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RESUMEN

El hígado 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 hepáticos desempeñan un papel clave para estudios fármaco-toxicológicos y
más 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 hepá-
tico, es la principal limitación para utilizar estos recursos celulares. El objetivo del
presente trabajo se ha basado en el desarrollo y caracterización de modelos celu-
lares hepáticos que puedan constituir una alternativa a los hepatocitos para este
tipo de aplicaciones. Para ello se han abordado tres estrategias diferentes: 1) op-
timización del proceso de obtención de hepatocitos a partir de hígados enteros
descartados para transplante, determinando las condiciones adecuadas para el
aislamiento y cultivo de hepatocitos; 2) caracterización funcional de las células del
hepatoblastoma HepG2, y 3) desarrollo de un protocolo para inducir la diferencia-
ción hepatogénica de células madre mesenquimales adultas derivadas de tejido
adiposo (ADSC). Para conseguir un buen aprovechamiento de hígados descartados
para transplante resulta necesario optimizar los protocolos de aislamiento y crio-
preservación de hepatocitos. El estudio con células madre adultas se presenta como
una alternativa muy válida para la obtención de hepatocitos-like viables y funcio-
nalmente activos, útiles a corto plazo en estudios de fármaco-toxicología y en un
futuro para terapia celular hepática. El uso de células madre abre un gran abanico
de posibilidades, facilitando el establecimiento de un modelo celular diferenciado
adulto con características 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-
ciación 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.

INTRODUCCIÓN

Actualmente existe un gran número de afectaciones hepáticas para
las cuales el único tratamiento efectivo existente es el trasplante de
órgano ortotópico. Teniendo en cuenta, que aproximadamente un
17,5% de la población mundial sufre alguna enfermedad hepática
degenerativa (1), resulta evidente la urgente necesidad que existe de
nuevas alternativas terapéuticas. La terapia celular se considera hoy
en día una estrategia terapéutica de vanguardia complementaria al
trasplante de órgano entero. Las ventajas objetivas que presenta el
trasplante de hepatocitos frente al trasplante de órgano, lo convierten
en una alternativa muy atractiva. La terapia celular hepática permiti-
ría mantener las funciones hepáticas durante el periodo puente hasta
la obtención de un órgano adecuado, o incluso conseguir la regenera-
ción hepática en el caso del fallo hepático fulminante con la consi-
guiente recuperación de la función del órgano. Además, 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 único donante (2), y
la manipulación génica ex vivo seguido del transplante autólogo, ha-
ciendo innecesaria la terapia inmunosupresora.

Una tarea clave en el descubrimiento y desarrollo de nuevos fár-
macos es la caracterización, no sólo de sus propiedades farmacoló-
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gicas, sino también la predicción de sus propiedades ADMET en el
hombre (estabilidad y perfil metabólico, enzimas P450 involucrados,
efecto inhibidor o inductor del fármaco sobre los enzimas P450, las
posibles interacciones fármaco-fármaco y su toxicidad). El hígado es
el órgano que posee mayor capacidad para biotransformar los xeno-
bióticos en el organismo y, por ello, juega un papel esencial en el
metabolismo de los fármacos. Sin embargo, los estudios de metabo-
lismo que se realizan en animales no siempre son extrapolables al
hombre, y por ello los modelos hepáticos humanos constituyen una
herramienta esencial para obtener información predictiva sobre el
metabolismo y la toxicidad de nuevos fármacos para el ser humano
en etapas preclínicas muy tempranas de su desarrollo (3).

El éxito, tanto de la terapia celular como de los estudios de meta-
bolismo y toxicidad de fármacos, está condicionado por la disponibi-
lidad de células hepáticas viables y funcionales en número y calidad
funcional suficientes. Teniendo en cuenta que se trata de cultivos no
proliferantes, se requiere disponer de tejido hepático humano de ma-
nera continuada para aislar hepatocitos. Por tanto, en los últimos años
se ha dedicado un gran esfuerzo para desarrollar modelos celulares
hepáticos para superar la escasez de hepatocitos y constituir una al-
ternativa, tanto para terapia celular como para estudios farmacotoxi-
cológicos.

