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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) suponen la primera causa de muerte
en los países desarrollados y se ha estimado que en el año 2010 también lidera-
rán las causas de muerte en los países en vías de desarrollo. Numerosos estudios
epidemiológicos han confirmado la relación entre colesterolemia y ECV, postu-
lándose que el descenso de los niveles séricos de colesterol produce una dismi-
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nución de la incidencia y la prevalencia de muerte por cardiopatía isquémica y
ECV. Además se ha demostrado que la concentración elevada de lipoproteínas de
baja densidad (LDL) es un factor de riesgo, mientras que la de lipoproteínas de alta
densidad (HDL) es un factor protector frente a la ECV.

Muchos autores han sugerido que esta acción beneficiosa de las HDL se debe
a que, unida a su molécula, existe una enzima denominada paraoxonasa (PON1).
La PON1 es una enzima que presenta varias actividades in vitro: paraoxonasa, ari-
lesterasa y lactonasa. Parece inhibir la oxidación tanto de las LDL como de las
HDL y facilitar el transporte reverso del colesterol, disminuyendo así el riesgo de
aterosclerosis.

Su mecanismo de acción, propiedades catalíticas y sustratos naturales aun se
desconocen. Se han desarrollado algunos métodos espectrofotométricos y calori-
métricos para determinar su actividad arilesterasa que aunque muy utilizados no
son muy sensibles y los resultados obtenidos no son muy reproducibles. En este
trabajo se revisan muchos aspectos centrales referentes a esta enzima: mecanismos
de acción, regulación por diferentes sustratos y mecanismos genéticos y dieta.
Además se presenta un método que, utilizando como tampón un mimético de
suero, permite obtener resultados más fiables y reproducibles de actividad ariles-
terasa en humanos y ratones. Por otra parte, se detectan posibles efectos de los
polimorfismos sobre los valores basales de actividad arilesterasa en individuos con
riesgo cardiovascular incrementado.

Palabras clave: Arilesterasa.—Aterosclerosis.—LDL-oxidada.—Mimético de sue-
ro humano.—Polimorfismos.

SUMMARY

Arylesterase. Methodological and Functional Aspects of a Key Enzyme
in the Cardiovascular Disease. Part II

Cardiovascular diseases (CVD) are the first cause of death in developed countries
and it is estimated that by 2010 they will also be the leading cause of death in
developing countries. Epidemiologic studies have demonstrated that reduction of
total serum cholesterol decreases prevalence and death rates associated with
ischemic cardiopathy and CVD. Furthermore, a high concentration of LDL is
considered a risk factor, while high levels of HDL are thought to be a protective
factor.

Many authors have suggested that HDL-bound PON1 enzyme may confer
the protective effects to HDL. PON1 is an enzyme with several in vitro activities:
paraoxonase, arylesterase, and lactonase. It has been reported that PON1 inhibits
LDL and HDL peroxidation, as well as it facilitates the cholesterol reverse transport,
helping to inhibit the developing of atherosclerosis.

Its native substrates, its in vivo mechanism of action and its molecular
targets in the human body are still unknown. Nevertheless, calorimetric and
spectrophotometric methods, very often employed but reaching to low very precise
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and sensible results, to determine its arylesterase activity have been developed. In
this paper several aspects of this enzyme such as the mechanism of action, the
regulation by substrates, genes and diet, are reviewed. Moreover, we present a
method that uses a serum mimetic buffer that permits to obtain more precise and
repeatable results of the arylesterase activity in humans and mice. Furthermore the
relationship between PON1 polymorphisms and arylesterase activity is also tested
in subjects at increased CVD-risk.

Keywords: Arylesterase.—Atherosclerosis.—Oxidized-LDL.—Human serum
mimetic.—Polymorphisms.

MÉTODOS PARA DETERMINAR
LA ACTIVIDAD ARILESTERASA

El proceso de purificación del enzima paraoxonasa (PON1) ha
dado lugar a muchas controversias, ya que aunque en muchos estu-
dios se asegura haber utilizado el enzima «purificado», resulta para-
dójico que no se hubieran incluido sus coordenadas en el Protein Data
Bank (PDB) hasta el año 2004 (1-3). Parece obvio que tal purificación
no debió ser completa, además estudios muy recientes han asegurado
haber desarrollado un método fiable de purificación de PON1, porque
según comentan, en los estudios anteriores junto con la PON1 siem-
pre aparecía una proteína que une grupos fosfato (HPBP) (4).

Por otro lado, la purificación de un enzima suele ser un proceso
bastante largo y complejo, por lo que en un laboratorio de rutina
para realizar la determinación de la actividad arilesterasa es mejor
hacerlo con un método que emplee directamente suero. Así pues, se
han intentado desarrollar métodos rápidos de detección de la activi-
dad arilesterasa a fin de asociar su actividad o su concentración con
el riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular. La determina-
ción de la actividad de la enzima PON1 tiene limitaciones ya que
aun no se conocen los valores normales en suero debido a la varia-
bilidad interindividual condicionada por polimorfismos de la enzi-
ma. Esto condiciona que su valor predictivo aun no esté totalmente
definido.

