993 | 40234 | 0,999 | 32654 1 0,992

yl4 | 4801 | 3808 | 2907 | 1784 | 1447 | 1077 | 544 | 115394 | 0,996 | 50610 | 0,998 | 9452 0,988

y15| 6364 | 4741 | 3484 | 2485 | 1887 | 1370 | 668 | 439395 | 0,991 | 78384 | 0,998 | 5606 0,979

y16 | 12259 | 9667 | 7124 | 4829 | 3699 | 2697 | 1668 | 670806 | 0,996 | 186707 | 0,999 | 16217 0,995

Ny

y17 | 5803 | 4609 | 3339 | 2051 | 1646 | 1162 | 692 | 100003 | 0,998 | 55972 | 0,999 | 9252 0,995

y19| 8827 | 7360 | 4842 | 3389 | 2714 | 1914 | 1219 | 549025 | 0,994 | 500222 | 0,995 | 288797 | 0,997 | 0,989

y20 | 11065 | 9055 | 6833 | 4386 | 3479 | 2367 | 1555 | 335006 | 0,998 | 127053 | 0,999 | 27833 0,997

y21 | 11617 | 9130 | 6958 | 4419 | 3562 | 2518 | 1723 | 385179 | 0,998 | 87827 | 0,999 | 24455 0,998

1
1
1
1
y18 | 11947 | 8845 | 6665 | 4445 | 3290 | 2542 | 1593 | 692751 | 0,996 | 59526 1 25824 1 0,996
9
1
1
1

y22 | 11248 | 8743 | 6770 | 4317 | 3335 | 2525 | 1675 | 355089 | 0,998 | 44655 1 27354 0,998
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TaBra VI: Osteocalcina

E3P E4P E5P ELL
X 0 1 4,5 14 30 60 o r o r o r r
yl | 5037 | 4257 | 3019 | 1721 | 1009 | 730 | 9715 0,9996 | 12301 | 0,9997 4434 | 0,9998 | 0,999
y2 | 5542 | 4300 | 2842 | 1699 | 1315 | 981 5570 0,9993 | 22486 | 0,9998 4927 | 0,9999 | 0,999
y3 | 4752 | 3615 | 2381 | 1257 887 | 679 | 14567 0,999 27602 | 0,9994 3724 | 0,9999 | 0,999
v4 | 4576 | 3821 | 2585 | 1389 946 | 727 7105 0,9997 7576 0,9997 7576 | 0,9997 | 0,999
y5 | 4863 | 4148 | 2875 | 1935 | 1293 | 853 | 13288 | 0,9986 | 35650 | 0,9995 3713 | 0,9998 | 0,998
y6 | 7093 | 5504 | 3790 | 2436 | 1885|1203 | 24276 | 0,9971 | 151735| 0,9995 | 17302 | 0,9997 | 0,996
y7 | 6057 | 4629 | 3100 | 2016 | 1360 | 799 | 10830 | 0,9963 | 150682 | 0,9997 159 | 0,9999 | 0,992
y8 | 4722 | 3658 | 2851 | 1687 | 1238 | 835 | 35715 | 0,9947 | 121313 | 0,9984 6195 | 0,9997 | 0,993
y9 | 5779 | 5137 | 3680 | 2586 | 1799|1087 | 43715 | 0,9976 | 83234 | 0,9987 | 11096 | 0,9997 | 0,996
y10 | 7200 | 5803 | 4737 | 2917 | 2321|1315 | 123995 | 0,9928 | 360317 | 0,9974 | 100328 | 0,998 0,983
y11 | 5683 | 4099 | 3386 | 1982 | 1537|1060 | 114563 | 0,9873 | 390962 | 0,9963 | 16304 | 0,9995 | 0,985
y12 | 5577 | 4226 | 3354 | 2047 | 1502 | 1058 | 52438 | 0,9926 | 222998 | 0,9983 4919 | 0,9998 | 0,992
y13 | 7380 | 6016 | 4215 | 2501 | 1938 | 1278 | 31054 | 0,9988 | 68533 | 0,9995 | 32373 | 0,9994 | 0,998
yl4 | 6989 | 5789 | 4208 | 2297 | 1710 | 1158 | 56236 | 0,9988 | 66085 | 0,9999 | 15843 | 0,9997 | 0,998
y15 | 5124 | 4284 | 3064 | 1641 | 1329 | 984 | 41697 | 0,9985 | 41918 | 0,9986 | 41918 | 0,9985 | 0,996
yl16 | 3568 | 3011 | 2226 | 1134 941 | 661 | 16219 | 0,9973 | 38391 | 0,9974 | 38391 | 0,9973 | 0,995
y17 | 2752 | 2494 | 1760 | 1430 | 1146 | 849 | 28880 | 0,9938 | 34830 | 0,9946 | 15162 | 0,9973 | 0,988
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TaBLA VII: Péptido C

E3P E4P E5P ELL
X 0 0.5 1 3 10 30 c r o r o r r
yl | 8847 | 7340 | 5827 | 3988 | 1499 | 856 | 242483 | 0,9976 | 165440 | 0,9984 | 110683 | 0,9989 | 0,995
y2 | 11592 | 8375 | 7234 | 3907 | 1722 | 929,5 | 1276979 | 0,9925 | 825106 | 0,9952 | 60916 | 0,9996 0,99
y3 | 10020 | 8136 | 5882 | 3454 | 1288 | 593,5 | 46454 | 0,9997 | 23232 | 0,9998 17487 | 0,9999 | 0,998
v4 | 10008 | 8083 | 6252 | 3255 | 1335 | 626,5 | 134770 | 0,9991 | 134591 | 0,9991 | 134770 | 0,9991 | 0,998
y5 | 6874 | 6488 | 5302 | 2725 | 1213 | 566,5 | 351808 | 0,9953 | 38366 | 0,9995 | 351808 | 0,9953 | 0,998
y6 | 5995 | 5272 | 4010 | 2609 | 1015 | 469,1 | 22423 | 0,9996 | 21890 | 0,9996 | 21083 | 0,9996 | 0,999
y7 | 4912 | 4366 | 3679 | 1982 | 802 | 403,9 | 95298 | 0,9974 | 36551 0,999 95298 | 0,9974 | 0,998
y8 | 12037 | 9764 | 7921 | 3700 | 1562 | 748 | 651214 | 0,9969 | 599973 | 0,9972 | 651214 | 0,9969 | 0,996
v9 | 11068 | 9741 | 7975 | 4092 | 1623 | 936,5 | 539737 | 0,9971 | 186008 | 0,999 | 539737 | 0,9971 | 0,997
y10 | 8764 | 8293 | 6031 | 3167 | 1375 | 613,2 | 438318 | 0,9964 | 73714 | 0,9994 | 438318 | 0,9964 | 0,995
yl1| 8620 | 8017 | 6787 | 3861 | 1791 | 918,7 | 309613 | 0,9971 51000 | 0,9995 | 309613 | 0,9971 | 0,999
y12 | 8356 | 6863 | 5971 | 2881 | 1340 | 574 | 500104 | 0,995 | 471205 | 0,9953 | 500104 | 0,995 0,991
y13 | 9609 | 8030 | 6524 | 3243 | 1633 | 737,5 | 322794 | 0,9975 | 289217 | 0,9978 | 322794 | 0,9975 | 0,997
y14 | 8302 | 6709 | 4235 | 2712 | 1485 | 556 | 224344 | 0,9975 | 209020 | 0,9977 | 103283 | 0,9989 | 0,992
y15| 9316 | 8402 | 5808 | 3435 | 1713 | 1021 | 211426 | 0,9982 | 91270 | 0,9992 | 211426 | 0,9982 | 0,994
yl6 | 7050 | 6797 | 5593 | 3160 | 1724 | 764,5 | 301116 | 0,9958 | 120354 | 0,9983 | 301116 | 0,9958 | 0,994
y17 | 8395 | 7193 | 6488 | 3368 | 1877 | 1141 | 610152 | 0,9933 | 467295 | 0,9948 | 610152 | 0,9933 0,99
y18 | 8832 | 8057 | 6640 | 3541 | 1460 | 599,5 | 301258 | 0,9975 | 60465 | 0,9995 | 301258 | 0,9975 | 0,999
y19 | 12427 | 11824 | 7312 | 4099 | 2601 | 1286 | 2013036 | 0,991 | 1014732 | 0,9955 | 2013036 | 0,991 0,971
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TaBLA VIII: TSI (Anticuerpo anti receptor de TSH)
E3P E4P E5P ELL
X 0 5 15 45 135 405 c r G r c r r

yl 3052 2743 | 2160 1226 | 1114 | 753,9 | 80909 0,9909 | 47919 | 0,9946 | 80909 0,9909 0,97
y2 5707 4720 | 4285 3138 | 1605 | 760,8 | 154687 | 0,9957 | 88228 | 0,9976 8685 0,9998 0,985
y3 3067 3469 | 2811 1926 | 1053 | 774,5 | 260472 0,9786 | 118341 | 0,9903 | 260472 0,9786 0,987
v4 4066 3694 | 3319 2345 | 1193 | 726,5 | 29244 0,9984 | 17681 | 0,9991 | 29244 0,9984 0,997
y5 7504 6766 | 5479 3660 | 1612 | 1090 | 110069 | 0,9969 | 20657 0,999 | 110069 0,9984 0,996
y6 5311 4723 | 3778 2524 | 1451 | 1269 | 49275 0,9983 | 20657 | 0,9993 | 49275 0,9983 0,985
y7 6073 5654 | 4369 2867 | 2417 | 1801 | 196713 0,9937 | 97906 | 0,9969 | 196713 0,9937 0,964
y8 6244 5329 | 4426 2685 | 1818 | 1279 | 54787 0,9986 | 46247 | 0,9988 | 54787 0,9986 0,995
v9 6130 5290 | 4287 3092 | 1612 | 1327 | 77294 0,998 77067 0,998 73047 0,9981 0,992
y10 | 4819 4546 | 3709 2309 | 1392 | 1103 | 106063 0,9959 581 0,9999 | 106063 0,9959 0,982
yl1 | 4769 4342 | 3422 2121 | 1396 | 1128 | 66068 0,9972 535 0,9999 | 66068 0,9972 0,982
y12 | 5431 4798 | 4033 2491 | 1348 | 1159 | 100254 | 0,9969 | 39569 | 0,9988 | 100254 0,9969 0,986
y13 | 6381 5917 | 4344 2744 | 1409 | 1210 | 215340 | 0,9957 | 65321 | 0,9987 | 215340 | 0,9957 0,977
yl4 | 6316 5701 | 4515 2817 | 1502 | 1248 | 110400 | 0,9976 | 17339 | 0,9996 | 110400 | 0,9976 0,987
y15 | 6025 5548 | 4815 2880 | 1574 | 1173 | 192952 0,9955 | 21820 | 0,9995 | 192952 0,9955 0,991
yl6 | 4516 4327 | 3943 2487 | 1334 | 946,2 | 165985 0,9932 6905 0,9998 | 165985 0,9932 0,991
y17 | 4816 4252 | 3339 2134 | 1337 | 1210 | 51006 0,9978 8008 0,9996 | 51006 0,998 0,978
y18 | 3991 3547 | 3035 1896 | 1186 | 1029 | 54810 0,9965 18727 | 0,9988 | 54810 0,9965 0,984
y19 | 4471 3925 | 3518 1886 | 1114 | 747,1 | 156553 0,9936 | 80501 | 0,9967 | 156553 0,9936 0,99
y20 | 3988 3193 | 2946 1889 | 1509 | 1375 | 98480 0,991 98134 | 0,9911 | 98480 0,991 0,968
y21 | 3604 3310 | 2854 1797 | 1032 | 877,5 | 61792 0,9955 8840 0,9993 | 61792 0,9955 0,985
y22 | 5932 5275 | 4152 2586 | 1739 | 1255 | 46492 0,9987 9679 0,9997 | 46492 0,9987 0,99
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TaBra VIII: TSI (Anticuerpo anti receptor de TSH) (continuacion)
E3P E4P E5P ELL
X 0 5 15 45 135 405 o r o r o r r