El primer objetivo de este trabajo ha sido optimizar el proceso de
aislamiento y cultivo de hepatocitos a partir de hígados enteros o
lóbulos hepáticos descartados para transplante y determinar las
características idóneas del tejido hepático para este propósito. 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 fría a que se ha sometido el tejido hepático
utilizado, así como del impacto del grado de estatosis del hígado,
aspectos no estudiados de forma sistemática hasta ahora. Un segun-
do objetivo ha sido la caracterización funcional de las células de
hepatoblastoma HepG2, investigado los mecanismos responsables
de su desdiferenciación. Finalmente, en una búsqueda de fuentes
celulares alternativas a los hepatocitos para terapia celular hepática
y estudios de metabolismo y toxicidad de fármacos, se ha desarro-
llado un protocolo para inducir la diferenciación de ADSC hacia
linaje hepático.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Obtención de tejido hepático

Los órganos descartados para trasplante (un total de cinco híga-
dos, tres órganos enteros y dos lóbulos) fueron extraídos, transporta-
dos, caracterizados y preparados por la Unidad de Trasplante Hepáti-
co del Hospital La Fe. Las biopsias de tejido hepático se obtuvieron
de donantes cadáver durante el transcurso de una laparotomía tera-
péutica a partir de la cara anterior del segmento III de Couinaud. En
ambos casos los hígados antes de la extracción fueron perfundidos
con solución de preservación Celsior (TmTix-Sangstat, Lyon, Francia)
y mantenidos a 4º C hasta el momento del aislamiento de hepatocitos.
El grado de esteatosis se determinó por un examen patológico. Las
muestras hepáticas destinadas a la preparación de microsomas fueron
congeladas en nitrógeno líquido y almacenadas a –80º C hasta su uso.

Aislamiento de hepatocitos humanos a partir de biopsias
hepáticas quirúrgicas y de órganos o lóbulos enteros

La obtención de hepatocitos a partir de biopsias se realizó me-
diante perfusión enzimática del tejido hepático, tal como ya se ha
descrito en detalle previamente (4). El aislamiento de hepatocitos a
partir de órganos o lóbulos enteros se realizó mediante la adaptación
del procedimiento utilizado para biopsias hepáticas de pequeño ta-
maño (Figura 1).

Los hepatocitos se sembraron en placas recubiertas de una mezcla
de fibronectina y colágeno (fibronectina 1 mg/100 mL, colágeno 3 mg/
100 mL y BSA 10 mg/100 mL en medio DMEM), a una densidad de
8 × 104 células viables/cm². 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 µg/mL, 0,2% de albúmina bovina sérica, insulina
10–8 M, transferrina 25 µg/mL, etanolamina 65,5 mM, ácido linoléico
7,2 mM, glucosa 17,5 mM, ácido ascórbico, 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, España) e
insulina (Insulatard, Novo Nordisk Pharma, S. A., Dinamarca) 10–8 M].

FIGURA 1.- Esquema del protocolo de aislamiento de hepatocitos a partir de
órganos o lóbulos 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 sódico 2 g/100 mL. El
subcultivo de las células se realizó mediante tratamiento con tripsi-
na 0,25%-EDTA 0,01% (Biochrom AG, Berlín, Alemania).

Aislamiento y cultivo de células de tejido adiposo

El tejido adiposo se obtuvo de donantes sanos anónimos median-
te liposucción asistida. El tejido adiposo obtenido de cada donante
fue diseccionado en pequeños trozos y digerido con colagenasa I
(1 mg/mL) (Sigma, Madrid, España). 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 × 103 células/cm2.

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

El análisis por citometría de flujo se llevó a cabo con un citómetro
de flujo FACScalibur (Becton Dickinson, Mountain View, CA) tras
marcar 1 × 106 células con sus respectivos anticuerpos conjugados.
7-AAD se utilizó para excluir las células no viables del análisis y las
tinciones no específicas se realizaron según se ha descrito previamen-
te (5). Los anticuerpos monoclonales contra antígenos 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 diferenciación hepatogénica de las células
madre mesenquimales de tejido adiposo (ADSC)

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

Las actividades CYP fueron determinadas en microsomas de te-
jido hepático (6). Para ello, 100 mg de proteína microsomal se incu-
bó durante 15 minutos a 37º C en 300 mL de buffer fosfato 100 mM
a pH 7,4, conteniendo un sistema de regeneración-NADPH (Cl2Mg
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 μM 7-metoxiresorufina (Molecular probes Europe
BV, Leiden, Holanda) (MROD, CYP1A2), 50 μM cumarina (Sigma,
St. Louis, MO, USA) (CH, CYP2A6), 200 μM diclofenac (Sigma, St.
Louis, MO, USA) (D4OH, CYP2C9), 250 μM clorzoxazona (Sigma,
St. Louis, MO, USA) (C6OH, CYP2E1) y 200 μM 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 incubación de las monocapas celulares con sustratos específicos
de cada uno de los isoenzimas del P450 [8 μM 7-etoxiresorufi-
na (Roche, Mannheim, Alemania) (EROD; CYP1A1/2)], 10 μM 7-me-
toxiresorufina (MROD; CYP1A2), 50 μM cumarina (CH; CYP2A6),
15 μM 7-benzoxiresorufina (Roche, Mannheim, Alemania) (BROD;
CYP2B6), 500 μM p-nitrofenol (Sigma, St. Louis, MO, USA) (PN;
CYP2E1) y 250 μM testosterona (TEST; CYP3A4) (7). Las reacciones
se pararon aspirando el medio de incubación y añadiendo una solu-
ción de β-glucuronidasa/arilsulfatasa (Roche, Mannheim, Alemania)
durante dos horas a 37º C.