El primer método propuesto para determinar la actividad ariles-
terasa, y el que ha sido utilizado en la mayoría de los estudios de
intervención (5-11), es el método elaborado por Eckerson y col. (12),
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que se considera el método de referencia. En este método se usa
acetato de fenilo como sustrato, ya que es específico de esta estera-
sa. Las medidas se hacen espectrofotométricamente a una longitud
de onda de 270 nm. El acetato de fenilo se disuelve hasta una con-
centración 1 mM en un tampón Tris/HCl 20 mM, con una concen-
tración de CaCl2 0.9 mM y de un pH = 8 a 25º C. La actividad del
enzima se calcula usando un coeficiente de extinción molar de 1310
M–1 cm–1. Una unidad (U) de actividad arilesterasa se define como
1 µmol de acetato de fenilo hidrolizado por minuto.

Sin embargo, el método de Eckerson y col. (12) da lugar a resul-
tados de actividad arilesterasa poco reproducibles, además de muy
bajo orden de actividad enzimática, por lo que numerosos autores
han intentado modificarlo para aumentar la sensibilidad (Tabla 1).

TABLA 1. Modificaciones realizadas al método de Eckerson y col. (12)

Concentración
Estudio Tampón sustrato pH Temperatura

Beltowsky y 100 mM Tris/HCl
col. (13) 2 mM Ca Cl2 2 mM 8 25 ºC

Reiner y col. (14) 100 mM Tris/HCl 5 mM 7,4 37 ºC

Liao y col. (15) 50 mM Tris/HCl
2 mM Ca Cl2 40 mM 8 25 ºC

Wallace y col. (16) 20 mM Tris/HCl 1 mM 7,4 25 ºC
20 mM Tris/HCl

Azarsiz y col. (5) 0,9 mM Ca Cl2 1 mM 8 25 ºC
1 M NaCl*

* El NaCl se añade como potenciador de la actividad.

A pesar de todas estas modificaciones aún no se han obtenido
resultados óptimos de actividad arilesterasa.

Otro método de determinación de la actividad arilesterasa más
reciente es el propuesto por Lorentz y col. (17). Se trata de un ensayo
automatizado basado en la medida de la disminución del hexaciano-
hierro-III como consecuencia de la reacción acoplada de la hidrólisis
del acetato del tiofenilo por acción de la arilesterasa (Figura 1).
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FIGURA 1. Esquema del método propuesto por Lorentz y col. (13).

Las medidas se llevan a cabo a 37º C y a un pH = 7,73 a una
longitud de onda de 405 nm (a la que absorbe el hexacianohierro-
III). En algunas de las muestras, cuando las velocidades iniciales
eran muy pequeñas, se sustituyó el hexacianohierro-III por ácido
5-5’-ditiobis-(2-nitrobenzoico) haciéndose las medidas a 546 nm (17).
Sin embargo este método resulta muy largo y tedioso para ser em-
pleado como ensayo de rutina.

Otro método espectrofotométrico es el descrito por Butte y col. (18)
usando como sustratos acetato y benzoato de p-nitrofenilo en un tam-
pón fosfato 66 mM con 0,1% de Triton X-100 a pH = 7,5 y 37º C. El
método se basa en el incremento de absorbancia a 321 nm, debido al
aumento de concentración de α-naftol (producto de la hidrólisis de la
arilesterasa sobre los sustratos). El inconveniente de este método es
que los ésteres del α-naftol no son sustratos específicos de este enzima.

Los estudios llevados a cabo por Debord y col. (19-21) con muchos
de los inhibidores de la actividad arilesterasa llevaron a la conclusión
de que el método espectrofotométrico tenía muchas limitaciones por
el efecto de los inhibidores de la actividad arilesterasa. Por ello pensa-
ron que desarrollando un método microcalorimétrico evitarían estos
problemas. Estos autores han puesto a punto un método calorimétri-
co usando acetato de fenilo como sustrato en un tampón Tris/HCl
9 mM con 1 mM CaCl2 a pH = 8 y 37º C. Se mezcla la disolución
de sustrato con el enzima purificado en un microcalorímetro y se
mide la diferencia de entalpía hasta que se alcanza el estado estacio-
nario (22). Los resultados obtenidos se ajustaron a una ecuación in-
tegrada de Michaelis-Menten no linear y se ajustó por mínimos cua-
drados (22). Observaron que se trata de una reacción ligeramente
endotérmica (ΔH = 8,2 kJ mol–1) (18). Sus resultados coinciden con los
de Lorentz y col. (17). Sin embargo el manejo de la microcalorimetría
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es muy complicado, por lo que tampoco parece una buena solución
para sustituir al método de Eckerson y col. (12).

NUEVO MÉTODO PARA DETERMINAR
LA ACTIVIDAD ARILESTERASA

A) Estudios en humanos

Nuestro equipo se planteó que todos estos inconvenientes po-
drían solucionarse empleando un medio que reprodujera la compo-
sición del medio interno en el que trabaja la arilesterasa. El Simu-
lated Body Fluid (SBF), introducido por Kokubo y col. (23), es un
líquido artificial que presenta la misma concentración iónica del
suero y que ha sido utilizado con éxito en experimentos con bioma-
teriales (24, 25). No obstante, hasta el momento nunca había sido
utilizado para medir actividades enzimáticas. Como el SBF no tiene
exactamente la misma composición electrolítica que el suero, ya que
presenta 1,8 veces más cloruro y seis veces menos bicarbonato que
el suero, se diseñaron tres tampones más (Tabla 2) (26):

• SBFc: modificado en cloruro y tamponado con ácido 2-[4-(2-
hidroxietil-1-piperazino)]propilsulfónico (HEPES)/NaOH.

