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RESUMEN

El higado juega un papel fundamental en el metabolismo de medicamentos y en
el mantenimiento de la homeostasis del organismo y, por tanto los modelos celu-
lares hepaticos desempefian un papel clave para estudios farmaco-toxicolégicos y
maés recientemente en el campo de la terapia celular. Sin embargo, la limitada dis-
ponibilidad de hepatocitos viables y funcionales, debido a la falta de tejido hepa-
tico, es la principal limitacién para utilizar estos recursos celulares. El objetivo del
presente trabajo se ha basado en el desarrollo y caracterizaciéon de modelos celu-
lares hepaticos que puedan constituir una alternativa a los hepatocitos para este
tipo de aplicaciones. Para ello se han abordado tres estrategias diferentes: 1) op-
timizacién del proceso de obtenciéon de hepatocitos a partir de higados enteros
descartados para transplante, determinando las condiciones adecuadas para el
aislamiento y cultivo de hepatocitos; 2) caracterizacion funcional de las células del
hepatoblastoma HepG2, y 3) desarrollo de un protocolo para inducir la diferencia-
cién hepatogénica de células madre mesenquimales adultas derivadas de tejido
adiposo (ADSC). Para conseguir un buen aprovechamiento de higados descartados
para transplante resulta necesario optimizar los protocolos de aislamiento y crio-
preservacion de hepatocitos. El estudio con células madre adultas se presenta como
una alternativa muy vélida para la obtencién de hepatocitos-like viables y funcio-
nalmente activos, tutiles a corto plazo en estudios de farmaco-toxicologia y en un
futuro para terapia celular hepatica. El uso de células madre abre un gran abanico
de posibilidades, facilitando el establecimiento de un modelo celular diferenciado
adulto con caracteristicas que otros modelos celulares, como son el hepatoma
humano HepG2, no presentan. No obstante, es necesario adquirir un mayor cono-
cimiento de los mecanismos celulares y moleculares que controlan la transdiferen-
ciacién a hepatocitos.

Palabras clave: Trasplante celular.—Esteatosis.—Hepatocitos humanos.—He-
patoblastomas.—Células madre.

SUMMARY

Development and optimization of hepatic cell models
for pharmaco-toxicology and cell therapy research

Given the importance of the liver in the metabolism and maintenance of the
homeostasis of the organism, many studies have been conducted in the area of
toxicology and, more recently, in hepatic cellular therapy. However, the main
drawback is the limited availability of viable and functional hepatocytes due to
the scarcity of liver tissue. The purpose of this work was based on the development
and characterization of hepatic cellular models to become an alternative to
hepatocytes in toxicology studies and cellular therapy. To this end, three main
objectives have been investigated: 1) to adopt a procedure of hepatocyte isolation
from discarded organs for transplantation which determines the optimal conditions
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for the isolation and culture of hepatocytes, 2) to characterize the cells from the
hepatoblastome HepG2, and 3) to develop a hepatogenic differentiation protocol
to induce the hepatic differentiation in adipose-derived stem cells (ADSC). In
particular, the hepatogenic differentiation of stem cells opens a wide range of
possibilities to facilitate the establishment of an adult differentiated cellular model
useful for pharmaco-toxicological studies and for hepatic cellular therapy. The use
of adult stem cells may allow the establishment of an adult cellular model with
properties that others cellular models, like HepG2, do not show. However, it is
necessary to optimise the isolation and cryopreservation procedures, as well as the
differentiation protocols from adult stem cells and try to acquire a wide knowledge
of the cellular and molecular mechanisms that control the transdifferentiation to
hepatocytes.

Keywords: Cellular transplant.—Esteatosis.—Human hepatocytes.—Hepatoblas-
tomes.—Stem cells.

INTRODUCCION

Actualmente existe un gran namero de afectaciones hepaticas para
las cuales el tnico tratamiento efectivo existente es el trasplante de
o6rgano ortotépico. Teniendo en cuenta, que aproximadamente un
17,5% de la poblacién mundial sufre alguna enfermedad hepatica
degenerativa (1), resulta evidente la urgente necesidad que existe de
nuevas alternativas terapéuticas. La terapia celular se considera hoy
en dia una estrategia terapéutica de vanguardia complementaria al
trasplante de 6rgano entero. Las ventajas objetivas que presenta el
trasplante de hepatocitos frente al trasplante de 6rgano, lo convierten
en una alternativa muy atractiva. La terapia celular hepatica permiti-
ria mantener las funciones hepaticas durante el periodo puente hasta
la obtencién de un 6rgano adecuado, o incluso conseguir la regenera-
cién hepatica en el caso del fallo hepatico fulminante con la consi-
guiente recuperacién de la funcién del 6rgano. Ademas, se trata de un
método poco invasivo, puede efectuarse de manera semiprogramada,
gracias al mantenimiento de las células en cultivo o criopreservadas,
permite tratar a varios receptores a partir de un tinico donante (2), y
la manipulacién génica ex vivo seguido del transplante autélogo, ha-
ciendo innecesaria la terapia inmunosupresora.