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

Finalmente, la evaluación de la actividad de los isoenzimas del
P450 en los hepatocitos aislados a partir de órganos descartados
para implante se llevó a cabo mediante la incubación durante 30 mi-
nutos a 37º C, de la suspensión celular (1,25 × 106 células/mL) ob-
tenida a partir del aislamiento de hepatocitos de órganos descarta-
dos para implante con diferentes sustratos [fenacetina (Ultrafine,
Manchester, UK) 10 μM (CYP1A2), clorzoxazona 50 μM (CYP2E1),
diclofenac 10 μM (CYP2C9), midazolam (Ultrafine, Manchester, UK)
5 μM (CYP3A4) y cumarina 5 μM (CYP2A6)]. Los metabolitos forma-
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dos durante la incubación fueron cuantificados por HPLC/MS/MS
(9) y referidos como pmoles de actividad obtenidos por minuto y por
millón de células (cultivo primario).

Extracción de RNA y RT-PCR cuantitativa

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

RESULTADOS

Influencia del tiempo de isquemia fría 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 fría en el
proceso de aislamiento de los hepatocitos se realizó en 38 biopsias
quirúrgicas obtenidas de hígados conservados en solución de Celsior
con tiempos de isquemia fría comprendidos entre 1 y 17 horas uti-
lizados para trasplante ortotópico. Tanto la viabilidad celular como
el rendimiento presentaron un descenso de sus valores conforme
aumentaba el tiempo de isquemia fría (Tabla 1).

TABLA 1. Efecto del tiempo de isquemia fría sobre la viabilidad y rendimiento celular

TIEMPO
ISQUEMIA FRÍA GRUPO (n) VIABILIDAD (%) RENDIMIENTO

(horas)          (106 células/gr)

1-3 6 93,2 ± 5,6 9,5 ± 4,9

4-7 5 94,2 ± 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 quirúrgicas obteni-
das de 17 hígados humanos control no esteatósicos y 16 esteatósicos
(esteatosis > 40%). Los resultados muestran un rendimiento y una
viabilidad celular significativamente inferiores en los aislamientos de
hepatocitos de hígados con esteatosis (Tabla 2). El número de prepa-
raciones de hepatocitos que consiguió adaptarse con éxito al cultivo
fue inferior en el caso de hígados con esteatosis (100% cultivos satis-
factorios en el grupo control y 65% en hígados con esteatosis de gra-
do variable; Tabla 2).

Optimización del aislamiento de hepatocitos
a partir de órganos 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 qurúrgicas (4) hemos tratado de optimizar el proceso de
aislamiento de hepatocitos para su aplicación a un órgano entero
(1,5-3,5 Kg) o un lóbulo 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 órganos 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 disgregación de hígado o lóbu-
los enteros es inferior al obtenido con biopsias quirúrgicas (Tabla 2),
si bien es de destacar un mayor rendimiento en las muestras de me-
nor peso (un lóbulo) (Tabla 3).

Influencia de la esteatosis en la actividad de enzimas
de biotransformación en hepatocitos cultivados y en el hígado

Por una parte se investigó la influencia de la esteatosis en la
capacidad biotransformadora de hepatocitos procedentes de biop-
sias quirúrgicas de hígados con esteatosis. Los niveles de actividad
del P450 (ECOD; sustrato de varias isoformas del P450 y 6β-OHT;
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CYP3A4) en los cultivos de hepatocitos preparados a partir de biop-
sias hepáticas con esteatosis fueron inferiores, particularmente la
actividad CYP3A4 de forma significativa (Tabla 2).

Por otra parte, se estudió la influencia de la esteatosis en la capa-
cidad metabólica en microsomas preparados a partir de hígados hu-
manos esteatósicos y no esteatósicos (Tabla 4). Para este fin se cuan-
tificó 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 hígados grasos muestran un descenso signi-
ficativo del 85%, aproximadamente, para los valores de ECOD y del
56 y 30% para las actividades CYP1A2 y CYP3A4 respectivamente.