• SBFb: modificado en bicarbonato y tamponado con Tris/HCl.

• SBFp: con la misma composición que el plasma y tamponado
con HEPES/NaOH.

TABLA 2. Composición iónica del suero, del SBF y de los SBF modificados

Suero SBF SBFc SBFb    SBFp

mM mM mM mM mM

Na+ 142 142 142 142 142

Ca2+ 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

Cl
–

103 187 103 187 103

K+ 5 4,6 4,6 4,6 5

HCO
3

– 27 4,6 4,6 27 27

Mg2+ 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
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El diseño de la composición de los tampones se hizo mediante
una hoja de cálculo Excel, modificando la concentración del ion que
nos interesaba y manteniendo una fuerza iónica fija de 0,26 M.

Para compararlo con el método de Eckerson y col. (12) se dise-
ñaron los siguientes experimentos:

1. Obtención de curvas patrón de actividad arilesterasa

Este ensayo se hace a concentración de sustrato fija (0,25 mM de
acetato de fenilo) y distintos volúmenes de un pool de sueros hu-
manos control. Las medidas en los cuatro SBF se llevaron a cabo
a 37º C y pH = 7,34-7,4 (condiciones fisiológicas). Las medidas por
el método de Eckerson y col. (12) según bibliografía ya descrita en
el apartado anterior. Una unidad de actividad arilesterasa es igual a
1 mol de acetato de fenilo hidrolizado por L y por minuto.

Los resultados obtenidos se representan en la Figura 2. En la
Tabla 3 se presentan los valores de las pendientes obtenidas. En ella

FIGURA 2. Determinación de la actividad arilesterasa en humanos a concentración
de enzima variable usando el método de Eckerson y col. (12), SBF, SBFc, SBFp y SBFb.
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2. Obtención de los parámetros cinéticos
2. de la actividad arilesterasa

Este ensayo se llevó a cabo a un volumen de enzima fijo (50 μL
de suero humano control) y variando la concentración de sustrato
(0,10-0,50 mM de acetato de fenilo) en tampón SBF (con el que se
habían obtenido los mejores resultados) (22) y con el método de
Eckerson y col. (12).

Por ambos métodos el enzima mostró una cinética de Michaelis-
Menten. Los valores de Km y Vmax: obtenidos con el método de
Eckerson y col. (12) fueron los siguientes: Vmax = 5,299*10–5 U (IC
95% = 4,18 *10–5 – 6,42*10–5 U) and Km = 2,765*10–4 M (IC 95% =
1,62*10–4 – 3,91*10–4 M) y por el nuevo método (26) usando SBF
Vmax = 6,305*10–5 U (95% IC = 4,62 *10–5 – 7,99*10–5 U) y Km =
2,643*10–4 M (95% IC = 1,13*10–4 – 4,16*10–4 M).

3. Validación del nuevo método en 23 pacientes
3. con riesgo cardiovascular incrementado

Los criterios de inclusión eran: edad: hombres > 45 años; muje-
res postmenopáusicas (> 50 años); Índice de masa corporal (IMC)

se puede observar que el SBF da los mejores resultados, seguido del
SBFc. Las actividades obtenidas con los otros tampones SBFb y SBFp
fueron equivalentes a las observadas, empleando el método de Ecker-
son y col. (12).

TABLA 3. Pendiente de la actividad arilesterasa en cinco tampones diferentes

Tampón Pendiente IC 95% R2

U/L U/L

Tris/HCl 15,53 13,8-17,3 0,987

SBF 25,84 22,8-28,8 0,989

SBFc 21,97 18,0-25,9 0,969

SBFb 15,73 13,6-17,8 0,983

SBFp 13,92 12,0-15,9 0,981
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> 25 kg/m2. Además, una de las siguientes características debía ser
presentada: colesterol total = 5,69 mmol/L, ser fumador (= 10 ciga-
rrillos al día) y/o hipertensión (140-90 mm Hg de presión arterial
sistólica/diastólica, respectivamente).

Se determinó su actividad arilesterasa por el método de Eckerson
y col. (12) y por el nuevo método (26), obteniendo los resultados que
aparecen en la Tabla 4. Los valores obtenidos, usando el método que
utiliza SBF (26) fueron significativamente más bajos (p < 0,038;
+ 26,4%) que usando el método de Eckerson y col. (12). El coeficien-
te de variación, usando el SBF como tampón, fue un 6% inferior que
cuando empleamos el Tris/HCl. Por otro lado, la precisión del nuevo
método (26) fue significativamente superior que usando el método
de Eckerson y col. (12) (F = 4,627; p = 0,038). Teniendo en cuenta
los percentiles de actividad arilesterasa de nuestra población obte-
nidos con el SBF: percentil (P) P25 = 30,6 U/L; P50 = 37,5 U/L; P75 =
50,7 U/L, se observa que las muestras con actividad arilesterasa in-
ferior a la del P75 estaban hiperestimadas (p = 0,038, + 53%) al uti-
lizar el método de Eckerson y col. (12).