y23 | 3529 | 3370 | 2715 | 1628 | 9359 | 760,8 87506 0,994 1351 0,9999 | 87506 0,9941 0,977
y24 | 5113 | 4885 | 3811 | 2259 | 1190 808,9 | 149595 0,9957 | 13430 0,9996 | 149595 | 0,9957 0,985
y25 | 3784 | 3472 | 2874 | 1520 | 1125 887,8 | 148057 | 0,9906 | 24155 0,9985 | 148057 | 0,9906 0,973
y26 | 6259 | 5033 | 3880 | 2841 | 1640 1156 93437 0,9976 | 27723 0,9993 | 21888 0,9994 0,998
y27 | 3572 | 3390 | 2234 | 1392 | 957,9 | 642,6 | 141374 | 0,9908 | 67690 0,9956 | 141374 | 0,9908 0,959
y28 | 2858 | 2735 | 1595 | 919,6 | 541,1 | 323,7 | 159121 0,9867 | 69170 0,9942 | 159121 0,9867 0,959
y29 | 2010 | 1897 | 1617 | 1100 | 559,6 | 374,5 10019 0,9979 1037 0,9998 | 10019 0,9979 | 0,996
y30 | 3394 | 3384 | 2664 | 1769 | 908,1 | 617,7 80099 0,9945 | 27374 0,9981 | 80099 0,9945 0,934
y31 | 2770 | 2484 | 2444 | 1649 | 860,9 723 86094 0,9889 | 34010 0,9956 | 86094 0,9889 0,97
y32 | 2422 | 1969 | 1776 | 1191 | 643,1 563,3 32646 0,9942 | 32206 0,9943 | 32646 0,9942 0,982
y33 | 7833 | 6791 | 5015 | 3675 | 2429 2073 81950 0,9985 | 72239 0,9987 | 81950 0,9985 0,981
yv34 | 4899 | 4696 | 4011 | 2364 | 1718 1311 218223 0,991 32023 0,9987 | 218223 0,991 0,974
y35 | 6059 | 5673 | 4080 | 3607 | 2897 2629 271301 0,9865 | 230919 | 0,9885 | 271301 0,9865 0,92
y36 | 4847 | 4538 | 3264 | 2885 | 2318 2103 173748 | 0,9865 | 147860 | 0,9885 | 173748 | 0,9865 0,92
y37 | 3892 | 3533 | 2899 | 1942 | 1449 1137 21350 0,9983 6192 0,9995 | 21350 0,9983 0,984
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REAL AcADEMIA NACIONAL DE FARMACIA AN. R. Acap. Nac. Farwm.

Cronica de la Sesion Inaugural
del Curso Académico 2007

Mesa de la Presidencia (de izda. a dcha.): Don Carlos Berzosa, Don Alberto
Galindo Tixaire, Don Salustiano del Campo Urbano, Dovia Maria Teresa Miras
Portugal (Presidenta Entrante), Don Fernando Gurrea y Don Landelino Lavilla.

Sentado entre los Académicos, primero por la izda., Don Juan Manuel Reol Tejada
(Presidente Saliente).

El dia 18 de enero de 2007, la Real Academia Nacional de Far-
macia celebré la inauguracién de su Curso Académico en un acto
que revistié gran solemnidad. Presidieron el acto el Excmo. Sefior
Don Juan Manuel Reol Tejada, Presidente saliente de la Real Acade-
mia Nacional de Farmacia, y la Excma. Sefiora Dofia Maria Teresa
Miras Portugal, Presidenta entrante de nuestra corporacién. Junto a
ellos, el Presidente del Instituto de Espafia, el Excmo. Sefior Don
Salustiano del Campo; el Subsecretario del Ministerio de Educacién
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y Ciencia, el Excmo. Senor Don Fernando Gurrea; el Presidente de
la Real Academia Nacional de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales,
el Excmo. Sefior Don Alberto Galindo Tixaire; el Presidente de la
Real Academia Nacional de Jurisprudencia y Legislacion, el Excmo.
Sefior Don Landelino Lavilla, y el Rector de la Universidad Complu-
tense de Madrid, el Excmo. Sefior Don Carlos Berzosa.

El acto comenzé con la Toma de Posesién de la Presidencia de
la Real Academia Nacional de Farmacia por parte de la Excma.
Senora Dona Maria Teresa Miras Portugal. En el Acto de Toma de
Posesion, el Presidente saliente, Excmo. Sefior Don Juan Manuel
Reol Tejada le hizo entrega de los Estatutos de nuestra Real Aca-
demia a la Presidenta entrante, Excma. Sefiora Dona Maria Teresa
Miras Portugal, quien acepté solemnemente y se comprometié a
guardar fidelidad a los mismos.

A continuacion, el Académico Secretario, Excmo. Sefior Don
Antonio Doadrio Villarejo, leyé la Memoria de Actividades Académi-
cas correspondientes al ano 2006; posteriormente el Excmo. Sefior
Don Juan Tamargo ley6 el preceptivo discurso inaugural del Curso
sobre: «El desarrollo de farmacos. A propdsito de la insuficiencia
cardiaca: Luces, sombras, reflexiones y perspectivas».

Seguidamente se entregaron los Premios de Investigacién, res-
pectivamente, Premio de la Real Academia Nacional de Farmacia,
Premio del Consejo General de Colegios Oficiales de Farmacéuti-
cos, Premio del Colegio Oficial de Farmacéuticos de Madrid, Premio
Alcaliber, Premio Cinfa, Premio Faes Pharma, Premio Mabo, Pre-
mio Normon, Premio Juan Abell6, Premio Carlos del Castillo Leiva
y Premio Santos Ruiz, a los jovenes investigadores que los jurados
eligieron merecedores.

Por ultimo, se hizo entrega a Dona Josefa Ortega Ortiz de Apo-
daca de un Diploma por sus veintisiete afios de trabajo y lealtad a
nuestra Real Academia.

El acto cont6 con una masiva asistencia y la presencia, entre
otras personalidades, de los Presidentes de la Real Academia Nacio-
nal de Medicina; de las Reales Academias Territoriales de Farmacia
de Espana: Catalufia, Galicia, Iberoamericana de Sevilla y Granada
y Santa Maria de la Regiéon de Murcia, asi como numerosos Acadé-

145



REAL AcADEMIA NACIONAL DE FARMACIA AN. R. Acap. Nac. Farwm.
micos de las Reales Academias Nacionales de Medicina, Ciencias, y
otras personalidades académicas.

Clausuré6 el acto la Presidenta de esta Real Corporacion, de-
clarando inaugurado el Curso Académico 2007 en nombre de S. M.
el Rey.
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Intervenciéon del Presidente saliente Don Juan
Manuel Reol en el Acto de Toma de Posesion
de Doina M.? Teresa Miras, como Presidenta
de la Real Academia Nacional de Farmacia

Cuando intervengo por ultima vez como Presidente de esta Real
Academia Nacional de Farmacia quiero, en primerisimo lugar, re-
cordar a quienes nos han dejado en el aino 2006. Entre ellos el Pro-
fesor Fernandez-Galiano: su magisterio y su dedicaciéon a la Acade-
mia seran inolvidables para nosotros.

Las Academias no viven dentro de una urna de cristal. Son parte
de la vida de Espana y laten al unisono con las alegrias y las preocu-
paciones de nuestro pais. Por eso, una vez mas, debemos condenar
con toda firmeza el criminal atentado terrorista del 30 de diciembre.

Las Academias, desde la libertad, la independencia y la sabiduria
de sus miembros, quieren, al servicio de los poderes publicos y la
sociedad civil, anticipar escenarios, descubrir horizontes, criticar
desde la esperanza y estimular desde la exigencia de mayores logros.
En definitiva, el comportamiento intelectual de las Academias viene
definido por la responsabilidad y el obligado compromiso con la ex-
celencia.

La Real Academia Nacional de Farmacia, desde el soporte de las
ciencias basicas, cultiva las ciencias farmacéuticas para acercar los
logros cientificos al paciente. En el marco de las ciencias de la vida,
nos comprometemos con la salud, a través del estudio, debate y
difusién de los hallazgos relacionados con las ciencias farmacéuticas
y el medicamento.

Se han cumplido mis dos periodos (2001-2003-2006) de mandato,
a los que estatutariamente esta limitado el ejercicio de los cargos. Pues
bien, hemos restaurado gran parte del edificio (Biblioteca, Aulas y
Salones, principalmente) e incorporado las nuevas tecnologias (digi-
talizacion de nuestros fondos bibliograficos y excelente pagina web
con dos millones y medio de visitas anuales). Pero no querria ser re-
cordado sélo por esto, por cuanto siendo ello importante, y atin nece-
sario, no dejan de ser soportes materiales para fines mas elevados.
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Me gustaria ser recordado por haber movilizado voluntades y
estimulado la materia gris, que hay a raudales en esta Academia.
Todo ello dirigido a un objetivo: debatir la ciencia, como diria el
maestro Lain, «repensar» sus conclusiones, difundir y socializar los
conocimientos. Pero ese objetivo tiene un dltimo, o primer, horizon-
te: desde el nucleo del pensamiento cientifico y el filtro de la bio-
ética, transmitir esperanza al paciente.

Me gustaria ser recordado por promover el didlogo con la socie-
dad y el mundo de la cultura y de la historia. Entiendo que deberia-
mos esforzarnos por abrir las mentes a la idea que sélo hay una cul-
tura: la que pretende desentranar el misterio de la vida y el cosmos
desde el pensamiento cientifico, propio de Occidente, la filosofia gre-
colatina y el humanismo y sentido de la igualdad de raiz cristiana.

En este aspecto nuestros esfuerzos se han vuelto hacia la historia
para situar las tareas de nuestros antecesores en los dificiles escena-
rios en los que vivieron. Asi se entienden nuestros homenajes a los
Profesores Obdulio Fernandez, Enrique Moles, José M.* Albareda, o
mas recientemente a nuestro Presidente de Honor, el Profesor San-
tos Ruiz, y a Don Santiago Ramén y Cajal. Asi se entiende, también,
nuestra coleccion de Lecturas Singulares para recrear nuestro espa-
cio-tiempo espiritual que no puede ser otro que el de Cervantes y
Leoén Felipe, el gran poeta farmacéutico.

Como expresion de nuestro quehacer en el periodo 2001-2006
daré unas cifras: 16 publicaciones sobre ciencias farmacéuticas,
de la salud y basicas; 10 sobre aspectos histéricos y culturales;
18 que recogen mesas redondas relacionadas con las fronteras sani-
tarias, la investigacion, la industria farmacéutica, la profesién y los
pacientes.

También quiero subrayar la renovacién de los Anales y la culmi-
nacion del Diccionario Bilingiie de Términos Farmacéuticos, actual-
mente en imprenta, que se presentard muy pronto en la Academia.
Por ultimo, el Convenio alcanzado con la Universidad Complutense
para el mutuo acceso, a través de la red, de nuestros respectivos
fondos bibliograficos.

Me gustaria ser recordado por conseguir la designacién de nues-
tra Academia para organizar el II Encuentro de Academias Ibero-
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americanas, en junio de este ano en Madrid. En esas fechas nos
reuniremos las Academias Iberoamericanas y las espafolas. Hoy nos
acomparnian los Presidentes de la Real Academia de Farmacia de
Cataluna, de la Academia de Farmacia de Galicia, de la Academia
Iberoamericana de Sevilla y Granada y de la de Santa Maria de la
Regién de Murcia, después de haber tenido una marnana de trabajo
compartiendo ideas y objetivos con ellos.