Ensayo rápido para realizar el control de calidad funcional
de los hepatocitos aislados a partir de órganos 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 aceptación o exclusión para ser utilizados para trasplan-
te celular y/o criopreservación, se procedió a la incubación de una
alícuota de la suspensión de hepatocitos recién obtenida con una
mezcla de sustratos, permitiéndonos determinar simultáneamente
la actividad de cinco de los isoenzimas más 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
quirúrgicas de hígados normales que constituyen el control de refe-
rencia (Tabla 5).

Caracterización funcional de las células de hepatoma humano
HepG2

Se determinaron las actividades enzimáticas 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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TABLA 4. Actividades de diferentes isoformas del P450 en microsomas preparados
a partir de hígados humanos esteatósicos y no esteatósicos

CYP ACTIVIDAD NO ESTEATOSIS ESTEATOSISA

VARIOS CYPs ECOD 417 ± 240 66 ± 23

1A2 MROD 25 ± 15,7 10,9 ± 5*

2A6 CH 296 ± 164 370 ± 130

2C9 D4OH 1,8 ± 1 1,4 ± 0,4

2E1 C6OH 6,9 ± 5,8 5,7 ± 3

3A4 6βOHT 727 ± 403 360 ± 255*

Las actividades fueron determinadas en microsomas hepáticos y expresadas como pmoles
por minuto y por miligramo de proteína. Los resultados son la media ± SD de diferentes pre-
paraciones (esteatosis n = 9, no esteatosis n = 10). A, esteatosis > 40%, confirmado por pa-
tólogo. *P < 0,05 con respecto al grupo no esteatósico. ECOD, 7-etoxicumarina O-deetilación,
MROD, 7-methoxyresorufina O-demetilasa; CH, cumarina; D4OH, diclofenac 4’-hidroxila-
ción; C6OH, clorzoxazona 6-hidroxilación; OHT, hidroxitestosterona.

TABLA 5. Actividad funcional de hepatocitos aislados a partir de órganos enteros
descartados para implante

MUESTRA CYP3A4 CYP2C9 CYP2E1 CYP2A6 CYP1A2

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/millón células.

observados en células HepG2 son significativamente menores a los
obtenidos en cultivos primarios de hepatocitos, lo cual indica su
limitada capacidad para biotransformar xenobióticos (Tabla 6).
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Mecanismos moleculares responsables de la pérdida
de expresión de los enzimas del P450 en células HepG2

Con objeto de investigar los posibles mecanismos moleculares
responsables de la reducción en los enzimas de biotransformación
en células HepG2, se evaluó la expresión de factores de transcripción
que controlan la expresión de genes hepáticos tales como HNF4α,
PGC1α, HNF3, SRC, C/EBPβ (10). El análisis de los niveles de mRNA
mostró niveles inferiores a los obtenidos en cultivo primario de
hepatocitos de la mayoría de los factores de transcripción analizados
(COUP-TF gamma, SRC1, SRC2, C/EBPβ, HNF3γ), con excepción de
los factores SMRT y HNF4α (clave en el control de la expresión de
genes hepáticos) (11), que muestran niveles de expresión iguales
o superiores en el hepatoma humano HepG2 (Figura 2). El factor
HNF4α, 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 HNF4α se realizó un análisis de los niveles de mRNA de sus
coactivadores PGC1α y SRC1. Los niveles de mRNA de PGC1α y
SRC1 son muy inferiores a los expresados en hígado humano y en
cultivo de hepatocitos (Figura 3). Paralelamente se evaluó la expre-
sión de diferentes isoformas del P450, observándose tan sólo niveles
marginales de sus correspondientes mRNA en comparación con el
hígado (Figura 3). Estos resultados sugieren que la falta de función
de HNF4α en células HepG2 podría explicarse por la baja expresión

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

CYP ACTIVIDAD HEPATOCITOS HepG2
n = 6 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 proteína 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 PGC1α y SRC1, siendo probablemente necesa-
rios mayores niveles de coactivadores para la correcta expresión en
el hígado de genes CYP controlados por HNF4α.

FIGURA 2. Niveles de expresión de diferentes factores de transcripción
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 específicos de mRNA de los diferentes factores de transcripción
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/EBPβ, CCAAT/Enhancer Binding Protein; SMRT, Silencing Mediator for
Retinoid and Thyroid hormone receptors; HNF, Hepatocyte nuclear factor;

PGC1α, Peroxisome proliferator activated receptor Gamma coactivator 1 alpha;
hPBGD, human porphobilinogen deaminase.

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

El análisis por citometría de flujo de marcadores de superficie
celular determinó que la población celular de estudio está compues-
ta por un 95% de células CD105+, mostrando además la coexpresión
del otro marcador mesenquimal CD90 (Thy1), en cambio son nega-
tivas para el marcador hematopoyético (CD45-).