Por tanto, con todos estos resultados experimentales, se puede con-
cluir que el nuevo método propuesto (26) da resultados menos erráti-
cos y más reproducibles que el método de referencia (12). El rango de
linealidad de la actividad arilesterasa fue muy superior usando el SBF,
por lo que puede usarse para un mayor intervalo de concentración de
arilesterasa (26). Esto implica que para una misma concentración
de arilesterasa, al usar el método que emplea SBF (26) el enzima debe
estar hiperactivada debido a que se encuentra en un medio iónico más
favorable con lo que se obtiene un valor mayor de actividad arileste-
rasa. Por tanto debe concluirse que el nuevo método (26) puede susti-
tuir al de Eckerson y col. (12) como método de referencia.

Por otro lado, el método de Eckerson y col. (12) sobreestima los
valores de actividad en pacientes con muy baja actividad arilestera-
sa, aspecto de gran importancia ya que, como se ha comentado
anteriormente, las personas con alto riesgo cardiovascular tienen
disminuida la actividad de dicha enzima.
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TABLA 4. Actividad pseudo-específica arilesterasa determinada por el método
de Eckerson y col. (12) y por el nuevo método (26) en pacientes con riesgo

cardiovascular incrementado

Tampón n Actividad arilesterasa Coeficiente de variación

U/L %

SBF 23 38,6 ± 13,8 35

Tris/HCl 23 48,8 ± 20,3* 41

SBF (A) 6 19,2 ± 5,7 30

Tris/HCl (A) 6 46,3 ± 30,6 66

SBF (B) 17 31,2 ± 10,3 33

Tris/HCl (B) 17 47,8 ± 21,5* 45

SBF (C) 11 37,8 ± 4,4 12

Tris/HCl (C) 11 48,7 ± 16,5 34

(A) Pacientes con muy baja actividad arilesterasa [< 30,6 U/L, Percentil (P)25 con SBF].
(B) Pacientes con baja y con muy baja actividad arilesterasa [< 50,7 U/L (P75 con SBF)].
(C) Pacientes con actividad arilesterasa entre = 30,6 U/L y < 50,7 o entre el P25 y el P75 con
SBF). * p < 0,05; diferente significativamente vs. su respectivo valor usando el SBF (Student-
t test pareado).

B) Estudios en ratones

También nos propusimos poner a punto el método de determina-
ción de la actividad arilesterasa en otros animales de experimenta-
ción y para ello se seleccionaron ratones balb-c, que es una estirpe
muy resistente a desarrollar aterosclerosis (A. H. Terpstra, comuni-
cación personal).

El diseño experimental para comparar el método de Eckerson y
col. (12) y el método empleando SBF (26) en ratones fue el mismo
que el comentado en el apartado anterior. Sin embargo, se alcanza-
ron resultados ligeramente diferentes (Figura 3).

El nuevo método (26) dio lugar a los mejores resultados en rato-
nes al igual que en humanos, sin embargo este incremento de acti-
vidad fue más importante en ratones ya que se consiguió incremen-
tar la actividad 180 veces respecto al método de Eckerson y col. (12).
Resultados similares a los del SBF se obtuvieron al emplear el SBFc
y el SBFp (Tabla 5) (27).



VOL. 74 (2), 181-201, 2008                   ARILESTERASA. ASPECTOS METODOLÓGICOS...

191

FIGURA 3. Determinación de la actividad arilesterasa en ratones balb-c
a concentración de enzima variable usando el método de Eckerson y col. (12),

SBF, SBFc, SBFp y SBFb.

TABLA 5. Pendientes de la actividad arilesterasa en ratones
usando cinco tampones diferentes

Tampón Pendiente IC 95% R2

U/L U/L

Tris/HCl 0,13 0,096-0,167 0,917

SBF 21,03 17,9-24,2 0,988

SBFc 21,20 18,7-23,7 0,986

SBFb 13,22 11,1-14,4 0,974

SBFp 18,70 13,6-22,4 0,965

Los parámetros cinéticos obtenidos de la arilesterasa de ratones
fueron por el método de Eckerson y col. (12): Km = 2,008*10–4 (IC 95%
= 9,52 *10–5 – 3,06*10–4) y Vmax = 3,236*10–5 (IC 95% = 2,54 *10–5 –
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3,93*10–5) y por el nuevo método (26) Km = 1,442*10–3 (IC 95% =
5,01*10–3 – 3,39*10–3) y Vmax = 1,854*10–4 (IC 95% = 1,54*10–5 – 3,86*
10–4). Con el nuevo método (26) se obtuvieron una Vmax y una Km

mucho más altas que con el método de Eckerson y col. (12) y además
más elevadas que en humanos por ambos métodos, por lo que se
puede concluir que la arilesterasa de ratones es más activa que la de
humanos.

El estudio con los distintos tampones (SBF, SBFp, SBFc, SBFb)
dio lugar a diferentes resultados sobre el efecto de los iones Cl– y
HCO3

–, y de los agentes tamponantes Tris y HEPES que serán co-
mentados en el siguiente apartado.