Una tarea clave en el descubrimiento y desarrollo de nuevos far-
macos es la caracterizacion, no s6lo de sus propiedades farmacol6-
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gicas, sino también la prediccion de sus propiedades ADMET en el
hombre (estabilidad y perfil metabdlico, enzimas P450 involucrados,
efecto inhibidor o inductor del fArmaco sobre los enzimas P450, las
posibles interacciones farmaco-farmaco y su toxicidad). El higado es
el 6rgano que posee mayor capacidad para biotransformar los xeno-
bidticos en el organismo y, por ello, juega un papel esencial en el
metabolismo de los fairmacos. Sin embargo, los estudios de metabo-
lismo que se realizan en animales no siempre son extrapolables al
hombre, y por ello los modelos hepaticos humanos constituyen una
herramienta esencial para obtener informacién predictiva sobre el
metabolismo y la toxicidad de nuevos farmacos para el ser humano
en etapas preclinicas muy tempranas de su desarrollo (3).

El éxito, tanto de la terapia celular como de los estudios de meta-
bolismo y toxicidad de farmacos, esta condicionado por la disponibi-
lidad de células hepaticas viables y funcionales en nimero y calidad
funcional suficientes. Teniendo en cuenta que se trata de cultivos no
proliferantes, se requiere disponer de tejido hepatico humano de ma-
nera continuada para aislar hepatocitos. Por tanto, en los tultimos afios
se ha dedicado un gran esfuerzo para desarrollar modelos celulares
hepaticos para superar la escasez de hepatocitos y constituir una al-
ternativa, tanto para terapia celular como para estudios farmacotoxi-
colégicos.

El primer objetivo de este trabajo ha sido optimizar el proceso de
aislamiento y cultivo de hepatocitos a partir de higados enteros o
I6bulos hepaticos descartados para transplante y determinar las
caracteristicas idéneas del tejido hepéatico para este propdésito. Para
ello se ha investigado la influencia sobre el rendimiento del aisla-
miento y la calidad de los hepatocitos de factores tales como el
tiempo de isquemia fria a que se ha sometido el tejido hepético
utilizado, asi como del impacto del grado de estatosis del higado,
aspectos no estudiados de forma sistematica hasta ahora. Un segun-
do objetivo ha sido la caracterizacién funcional de las células de
hepatoblastoma HepG2, investigado los mecanismos responsables
de su desdiferenciacién. Finalmente, en una busqueda de fuentes
celulares alternativas a los hepatocitos para terapia celular hepatica
y estudios de metabolismo y toxicidad de farmacos, se ha desarro-
llado un protocolo para inducir la diferenciacién de ADSC hacia
linaje hepatico.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencién de tejido hepatico

Los 6rganos descartados para trasplante (un total de cinco higa-
dos, tres 6rganos enteros y dos lébulos) fueron extraidos, transporta-
dos, caracterizados y preparados por la Unidad de Trasplante Hepati-
co del Hospital La Fe. Las biopsias de tejido hepatico se obtuvieron
de donantes cadaver durante el transcurso de una laparotomia tera-
péutica a partir de la cara anterior del segmento III de Couinaud. En
ambos casos los higados antes de la extracciéon fueron perfundidos
con solucion de preservacién Celsior (TmTix-Sangstat, Lyon, Francia)
y mantenidos a 4° C hasta el momento del aislamiento de hepatocitos.
El grado de esteatosis se determiné por un examen patolégico. Las
muestras hepaticas destinadas a la preparacién de microsomas fueron
congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a -80° C hasta su uso.

Aislamiento de hepatocitos humanos a partir de biopsias
hepaticas quirurgicas y de 6rganos o l6bulos enteros

La obtencién de hepatocitos a partir de biopsias se realiz6 me-
diante perfusiéon enzimatica del tejido hepético, tal como ya se ha
descrito en detalle previamente (4). El aislamiento de hepatocitos a
partir de 6rganos o l6bulos enteros se realizé6 mediante la adaptacién
del procedimiento utilizado para biopsias hepaticas de pequerio ta-
marfio (Figura 1).

Los hepatocitos se sembraron en placas recubiertas de una mezcla
de fibronectina y coldageno (fibronectina 1 mg/100 mL, colageno 3 mg/
100 mL y BSA 10 mg/100 mL en medio DMEM), a una densidad de
8 x 10* células viables/cm?. El medio utilizado fue Ham’s F-12/Wil-
liams (1:1) (Gibco BRL, Paisley, UK) complementado con un 2% de
suero de ternera (Gibco BRL, Paisley, UK), penicilina 50 mU/mL,
estreptomicina 50 pg/mL, 0,2% de albumina bovina sérica, insulina
10®* M, transferrina 25 pg/mL, etanolamina 65,5 mM, acido linoléico
7,2 mM, glucosa 17,5 mM, 4cido ascérbico, 6,14 mM, y N-omega-ni-
tro-L-arginina metiléster 0,64 mM. A partir de las 24 horas los culti-
vos se mantuvieron en un medio sin suero complementado con hor-
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monas [dexametasona (Merck Pharma, Mollet del Valles, Espana) e
insulina (Insulatard, Novo Nordisk Pharma, S. A., Dinamarca) 10 M].

PERFUSION Y DIGESTION DEL ORGANG DISGREGACION Y LAVADOS

Ficura 1.- Esquema del protocolo de aislamiento de hepatocitos a partir de
organos o lébulos enteros.