Me parece de excepcional importancia que, en seguimiento de la
Declaracién de Valparaiso, las ciencias farmacéuticas, que se estu-
dian y cultivan en nuestras Academias, se asomen al mundo hablan-
do esparfiol para dejar constancia del valor de nuestro esfuerzo en
pro de la ciencia y de la salud. A la vez, con las Academias Iberoame-
ricanas, reflexionaremos sobre nuestro pasado histérico para pro-
yectarnos hacia este mundo nuevo y dificil del siglo XXI.

Me voy orgulloso y tranquilo:

Orgulloso por los resultados obtenidos, pero, sobre todo, por el
esfuerzo y el empefio puesto al servicio de la Academia.

Orgulloso por haber aprovechado la oportunidad tinica de presi-
dir una de las ocho Reales Academias del Instituto de Espafia, para
contribuir a llevar a la Real Academia Nacional de Farmacia al lugar
de privilegio que por su historia y la excelencia del trabajo de sus
miembros se merece.

Orgulloso por el respaldo que siempre he tenido de las Juntas de
Gobierno, desde la primera a la ultima celebrada, y por las muchas
sefiales de afecto de mis companeros.

Me voy tranquilo. Permitanme un rasgo de humor. A partir de
cierta edad... y en las Academias, la tranquilidad, como la salud, es
«un estado transitorio que nada bueno presagia». En todo caso estos
versos describen muy bien mi estado de d4nimo:

«Ahora mismo
hay sosiego en el rumor del viento
y los pajaros duermen en sus nidos».

Tranquilo, porque la Academia ha alcanzado su velocidad de
crucero.
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Tranquilo, porque estos afnos se han incorporado a la Real Aca-
demia Nacional de Farmacia figuras de primera fila de la ciencia
espafiola que residen en muy diversos lugares de Espana.

Tranquilo, porque el timén esta en excelentes manos.

El pasado 14 de diciembre, la Academia eligié, con sabiduria y
extrema cortesia, a la Profesora M.* Teresa Miras Portugal como
nueva Presidenta. Al hacerlo asi se produjo un cambio generacio-
nal. Una persona joven, a la vez que madura y reflexiva, dirigira
el rumbo de la Academia. La Academia ha elegido a esta brillan-
tisima universitaria con la naturalidad con la que sabe hacer estas
cosas.

La Profesora Miras es Doctora en Farmacia, Catedratica de Bio-
quimica y Biologia Molecular en la Universidad Complutense, Socia
de Honor de la Sociedad Esparfiola de Bioquimica y Biologia Mole-
cular, Premio Nacional de Ciencias de la CEOE. Ella es una de las
grandes personalidades europeas de las neurociencias. Su trabajo,
conocido y reconocido en el ambito internacional, parte de la inves-
tigacién basica para acercarse, desde la Farmacologia Molecular, a
la clinica, en el horizonte del paciente.

En resumen:

Una universitaria. Doctora en Farmacia, de enorme prestigio, ex-
traordinaria densidad cientifica, grandisima cultura y calidad huma-
na, es desde ahora mismo nuestra Presidenta.

S6lo me queda el capitulo de agradecimientos:

A Su Majestad El Rey, cuyo Alto Patronazgo nos honra y enorgu-
llece.

A la Ministra de Educacién y el Secretario de Estado por la asis-
tencia y ayuda que permanentemente nos prestan.

Al mundo académico: Instituto de Espana y Reales Academias, a
quienes hemos querido siempre mostrar cercania porque idéntico es
nuestro objetivo, aunque diversos los caminos. Especial referencia
quiero hacer a nuestra hermana mayor, la Real Academia Nacional
de Medicina, la primera en nuestro afecto, y a la Real Academia de
Ciencias.
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A nuestras queridas Academias de Farmacia de los distintos terri-
torios esparfioles, a las Academias Iberoamericanas, porque con ellas
compartimos idioma, motivaciones y objetivos.

Al mundo de la Sanidad y sus instituciones —Direccion General
de Farmacia, Agencia Espafiola del Medicamento, Instituto de Salud
Carlos III—, tan presente y tan querido.

A la Fundacién José Casares Gil de Amigos de la Real Academia
Nacional de Farmacia y a las Instituciones, los Laboratorios Farma-
céuticos, Profesion, Empresas... que nos ofrecen generosamente su
patronazgo.

A las Instituciones Colegiales de la profesiéon farmacéutica, tan
querida, que estd en la raiz de nuestra existencia.

A los medios de comunicacién sanitarios y farmacéuticos que nos
siguen y alientan.

Especialmente a nuestro personal, y en su representacién a Pepa
Ortega, veintisiete afios de trabajo y lealtad a esta Casa.

Permitanme, por ultimo, un desahogo sentimental. Vaya ahora
en mis palabras finales un recuerdo a Burgos y a mi tierra castella-
na y leonesa, a la que dediqué afios excepcionales de mi vida. Su re-
cuerdo emocionado me viene hecho viento con el viento, como diria
Leén Felipe.

Y a mi mujer, M.* Angeles, sin la cual no entiendo ni se entiende
mi vida. Con ella quiero vivir y sentir el tiempo que la Providencia
nos conceda.

Por ultimo a todos ustedes, los Académicos de la Real Academia
Nacional de Farmacia: los respeto, los admiro y los quiero. Gracias
por estos seis afos de felicidad.

JuaN MaNUEL ReEoL TEjaDA
Madrid, 18 de enero de 2007
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Intervencion de la Presidenta Entrante,
Doiia Maria Teresa Miras Portugal

Excelentisimo Sefior Presidente saliente de la Real Academia Na-
cional de Farmacia. Excmas. Sefioras y Excmos. Sefiores Académi-
cos, sefioras y sefiores.

Por tradicién e historia, la Presidencia de esta Real Academia
Nacional de Farmacia lleva emparejada un gran honor y una gran
responsabilidad.

Honor, por ser sucesora en el cargo de Presidentes de gran tra-
yectoria profesional y humana que dedicaron inteligencia y voluntad
para adecuar nuestra Academia en cada momento a los tiempos en
que ejercieron su mandato, lo que nos ha permitido entrar sin com-
plejos en este nuevo siglo XXI. De todos ellos es deudora esta Aca-
demia, y a ellos nuestra admiraciéon y respeto.

Responsabilidad, pues el hecho de haber sido elegida en votacién
por mis propios comparieros, las Excmas. Sefioras y Excmos. Sefio-
res Académicos, me hace depositaria de su afecto y de su confianza.
Sé que nunca me faltara el apoyo, el consejo y el esfuerzo solidario
de todos ellos; espero no defraudar sus esperanzas y realizar digna-
mente las tareas que esta nueva singladura me depare.

En estos tiempos movedizos, con amplios horizontes y parame-
tros de valores en pleno cambio, ¢cudles son las funciones de las
Reales Academias y en concreto de la Real Academia Nacional de
Farmacia? y ¢qué se espera de sus miembros? Estas fueron las dos
preguntas clave que me planteé como punto de partida de una pro-
funda reflexion.

En La Zapatera Prodigiosa, de Garcia Lorca, le preguntan al ma-
rido disfrazado de cémico.

—cY en qué consiste el trabajo de usted?
Y responde:

—Ah! Es un trabajo de poca apariencia y de mucha ciencia. (Yo)
Ensetio la vida por dentro.
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Todos los miembros de esta Academia hemos estudiado y ense-
fiado la vida por dentro, en la mas plena y exacta extension de la
palabra, nos hemos visto fascinados por las diversas y sorprendentes
formas de vida, la aparente fragilidad de sus moléculas, siempre en
un precario equilibrio, las citoarquitecturas casi inimaginables, pero
posibles, sus estrategias para seguir viviendo y multiplicAindose, la
sutil utilizacién de los procesos fisicoquimicos en la obtencién de
energia, los retos para comprender la complejidad de nuestras fun-
ciones cerebrales y lo que es tal vez uno de nuestros temas mas
queridos: el conseguir mediante la utilizacién de farmacos revertir
los procesos patolégicos. Estas moléculas con utilidad farmacolégica
son de muy diversa naturaleza y origen, algunas imposibles, por el
momento, de ser sintetizadas quimicamente. Ademas, tienen vida
propia, si son dificiles de descubrir, en igual modo lo son de «do-
mar», pues han de ser estables y llegar a su destino en forma y modo
eficaz y seguro. Parece simple, pero para muchos de nosotros es el
ligero y valioso equipaje de toda una vida.

Nuestra Academia es y ha sido lugar de saber y de reflexion,
donde gente generosa que no espera ni honores ni dadivas, ajenos a
apariencias vanas, hacen un esfuerzo colectivo y honesto por cono-
cer e interpretar las claves de la situacién cientifica y profesional en
el contexto de la realidad social de nuestro pais.

Desde tiempos pretéritos la idea de que el avance en el conoci-
miento cientifico nos llevaria hacia seres humanos mas bondadosos
ha cristalizado en la mente humana. Hace aproximadamente ocho
siglos Maimoénides afirmaba que la ignorancia era la fuente de los
males humanos: «Esos grandes males que recaen sobre los hombres,
por obra de unos y otros, motivados por sus tendencias, pasiones,
sentires y creencias, son debidos a la ignorancia, es decir, la carencia
de conocimiento. Si estuvieran en posesion de la ciencia, sentirianse
refrenados de daviarse a si mismos y a los otros, por cuanto el cono-
cimiento de la verdad retrae de la enemistad y del odio, y evita que los
humanos se hagan davio mutuamente».

Posiblemente, un poco mas escépticos que antafio, tenemos, no
obstante, al menos en ciencias de la vida y la salud, que seguir
convencidos de que esa idea sigue siendo absolutamente vélida y hoy
mas que nunca necesaria. Nuestra Academia debe de contribuir a
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ese anhelo y esperanza en el valor del conocimiento y se encuentra
en la obligacién de saber valorar, apreciar y difundir las ciencias
farmacéuticas que redundaran en una mejor salud y calidad de vida.
Pero, ¢como diferenciar lo duradero y valioso de los cantos de sirena
transitorios y sin contenido? Ciertamente en el tiempo que nos ha
tocado vivir estamos sumergidos en una gran abundancia de in-
formacién, somos la sociedad de la informacién, y no estaria por
demas hacer la misma reflexién que Antonio Machado a través de
Juan de Mairena: «Aprendié tantas cosas —escribia mi maestro a la
muerte de su amigo erudito—, que no tuvo tiempo para pensar en
ninguna de ellas».

Asi pues, no sélo es necesario el conocimiento, la reflexién sose-
gada es una labor esencial, y las Academias son un buen lugar para
ello. La posibilidad de anélisis de problemas y realidades concretas
sera mas fecunda al ser procesada por el pensamiento de un colec-
tivo plural, rico en vivencias, que ha sido capaz de mantener su
ilusion en el valor del estudio y de la ciencia frente a los avatares y
desgastes cotidianos.

En un reciente discurso, nuestro Presidente saliente, el Excmo.
Senor Don Juan Manuel Reol, precisaba lo que eran en general los
objetivos actuales de las Reales Academias, que citaré con sus pro-
pias palabras:

«He creido siempre —decia— en la unidad de objetivos y en la
mision ultima de las Academias: debatir la ciencia o los movimientos
artisticos y culturales, abrir cauces y transmitir el conocimiento, “re-
pensar” teorias, emitir juicios anticipatorios, iluminar a los gobiernos
v la sociedad civil, desde la independencia y el rigor. Cada uno en el
dmbito de su disciplina humanistica o cientifica, todas propiciando el
didlogo entre las Ciencias vy las Letras. En definitiva, buscando la ver-
dad vy construyendo la gran cultura».