CARACTERIZACIÓN Y REGULACIÓN
DE LA ACTIVIDAD ARILESTERASA

1. Inhibidores de la actividad arilesterasa

1.1. Metales de transición

En el año 1960, Erdos y col. (28) ya identificaron a los metales
de transición como inhibidores de la arilesterasa, pero su mecanis-
mo de inhibición no fue descrito hasta décadas más tarde (19, 29)
(Tabla 6).

TABLA 6. Mecanismo de inhibición de la actividad arilesterasa
por metales de transición

             Metales Mecanismo de inhibición

Unión al –SH de la cys284 según (29)

Cu2+ y Hg2+ Unión al grupo carbonilo del sustrato inhibiendo
su unión al Ca1 (19)

Mn2+, Co2+, Ni2+, Zn2+, Cd2+ Unión a hys del sitio catalítico (19)

La3+ Unión al sitio de unión del Ca2+ (19)



VOL. 74 (2), 181-201, 2008                   ARILESTERASA. ASPECTOS METODOLÓGICOS...

193

1.2. EDTA y citrato

Son utilizados como anticoagulantes en el plasma e inhiben la
actividad arilesterasa por ser quelantes de Ca2+, por lo que se reco-
mienda el uso de suero en lugar de plasma para medir la actividad
arilesterasa (29, 30).

1.3. Disolventes orgánicos

Debord y col. (20) han encontrado una inhibición de la arilestera-
sa por unión de disolventes orgánicos al enzima a través de interac-
ciones hidrofóbicas por la cadena alifática y de unión de transferen-
cia de carga a través del grupo polar funcional. Así, cuanto mayor es
el número de carbonos de la cadena, mayor es su potencial de inhibi-
ción. Es decir, el etanol inhibe al enzima más que el metanol. Además
demostró que el monoetil éter del etilenglicol inhibía ligeramente al
enzima, pero la acetona, el tetrahidrofurano y el dimetilsulfóxido la
inhibían más potentemente.

1.4. Surfactantes

En ocasiones se han estudiado surfactantes para solubilizar sus-
tratos diferentes al acetato de fenilo para determinar la actividad
arilesterasa. En un estudio llevado a cabo por Lorentz y col. (17)
observaron que la mayoría de los surfactantes (por ejemplo, Triton,
Tween) inhibían la actividad arilesterasa.

1.5. Agentes tamponadores

En el mismo estudio de Lorentz y col. (17) probaron distintos
tampones para determinar la actividad arilesterasa, concluyendo que
MOPS (ácido 3-(N-morfolino)-propilsulfónico), HEPES, Tris y trieti-
lamina actúan como inhibidores, mientras que TES (ácido N-[tris-
(hidroximetil)-metil]-2-aminoetilsulfónico), BICINE (N,N-bis(2-
hidroxietil)glicina) y borato no.

Sin embargo, en base a nuestros resultados en humanos y rato-
nes (26, 27), el HEPES no parece demostrar un efecto tan inhibitorio,
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ya que cuando usamos el tampón SBFc (tamponado con HEPES)
obtenemos una pendiente muy superior a la obtenida al usar el
tampón Tris/HCl. Además el Tris en ratones parece ejercer un papel
activador.

1.6. Alcoholes alifáticos

Según Debord y col. (21), la inhibición de los alcoholes alifáticos
es más potente cuanto mayor es el número de carbonos de la cadena
alifática y a igualdad de carbonos cuanto menos polar sea la molé-
cula. Concluyen, por tanto, que en esta inhibición deben intervenir
aminoácidos poco polares de la arilesterasa y que se localizan en la
zona central del enzima.

1.7. Bicarbonato

Nunca se había estudiado previamente el efecto del bicarbona-
to sobre la actividad arilesterasa. La concentración de ion bicarbo-
nato se encuentra incrementada en los tampones SBFb y SBFp res-
pecto de los demás tampones, con lo que parece actuar como un
inhibidor tanto en humanos como en ratones. La razón de este efec-
to inhibitorio puede ser debido a la alta concentración de bicar-
bonato (27 mM) en contraste a la baja concentración de ión Ca2+

(2,5 mM) en los tampones SBFp y SBFb se favorece la formación del
bicarbonato de calcio disminuyendo la concentración de Ca2+ en el
medio que recordemos es un ión limitante para que la arilesterasa
actúe (31).

1.8. Albúmina

Todos los ensayos que hemos realizado incorporando diferentes
concentraciones de albúmina nos inhibieron de tal forma la ariles-
terasa que no obtuvimos actividad. Por tanto, podemos concluir que
la albúmina es un potente inhibidor de la actividad arilesterasa.

Para explicar este efecto proponemos dos posibles hipótesis:



VOL. 74 (2), 181-201, 2008                   ARILESTERASA. ASPECTOS METODOLÓGICOS...

195

1. Que esta inhibición se deba a que el sustrato de la arileste-
rasa, el acetato de fenilo, se une a la albúmina, por lo que el
enzima ya no podrá hidrolizarlo. Esta conclusión se ve refor-
zada por un estudio previo en el que se demostró que el
acetato de fenilo en un tampón de pH = 7,6 y de fuerza iónica
= 0,2 M se une a la albúmina (32). Sin embargo, la fuerza de
unión no resultó ser demasiado alta, y desconocemos si sería
suficientemente alta para competir con la PON1.