Cultivo de células de hepatoma humano HepG2

Las células del hepatoblastoma humano HepG2 se han cultivado
en medio de cultivo Ham’s F-12/Leibovitz L-15 (1:1) complementa-
do con SBF al 6%, L-glutamina 2 mM, penicilina 50 U/mL, sulfato
de estreptomicina 50 mg/mL y bicarbonato sédico 2 g/100 mL. El
subcultivo de las células se realiz6 mediante tratamiento con tripsi-
na 0,25%-EDTA 0,01% (Biochrom AG, Berlin, Alemania).

Aislamiento y cultivo de células de tejido adiposo

El tejido adiposo se obtuvo de donantes sanos anénimos median-
te liposuccién asistida. El tejido adiposo obtenido de cada donante
fue diseccionado en pequenos trozos y digerido con colagenasa I
(1 mg/mL) (Sigma, Madrid, Espafia). Las células se resuspendieron
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en medio de cultivo DMEM (Gibco BRL, Paisley, UK) con 15% de
suero humano y 50 mg/mL de gentamicina. Una vez las células al-
canzaron la confluencia, se despegaron con tripsina-EDTA (0,25%/

0,02%) y se sembraron bajo las mismas condiciones de cultivo a una
densidad de 5 x 10° células/cm’.

Caracterizacion de las células madre mesenquimales
de tejido adiposo (ADSC)

El anélisis por citometria de flujo se llevé a cabo con un citémetro
de flujo FACScalibur (Becton Dickinson, Mountain View, CA) tras
marcar 1 x 10° células con sus respectivos anticuerpos conjugados.
7-AAD se utiliz6 para excluir las células no viables del analisis y las
tinciones no especificas se realizaron segtin se ha descrito previamen-
te (5). Los anticuerpos monoclonales contra antigenos humanos
CD13-PE, CD34-APC, CD45-FITC, CD90-APC se obtuvieron de Becton
Dickinson (Mountain View, CA) y CD105-PE de Serotec, Oxford, UK.

Protocolo para la diferenciacion hepatogénica de las células
madre mesenquimales de tejido adiposo (ADSC)

Para conseguir la transdiferenciacién de las células mesenqui-
males a linaje hepatico se desarrollé un protocolo basado en un
acondicionamiento de las células mediante el cultivo durante dos dias
con medio base (DMEM sin suero y gentamicina) complementado con
EGF 20 ng/mL (Sigma, Madrid, Espafia), FGFb y FGF4 10 ng/ml (Life
Technologies, Barcelona, Espafia) y BMP2 y BMP4 50 ng/ml (Sigma,
Madrid, Espafia). A continuacion las células se mantuvieron durante
siete dias en el medio base pero complementado con HGF 20 ng/ml
(PeproTech EC, Londres, UK), FGFs 10 ng/ml y nicotinamida 4,9 mM
(Sigma, Madrid, Espana) (Etapa 1) y, finalmente (Etapa 2), las células
se cultivaron entre 7-14 dias en medio base complementado con OSM
20 ng/ml (PeproTech EC, Londres, UK), dexametasona 1 mM (Merck
Pharma, Mollet del Vallés, Espafia) e ITS premix (BD Biosciences,
Madrid, Espana).
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Evaluaciéon de la actividad de los isoenzimas del P450 (CYP)

Las actividades CYP fueron determinadas en microsomas de te-
jido hepatico (6). Para ello, 100 mg de proteina microsomal se incu-
b6 durante 15 minutos a 37° C en 300 mL de buffer fosfato 100 mM
a pH 7,4, conteniendo un sistema de regeneracion-NADPH (Cl,Mg
5 mM, NADP* 1 mM, glucosa-6-fosfatasa 10 mM y glucosa-6-fosfa-
tasa deshidrogenasa 0,3 U/mL) y el sustrato apropiado. Las concen-
traciones de sustratos para los diferentes isoenzimas del P450 eva-
luados fueron: 10 uM 7-metoxiresorufina (Molecular probes Europe
BV, Leiden, Holanda) (MROD, CYP1A2), 50 uM cumarina (Sigma,
St. Louis, MO, USA) (CH, CYP2A6), 200 uM diclofenac (Sigma, St.
Louis, MO, USA) (D40OH, CYP2C9), 250 uM clorzoxazona (Sigma,
St. Louis, MO, USA) (C60H, CYP2E1l) y 200 uM testosterona (Sig-
ma, St. Louis, MO, USA) (6b-OHT, CYP3A4).

Los ensayos de actividad en cultivo primario de hepatocitos y
células de hepatoma humano HepG2 se llevaron a cabo mediante
la incubacién de las monocapas celulares con sustratos especificos
de cada uno de los isoenzimas del P450 [8 uM 7-etoxiresorufi-
na (Roche, Mannheim, Alemania) (EROD; CYP1A1/2)], 10 uM 7-me-
toxiresorufina (MROD; CYP1A2), 50 uM cumarina (CH; CYP2A6),
15 uM 7-benzoxiresorufina (Roche, Mannheim, Alemania) (BROD;
CYP2B6), 500 uM p-nitrofenol (Sigma, St. Louis, MO, USA) (PN;
CYP2E1) y 250 uM testosterona (TEST; CYP3A4) (7). Las reacciones
se pararon aspirando el medio de incubacién y anadiendo una solu-
cién de B-glucuronidasa/arilsulfatasa (Roche, Mannheim, Alemania)
durante dos horas a 37° C.

El contenido en proteina microsomal o celular fue determinado
por el método de Lowry (8).