Para determinar el perfil de expresión de genes de las ADSC dife-
renciadas a fenotipo hepático, se examinaron diferentes marcadores
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FIGURA 3. Niveles de expresión del factor de transcripción HNF4ααααα,
sus coactivadores PGC1ααααα y SRC1, y 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)
y de células de hepatoma humano HepG2 (barras blancas). Los niveles específicos

de mRNA de los diferentes factores de transcripción e isoformas del CYP P450
se determinaron por RT-PCR cuantitativa a tiempo real. Los valores se expresan

como niveles de mRNA relativos a hígado humano y fueron normalizados respecto
al nivel de expresión (mRNA) del gen hPBGD. Las barras representan las medias

± SD (n ≥ 3). HNF4α, Hepatocyte nuclear factor-4 alpha; PGC1α, Peroxisome
proliferator activated receptor Gamma coactivator 1 alpha; hPBGD, human

porphobilinogen deaminase; CYP, citocromo P450.

hepáticos (albúmina, CYP3A4 y factores de transcripción abundantes
en hígado) y no hepáticos (THY1) (Figura 4). Los niveles de mRNA del
marcador mesenquimal THY1 descendieron drásticamente al finalizar
el proceso de diferenciación, aproximándose a los valores obtenidos
en hígado y HepG2 (Figura 4A). Por otra parte, examinamos la expre-
sión del factor de transcripción HNF4α y de su coactivador PGC1α.
Como muestra la Figura 4B, la expresión de ambos factores expe-
rimenta un incremento con el transcurso del proceso de diferencia-
ción, siendo más significativo el incremento observado en PGC1α. Los
marcadores hepáticos específicos se expresan paralelamente. Así los
niveles de CYP3A4, uno de los citocromos P450 más abundantes del
hígado, y la albúmina aumentaron superando incluso los niveles ob-
servados en el hepatoma humano HepG2 (Figura 4C, 4D). Durante el
proceso de diferenciación pudo apreciarse un significativo cambio
morfológico, pasando de formas fibroblásticas en estado indiferencia-
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do, a formas más poligonales, características del hepatocito maduro,
tras el proceso de diferenciación (Figura 5).

FIGURA 5. Morfología celular de células madre mesenquimales humanas
derivadas de tejido adiposo. (A) Morfología celular a tiempo 0 del protocolo
de diferenciación (ADSC desdiferenciadas). (B) Morfología celular al término

del protocolo de diferenciación (ADSC diferenciadas). Magnificación 20X.

FIGURA 4. Análisis por PCR cuantitativa a tiempo real de la expresión
de mRNA de Thy1, CYP3A4, albúmina, HNF4ααααα y PGC1ααααα. Los niveles de

expresión de Thy1 (A), CYP3A4 (C) fueron cuantificados por RT-PCR en ADSC
a tiempo inicial del protocolo de diferenciación (ADSC desdiferenciadas) y al final

del protocolo (ADSC diferenciadas). Los niveles de mRNA fueron comparados
con los niveles expresados en hígado humano y hepatoma humano HepG2 y

normalizados por hPBGD. (B) Niveles de expresión de HNF4α (barras negras)
y PGC1a (barras blancas) determinados a diferentes tiempos durante el protocolo
de diferenciación. (D) Niveles de expresión de albúmina determinados a diferentes
tiempos del protocolo de diferenciación. Las barras representan las medias ± SD

(n ≥ 4). Thy 1, CD90; CYP3A4, citocromo 3A4; HNF4α, Hepatocyte nuclear
factor-4 alpha; PGC1α, Peroxisome proliferator activated receptor Gamma

coactivator 1 alpha; hPBGD, human porphobilinogen deaminase.
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DISCUSIÓN

La posibilidad de disponer de hepatocitos humanos es cada vez
más limitada, dada la escasez de tejido hepático útil para aislamien-
to de hepatocitos. Por tanto, la búsqueda de modelos hepáticos fun-
cional y metabólicamente competentes, como alternativa a los he-
patocitos humanos, es un objetivo prioritario para los estudios de
metabolismo y toxicidad de nuevos fármacos y como fuente de cé-
lulas para terapia celular hepática. Esta necesidad ha promovido la
investigación de diferentes fuentes de tejido hepático no aptas para
trasplante ortotópico, como son los hígados con esteatosis (12) o de
donantes en paro cardiaco, líneas celulares derivadas de hepatomas
humanos, así como la transdiferenciación hepática de células proge-
nitoras considerada hoy en día un recurso válido para la obtención
de células de fenotipo hepático.