2. Que la inhibición se deba a la unión de la PON1 a la albúmi-
na inhibiéndose la actividad arilesterasa. Para alcanzar esta
hipótesis nos basamos en un estudio llevado a cabo por Or-
tigoza-Ferando y col. (33), en el que encontró dos bandas por
electroforesis al purificar la PON1. Una banda que supuso
era PON1 aislada que presentaba actividad arilesterasa, y otra
banda en la que aparecía la PON1 unida a albúmina y no
demostraba actividad arilesterasa. Por tanto, nosotros pode-
mos asumir que puesto que actualmente se ha demostrado
que existe una única PON1, las dos bandas encontradas se
trataban del mismo enzima pero cuando se encuentra unido
a la albúmina se inhibe su actividad arilesterasa, por interac-
ciones albúmina-PON1.

2. Potenciadores de la actividad arilesterasa

2.1. Calcio

La PON1 es un enzima dependiente de Ca2+. Se ha aceptado
en el método de Eckerson y col. (12) que la concentración óptima
es de 0,9 mM. En el estudio de Lorentz y col. (17) se llegó a la
errónea conclusión de que el Ca2+ era potenciador de la arilesterasa
hasta una concentración de 0,4 mM. Sin embargo, Nus y col., usan-
do el SBF, concluyeron que con una concentración fisiológica de
Ca2+ = 2,5 mM se obtienen mejores resultados (26, 27).
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2.2. Cloruro

En muchos de los estudios se ha utilizado NaCl para estimular la
actividad arilesterasa (5, 34), seguramente por aumentar la fuerza
iónica del medio. Sólo existe un estudio (13) en el que se asegura
que la adición de NaCl al medio inhibe la actividad arilesterasa.
Nosotros hemos concluido que el ion Cl, más que la sal NaCl actúa
como un potenciador en la actividad arilesterasa, ya que se obtie-
nen mejores resultados al emplear SBF y SBFc (26, 27). Además este
efecto potenciador es aún más potente en ratones, ya que incluso
llega a revertir el efecto inhibitorio del bicarbonato en el SBFb.

2.3. pH

Se ha sugerido que el mejor pH al que trabaja la arilesterasa y
en general todas las esterasas, es entre 7,5 y 8 (17); sin embargo, en
nuestro estudio (26, 27) se obtuvieron valores más altos de actividad
a un pH fisiológico (7,34-7,4).

2.4. Fosfolípidos (FL)

Para conocer el efecto de los FL sobre la actividad arilesterasa se
han realizado estudios con el enzima purificada, unida a las lipo-
proteínas de alta densidad (HDL) y unida a las lipoproteínas de muy
baja densidad (VLDL). Se han ensayado distintos FL (35):

2.4.1. Fosfatidilcolinas: dependiendo del ácido graso que incor-
poran en la posición sn-2 tienen distintos efectos:

2.4.1.1. Si llevan ácidos grasos saturados (AGS), estimu-
lan la actividad arilesterasa proporcionalmen-
te a la longitud de cadena del ácido graso desde
(C10-C16). A partir de AGS de cadena mayor de
C16 se inhibe la actividad.

2.4.1.2. Si llevan AGP. Estimulan la actividad arilestera-
sa de forma más potente que cuando está unida
a AGS.
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2.4.1.3. Si llevan AGS de cadena corta (es decir, restos
de AGS que han sido cortados), la estimulación
de la actividad arilesterasa es más potente que
en los otros dos casos.

2.4.2. Esfingomielina. Estimula la actividad arilesterasa pero no
la paraoxonasa.

2.4.3. Dimiristoilfosfatidilglicerol. Es un fosfolípido con carga
negativa que parece estimular sólo la arilesterasa de for-
ma dosis-dependiente e inhibir la paraoxonasa.

2.4.4. Fosfatidilinositol de la soja. También es un fosfolípido de
carga negativa que estimula la arilesterasa e inhibe la
paraoxonasa.

3. Sustratos de la actividad arilesterasa

3.1. Acetato de fenilo

Su producto es el fenol que absorbe a 270 nm. Es un sustrato
artificial específico de este enzima que fue propuesto por Eckerson
y col. (12). Hasta el momento es el que ha producido los mejores
resultados.

3.2. Acetato de p-nitrofenilo

Su producto es el p-nitrofenol que absorbe a 410 nm. No es un
sustrato muy específico, por lo que hay que añadir en el medio inhibi-
dores de la acetilcolinesterasa que también hidrolizan este sustra-
to (36). Además la velocidad de hidrólisis es la mitad que cuando se
utiliza el acetato de fenilo (37). Es más, la introducción de cualquier
sustituyente en la posición produce una disminución muy importante
de la actividad arilesterasa, ya que según parece es más importan-
te para estabilizar el estado de transición del enzima la basicidad de
Lewis del oxígeno del grupo carbonilo que el pKa (37).
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3.3. Acetato de tiofenilo

Es el sustrato empleado en el estudio de Lorentz y col. (17), el
cual presenta el problema de que da un producto no cromógenico,
por lo que debe, posteriormente, acoplarse a una reacción con un
complejo de hierro.