Pero un nuevo reto se presenta, estamos en la actualidad en la
encrucijada de la convergencia del espacio europeo de educacién
superior, por analogia se esta tratando de estructurar el espacio
iberoamericano de educacién superior y nuestra Academia no puede
permanecer al margen, debera de ser ambiciosa y prudente. Como
primer paso, el préximo mes de junio se celebrara en nuestra sede
el IT Encuentro de la Asociacion Internacional de Academias de Far-
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macia, evento al que dedicé esfuerzos y anhelos nuestro Presidente
saliente. La Academia tendra que hacer un nuevo esfuerzo y necesi-
tara conocer y saber qué estd pasando en las de su entorno.

El Excmo. Sefior Don Juan Manuel Reol, en su presentacién, ha
elogiado y resaltado mis méritos, sin duda todos ustedes se han dado
cuenta de que los ha multiplicado por el factor de su afecto y de su
gran amistad, que es reciproca, pero no crean va a influenciar mis
palabras de gratitud a su persona, pues sélo diré la verdad contras-
tada por los hechos. Comenzaré diciendo que toda institucién que
prospera y es capaz de adaptarse con éxito a los requerimientos de
la sociedad, necesita una cabeza licida y noblemente ambiciosa que
posea al mismo tiempo la capacidad de imaginar y sofiar cuales son
los nuevos retos, y con el carisma de aunar en torno a su persona
gente capaz y convencida de que la empresa vale la pena. Don Juan
Manuel ha tenido sin duda la personalidad y el carisma necesarios
para renovar nuestra institucién, lo que era casi previsible por su
trayectoria profesional intachable al servicio del pais, de la sanidad
y del medicamento. Miembro de muiltiples academias y reiterada-
mente condecorado, por citar algiin hecho singular, permitanme re-
ferirme a su espléndida labor como Primer Director General de Far-
macia en el Ministerio de Sanidad, promoviendo la Legislacion que
signific6 la Reforma Farmacéutica del afio 1978, y como Primer
Presidente del Consejo General de Castilla y Leén; Diputado en las
Cortes Constituyentes y Primera Legislatura, y en la actualidad Vo-
cal del Consejo Asesor de la Agencia Espafola del Medicamento.
Pero sobre todo hombre de bien, culto y refinado, que no desdend
la accién, pues como decia Baltasar Gracian: «El saber y el valor
contribuyen conjuntamente a la grandeza».

Tenga por seguro, Don Juan Manuel, que como castellano recio,
noble y de Burgos, todos los académicos echaremos de menos su
presidencia y por su buen hacer como luchador infatigable por esta
su Academia, serda nuestra Institucién quien atesore su memoria y
sea su deudora.

Permitanme, para finalizar, recordar las palabras de Su Majestad
el Rey Don Juan Carlos en la Sesi6on Solemne de Apertura del curso
2002-2003 de las Reales Academias del Instituto de Espania, celebra-
do en esta sede: «El Instituto de Espatia y las Reales Academias son
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huellas luminosas de un pasado ilustrado, pero estin cada dia mds
presentes en la vida cultural y cientifica espaviola (...). Este es el secre-
to de su vigencia y la clave de su importancia: el de proclamar, me-
diante un trabajo riguroso vy exigente, la realidad de una cultura global,
y difundir su mensaje a todos los dmbitos de la sociedad».

Ese ha sido su mensaje y su encomienda, y el cumplirlo es nues-
tra mision.

A todos muchas gracias.

M.* TERESA MIrAS PoRTUGAL
Madrid, 18 de enero de 2007
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Memoria Anual de Secretaria
correspondiente al afio 2006

EXCMO. SENOR DON ANTONIO DOADRIO VILLAREJO

La Real Academia Nacional de Farmacia inicia oficialmente las
actividades correspondientes al Curso 2006 con la Solemne Sesién
Inaugural del 19 de enero, bajo la Presidencia del Excmo. Sefior Don
Juan Manuel Reol Tejada, Presidente de la misma, y contando con
la presencia del Presidente del Instituto de Espafna, Excmo. Sefior
Don Salustiano del Campo y del de la Real Academia de Ciencias
Exactas, Fisicas y Naturales, Excmo. Sefior Don Alberto Galindo
Tixaire. La lectura del discurso reglamentario, titulado: «Europa y la
globalizacién en sanidad», correspondi6 al Excmo. Sefior Doctor Don
Bartolomé Ribas Ozonas.

La Academia distingui6 con las Medallas Carracido en su catego-
ria de Oro a Caja Madrid, en categoria de plata a Dofia Rosa Basante
Pol y de bronce a Don José Antonio Matji, que les fueron entregadas
en la Sesion Inaugural. Todas ellas concedidas por su gran labor en
la Fundacion José Casares Gil de Amigos de la RANF, al mejor ser-
vicio de ésta.

Durante el afio pasado ha tenido lugar la incorporacién de nue-
vos miembros a nuestra Corporacién. En la Sesiéon Inaugural, toman
posesion de sus cargos de Académicos Correspondientes Nacionales,
los Ilmos. Senores/Sefioras Doctores Rafael Lozano Fernandez, Da-
niel Pablo de la Cruz Sanchez Mata, Javier Le6n Serrano, Joaquin
Pérez Pariente, Ana M.? Requejo Marcos, Carmen Pefla Lépez, Juan
Esteva de Sagrera, José Enrique Hours Pérez, José Manuel Giménez
Amaya y Vicente Larraga Rodriguez de Vera. Ademas, se produjeron
otras siete tomas de posesién en Sesiones Publicas con las lecturas
de sus correspondientes discursos reglamentarios, de los Doctores
Eva Delpén Mosquera, Jesuis Pintor Just, Iciar Astiasaran Anchia,
Francisco Rojo Vazquez, Juana Benedi Gonzalez, Francisco Sanchez
Muniz y José M.* Sanchez Montero. En total 17 nuevos Académicos
Nacionales. En cuanto a Académicos Correspondientes extranjeros,
contamos con cuatro nuevas incorporaciones, de los Doctores Geor-
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ge V. Hillyer, Catedratico de la Universidad de Puerto Rico, y de
Alfio Piva, Director del Instituto Nacional de Biodiversidad de Costa
Rica, con la lectura de sus discursos reglamentarios, y de los Docto-
res Charon Robin Ganellin, inventor del Tagamet, y de Lennart Lind-
berg en Sesiones Privadas.

Las Sesiones Publicas Solemnes de toma de posesién de Acadé-
micos de Numero son las mas importantes entre las que se celebran
en nuestra Institucién. En el curso 2006 se produjeron cinco nuevas
incorporaciones. El dia 12 de enero toma posesién de su plaza, me-
dalla nimero 11, el Excmo. Senor Don Gonzalo Giménez Martin,
con la lectura de su discurso reglamentario: «Omnis cellula e cellu-
la». El 26 de enero, lo hace, en la medalla nimero 33, el Excmo.
Senor Don Mariano Esteban Rodriguez, quien pronuncié su discur-
so titulado: «Los interferones y vacunas como control de enfermeda-
des prevalentes». El dia 9 de marzo, el Excmo. Sefior Don José Luis
Vila Jato, medalla nimero 30, con la lectura de su discurso: «Nano-
tecnologia Farmacéutica: Una galénica emergente». El 11 de mayo,
medalla namero 22, el Excmo. Sefior Don Fidel Ortega Ortiz de
Apodaca, con la lectura de su discurso: «Biosensores y biochips,
herramientas para el diagnéstico y la terapéutica», y el 26 de octubre
ingresa como Académico de Numero el Excmo. Sefior Don Joan
Guinovart Cirera, quien ley6 su discurso titulado: «De la investiga-
ci6én basica al descubrimiento de farmacos», al que el Presidente de
la Corporacién le hizo entrega de la Medalla nimero 40. Todas ellas
en nombre del S. M. el Rey.

Hemos de hacer mencién especial a la pérdida sufrida este afo
por la Corporacién debida al fallecimiento del Académico de Nume-
ro, Excmo. Sefior Don Emilio Fernandez Galiano y de los Académi-
cos Correspondientes Nacionales, Doctores Ramén San Martin Casa-
mada, José Cardus Aguilar y Salvador Brossa Rabasa, ademas de los
Extranjeros, Doctores Hermann Schmidt Hebbel, Marin Mehandjiev,
Herbert Oelschldger y Aranibar Urquidi. Nuestro recuerdo y gratitud
por su contribucién a esta Corporacién.

En relacién a la Actividad Cientifica, vuelve a ser de nuevo de un
extraordinario dinamismo, resumida en 37 Sesiones Cientificas se-
manales, distribuidas en catorce Tomas de Posesion, once conferen-
cias, ocho Mesas Redondas, una Tertulia Cientifica y dos Presenta-
ciones de Monografias, ademas de la Sesién Inaugural.
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En estas Sesiones Publicas, cada vez mas universales, ya que se
retransmiten en directo por Internet a través de nuestra web, sin
restriccién alguna, esta Real Academia Nacional de Farmacia ha
demostrado su compromiso con la sociedad a la que sirve, tratando
temas de gran interés y actualidad sanitaria, como la Tertulia Cien-
tifica dedicada a la Ley sobre Técnicas de Reproduccion Humana
Asistida, la Mesa Redonda sobre Gripe Aviar o la Mesa Redonda, ya
habitual, sobre Innovacién y Medicamentos, que este aflo ha girado
en torno al Cancer, por citar sélo tres ejemplos significativos.

Nuestra Institucién esta abierta a todas las personalidades cien-
tificas y destacados profesionales sanitarios o de la industria farma-
céutica, que cada vez con mas frecuencia muestran su interés en
impartir conferencias en nuestra Corporaciéon. Asi, el Doctor Don
Pedro Mario Fernandez San Juan, Jefe de Componentes y Aditivos
del Centro Nacional de Alimentacién de la Agencia Espafiola de Se-
guridad Alimentaria, impartié su conferencia titulada: «;Son segu-
ros e inocuos los aditivos alimentarios?, y el Doctor Jean-Pierre Cha-
noine, del Children’s Hospital de Vancouver (Canadd), versé sobre
«El estémago habla al cerebro: ghrelina y obestatina». Profesionales
destacados de la Industria Farmacéutica aportaron su contribucién
a las Sesiones Publicas, con las intervenciones de los Doctores Emilio
Diez de Glaxo SmithKline, Fernando Peldez de MSD, y José Prous,
Vicepresidente de Prous Sciences, que present6 la Base de datos In-
tegrity: «Un nuevo instrumento para el descubrimiento de medica-
mentos». Asimismo, destacamos la intervencién de la Doctora Rosa-
rio Perona, Presidenta de la Asociaciéon Espafiola de Investigacion
sobre el Cancer, ASEICA. Todas ellas resultaron de enorme interés,
con una gran afluencia de publico.

En el anio del Centenario de la concesién del Premio Nobel a
Ramoén y Cajal, no podia faltar nuestro homenaje ante tan destacada
figura de las ciencias espanolas, por lo que organizamos una Mesa
Redonda coordinada por la Profesora Miras Portugal, Académica de
Ntimero, el 23 de noviembre, con las intervenciones de los Doctores
Jesus Avila de Grado, Académico de Numero de la Real Academia de
Ciencias Exactas Fisicas y Naturales, y M.* Angela Nieto, Profesora
de investigaciéon del CSIC.