Los resultados de nuestro trabajo muestran que el tiempo de
isquemia, así como la esteatosis hepática, 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 fármacos descienden significati-
vamente (Tablas 1 y 2). Estos resultados sugieren que existe un lími-
te de tiempo de isquemia fría del hígado para que el tejido hepático
sea útil para aislamiento celular y una menor resistencia de los he-
patocitos del hígado esteatósico al procedimiento de disgregación
enzimática del tejido y el impacto negativo de la esteatosis sobre la
funcionalidad celular.

En el aislamiento de hepatocitos a partir de órganos enteros,
tanto la edad del donante, como el peso del órgano fueron determi-
nantes. Las muestras de edades superiores a ochenta años presentan
menor viabilidad y rendimiento del aislamiento. Cabe destacar un
mayor rendimiento en las muestras de menor peso (un lóbulo), ello
es debido seguramente a un mejor acceso y mayor distribución de
las soluciones de perfusión en el tejido cuanto menor es su tamaño.
La puesta a punto de un método analítico que permita determinar
en un breve periodo de tiempo, la competencia metabólica 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 aplicación clínica 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 biotransformación o a la influencia de factores exter-
nos (13, 14).

Un tercer objetivo planteado fue explorar la aplicabilidad de lí-
neas celulares derivadas de hepatomas humanos ya existentes. Si
bien su utilidad terapéutica es muy escasa, su utilidad como modelo
celular para estudios farmacotoxicológicos podría ser muy impor-
tante. Desafortunadamente tanto la actividad de los isoenzimas más
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
disminución de los factores de transcripción hepáticos, abundantes
en el hígado, que controlan la transcripción de los diferentes isoen-
zimas del P450 (14-16), a excepción del factor HNF4α que muestra
elevados niveles de expresión en las células HepG2 (Figura 2). Sin
embargo, HNF4α no es funcionalmente activo en estas células, ya
que sus coactivadores PGC1α y SRC1 no se expresan adecuadamen-
te. En la actualidad las células HepG2, como modelo celular hepá-
tico, presentan serias limitaciones para estudios de metabolismo de
fármacos, así como herramienta para terapia celular y no constitu-
yen una alternativa real a los hepatocitos (17).

La investigación con células madre constituye actualmente uno
de los campos más fascinantes de la biología moderna. El potencial
de diferenciación 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
más importantes el investigar la posibilidad de obtener células de
fenotipo hepático 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 ósea (18), se puede aislar en gran cantidad con facilidad, con
la mínima invasividad y molestia para el paciente y poseen mayor
capacidad proliferativa. Aunque el número de estudios realizados
sobre la potencial capacidad de las ADSC para diferenciarse a feno-
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tipos hepáticos adultos es todavía muy reducido, los resultados son
muy prometedores (18, 19). Para inducir la diferenciación hepatogé-
nica de las ADSC, hemos tratado de reproducir el proceso de la di-
ferenciación hepática durante el desarrollo embrionario in vivo (Fi-
gura 6). Para ello decidimos iniciar el protocolo de diferenciación
con la incorporación de FGFs al medio base, que además de ser
importantes mitógenos como el EGF, son responsables en parte del
desarrollo hacia linajes hepáticos y no pancreáticos (20). FGFb y
FGF4 actúan en las etapas iniciales del desarrollo hepático desde el
mesodermo cardiaco, conduciendo a la formación de células proge-
nitoras hepáticas (hepatoblastos) (21). Paralelamente a la señaliza-
ción por FGFs desde el mesodermo cardiaco, BMPs actúan desde el
septum transverso del mesénquima en la generación de células pro-
genitoras hepáticas (22). Durante y después de los estadios medios
de la hepatogénesis, las células mesenquimales adyacentes al pri-
mordio hepático secretan HGF dando soporte a los hepatocitos fe-
tales (23). Posteriormente, las células madre hematopoyéticas pro-
ducen OSM que, en presencia de glucocorticoides, no sólo promueve
la diferenciación de las células hepáticas fetales y su maduración,
sino que también evita la hematopoyesis embrionaria (24).

FIGURA 6. Moléculas extra- e intracelulares implicadas en el desarrollo
hepático (adaptación ref. 25).
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Partiendo de una población CD90+/CD105+, la caracterización
funcional dio como resultado un aumento creciente de la expresión
de marcadores hepáticos, tales como la albúmina y el CYP3A4, uno
de los enzimas del P450 mayoritarios en el hígado, poniendo de ma-
nifiesto la capacidad biotransformadora de las ADSC diferenciadas.
Paralelamente, se observó una disminución en la expresión del
marcador mesenquimal Thy1 (Figura 4A). Los niveles de expresión
de factores de transcripción típicamente hepáticos, HNF4α y su co-
activador PGC1α, también experimentaron un incremento durante
el proceso de diferenciación, lo cual explica una activa transcripción
mediada por HNF4α de genes hepáticos, tales como CYP3A4 (Figu-
ra 4C) y albúmina (Figura 4D).