Finalmente, la evaluacién de la actividad de los isoenzimas del
P450 en los hepatocitos aislados a partir de 6rganos descartados
para implante se llevé a cabo mediante la incubacién durante 30 mi-
nutos a 37° C, de la suspensién celular (1,25 x 10° células/mL) ob-
tenida a partir del aislamiento de hepatocitos de 6rganos descarta-
dos para implante con diferentes sustratos [fenacetina (Ultrafine,
Manchester, UK) 10 uM (CYP1A2), clorzoxazona 50 uM (CYP2E1),
diclofenac 10 uM (CYP2C9), midazolam (Ultrafine, Manchester, UK)
5 uM (CYP3A4) y cumarina 5 uM (CYP2A6)]. Los metabolitos forma-
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dos durante la incubacién fueron cuantificados por HPLC/MS/MS
(9) y referidos como pmoles de actividad obtenidos por minuto y por
millén de células (cultivo primario).

Extraccion de RNA y RT-PCR cuantitativa

La extraccion de RNA total se llevé a cabo mediante el kit comer-
cial TRIzol Reagent (Invitrogen Life Technologies, Barcelona, Espa-
fia). La transcripcion reversa se llevé a cabo con la transcriptasa re-
versa del virus de la leucemia murina (M-MLV, Gibco BRL, Paisley,
UK). El ¢cDNA obtenido se amplificé con un termociclador a tiempo
real Roche (Lightcycler, Roche).

RESULTADOS

Influencia del tiempo de isquemia fria y la esteatosis
en el rendimiento del proceso de aislamiento
y la viabilidad de los hepatocitos

El estudio de la influencia del tiempo de isquemia fria en el
proceso de aislamiento de los hepatocitos se realizé en 38 biopsias
quirargicas obtenidas de higados conservados en solucién de Celsior
con tiempos de isquemia fria comprendidos entre 1 y 17 horas uti-
lizados para trasplante ortotépico. Tanto la viabilidad celular como
el rendimiento presentaron un descenso de sus valores conforme
aumentaba el tiempo de isquemia fria (Tabla 1).

TaBLA 1. Efecto del tiempo de isquemia fria sobre la viabilidad y rendimiento celular

TIEMPO )

ISQUEMIA FRIA GRUPO (n) VIABILIDAD (%) RENDIMIENTO
(horas) (10° células/gr)

1-3 6 932+ 5,6 9,5 + 4,9

4-7 5 942 + 5,8 12,9 + 5,7

8-11 6 93,0+ 9,5 10,5 = 6,4

12-14 14 78,4 + 12,5 7,7 + 5,0

15-17 7 69,1 + 30,8 6,6 + 4,0
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Para investigar el impacto de la esteatosis en el proceso de aisla-
miento de los hepatocitos, se utilizaron biopsias quirtirgicas obteni-
das de 17 higados humanos control no esteatésicos y 16 esteatdsicos
(esteatosis > 40%). Los resultados muestran un rendimiento y una
viabilidad celular significativamente inferiores en los aislamientos de
hepatocitos de higados con esteatosis (Tabla 2). El nimero de prepa-
raciones de hepatocitos que consiguié adaptarse con éxito al cultivo
fue inferior en el caso de higados con esteatosis (100% cultivos satis-
factorios en el grupo control y 65% en higados con esteatosis de gra-
do variable; Tabla 2).

Optimizacion del aislamiento de hepatocitos
a partir de 6rganos descartados para implante

Sobre la base de los resultados anteriores y la dilatada experiencia
de nuestro laboratorio en el aislamiento de hepatocitos a partir de
biopsias quruargicas (4) hemos tratado de optimizar el proceso de
aislamiento de hepatocitos para su aplicacién a un 6rgano entero
(1,5-3,5 Kg) o un lébulo completo (0,5-1 Kg). Se han realizado cinco
aislamientos de hepatocitos, lo que nos ha permitido establecer y op-
timizar las condiciones y protocolos. Los 6rganos con mayores nive-
les de esteatosis (esteatosis = 40%) dieron como resultado un menor
rendimiento celular en el proceso de aislamiento (Tabla 3). Los re-
sultados muestran una tendencia de que las menores viabilidades
obtenidas corresponden a los donantes de mayor edad (Tabla 3). En
general el rendimiento del proceso de disgregacion de higado o 16bu-
los enteros es inferior al obtenido con biopsias quirargicas (Tabla 2),
si bien es de destacar un mayor rendimiento en las muestras de me-
nor peso (un lébulo) (Tabla 3).

Influencia de la esteatosis en la actividad de enzimas
de biotransformacién en hepatocitos cultivados y en el higado

Por una parte se investigd la influencia de la esteatosis en la
capacidad biotransformadora de hepatocitos procedentes de biop-
sias quirurgicas de higados con esteatosis. Los niveles de actividad
del P450 (ECOD; sustrato de varias isoformas del P450 y 63-OHT;
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CYP3A4) en los cultivos de hepatocitos preparados a partir de biop-
sias hepaticas con esteatosis fueron inferiores, particularmente la
actividad CYP3A4 de forma significativa (Tabla 2).

Por otra parte, se estudio la influencia de la esteatosis en la capa-
cidad metabélica en microsomas preparados a partir de higados hu-
manos esteatésicos y no esteatdsicos (Tabla 4). Para este fin se cuan-
tificé la actividad ECOD y el resto de actividades se evaluaron como
prueba selectiva para diferentes isoformas del CYP. Las preparacio-
nes obtenidas a partir de higados grasos muestran un descenso signi-
ficativo del 85%, aproximadamente, para los valores de ECOD y del
56 v 30% para las actividades CYP1A2 y CYP3A4 respectivamente.