Después de dos sesiones de retransmisiéon en pruebas, el 26 de
octubre, por primera vez se retransmite on line, una Sesién Publica
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de nuestra Corporacién, eligiendo para esta ocasion, que sin duda
marca un hito histérico, la de toma de posesién como Académico de
Numero del Doctor Joan Guinovart, que de esta manera también
entra en nuestra historia. Esta Sesién fue seguida por Internet en
directo por cien personas, tanto espafoles como extranjeros, espe-
cialmente de Hispanoamérica, saturando el Servidor Multimedia que
tenemos contratado con dicho limite.

La Fundacién Casares Gil de nuevo ha contribuido a este desa-
rrollo con su patronazgo, no sélo econémico, sino también orga-
nizativo, en tres importantes Sesiones Cientificas; con las Mesas
Redondas sobre Innovacién y Medicamentos, coordinada por el Pro-
fesor Monge Vega y la de Regeneracién Hepatica, coordinada por la
Doctora Maria Cascales Angosto, asi como con la conferencia del
Profesor Doctor Don Francisco Gonzélez de Posada, titulada: «Angel
del Campo y Enrique Moles: pilares de la renovacion de la Quimica
espafiola», que cierra el Homenaje a las Grandes Figuras Farmacéu-
ticas celebrado en el curso 2005.

La actividad de la Academia se complementa con las reuniones
de las Secciones y Comisiones. Las secciones se reunieron en dieci-
séis ocasiones y las Comisiones en quince. Ademaés, la Junta de Go-
bierno tuvo trece sesiones y la Junta General se convocé en nueve
ocasiones.

Como es habitual, también este afio se ha impartido en la Corpo-
racion tres Cursos del Tercer Ciclo, patrocinado por el Ministerio de
Educacion y Ciencia y coordinado por el Instituto de Espana, sobre
Bases Moleculares del estrés oxidativo, Contaminacién Atmosférica,
y Radicales libres y envejecimiento.

Entre otras Actividades Cientificas efectuadas por nuestros Aca-
démicos en otros foros hay que destacar las realizadas por el Pro-
fesor Antonio Monge Vega, que dicté la conferencia inaugural del
curso académico 2006/2007, de la Universidad de Navarra, titulada:
«Investigacién y medicamentos. Cooperacién, reto y oportunidad
para los paises en desarrollo». Las del Profesor Cabezas Fernandez
del Campo y la Doctora Ana M.* Pascual Leone, con sendos ciclos de
conferencias en el Instituto de Espafia sobre la Gripe Aviar y «Pro-
cesos Epigenéticos: Postformacién y factores externos», respecti-
vamente. La presidencia del Doctor Alberto Giraldez Davila en el
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VII Congreso de Ciencias Farmacéuticas y XXVI Symposium de la
Asociacién Espanola de Farmacéuticos de la Industria, y la confe-
rencia impartida por el Doctor Bartolomé Ribas Ozonas en la Aca-
demia Nacional de Medicina de Francia.

Este enorme esfuerzo cientifico tiene su continuacion in extenso,
en el Capitulo de Publicaciones, editando tres nimeros de los Anales
y otro extraordinario, dedicado al Balneario Cervantes, de la Comi-
sion de Aguas Minerales v Mineromedicinales, y tres monografias: la
numero XIX, Liberacion de fdrmacos en matrices biocerdmicas: Avan-
ces y perspectivas; la numero XX, Enfermedades metabdlicas, y la
namero XXI, Influenza Aviar y Gripe humana de origen aviario.

La Fundacién Casares Gil, como es habitual, vuelve a estar pre-
sente en estas actividades de la RANF, con el patronazgo de las mo-
nografias 19 y 20 y con las publicaciones de los nimeros 2 y 3 de la
serie Lecturas Singulares, iniciadas en el curso 2005, tituladas: Re-
cuerdo y desagravio a Leon Felipe y La Farmacia en tiempos de Miguel
de Cervantes Saavedra. Ademas, publica el segundo libro homenaje a
las grandes figuras farmacéuticas, dedicado a Obdulio Fernandez y
Enrique Moles, y la Mesa Redonda Regeneracion Hepdtica, esta ulti-
ma dentro de las monografias de la Fundacién dedicadas a las sesio-
nes cientificas que patrocina.

Destacamos en este capitulo de publicaciones, el libro dedicado
al que fuera nuestro Presidente de Honor: «<En memoria de un Maes-
tro: Angel Santos Ruiz», en el que esta Corporacién, que rinde culto
a su historia, quiere homenajear a uno de sus méas destacados miem-
bros, a la vez que a una de las grandes figuras farmacéuticas del
siglo XX.

En la biblioteca se ha proseguido con la labor de catalogacién
en el sistema ARSYS de los fondos de libros, superando las 120.000
entradas.

Durante el presente afno se han gestionado 600 consultas directas
en la biblioteca.

Los fondos de ésta se han enriquecido con donaciones que se
agradecen especificamente. Son especialmente mencionables las
producidas por los Académicos Doctores Abell6 Gallo, Dominguez
Carmona, Cabezas Fernandez del Campo y Fernandez Braiia.
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Hay que destacar la adquisicién de un sistema CITRIX que trans-
forma nuestra biblioteca en una biblioteca virtual programada, con
un servidor central y seis puestos de trabajo, situados en el sal6n de
lectura, que permiten la consulta de nuestros fondos, la conexién a
Internet y el trabajar con todos los programas del Servidor Central.

Se ha negociado un convenio entre la Universidad Compluten-
se, Biblioteca General —Biblioteca de la Facultad de Farmacia y la
RANF— Biblioteca, para que nuestra biblioteca tenga acceso a los
fondos totales de la UCM.

Desde el sabor de los siglos pasados en sus estantes, nuestra bi-
blioteca entra en este siglo XXI, siglo de la informacién al servicio
de todos.

En el afio 2006, nuestra pagina web ha alcanzado por primera vez
los dos millones de visitas, contando actualmente con 661 articulos y
libros para descarga directa en pdf, 76 sesiones integras multimedia
en video diferido con diapositivas interactivas, todo ello indizado por
titulo, autor y materia, ademéas de una actualizada y completa infor-
macion de esta Corporacion, la indizacion de los Anales desde 1932 y
el catalogo de todos nuestros fondos bibliograficos.

Durante el afio 2006 se han producido elecciones en los cargos de
Presidente, Bibliotecario y Presidentes de las seis Secciones, siendo
elegida para el cargo de Presidente de esta Corporacién, la Excma.
Senora Dofia Maria Teresa Miras Portugal, a la que hoy recibimos
como nueva Presidenta, a la vez que despedimos al hasta ahora Presi-
dente, el Excmo. Senor Don Juan Manuel Reol Tejada. De verdad que
ha sido un gran honor para este Académico Secretario, el haber he-
cho un equipo sin quiebra, con este honesto y eficaz burgalés.

Para el cargo de Presidente de la Seccién 2.? fue elegido el Excmo.
Senor Don Juan Ramén Lacadena Calero, y de la 3.7, el Excmo. Sefior
Don José Luis Vila Jato, mientras que renuevan en su cargo de Bi-
bliotecario el Excmo. Sefior Don Antonio Martinez Fernandez, y los
Excmos. Sefores Don Antonio Monge Vega, Don Angel Villar del Fres-
no, Don Bernabé Sanz Pérez y Don Roméan de Vicente Jordana, como
Presidentes de las Secciones 1.%, 4.2, 5. y 6.%, respectivamente.

Durante el afio se produjo la eleccién de dos nuevos Académicos
de Numero, en las personas de los Excmos. Sefiores: Don Victor Ji-
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ménez Torres y Don César Nombela Cano, a los que felicitamos ex-
presamente.

Organizaciones cientificas y profesionales han enriquecido nues-
tras actividades, con su presencia en nuestra Institucién, donde
tienen abiertas nuestras puertas. Asi, se ha celebrado una Sesién de la
Asamblea Amistosa Literaria (fundada por Jorge Juan) y presidida por
el Excmo. Sefnor Don Guillermo Perinat y Escriva de Romani, Conde
de Casal; se entregaron los Premios AEFLA en su XXV Edicion y se
han impartido cursos de la AEFI. Es de destacar la presentaciéon en
nuestra Sede del proyecto Dioscérides de la Universidad de Salaman-
ca, patrocinado por Caja Duero, con las intervenciones del Coordi-
nador de la obra, Director del Centro Tecnolégico Multimedia de la
Universidad y Catedratico de Fisiologia y Farmacologia, Alejandro Es-
teller; del Director de la Real Academia Espaiiola, Excmo. Sefior Don
Victor Garcia de la Concha, del Presidente de Caja Duero, Don Julio
Fermoso y del Rector de la Universidad de Salamanca, Excmo. y
Magfco. Senor Don Enrique Battaner Arias; contando con la presen-
cia en el estrado del Presidente de la Real Academia de Ciencias Exac-
tas, Fisicas y Naturales, Excmo. Sefior Don Alberto Galindo Tixaire.

A nivel personal, destaca la concesiéon de la Encomienda con
placa de la Orden Civil de Alfonso X el Sabio al Excmo. Sefior Don
Salvador Rivas Martinez, la Medalla de Honor de la Sociedad Espa-
fiola de Bioquimica y Biologia Molecular (SEBBM), a la Excma.
Seniora Dofia Maria Teresa Miras Portugal, Cruz de las Palmas Aca-
démicas de la Academia Mundial de Ciencias, Tecnologia, Educa-
cién y Humanidades de Valencia al Excmo. Sefior Don Bartolomé
Ribas Ozonas y Medallas de Honor de la Facultad de Farmacia de la
Universidad Complutense al Excmo. Sefior Don Antonio Doadrio
Lopez, a la Excma. Sefiora Dofia M.* Carmen Francés Causapé y a
la Ilma. Sefiora Dofia Carmen de la Rosa Jorge, y Medalla de Oro de
la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense a la Excma.
Sefiora Doctora Dofia Ana Pascual Leone-Pascual.

Nombramientos o ingresos en su caso, de Académico de Honor
de la Academia de Farmacia de Galicia y de la Academia de Farma-
cia y Bioquimica de Argentina al Excmo. Sefior Don Juan Manuel
Reol Tejada; de Académico de Numero de la Real Academia de Doc-
tores, medalla ntumero 50, al Excmo. Sefior Don Albino Garcia Sa-
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cristan; de Académica Correspondiente de la Real Academia de Far-
macia de Catalufia a la Excma. Sefiora Dofa Ana Pascual-Leone
Pascual; de Académica Correspondiente de la Academia Nacional de
Medicina de México, a la Excma. Sefnora Dofia Maria Cascales An-
gosto; de Profesor Honorario de la Universidad Nacional de San
Agustin, Arequipa, Perd, al Excmo. Sefior Don Juan Ramén Laca-
dena; de Académico de la Academia Rusa de Ciencias Ambientales
(Rama Armenia), al Excmo. Sefior Don Bartolomé Ribas Ozonas; de
Académico Correspondiente de la Academia de Farmacia de Galicia
y de Académico de Numero de la Real Academia de Medicina de
Salamanca al Excmo. Senor Don Alfonso Dominguez-Gil Hurlé, y
del Ilmo. Senor Don José Luis Lastres Garcia como miembro corres-
pondiente de la Academia de Farmacia de Galicia.

El Profesor Doctor Don Eugenio Sellés, Académico de Numero,
fue elegido Vicepresidente de la Sociedad Farmacéutica del Medite-
rraneo Latino, y la Doctora Flora de Pablo Davila, Académica Co-
rrespondiente, ha sido designada Coordinadora de Programas del
Comité Cientifico asesor de la Fundacién Alicia Koplowitz.

Vaya para todos ellos nuestra mas calurosa felicitaciéon por las
distinciones que les han sido concedidas.