Los resultados presentados en este trabajo muestran que ha sido
posible optimizar el uso de los recursos de tejido hepático disponi-
ble para la obtención de hepatocitos e incrementar la disponibilidad
de recursos celulares hepáticos funcionales para estudios fármaco-
toxicológicos y terapia celular. Hemos conseguido delimitar las ca-
racterísticas que debe reunir el tejido hepático y optimizar el pro-
cedimiento de aislamiento de hepatocitos para conseguir un buen
aprovechamiento del tejido hepático. 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 preparación de hepatocitos aptos para el transplante, así como
de disponer de nuevos métodos de crioconservación 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 todavía en un estadio incipiente y con
necesidad de perfeccionar el protocolo de diferenciación celular,
es evidente que abre un gran abanico de posibilidades de cara al
futuro para el establecimiento de un modelo celular hepático adulto
diferenciado, con unas características que otros modelos celulares,
como son el hepatoma humano HepG2, no presentan.
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NORMAS PARA LA PRESENTACIÓN DE ORIGINALES

A. Política Editorial

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

2. Serán aceptados y considerados
para publicación, aquellos manuscritos
que no hayan sido publicados previa-
mente (excepto resúmenes), que actual-
mente no estén siendo revisados en otras
revistas, que su publicación haya sido
aprobada por todos los autores y tácita-
mente o explícitamente por las autorida-
des responsables de los laboratorios don-
de se ha desarrollado el trabajo, y que si
es aceptado, no será 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 versión electrónica en CD, se envia-
rá, con la correspondiente carta de pre-
sentación, a la siguiente dirección:

Doctora María Teresa Miras Portugal
Editora de los ANALES DE LA REAL

ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIA
Real Academia Nacional de Farmacia
C/ Farmacia, 11
28004 Madrid
España
Fax: 91 531 03 06

Existe la posibilidad de enviar el ma-
nuscrito en formato electrónico como
archivo adjunto a la siguiente dirección:
edicion@ranf.com. Tanto el texto como
las figuras deberán 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 considerará para publicar

lo siguiente:

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

bras (excluyendo resumen, biblio-
grafía y página del título, pero
incluyendo la leyenda de las figu-
ras y las tablas) y la bibliografía
no debe superar las 40 citas. Aun-
que la mayor parte de las revisio-
nes serán invitaciones a petición
de la Comisión Editorial, los auto-
res interesados en contribuir con
revisiones deben contactar previa-
mente con el Editor.

— ARTÍCULOS ORIGINALES: no deben te-
ner una extensión superior a 4.000
palabras (excluyendo resumen, bi-
bliografía y página del título, pero
incluyendo la leyenda de las figu-
ras y las tablas) y la bibliografía
no debe superar las 40 citas.

— COMUNICACIONES BREVES: artículos
breves y definitivos. El manuscri-
to debe ser identificado como tal
en la carta de presentación. La
extensión no sobrepasará las 2.500
palabras incluyendo la bibliogra-
fía (no más de 10 citas) y con un
máximo de tres figuras/tablas.

— CARTAS AL EDITOR: no deben su-
perar las 1.000 palabras de exten-
sión con un máximo de tres citas
bibliográficas. Las cartas deben
enfocarse en comentar artículos
publicados previamente, o tratar
diferentes aspectos de Política
Educativa, Sanitaria y Ciencias
Farmacéuticas.

— INFORMACIÓN ACADÉMICA: esta sec-
ción dará cuenta de las sesiones
científicas, cursos, recensiones de
libros, novedades editoriales y
otros eventos que la revista consi-
dere de interés para los lectores.

B. Organización de los manuscritos

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

1. PORTADA

Título
Debe ir tanto en español como en

inglés. Tendrá una extensión inferior a
los 100 caracteres, excluyendo los espa-
cios entre palabras.

Nombre de los autores
El nombre completo de todos los

autores y su afiliación institucional. En
los trabajos que tengan más de un autor
y más de una Institución, indicar la afi-
liación individual mediante números en
superíndices.

Palabras Clave
Cinco palabras clave (en español y en

inglés) que no aparezcan en el título.

Información de contacto
Nombre, dirección postal, número de

teléfono, fax y dirección de correo elec-
trónico del autor al que se enviarán 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-
tículo.

2. PÁGINA DEL RESUMEN

Incluirá el resumen del artículo en
español y en inglés. Deberá escribirse
como texto continuo y se organizará del
siguiente modo: una pequeña introduc-
ción donde se expliquen los antecedentes
y los objetivos del trabajo, principales
resultados y, finalmente, las conclusio-
nes. Su extensión no debe superar las 250
palabras.