Ensayo rapido para realizar el control de calidad funcional
de los hepatocitos aislados a partir de 6rganos descartados
para implante

Para poder efectuar un control de calidad funcional de los hepa-
tocitos recién aislados en un periodo de tiempo muy corto como
criterio de aceptacion o exclusion para ser utilizados para trasplan-
te celular y/o criopreservacion, se procedié a la incubacién de una
alicuota de la suspension de hepatocitos recién obtenida con una
mezcla de sustratos, permitiéndonos determinar simultdneamente
la actividad de cinco de los isoenzimas mas importantes del P450
(CYP1A2, CYP2A6, CYP3A4, CYP2C9 y CYP2E1). Todas las muestras
analizadas mostraron actividad para las diferentes isoformas estu-
diadas a niveles comparables a los hepatocitos obtenidos de biopsias
quirargicas de higados normales que constituyen el control de refe-
rencia (Tabla 5).

Caracterizacion funcional de las células de hepatoma humano
HepG2

Se determinaron las actividades enzimaticas de diferentes isofor-
mas del P450 en las células HepG2 y los resultados se compararon
con las actividades de los cultivos primarios de hepatocitos huma-
nos. Los niveles de actividad de los diferentes isoenzimas del P450
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observados en células HepG2 son significativamente menores a los
obtenidos en cultivos primarios de hepatocitos, lo cual indica su
limitada capacidad para biotransformar xenobidticos (Tabla 6).

TaBLA 4. Actividades de diferentes isoformas del P450 en microsomas preparados
a partir de higados humanos esteatésicos y no esteatdsicos

CcYp ACTIVIDAD  NO ESTEATOSIS ESTEATOSIS*
VARIOS CYPs ECOD 417 + 240 66 + 23
1A2 MROD 25 + 15,7 10,9 = 5%
2A6 CH 296 + 164 370 + 130
2C9 D40OH 1,8 +1 1,4 +0,4
2E1 C60H 6,9 + 5,8 57+3
3A4 6BOHT 727 + 403 360 + 255*

Las actividades fueron determinadas en microsomas hepaticos y expresadas como pmoles
por minuto y por miligramo de proteina. Los resultados son la media + SD de diferentes pre-
paraciones (esteatosis n = 9, no esteatosis n = 10). A, esteatosis > 40%, confirmado por pa-
télogo. *P < 0,05 con respecto al grupo no esteatésico. ECOD, 7-etoxicumarina O-deetilacién,
MROD, 7-methoxyresorufina O-demetilasa; CH, cumarina; D40OH, diclofenac 4’-hidroxila-
cién; C60H, clorzoxazona 6-hidroxilacién; OHT, hidroxitestosterona.

TaBLA 5. Actividad funcional de hepatocitos aislados a partir de érganos enteros
descartados para implante

MUESTRA CYP3A4 CYP2C9 CYP2E] CYP2A6 CYPIA2
1 0,695 16,74 0,732 0,78 21,85
2 3,8 22,2 31,3 4 3,6
3 13,2 86,4 - 32 4,7
4 21,4 101,4 95,03 31,48 4,97
5 31,84 195,6 29,01 13,56 24,1
Media = SD 14,1 + 12,7 84,4 + 72,6 39 + 39,8 16,4 + 14,8 11,8 + 10,2
HEPATOCITOS
HUMANOS
NORMALES
(n =5) 6 +2 52 + 10,8 8 + 4,8 18,9+ 7,8 4,1 +3,3

Los resultados se expresan como pmol/min/millén células.
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Mecanismos moleculares responsables de la pérdida
de expresion de los enzimas del P450 en células HepG2

Con objeto de investigar los posibles mecanismos moleculares
responsables de la reduccién en los enzimas de biotransformaciéon
en células HepG2, se evalué la expresion de factores de transcripcion
que controlan la expresion de genes hepaticos tales como HNF4q,
PGCla, HNF3, SRC, C/EBPB (10). El analisis de los niveles de mRNA
mostré niveles inferiores a los obtenidos en cultivo primario de
hepatocitos de la mayoria de los factores de transcripcién analizados
(COUP-TF gamma, SRC1, SRC2, C/EBPB, HNF3y), con excepcién de
los factores SMRT y HNF4a (clave en el control de la expresiéon de
genes hepaticos) (11), que muestran niveles de expresién iguales
o superiores en el hepatoma humano HepG2 (Figura 2). El factor
HNF40, aunque se expresa en las células HepG2, no es funcional-
mente activo. Con el fin de determinar la causa de la falta de acti-
vidad de HNF4a se realizé un analisis de los niveles de mRNA de sus
coactivadores PGCloa y SRCI1. Los niveles de mRNA de PGCla y
SRC1 son muy inferiores a los expresados en higado humano y en
cultivo de hepatocitos (Figura 3). Paralelamente se evalué la expre-
sién de diferentes isoformas del P450, observandose tan sélo niveles
marginales de sus correspondientes mRNA en comparacién con el
higado (Figura 3). Estos resultados sugieren que la falta de funcién
de HNF4o en células HepG2 podria explicarse por la baja expresién