En el capitulo de obras hemos remodelado el Aula Santos Ruiz,
ampliandola y actualizandola, inaugurandola en diciembre pasado,
a falta del mobiliario. Con esta obra hemos querido poner a dis-
posicién del publico un aula de coloquios moderna, con el altimo
equipamiento informatico, para dar respuesta a los retos actuales en
presentaciones audiovisuales y con vistas al IT Encuentro de la Aso-
ciacion Internacional de Academias de Farmacia, que se celebrara
en nuestra sede el préximo mes de junio, y cuyo comité organizador
ya esta constituido y trabajando para que esa reunién sea un éxito.
Ya se ha elaborado un programa provisional, y se ha contactado con
los Presidentes de las Academias de Farmacia de la Asociaciéon para
que realicen sus propuestas. Hoy mismo hemos tenido una reunién
de trabajo con los Presidentes de las Academias de Farmacia Espa-
folas de la Asociacién, que hoy nos hacen el honor de acompariar-
nos en este acto.

Por dltimo, no podemos dejar de hacer constar nuestro agrade-
cimiento al Ministerio de Educacién y Ciencia por las subvenciones
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concedidas en el Curso 2006, que nos han permitido acometer las
actividades programadas. También deseamos expresar nuestro agra-
decimiento a todos los patrocinadores del Concurso Cientifico, y a
los Patronos y miembros de la Fundacién José Casares Gil de Ami-
gos de la Real Academia Nacional de Farmacia, que contribuyen a
la actividad cientifica de nuestra Corporacién, y a nuestro Académi-
co de Numero Excmo. Sefior Don Juan Abellé Gallo, por su conti-
nuado patronazgo.

Una vez mas, esta Real Academia Nacional de Farmacia ha com-
parecido para dar cuenta publica de sus actividades, de las que yo,
el Secretario, doy fe.

Muchas gracias por su atencion.

Madrid, 18 de enero de 2007.

El Académico Secretario,
ANTONIO DOADRIO VILLAREJO

166






Vor. 73 (1), 143-176, 2007 INFORMACION ACADEMICA

Concurso Cientifico.
Relacion de Premiados 2006

PREMIO DE LA REAL ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIA

Carmen Alvarez Escold, Maria Angeles Martin Arribas y Elisa
Fernandez Millan.

Por su trabajo titulado: «Efecto de la subnutricion materna sobre
el desarrollo, crecimiento y funcionalidad de las células B pancredticas
en el feto: Implicacion del sistema de IGFs».

PREMIO DEL CONSEJO GENERAL DE COLEGIOS
OFICIALES DE FARMACEUTICOS

Ruth M. Risuefio y Balbino Alarcén.

Por su trabajo titulado: «Los ligandos fuertes inducen un cambio
conformacional en el TCR tanto en células T maduras como en timo-
citos».

PREMIO DEL COLEGIO OFICIAL DE FARMACEUTICOS
DE MADRID

Mario Garcia Garcia, S. Martin-Santamaria y B. de Pascual-Te-
resa.

Por su trabajo titulado: «¢Son los moduladores positivos de adre-
nomedulina nuevos inhibidores de metaloproteasas de la matriz?».

PREMIO ALCALIBER

Gerardo Lépez Rodas y Juan Sandoval del Amor.

Por su trabajo titulado: « Mecanismos epigenéticos de regulacion de
la expresion génica en la pancreatitis necrética aguda. Papel del poten-
cial agente terapéutico pentoxifilina».
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PREMIO CINFA
Meritxell Nus, Francisco José Sanchez Muniz y José Maria San-

chez Montero.

Por su trabajo titulado: «Arilesterasa. Aspectos metodoldgicos vy
funcionales de una enzima clave en la enfermedad cardiovascular».

PREMIO FAES PHARMA

Patricia Garcia Hernandez.

Por su trabajo titulado: «Anisakis simplex: Actividad de los pro-
ductos larvarios sobre el sistema del complemento».

PREMIO MABO

Dona Maria Auxiliadora Dea Ayuela.

Por su trabajo titulado: «Contribucion de la proteémica en la iden-
tificacion de nuevas dianas para el diagndstico, tratamiento y preven-
cion de la leishmaniosis visceral».

PREMIO NORMON

Mirandeli Bautista Avila, Maria Angeles Gémez del Rio, Irene
Iglesias Peinado, Juana Benedi Gonzalez, Maria Isabel Sanchez-Reus.

Por su trabajo titulado: «Efectos de fdarmacos encapsulados en li-
posomas sobre los macréfagos».

PREMIO JUAN ABELLO

Erceg Slaven.

Por su trabajo titulado: «Papel de la via glutamato-éxido nitrico-
GMP ciclico en la modulacion del aprendizaje. Aplicaciones terapéuti-
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cas de los inhibidores de fosfodiesterasas: Sildenafilo y Zaprinast en
hiperamonemia vy fallo hepdtico».

PREMIO CARLOS DEL CASTILLO LEIVA
Rafael Lozano Fernandez, Maria del Carmen Lozano Estevan y
Fernando de Jestis Franco.

Por su trabajo titulado: «Nuevos métodos para el estudio cinético
del polimorfismo de la Prednisolona mediante calorimetria diferencial
de barrido».

PREMIO SANTOS RUIZ

Rodrigo Diaz Viciedo.

Por su trabajo titulado: «Farmacologia de Terpenoides de Helian-
thus annuus L».
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Sesiones Cientificas

11 de enero

A las 19 horas, Mesa Redonda dedicada a los Premios Nobel 2006
en Fisiologia o Medicina y en Quimica. Coordinador: Excmo. Sefior
Don Juan-Ramoén Lacadena Calero, Académico de Nuimero: «La im-
portancia del ARN en la Genética: un comentario a los Premios Nobel
2006 en Fisiologia o Medicina y en Quimica». Ponentes: Excmo.
Senor Don Mariano Esteban Rodriguez, Académico de Numero: «<ARN
interferente, del descubrimiento a sus aplicaciones», y Doctor Don
Rafael Giraldo Suarez, Cientifico Titular, Centro de Investigaciones
Biolégicas, CSIC, Madrid: «<Roger Kornberg y la RNA pol: los miste-
rios de la maquinaria macromolecular que sintetiza el acido ribonu-
cleico desvelados al medio siglo de Severo Ochoa y su polinucleétido
fosforilasax.

18 de enero

A las 19 horas se celebré en nuestra Sede la Sesién Solemne de
Inauguracion del Curso Académico 2007 de la Real Academia Nacio-
nal de Farmacia. El Acto comenzé con la toma de posesion de la
Excma. Sefiora Dofia Maria Teresa Miras Portugal, como nueva Pre-
sidenta de la Corporacién, después de que el Presidente saliente
Excmo. Senor Juan Manuel Rol Tejada, le hiciese entrega de los
Estatutos y se procediese a la cesion del cargo. En la Presidencia del
Acto estuvieron presentes el Presidente del Instituto de Espafia, los
Presidentes de las Reales Academias de Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales y de la de Jurisprudencia y Legislacién, el Subsecretario
de Estado del Ministerio de Educacién y Ciencia y el Rector Magni-
fico de la Universidad Complutense. El discurso inaugural estuvo a
cargo del Excmo. Sefior Don Juan Tamargo Menéndez, que verso
sobre: «El desarrollo de farmacos. A propdsito de la insuficiencia
cardiaca: Luces, sombras, reflexiones y perspectivas».
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25 de enero

A las 19 horas, conferencia del Doctor Jorge Alvar, Medical Offi-
cer (Leishmaniasis Control) Control of Neglected Tropical Disea-
ses (WHO/CDS/NTD/IDM) Communicable Diseases Cluster World
Health Organization, titulada: «Los Programas de la OMS para el
Control de la Leishmaniosis en el Viejo Mundo».

1 de febrero

A las 19 horas, toma de Posesién como Académico Correspon-
diente del Profesor Don Arturo Anadén Navarro, Catedratico de Toxi-
cologia y Director del Departamento de Toxicologia y Farmacologia
en la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de Ma-
drid, quien pronuncié su conferencia titulada: «Nuevos horizontes
en la evaluacion de la toxicidad de farmacos y otros agentes quimi-
cos». La presentacion corrié a cargo del Académico de Numero,
Excmo. Sefior Don Angel Maria Villar del Fresno.

8 de febrero

A las 19 horas, conferencia de la Doctora Dofia Margarita Loren-
zo Balado, Académica Correspondiente, titulada: «Obesidad, infla-
macién y resistencia a la insulina.

15 de febrero

Sesion Necrolégica en homenaje al Excmo. Sefior Don Emilio
Fernandez-Galiano Fernandez. Con la intervencién de los Excmos.
Setiores: Don Jesus Izco Sevillano, Académico Correspondiente:
«Emilio Fernandez-Galiano, Botanico»; Don Gonzalo Giménez Mar-
tin, Académico de Numero: «Emilio Fernandez-Galiano, Investiga-
dor del CSIC»; Don Juan Ramoén Lacadena Calero, Académico de
Numero: «Emilio Fernandez-Galiano, Profesor Universitario», y Don
Juan Manuel Reol Tejada, Académico de Numero: «Emilio Fernan-
dez-Galiano, Académico».
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22 de febrero

A las 19 horas, conferencia del Doctor Don Carlos Eduardo Calvo
Monfil, Académico Correspondiente en Chile, titulada: «<PPAR, una
nueva diana terapéutica en el manejo del Sindrome Metabdlico,
Diabetes tipo 2 y Aterosclerosis».

1 de marzo

A las 19 horas tomé posesion de su plaza de Académico de Nu-
mero, el Excmo. Sefior Don N. Victor Jiménez Torres, con la lectura
de su discurso reglamentario: «Bases Posolégicas en Oncologia». Le
contestd, en nombre de la Corporacién, el Excmo. Sefior Don José
Luis Vila Jato.

8 de marzo

A las 19 horas, acto de la Fundacién José Casares Gil, de Amigos
de la Real Academia Nacional de Farmacia. Mesa Redonda titulada:
«Los aspectos nuevos en la ley de garantias y uso racional del me-
dicamento». Intervienen: Dona M.* Teresa Pagés, Directora General
de Farmacia, y Don Antoni Esteve, Presidente de Farmaindustria.

15 de marzo

A las 19 horas tomo6 posesion de su plaza de Académico Correspon-
diente el Doctor Herbert Zimmermann, quien diserté sobre: «Ecto-
nucleotidases, molecular properties and fuctional impact». Le presen-
t6 la Excma. Sefora Dona M.* Teresa Miras Portugal.

22 de marzo
A las 19 horas, Sesién Anual sobre novedades Farmacolégico-
Terapéuticas, organizada por la Seccion 4.2, titulada: «Perspectivas

de la Farmacologia y Terapéutica de la ICC». Moderador: Profesor
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Doctor Angel M.? Villar del Fresno, Académico de Niumero. Ponen-
tes: Profesor Doctor Juan Tamargo Menéndez, Académico de Nume-
ro, y Profesor Doctor Esteban Lopez de Sa y Areses, Jefe de la Unidad
Coronaria en el Hospital Universitario «La Paz».