3.4. Ésteres del α-naftol

Su producto es el α-naftol que absorbe a 321 nm (18). El proble-
ma de este sustrato es que no es soluble en disoluciones acuosas, por
lo que para hacer ensayos debe adicionarse un disolvente orgánico
o un surfactante al medio que inhibe la actividad arilesterasa.

3.5. Fosfatidilcolinas con estructura de isoprostano
3.5. como el 1-palmitoil-2-linoleil-sn-glicero-3-fosfocolina
3.5. y el 1-palmitoil-2-araquidonoil-sn-glicero-3-fosfocolina

Son hidrolizados a lisofosfatidilcolina (35).

3.6. Fosfatidilcolinas con grupos aldehído
3.5. como 1-palmitoil-2-(9-oxo)nonanoil-sn-glicero-3-fosfocolina
3.5. y la 1-palmitoil-2-(5-oxo)valeroil-sn-glicero-3-fosfocolina

También son hidrolizados a lisofosfatidilcolina pero no rompe la
unión de los ácidos grasos como haría una esterasa de serina (35).
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RESUMEN

La acondroplasia es una patología caracterizada por una mutación en el recep-
tor para el factor de crecimiento de fibroblastos de tipo 3 (FGFR3). Esta alteración
causa la patología que conocemos habitualmente con el nombre de enanismo con-
génito y que se manifiesta con individuos de talla baja con diversos problemas
músculo-esqueléticos. La aplicación de nucleótidos y dinucleótidos ha permitido
observar que las células acondroplásicas pueden fenomenológicamente comportar-
se como células normales, en especial cuando son tratadas con el dinucleótido
Ap4A. Este compuesto reestablece los niveles de calcio en los condrocitos acondro-
plásicos, permitiendo que se comporten como células absolutamente normales en
lo que respecta a este ion. Por otro lado, también este dinucleótido permite que el
receptor de FGFR3, que no se internaliza y degrada con normalidad, pueda pasar
a ser degradado por las vías proteosomales y lisosomales, como sucede en las
células normales, haciendo que el receptor motivo de la patología desaparezca de
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las membranas de los condrocitos acondroplásicos. Por último, hemos podido
comprobar cómo el derivado del piridoxalfosfato, el PPADS, presenta propiedades
extraordinarias al reducir prácticamente a cero los niveles de fosforilación de las
proteínas ERK, que son anormalmente elevadas por el receptor FGFR3 acondro-
plásico y que originan la patología. En resumen, se plantean una serie de nuevas
estrategias encaminadas al tratamiento de la acondroplasia por medio de estrate-
gias de tipo farmacológico en claro contrate con las estrategias actuales de tipo
quirúrgico.

Palabras clave: Acondroplasia.—Ap4A.—Diadenosina polifosfatos.—Enanismo
congénito.—Nucleótidos.—Receptores purinérgicos.

SUMMARY

A pharmacological appoach to achondroplasia treatment

Achondroplasia is a pathology due to a mutation in the receptor for the
fibroblast growth factor type 3 (FGFR3). This alteration produces problems in
individuals’ stature as well as other muscle-skeletal problems. The application of
nucleotides and dinucleotides permit achondroplasic cells (chondrocytes) to
recover, aparently, from this pathology. In particular, the application of the
dinucleotide Ap4A, permits to restore the correct calcium levels in achondroplasic
cell. Moreover, this dinucleotide permits the right degradation of the FGFR3
receptor, which does not downregulate properly in achondropasic chondrocytes,
by facilitating the proteosomal and lysosomal pathways alter the dinucleotide
application. Also we have discovered that the pyridoxal phosphate derivative PPADS
can dramatically reduce the activation of ERK casacade which is abnormaly
elevated by the achondroplasic FGFR3 receptor raising the pathology. In summary,
we wish to introduce a series of new pharmacological strategies for the treatment
of achondroplasia in clear contrast with the current surgery ones.

Keywords: Achondroplasia.—Ap4A.—Congenital dwarfism.—Nucleotides.—
Purinergic receptors.

INTRODUCCIÓN

El crecimiento de los huesos largos depende de la proliferación
y maduración de las células que constituyen el cartílago, los condro-
citos. Estas células van a ser reemplazadas de modo gradual por el
tejido óseo durante el crecimiento del individuo. Los condrocitos, en
su proceso de maduración, pasan por una primera etapa en la que
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se hipertrofian para posteriormente morir en un proceso de tipo
apoptótico (1, 2).

El crecimiento y desarrollo de los condrocitos en los cartílagos
que flanquean los huesos está controlado por los factores de creci-
miento de fibroblastos. Estos factores activan cuatro tipos diferentes
de receptores denominados FGFR1, FGFR2, FGFR3 y FGFR4, estan-
do los tres primeros implicados en enfermedades congénitas esque-
léticas y craneales. Dentro de estas alteraciones destaca la acondro-
plasia, la forma más común de enanismo congénito (Figura 1).
Esta patología se caracteriza por una talla baja desproporcionada y
otras anormalidades del esqueleto entre las que se incluyen el acor-
tamiento rizomélico de los huesos largos, macrocefalia, abomba-
miento frontal y parietal, hipoplasia de la facies media, lordosis
lumbar, mano en tridente y disminución caudal de la distancia in-
terpedicular en la región lumbar (3).