TaBLA 6. Actividad del citocromo P450 en cultivos de hepatocitos a las 24 horas
vy en hepatoma humano HepG2

cYyp ACTIVIDAD HEPATOCITOS HepG2
n=206 n=>5
1A1/2 EROD 4,5 + 2,0 0,9 + 0,5*%*
1A2 MROD 5,04 + 1,87 0,35 + 0,34**
2A6 CH 121 + 70 0,05 + 0,04**
2B6 BROD 2,46 + 1,95 0,28 + 0,26*
2E1 PNP 104 + 57 <1
3A4 TEST 253 + 110 0,18 = 0,16**

Las actividades se dan en pmoles producidos por miligramo de proteina y por minuto. Los
datos son la media + SD. *P < 0,05 y **P < 0,01 con respecto a hepatocitos.
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de sus coactivadores PGCla y SRC1, siendo probablemente necesa-
rios mayores niveles de coactivadores para la correcta expresion en
el higado de genes CYP controlados por HNF4a.
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Ficura 2. Niveles de expresion de diferentes factores de transcripcion
en hepatoma humano HepG2 y cultivo primario de hepatocitos. El RNA
total fue purificado de cultivos de hepatocitos humanos de 24 horas
(barras negras) y de células de hepatoma humano HepG2 (barras blancas).
Los niveles especificos de mRNA de los diferentes factores de transcripcion
se determinaron por RT-PCR cuantitativa a tiempo real. Los valores fueron
normalizados respecto a los niveles de mRNA del gen ubicuo hPBGD.

Las barras representan las medias + SD (n > 3). COUP TF, Chicken Ovalbumin
Upstream Promoter Transcription Factor; SRC, Steroid Receptor Coactivator;
C/EBPJ, CCAAT/Enhancer Binding Protein; SMRT, Silencing Mediator for
Retinoid and Thyroid hormone receptors; HNF, Hepatocyte nuclear factor;
PGClao, Peroxisome proliferator activated receptor Gamma coactivator 1 alpha;
hPBGD, human porphobilinogen deaminase.

Diferenciaciéon hepatogénica de células madre mesenquimales
procedentes de tejido adiposo: una nueva fuente de hepatocitos

El anélisis por citometria de flujo de marcadores de superficie
celular determiné que la poblacién celular de estudio esta compues-
ta por un 95% de células CD105+, mostrando ademas la coexpresién
del otro marcador mesenquimal CD90 (Thyl), en cambio son nega-
tivas para el marcador hematopoyético (CD45-).

Para determinar el perfil de expresion de genes de las ADSC dife-
renciadas a fenotipo hepatico, se examinaron diferentes marcadores
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Ficura 3. Niveles de expresion del factor de transcripcion HNF4q,
sus coactivadores PGClo y SRC1, vy diferentes isoformas del CYP P450
en hepatoma humano HepG2 y cultivo primario de hepatocitos. El RNA
total fue purificado de cultivos de hepatocitos de 24 horas (barras negras)
vy de células de hepatoma humano HepG2 (barras blancas). Los niveles especificos
de mRNA de los diferentes factores de transcripcion e isoformas del CYP P450
se determinaron por RT-PCR cuantitativa a tiempo real. Los valores se expresan
como niveles de mRNA relativos a higado humano vy fueron normalizados respecto
al nivel de expresion (mRNA) del gen hPBGD. Las barras representan las medias
+ SD (n > 3). HNF40, Hepatocyte nuclear factor-4 alpha;, PGCI1ao, Peroxisome
proliferator activated receptor Gamma coactivator 1 alpha; hPBGD, human
porphobilinogen deaminase; CYP, citocromo P450.

hepaticos (albumina, CYP3A4 y factores de transcripcion abundantes
en higado) y no hepaticos (THY1) (Figura 4). Los niveles de mRNA del
marcador mesenquimal THY1 descendieron drasticamente al finalizar
el proceso de diferenciacién, aproximandose a los valores obtenidos
en higado y HepG2 (Figura 4A). Por otra parte, examinamos la expre-
sion del factor de transcripcion HNF4a y de su coactivador PGCla.
Como muestra la Figura 4B, la expresion de ambos factores expe-
rimenta un incremento con el transcurso del proceso de diferencia-
cién, siendo mas significativo el incremento observado en PGCla. Los
marcadores hepaticos especificos se expresan paralelamente. Asi los
niveles de CYP3A4, uno de los citocromos P450 mas abundantes del
higado, y la albimina aumentaron superando incluso los niveles ob-
servados en el hepatoma humano HepG2 (Figura 4C, 4D). Durante el
proceso de diferenciacién pudo apreciarse un significativo cambio
morfolégico, pasando de formas fibroblasticas en estado indiferencia-

299



A. BoNORA-CENTELLES Y COLS. AN. R. Acap. Nac. Farwm.

do, a formas mas poligonales, caracteristicas del hepatocito maduro,
tras el proceso de diferenciacion (Figura 5).
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Ficura 4. Andlisis por PCR cuantitativa a tiempo real de la expresion
de mRNA de Thyl, CYP3A4, albiimina, HNF4a y PGCla. Los niveles de
expresion de Thyl (A), CYP3A4 (C) fueron cuantificados por RT-PCR en ADSC
a tiempo inicial del protocolo de diferenciaciéon (ADSC desdiferenciadas) y al final
del protocolo (ADSC diferenciadas). Los niveles de mRNA fueron comparados
con los niveles expresados en higado humano y hepatoma humano HepG2 y
normalizados por hPBGD. (B) Niveles de expresion de HNF4o (barras negras)
y PGCla (barras blancas) determinados a diferentes tiempos durante el protocolo
de diferenciacion. (D) Niveles de expresion de albiimina determinados a diferentes
tiempos del protocolo de diferenciacion. Las barras representan las medias + SD
(n >4). Thy 1, CD90; CYP3A4, citocromo 3A4;, HNF4o, Hepatocyte nuclear
factor-4 alpha; PGClao, Peroxisome proliferator activated receptor Gamma
coactivator 1 alpha; hPBGD, human porphobilinogen deaminase.