29 de marzo
A las 19 horas, conferencia a cargo del Excmo. Senior Don Ma-

nuel Dominguez Carmona, Académico de Ntimero: «La problematica
de la celiaquia».
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Noticias

El 24 de enero se present6 en nuestra Real Academia el libro
«Seguimiento Farmacoterapéutico: Casos Practicos». Este libro ha
sido impulsado por Correo Farmacéutico, coordinado por el grupo
de investigacién en atencion farmacéutica de la Universidad de Gra-
nada y editado por Merck Sharp & Dohme de Espafia. En la mesa
redonda de presentacion de dicho libro actué como moderador Don
José Martinez Olmos, Secretario General de Sanidad, Ministerio de
Sanidad y Consumo, actuando como ponente Dofia M.* José Faus
Dader, responsable del Programa Dader de Atencién Farmacéutica.
También actuaron como participantes Dofa Regina Revilla Pedreira,
Directora de Relaciones Institucionales de MSD; Don Francisco J.
Fernandez Rodriguez, Director de Correo Farmacéutico; Dona M.*
Teresa Miras Portugal, Presidenta de la Real Academia Nacional de
Farmacia, y Dofia Carmen Pefia Lopez, Secretaria General del Con-
sejo General de Colegios Farmacéuticos.

o+ o
x *

El Profesor Doctor Juan Tamargo, Académico de Numero, ha
sido galardonado con el Premio Lilly de Investigacion.

*

El 1 de marzo ha sido elegida nueva Vicepresidenta de nuestra
Corporacion, la Excma. Senora Dofna Ana Pascual-Leone Pascual.

* *

El 8 de marzo, a las 17 horas, en nuestra Sede, le fue impuesta la
Medalla del Trabajo en su categoria de plata, a la Doctora Consuelo
Boticario Boticario, Académica Correspondiente, por la Subsecretaria
del Ministerio de Trabajo y Asuntos Sociales, Aurora Dominguez, en
un acto presidido por la Presidenta de la Real Academia Nacional de
Farmacia, Excma. Sefnora Dona M.* Teresa Miras Portugal.

*
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El 21 de marzo, a las 19 horas, en nuestra Sede, ingresé6 como
Académico de Numero de la Real Academia de Doctores, el Excmo.
Senor Don Alfonso Dominguez-Gil Hurlé, con la lectura de su dis-
curso de ingreso: «Biotecnologia farmacéutica: desafios para el si-
glo XXI». Fue contestado por el Excmo. Sefior Don Julio Rodriguez
Villanueva.

El miércoles dia 21 de marzo, a las 19 horas, en la Biblioteca
Nacional dentro del ciclo: «Las mujeres también investigan», el an-
terior director de la FECYT, Joan Comella, Catedratico de Biologia
Celular en el Departamento de Ciencias Médicas Basicas de la Uni-
versidad de Lleida, entrevisté a Maria Teresa Miras, Presidenta de la
Real Academia Nacional de Farmacia.

El Doctor Mariano Esteban, Académico de Numero, ha sido
elegido Académico Correspondiente de la Academia de Farmacia
de Galicia.

La Real Academia Nacional de Farmacia va a promover un ciclo
de tertulias sobre Cambio Climatico a partir del 19 de abril.
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El Excmo. Seiior Don Alfonso Dominguez-Gil
Hurlé recibe una importante distinciéon
internacional

La Internacional Phamaceutical Federation, que conocemos como
FIP, a propuesta del Board of Pharmaceutical Sciences (BPS) ha
hecho publica la resolucién de los premios (Research Achievement
Awards, 2007) que reconocen la trayectoria investigadora y profesio-
nal de farmacéuticos en todo el mundo. Las convocatorias se reali-
zan cada cuatro afios, coincidiendo con la celebracion del Pharma-
ceutical Sciencies World Congress. En la presente convocatoria uno
de los premiados es el Excmo. Sefior Don Alfonso Dominguez-Gil
Hurlé, Académico de Numero de la Real Academia Nacional de Far-
macia y Catedratico de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica en la
Universidad de Salamanca. La Sociedad Espafiola de Farmacia In-
dustrial y Galénica (SEFIG) propuso al Doctor Dominguez-Gil como
candidato el pasado mes de octubre. De acuerdo con las bases de la
convocatoria, la documentacién se debia acompafnar de un apoyo
explicito de dos sociedades cientificas o profesionales. En el caso del
Profesor Dominguez-Gil la solicitud fue acompanada de cartas de la
Presidenta de la Real Academia Nacional de Farmacia y del Presi-
dente de la Sociedad Esparfiola de Farmacia Hospitalaria. Los pre-
mios serdan entregados en Amsterdam el préximo dia 22 de abril
durante la ceremonia inaugural del Congreso. La concesion de este
premio esta teniendo gran repercusién en los medios profesionales
debido a que, por primera vez, se premia a un farmacéutico espariol.
El premio reconoce especialmente el trabajo realizado por el equipo
de trabajo que dirige el Doctor Dominguez-Gil en el campo de la
Farmacocinética Clinica, que ha convertido al Hospital Universitario
de Salamanca en centro de referencia en nuestro paifs.
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NORMAS PARA LA PRESENTACION DE ORIGINALES

A. Politica Editorial

1. ANALES DE LA REAL ACADEMIA
NACIONAL DE FARMACIA es una revis-
ta trimestral que publica trabajos de in-
vestigaciéon bésica o aplicada relacio-
nados con las ciencias farmacéuticas y
afines.

2. Seran aceptados y considerados
para publicacién, aquellos manuscritos
que no hayan sido publicados previa-
mente (excepto resimenes), que actual-
mente no estén siendo revisados en otras
revistas, que su publicaciéon haya sido
aprobada por todos los autores y técita-
mente o explicitamente por las autorida-
des responsables de los laboratorios don-
de se ha desarrollado el trabajo, y que si
es aceptado, no sera publicado en otra
revista en la misma forma, en el mismo
o diferente idioma, sin el consentimien-
to de los Editores.

3. El manuscrito original, una copia
y la version electrénica en CD, se envia-
ra, con la correspondiente carta de pre-
sentacién, a la siguiente direccion:

Doctora Maria Teresa Miras Portugal

Editora de los ANALES DE LA REAL
ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIA

Real Academia Nacional de Farmacia

C/ Farmacia, 11

28004 Madrid

Espafia

Fax: 91 531 03 06

Existe la posibilidad de enviar el ma-
nuscrito en formato electrénico como
archivo adjunto a la siguiente direccion:
edicion@ranf.com. Tanto el texto como
las figuras deberan ser enviadas en ar-
chivos separados. Los formatos acepta-
dos son: .doc (Word) para el texto, y
formato TIFF, JPG o PPT (Power Point)
para las figuras.

4. Tipos de Manuscritos.

La revista considerara para publicar
lo siguiente:

— REVISIONES: no deben tener una ex-
tensién superior a las 4.000 pala-

bras (excluyendo resumen, biblio-
grafia y pagina del titulo, pero
incluyendo la leyenda de las figu-
ras y las tablas) y la bibliografia
no debe superar las 40 citas. Aun-
que la mayor parte de las revisio-
nes seran invitaciones a peticién
de la Comisién Editorial, los auto-
res interesados en contribuir con
revisiones deben contactar previa-
mente con el Editor.

— ARTiCULOS ORIGINALES: no deben te-
ner una extensién superior a 4.000
palabras (excluyendo resumen, bi-
bliografia y pagina del titulo, pero
incluyendo la leyenda de las figu-
ras y las tablas) y la bibliografia
no debe superar las 40 citas.

— COMUNICACIONES BREVES: articulos
breves y definitivos. El manuscri-
to debe ser identificado como tal
en la carta de presentacién. La
extensién no sobrepasara las 2.500
palabras incluyendo la bibliogra-
fia (no mas de 10 citas) y con un
maximo de tres figuras/tablas.

— Cartas AL EpiTor: no deben su-
perar las 1.000 palabras de exten-
si6n con un maximo de tres citas
bibliograficas. Las cartas deben
enfocarse en comentar articulos
publicados previamente, o tratar
diferentes aspectos de Politica
Educativa, Sanitaria y Ciencias
Farmacéuticas.

— INFORMACION ACADEMICA: esta sec-
cién dard cuenta de las sesiones
cientificas, cursos, recensiones de
libros, novedades editoriales y
otros eventos que la revista consi-
dere de interés para los lectores.

B. Organizaciéon de los manuscritos

Todos los elementos o partes del
manuscrito deben ir a doble espacio,
todas las paginas numeradas en la esqui-
na superior derecha empezando en la
pagina de la portada. Los manuscritos
referentes a articulos originales deberdan
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contener, en este orden, los siguientes
apartados:

1. PORTADA

Titulo

Debe ir tanto en espanol como en
inglés. Tendra una extension inferior a
los 100 caracteres, excluyendo los espa-
cios entre palabras.

Nombre de los autores

El nombre completo de todos los
autores y su afiliacion institucional. En
los trabajos que tengan mas de un autor
y mas de una Institucién, indicar la afi-
liacién individual mediante nimeros en
superindices.

Palabras Clave
Cinco palabras clave (en espafiol y en
inglés) que no aparezcan en el titulo.

Informacién de contacto

Nombre, direccién postal, namero de
teléfono, fax y direccion de correo elec-
trénico del autor al que se enviaran las
galeradas.

Lista de Abreviaturas

Las abreviaturas y su significado de-
ben incluirse en una lista en el mismo
orden en el que se mencionan en el ar-
ticulo.

2. PAGINA DEL RESUMEN

Incluira el resumen del articulo en
espanol y en inglés. Debera escribirse
como texto continuo y se organizara del
siguiente modo: una pequena introduc-
cién donde se expliquen los antecedentes
y los objetivos del trabajo, principales
resultados y, finalmente, las conclusio-
nes. Su extension no debe superar las 250
palabras.

3. SECCIONES DEL MANUSCRITO
¢ INTRODUCCION
Exponer informacién principal y ante-

cedentes del tema que puedan orientar
al lector.
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e MATERIAL Y METODOS
(PROCEDIMIENTOS
EXPERIMENTALES)

En esta seccién se explicaran los mé-
todos experimentales empleados en
el trabajo con un nivel de detalle sufi-
ciente que permita a otros investiga-
dores repetir el trabajo; para aquellos
métodos empleados sin modificaciones
significativas respecto al método origi-
nal, la citacién del trabajo original sera
suficiente.

Experimentacion en humanos

En aquellos trabajos de investigacién
que requieran de seres humanos, se de-
bera proporcionar: (a) consentimiento
por escrito de cada paciente o sujeto
sano; (b) el protocolo del estudio con-
forme con las directrices éticas de la
Declaracién de Helsinki de 1975, refle-
jado por la aprobacién del comité
apropiado de revision de la institucion.
Se hara referencia a cada paciente
mediante nimeros, no mediante ini-
ciales.

Experimentaciéon animal

En los estudios en los que se emplee
experimentaciéon animal, se asegura-
ra que todos los animales reciben cui-
dados humanos de acuerdo con los
criterios resaltados en «Guia para el
cuidado y empleo de animales de labo-
ratorio», preparada por la National
Academy of Sciences y publicada por
National Institutes of Health (NIH
publicacién 86-23, revisada en 1985).

Fabricantes y proveedores

Incluir los nombres y las localidades
(ciudad y estado o pais) de los fabri-
cantes y proveedores cuando se men-
cionen farmacos, instrumentacion,
aparatos, software, etc.

e RESULTADOS

Se presentaran los principales hallaz-
gos del estudio en forma grafica cuan-
do sea posible. No ilustrar los peque-
fios detalles si su informacién puede
ser descrita adecuadamente mediante
texto.
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e DISCUSION

En esta seccién se presentaran de for-
ma concisa las implicaciones de los
nuevos hallazgos en el campo que co-
rresponda, minimizando la reiteracién
de los resultados, evitando la repeti-
ci6én de informacién dada en la intro-
duccién, y ajustandose al enfoque y
objetivo inicial del trabajo.

AGRADECIMIENTOS

Se incluirdan los agradecimientos al
personal de apoyo y a proveedores de
reactivos especiales. Las becas y ayu-
das financieras se deberan incluir en
esta seccién.