3. SECCIONES DEL MANUSCRITO

• INTRODUCCIÓN

Exponer información principal y ante-
cedentes del tema que puedan orientar
al lector.

• MATERIAL Y MÉTODOS
(PROCEDIMIENTOS
EXPERIMENTALES)

En esta sección se explicarán 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 citación del trabajo original será
suficiente.

Experimentación en humanos
En aquellos trabajos de investigación
que requieran de seres humanos, se de-
berá proporcionar: (a) consentimiento
por escrito de cada paciente o sujeto
sano; (b) el protocolo del estudio con-
forme con las directrices éticas de la
Declaración de Helsinki de 1975, refle-
jado por la aprobación del comité
apropiado de revisión de la institución.
Se hará referencia a cada paciente
mediante números, no mediante ini-
ciales.

Experimentación animal
En los estudios en los que se emplee
experimentación animal, se asegura-
rá que todos los animales reciben cui-
dados humanos de acuerdo con los
criterios resaltados en «Guía 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
publicación 86-23, revisada en 1985).

Fabricantes y proveedores
Incluir los nombres y las localidades
(ciudad y estado o país) de los fabri-
cantes y proveedores cuando se men-
cionen fármacos, instrumentación,
aparatos, software, etc.

• RESULTADOS

Se presentarán los principales hallaz-
gos del estudio en forma gráfica cuan-
do sea posible. No ilustrar los peque-
ños detalles si su información puede
ser descrita adecuadamente mediante
texto.
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• DISCUSIÓN

En esta sección se presentarán de for-
ma concisa las implicaciones de los
nuevos hallazgos en el campo que co-
rresponda, minimizando la reiteración
de los resultados, evitando la repeti-
ción de información dada en la intro-
ducción, y ajustándose al enfoque y
objetivo inicial del trabajo.

• AGRADECIMIENTOS

Se incluirán los agradecimientos al
personal de apoyo y a proveedores de
reactivos especiales. Las becas y ayu-
das financieras se deberán incluir en
esta sección.

• BIBLIOGRAFÍA

Las citas bibliográficas tienen que nu-
merarse entre paréntesis en la lí-
nea de texto, por ejemplo (7), o (11-13,
17), en el orden de citación en el texto.
La bibliografía se incluirá al final del
artículo. Sólo se podrán citar como ar-
tículos «en prensa» a aquellos de los
que se incluye una copia de la carta de
aceptación en el envío inicial. Las ci-
tas deben incluir el título completo del
artículo 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.; SOGIN, M.
L.; LOFTUS, 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.

(4) FELDMANN, 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 números
arábigos 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
números arábigos en el mismo orden
en el que aparecen en el texto. El títu-
lo de la leyenda de la figura no debe
aparecer dentro de la propia figura, y
debe proporcionarse suficiente infor-
mación para que la figura sea inteligi-
ble sin hacer referencia al texto. Den-
tro de la leyenda deben ser explicados
todas las abreviaturas y símbolos. Las
leyendas de figura aparecerán 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 lápiz el número
de cada figura, su orientación y el
nombre del primer autor.

Blanco y negro
La revista alienta el envío de figuras
en blanco y negro. Éstas deben ser im-
presiones láser de dibujos en blanco y
negro y fotografías en brillo de alto
contraste de todas las figuras de semi-
tono, por ejemplo, microfotografías,
geles, etc.

Color
Proporcionar impresiones en papel
brillante donde los símbolos y texto se
aprecien claramente frente al fondo de
la figura. El Editor y el Comité Edito-
rial seleccionarán las figuras en color
que serán 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 versión impresa de la
revista.
Como se indicó previamente, si el en-
vío del manuscrito se realiza vía 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 acompañadas del
permiso escrito del Editor y el autor
original para poder ser utilizadas.

REVISIÓN Y PUBLICACIÓN

Todos los manuscritos enviados para
publicación serán revisados por dos eva-
luadores del área de referencia del tra-
bajo. El Editor elegirá los evaluadores
más apropiados para cada manuscrito.
El manuscrito que requiera más de una
revisión o que en el plazo superior a dos
meses no sea remitido a la revista desde
la decisión editorial inicial, se conside-
rará como un nuevo envío.

La revista no realiza cargos por pági-
na. Una vez que el trabajo ha sido publi-
cado, se envían 25 copias impresas del
mismo al autor. También se proporcio-
nará la versión en PDF del artículo.
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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.

— ORIGINAL 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 EDITOR: 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:

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:

María 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.
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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

• INTRODUCTION

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

• 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,

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 (NIH 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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• 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.; SOGIN, M.
L.; LOFTUS, 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) FELDMANN, 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.

• 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.

• 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
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