Ficura 5. Morfologia celular de células madre mesenquimales humanas

derivadas de tejido adiposo. (A) Morfologia celular a tiempo 0 del protocolo

de diferenciacion (ADSC desdiferenciadas). (B) Morfologia celular al término
del protocolo de diferenciacion (ADSC diferenciadas). Magnificacion 20X.
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DISCUSION

La posibilidad de disponer de hepatocitos humanos es cada vez
mas limitada, dada la escasez de tejido hepatico util para aislamien-
to de hepatocitos. Por tanto, la busqueda de modelos hepaticos fun-
cional y metabdlicamente competentes, como alternativa a los he-
patocitos humanos, es un objetivo prioritario para los estudios de
metabolismo y toxicidad de nuevos farmacos y como fuente de cé-
lulas para terapia celular hepatica. Esta necesidad ha promovido la
investigacién de diferentes fuentes de tejido hepatico no aptas para
trasplante ortotépico, como son los higados con esteatosis (12) o de
donantes en paro cardiaco, lineas celulares derivadas de hepatomas
humanos, asi como la transdiferenciacién hepatica de células proge-
nitoras considerada hoy en dia un recurso valido para la obtencién
de células de fenotipo hepatico.

Los resultados de nuestro trabajo muestran que el tiempo de
isquemia, asi como la esteatosis hepatica, son factores que ejercen
una gran influencia sobre el proceso de aislamiento de los hepato-
citos. Paralelo al aumento del tiempo de isquemia o del grado de
esteatosis, tanto el rendimiento celular como la viabilidad celular y
la capacidad biotransformadora de farmacos descienden significati-
vamente (Tablas 1 y 2). Estos resultados sugieren que existe un limi-
te de tiempo de isquemia fria del higado para que el tejido hepético
sea util para aislamiento celular y una menor resistencia de los he-
patocitos del higado esteatésico al procedimiento de disgregacion
enzimatica del tejido y el impacto negativo de la esteatosis sobre la
funcionalidad celular.

En el aislamiento de hepatocitos a partir de 6rganos enteros,
tanto la edad del donante, como el peso del 6rgano fueron determi-
nantes. Las muestras de edades superiores a ochenta afios presentan
menor viabilidad y rendimiento del aislamiento. Cabe destacar un
mayor rendimiento en las muestras de menor peso (un l6bulo), ello
es debido seguramente a un mejor acceso y mayor distribucién de
las soluciones de perfusion en el tejido cuanto menor es su tamaino.
La puesta a punto de un método analitico que permita determinar
en un breve periodo de tiempo, la competencia metabdlica de las
células, como control de calidad funcional de los hepatocitos recién
aislados (Tabla 5) es imprescindible para tomar decisiones en cuan-
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to a su idoneidad para su aplicacién clinica y/o para ser crioconser-
vados. La variabilidad observada entre los distintos preparados de
hepatocitos analizados es debida a la conocida variabilidad inte-
rindividual en el ser humano, debido al polimorfismo de algunos
enzimas de biotransformacién o a la influencia de factores exter-
nos (13, 14).

Un tercer objetivo planteado fue explorar la aplicabilidad de li-
neas celulares derivadas de hepatomas humanos ya existentes. Si
bien su utilidad terapéutica es muy escasa, su utilidad como modelo
celular para estudios farmacotoxicolégicos podria ser muy impor-
tante. Desafortunadamente tanto la actividad de los isoenzimas mas
importantes del P450 (Tabla 6) como los niveles mRNA (Figura 3)
son bajos o indetectables si se comparan con los hepatocitos en
cultivo. Los resultados presentados en este trabajo muestran una
disminucién de los factores de transcripcién hepaticos, abundantes
en el higado, que controlan la transcripcién de los diferentes isoen-
zimas del P450 (14-16), a excepcién del factor HNF40 que muestra
elevados niveles de expresion en las células HepG2 (Figura 2). Sin
embargo, HNF4o no es funcionalmente activo en estas células, ya
que sus coactivadores PGCla y SRC1 no se expresan adecuadamen-
te. En la actualidad las células HepG2, como modelo celular hepa-
tico, presentan serias limitaciones para estudios de metabolismo de
farmacos, asi como herramienta para terapia celular y no constitu-
yen una alternativa real a los hepatocitos (17).