BIBLIOGRAFIA

Las citas bibliogréficas tienen que nu-
merarse entre paréntesis en la li-
nea de texto, por ejemplo (7), o (11-13,
17), en el orden de citacién en el texto.
La bibliografia se incluira al final del
articulo. Sélo se podran citar como ar-
ticulos «en prensa» a aquellos de los
que se incluye una copia de la carta de
aceptacién en el envio inicial. Las ci-
tas deben incluir el titulo completo del
articulo y citarse en el siguiente for-
mato:

Ejemplos de revistas (1) (2) y libros (3)
(4):

(1) MacKinnoN, R. (2003) Potassium
channels. FEBS Lett. 555: 62-65.

(2) Nixon, J. E.; WANG, A.; MORRISON,
H. G.; McARTHUR, A. G.; SocIN, M.
L.; Lorrus, B.J. y SAMUELSON, J.
(2002) A splicesomal intron in
Giardia lamblia. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 99: 422-431.

(3) LANGER, T. y NEUPERT, W. (1994)
Chaperoning mitochondrial bio-
genesis. en: The Biology of Heat
Shock Proteins and Molecular
Chaperones (Morimoto, R. I., Tis-
sieres, A. and Georgopoulos, C.,
Eds.), pp. 53-83. Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Plain-
view, NY.
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(4) FeLbmanN, H. (2004) Forty years
of FEBS. Blackwell Publishing
Ltd. Oxford.

TABLAS

Cada tabla debe ir preparada en hoja
individual, a doble espacio y numera-
das consecutivamente con ndameros
arabigos en el orden en el que apare-
cen en el texto. No duplicar material
que ya haya sido presentado en una
figura.

LEYENDAS DE FIGURA

Las leyendas deben ir numeradas con
nameros arabigos en el mismo orden
en el que aparecen en el texto. El titu-
lo de la leyenda de la figura no debe
aparecer dentro de la propia figura, y
debe proporcionarse suficiente infor-
macién para que la figura sea inteligi-
ble sin hacer referencia al texto. Den-
tro de la leyenda deben ser explicados
todas las abreviaturas y simbolos. Las
leyendas de figura apareceran todas de
manera consecutiva en hoja aparte.

FIGURAS

La revista solicita un juego completo
de figuras. En el reverso de cada figu-
ra debe ir marcado en lapiz el namero
de cada figura, su orientacién y el
nombre del primer autor.

Blanco y negro

La revista alienta el envio de figuras
en blanco y negro. Estas deben ser im-
presiones laser de dibujos en blanco y
negro y fotografias en brillo de alto
contraste de todas las figuras de semi-
tono, por ejemplo, microfotografias,
geles, etc.

Color

Proporcionar impresiones en papel
brillante donde los simbolos y texto se
aprecien claramente frente al fondo de
la figura. El Editor y el Comité Edito-
rial seleccionaran las figuras en color
que seran publicadas.
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Las figuras en color deben tener un
alto contraste, sin fondo coloreado y
con la posibilidad de aparecer en blan-
co y negro en la versién impresa de la
revista.

Como se indicé previamente, si el en-
vio del manuscrito se realiza via e-
mail, no es necesario mandar el juego
completo de figuras impreso en papel.

PERMISOS

Citaciones directas, tablas o ilustra-
ciones tomadas de material protegido
por copyright, deben ir acompanadas del
permiso escrito del Editor y el autor
original para poder ser utilizadas.
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REVISION Y PUBLICACION

Todos los manuscritos enviados para
publicacién seran revisados por dos eva-
luadores del area de referencia del tra-
bajo. El Editor elegird los evaluadores
mas apropiados para cada manuscrito.
El manuscrito que requiera mas de una
revision o que en el plazo superior a dos
meses no sea remitido a la revista desde
la decisién editorial inicial, se conside-
rara como un nuevo envio.

La revista no realiza cargos por pagi-
na. Una vez que el trabajo ha sido publi-
cado, se envian 25 copias impresas del
mismo al autor. También se proporcio-
nara la version en PDF del articulo.
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INSTRUCTIONS TO AUTHORS

A. Editorial Policy

1. ANALES DE LA REAL ACADEMIA
NACIONAL DE FARMACIA is a quarterly
journal that publishes basic and applied
research on pharmaceutical sciences and
related areas.

2. A manuscript is accepted for
consideration for publication with the
understanding that it has not been
published elsewhere (except in abstract
form), that it is not concurrently under
review elsewhere, that its publication
has been approved by all the authors and
tacitly or explicitly by the responsible
authorities in the laboratories where
the work was carried out, and that, if
accepted, it will not be published
elsewhere in the same form, in either the
same or another language, without the
consent of the Editors and the Publisher.

Responsibility for the accuracy of the
material in the manuscript, including
bibliographic citations, lies entirely with
the authors.

Upon acceptance of an article,
authors will be asked to transfer
copyright.

The journal publishes articles written
in Spanish or English.

3. An original, a copy, and the
electronic version on CD of the
manuscript should be sent with a cover
letter to:

Maria Teresa Miras Portugal PhD.

Editor, ANALES DE LA REAL
ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIA

Real Academia Nacional de Farmacia

C/ Farmacia, 11

28004 Madrid

Spain

Fax: 91 531 03 06

To submit the manuscript
electronically as an attachment use the
E-mail: edicion@ranf.com. The text and
the figures should be submitted in
separate files. The accepted formats are:
.doc (Word) for the text, and TIFF, JPG
or PPT (Power Point) for figures.

4. Types of Manuscript.
The journal will consider and publish
the following:

— Reviews: should be no longer than
4,000 words (excluding abstract,
references, title page but including
legends to figures and tables) and
the reference list need not be
exhaustive (no more than 40).
While most reviews are invited by
the Editors, authors interested in
contributing reviews are requested
to first contact the Editor.

— OriciNaL ArTicLES: should be no
longer than 4,000 words (excluding
abstract, title page, and references,
but including legends to figures
and tables), and include no more
than 40 references.

— RAPID COMMUNICATIONS: brief,
definitive reports. The manuscript
should be identified as such in the
cover letter. The length should no
longer than 2,500 words including
references (no more than 10) and
with a maximum of three figures/
tables.

— LETTERS TO THE EbDITOR: should be
no longer than 1,000 words and
include no more than three
bibliographic references. Letters
should focus on commenting or
enlarge previous published
articles, or deal with some aspects
of educational or sanitary policy
and pharmaceutical sciences.

— ACADEMIC INFORMATION: this section
will inform about different
courses, scientific sessions and
others events that the journal
deem appropriate.

B. Manuscript Organization

All elements of a manuscript should
be double-spaced, and all pages must be
numbered in the upper right corner,
starting with the title page. Manuscripts
describing original research should
contain, in this order, the following
elements:
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1. TITLE PAGE

Title

It must be in Spanish and in English.
No more than 100 characters, not
including spaces between words.

Author Names

The full names of all authors and
their institutional affiliation. In a multi-
authored work involving more than a
single institution, indicate individual
affiliation by means of a superscript
Arabic number.

Keywords

Five keywords (in Spanish and in
English) that do not appear in the title
itself.

Contact Information

Name, address, telephone number,
fax number, and e-mail address for
author to whom proofs should be sent.

List of Abbreviations
Include the expansions and list in the
order of their mention in the paper.

2. ABSTRACT PAGE

Should contain the summary in both
Spanish and English. Write as
continuous text organized as background
and rationale for the study, main results,
and conclusions. Do not exceed 250
words.

3. MANUSCRIPT SECTION

e INTRODUCTION

Provide the minimum background
information that will orient the general
reader.

e MATERIAL AND METHODS
(EXPERIMENTAL PROCEDURES)

Provide a level of detail such that
another investigator could repeat the
work; for methods that are used
without significant modification,
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citation of the original work will
suffice.

Human Subjects

For reports of research using human
subjects, provide assurance that
(a) informed consent in writing
was obtained from each patient and
(b) the study protocol conformed to
the ethical guidelines of the 1975
Declaration of Helsinki as reflected in
a priori approval by the appropriate
institutional review committee. Refer
to individual patients by number, not
by initials.

Animal Experimentation

In studies involving animal
experimentation, provide assurance
that all animals received humane care
according to the criteria outlined in
the «Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals» prepared by the
National Academy of Sciences and
published by the National Institutes of
Health (NTH publication 86-23 revised
1985).

Manufacturers

Include the names and locations (city
and state or country) of manufacturers
when mentioning proprietary drugs,
tools, instruments, software, etc.

RESULTS

Present the major findings of the study
in graphic form if practicable. Do not
illustrate minor details if their message
is conveyed adequately by simple
descriptive text. Mention all tables and
figures.

DISCUSSION

In the discussion, concisely present
the implications of the new findings
for the field as a whole, minimizing
reiteration of the results, avoiding
repetition of material in the
introduction, and keeping a close focus
on the specific topic of the paper.
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e ACKNOWLEDGMENT

Acknowledge personal assistance and
providers of special reagents. Grant
and other financial support should be
listed in this section.

REFERENCES

These should be numbered in
parentheses on the line, e.g. (7), or
(11-13,17), in order of citation in the
text. The list of references will be
printed at the end of the paper.
Articles may only be cited as «in press»
if a copy of the acceptance notice is
supplied at the time of submission.
References should include the title of
the article and be cited as follows:

Examples of journals (1) (2) and books
(3) (4):

(1) MacKinnoN, R. (2003) Potassium
channels. FEBS Lett. 555: 62-65.

(2) Nixon, J. E.; WANG, A.; MORRISON,
H. G.; McARTHUR, A. G.; SocIN, M.
L.; Lorrus, B. J. & SAMUELSON, J.
(2002) A splicesomal intron in
Giardia lamblia. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 99: 422-431.

(3) LANGER, T. & NEuPERT, W. (1994)
Chaperoning mitochondrial
biogenesis. in: The Biology
of Heat Shock Proteins
and Molecular Chaperones
(Morimoto, R. I., Tissieres, A.
and Georgopoulos, C., Eds.),
pp- 53-83. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Plainview, NY.

(4) FeLpmann, H. (2004) Forty years
of FEBS. Blackwell Publishing
Ltd. Oxford.

TABLES

Prepare tables on individual sheets of
paper, double-spaced, and numbered
consecutively with Arabic numerals
in the order of their appearance in
the text. Do not duplicate material
presented in a figure.
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e FIGURE LEGENDS

Number with Arabic numerals in the
order mentioned in the text. Provide a
title (this should not appear on the
figure itself) and sufficient explanation
to render the figure intelligible without
reference to the text. Explain all
abbreviations and symbols. Type
figure legends consecutively on a
separate sheet of paper.

e FIGURES

The Journal requires one set of figures.
Mark the back of each figure in pencil
with the figure number, its orientation,
and the name of the first author.

Black and White

B/W figures are encouraged. Provide
clean laser prints of black and white
drawings and high-contrast glossy 18-
cm-wide photographs of all halftone
figures, e.g., photomicrographs, gels,
etc.

Colour

Provide glossy prints in which lettering
and symbols are clearly visible against
the background. The Editor and the
Editorial Committee will select the
colour figures to be published.

As for the printed figures they should
be contrasted, without colour
background, and with possibility to
appear in black and white in the
printed version.

As indicated, if submission is carried
out via e-mail, no printed figures are
required.

PERMISSIONS

Direct quotations, tables, or
illustrations taken from copyrighted
material must be accompanied by
written permission for their use from the
publisher and the original author.
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PEER REVIEW AND PUBLISHING

The Journal uses anonymous peer
review in evaluating manuscripts for
publication. The Editor will choose the
appropriate reviewers for each
manuscript. A manuscript requiring
more than a single revision or returned
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beyond 2 months of the date of the
initial decision will be considered a new
submission.

There are no page charges. Twenty-
five offprints are provided free of charge
to the corresponding author of each
accepted article. The article in PDF
version is also provided.
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