La investigacién con células madre constituye actualmente uno
de los campos mas fascinantes de la biologia moderna. El potencial
de diferenciacién de estas células y su elevado grado de plasticidad
las convierte en una herramienta altamente sofisticada para obte-
ner de forma ilimitada recursos celulares de diferentes linajes. En el
presente trabajo nos hemos planteado como uno de los objetivos
mas importantes el investigar la posibilidad de obtener células de
fenotipo hepatico a partir de células madre adultas derivadas de
tejido adiposo (ADSC). El tejido adiposo presenta una serie de ven-
tajas frente a otros tejidos utilizados con el mismo fin, como es la
médula 6sea (18), se puede aislar en gran cantidad con facilidad, con
la minima invasividad y molestia para el paciente y poseen mayor
capacidad proliferativa. Aunque el numero de estudios realizados
sobre la potencial capacidad de las ADSC para diferenciarse a feno-
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tipos hepaticos adultos es todavia muy reducido, los resultados son
muy prometedores (18, 19). Para inducir la diferenciacién hepatogé-
nica de las ADSC, hemos tratado de reproducir el proceso de la di-
ferenciaciéon hepatica durante el desarrollo embrionario in vivo (Fi-
gura 6). Para ello decidimos iniciar el protocolo de diferenciacién
con la incorporacién de FGFs al medio base, que ademas de ser
importantes mitégenos como el EGF, son responsables en parte del
desarrollo hacia linajes hepaticos y no pancreaticos (20). FGFb y
FGF4 actiian en las etapas iniciales del desarrollo hepatico desde el
mesodermo cardiaco, conduciendo a la formacién de células proge-
nitoras hepaticas (hepatoblastos) (21). Paralelamente a la sefializa-
cién por FGFs desde el mesodermo cardiaco, BMPs acttian desde el
septum transverso del mesénquima en la generaciéon de células pro-
genitoras hepaticas (22). Durante y después de los estadios medios
de la hepatogénesis, las células mesenquimales adyacentes al pri-
mordio hepatico secretan HGF dando soporte a los hepatocitos fe-
tales (23). Posteriormente, las células madre hematopoyéticas pro-
ducen OSM que, en presencia de glucocorticoides, no s6lo promueve
la diferenciacién de las células hepaticas fetales y su maduracion,
sino que también evita la hematopoyesis embrionaria (24).

Dezamolio, Genes involucrados
Faerores
Fecundaci én [ — Mol é culas irace kilares
HNFd
HHNF3 g
Endaderma wentral AT
FGF1,2, 8 FGFR1
BMP4, T FGFR2
C-jun Rl -4
Hepatoblasio Sekt IKK
7 Hex IKKy K=
Rag XBP-1
/ i Hix Rb
MTF1 c-Ral M -
Célula progeniora Myc pEIF 13K
ducta biliar Progenitar hep dftico
O5M CEBP a
2 HGF GR
TGEf  Gpi3d
Hepatocite neonatal
Célula ducto bikar o5M HNEL
HGF Gpi30
TGFH
Hepatocito adulte ECMs

FIGURA 6. Moléculas extra- e intracelulares implicadas en el desarrollo
hepdtico (adaptacion ref. 25).
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Partiendo de una poblacién CD90+/CD105+, la caracterizacién
funcional dio como resultado un aumento creciente de la expresién
de marcadores hepaticos, tales como la albamina y el CYP3A4, uno
de los enzimas del P450 mayoritarios en el higado, poniendo de ma-
nifiesto la capacidad biotransformadora de las ADSC diferenciadas.
Paralelamente, se observé una disminucién en la expresién del
marcador mesenquimal Thyl (Figura 4A). Los niveles de expresion
de factores de transcripcion tipicamente hepaticos, HNF4a y su co-
activador PGClo, también experimentaron un incremento durante
el proceso de diferenciacion, lo cual explica una activa transcripcién
mediada por HNF4a de genes hepaticos, tales como CYP3A4 (Figu-
ra 4C) y albumina (Figura 4D).

Los resultados presentados en este trabajo muestran que ha sido
posible optimizar el uso de los recursos de tejido hepatico disponi-
ble para la obtencién de hepatocitos e incrementar la disponibilidad
de recursos celulares hepaticos funcionales para estudios farmaco-
toxicolégicos y terapia celular. Hemos conseguido delimitar las ca-
racteristicas que debe reunir el tejido hepatico y optimizar el pro-
cedimiento de aislamiento de hepatocitos para conseguir un buen
aprovechamiento del tejido hepatico. Sin embargo, nos planteamos
para el futuro inmediato el reto de establecer estrategias molecu-
lares que permitan reducir el impacto negativo de la esteatosis en
la preparaciéon de hepatocitos aptos para el transplante, asi como
de disponer de nuevos métodos de crioconservacién de hepatocitos
que permita realizar un uso programado de los recursos celula-
res existentes. Finalmente, hemos explorado el desarrollo de nuevas
herramientas celulares basadas en el uso de células madre adultas
de tejido adiposo. Aunque todavia en un estadio incipiente y con
necesidad de perfeccionar el protocolo de diferenciacién celular,
es evidente que abre un gran abanico de posibilidades de cara al
futuro para el establecimiento de un modelo celular hepatico adulto
diferenciado, con unas caracteristicas que otros modelos celulares,
como son el hepatoma humano HepG2, no presentan.
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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 tacita-
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 péagina 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. Organizacién 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-
liaci6n 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 extensién 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.

Experimentacion 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-
nos 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.; WaANG, 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 versiéon 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
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(Morimoto, R. I., Tissieres, A.
and Georgopoulos, C., Eds.),
pp- 53-83. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Plainview, NY.
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of FEBS. Blackwell Publishing
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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.

AN. R. Acap. NAL. FArm.

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.