FIGURA 1. El enanismo congénito o acondroplasia y las características óseas
que lo identifican.

El receptor alterado en la acondroplasia es el FGFR3, cuyo gen
se localiza en el extremo distal del brazo corto del cromosoma 4
(4p16.3). Estudios realizados en distintas poblaciones han estableci-
do la existencia de una mutación frecuente (Gly380Arg) en el domi-
nio transmembrana del receptor (4, 5).
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Junto con esta modificación, observada en el 97% de los casos
(Figura 2), también se han identificado otras mutaciones menos
frecuentes como el cambio de una Gly 375 por Cys fuera de la región
transmembrana (6, 7), la sustitución de la Gly 346 por Glu (8), así
como el reemplazamiento de la Lys 650 por Met en el caso de la
forma más severa de acondroplasia (9).

FIGURA 2. Monómero del receptor FGFR3.

Ratones knock-out para el gen del receptor FGFR3 presentan un
aumento del crecimiento endocondrial, expansión de la placa de cre-
cimiento ósea y aumento de la proliferación de condrocitos, lo que
ha permitido sugerir el papel del receptor FGFR3 como regulador
negativo del crecimiento del hueso (10), si bien las rutas a través de
las cuales influye en los procesos de proliferación y diferenciación
de los condrocitos no han sido totalmente esclarecidas.

Como miembro de la familia de receptores con actividad tirosina
quinasa, este receptor se activa en presencia del FGF y de proteogli-
canos del grupo heparán sulfato, para producir la dimerización del
receptor y la posterior autofosforilación de los residuos de tirosina.
Estos residuos fosforilados de tirosina sirven como sitios de unión
de proteínas y efectores que propagan las señales de FGFR3 (11, 12).
Los desórdenes en el crecimiento del hueso son resultado del au-
mento de la transmisión de señales por parte del receptor mutado
como consecuencia de la activación sostenida del mismo. Varios
mecanismos han sido propuestos para explicar cómo se produce esta
activación continuada de FGFR3. Por ejemplo, en el caso de la mu-
tación G380R, la más típica de la acondroplasia y que afecta a la
región transmembrana, se origina una estabilización del dímero, pre-
rrequisito para la activación del receptor y que le conduce a acti-
varse incluso en ausencia del agonista (13, 14). Las mutaciones que
provocan la introducción de residuos de cisteína libres en el dominio
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extracelular del receptor originan la formación de puentes disulfuro,
lo que igualmente ocasiona la presencia continua de la forma dimé-
rica del receptor (15). Otras mutaciones como la K650M se piensa
que alteran la conformación del receptor y llevan a la activación
constitutiva de la actividad tirosina quinasa (12, 16). Adicionalmente
se ha sugerido que el receptor FGFR3 mutado presenta una menor
degradación lisosomal permitiendo su desvío a la ruta de reciclaje y
prolongando de esta forma su supervivencia y consiguientemente su
capacidad continua de enviar señales (17).

Independientemente de cómo se origine la activación sostenida del
receptor, una vez que ésta se produce se altera el equilibrio normal
entre los procesos de proliferación y maduración inhibiéndose el co-
rrecto crecimiento de la placa ósea.

Gran parte de los estudios que se han realizado hasta el momento
están dirigidos a determinar las vías de señalización celular emplea-
das por el receptor FGFR3 activado para mediar sus efectos sobre
la proliferación y diferenciación de condrocitos. Así, distintas inves-
tigaciones han identificado a la ruta de señalización de STAT1 como
la vía a través de la cual el receptor FGFR3 inhibe la proliferación
de los condrocitos (18). La activación de STAT1 provoca el aumento
de expresión del inhibidor de ciclo celular p21, bloqueándose de esta
forma el crecimiento celular.

Con respecto a la influencia del receptor FGFR3 en la diferencia-
ción de condrocitos existe aún una cierta controversia. Mientras al-
gunos autores sostienen que la activación de FGFR3 acelera el pro-
ceso de diferenciación promoviendo el incremento de condrocitos
hipertróficos (19, 20), otros plantean que la activación del receptor
inhibe la diferenciación de condrocitos a través de la ruta de seña-
lización celular de las MAP kinasas (21). Además, también mediante
esta cascada de señalización celular de las MAP kinasas, la activa-
ción constitutiva de FGFR3 provoca una menor síntesis de matriz
extracelular, hecho que también influiría en la inhibición del creci-
miento óseo (22).

Para abordar todos estos estudios están siendo empleados diver-
sos sistemas modelo. Así, se ha diseñado un ratón modificado ge-
néticamente al que se le ha incorporado el gen mutado del receptor
FGFR3 (23, 24) (Figura 3).
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FIGURA 3. Ratón normal y acondroplásico.

Este ratón presenta alteraciones características de la acondropla-
sia como pequeño tamaño, área cráneo facial reducida, hipoplasia
facial, distorsión craneal, cifosis y placas de crecimiento óseo de
los huesos largos muy reducidas. Junto con este modelo animal tam-
bién se utilizan cultivos primarios de condrocitos o células como las
de condrosarcoma de rata (RCS), que presentan marcadores carac-
terísticos de condrocitos (25). Adicionalmente se emplean condro-
citos de rata (RCJ) transfectados de manera estable tanto con el re-
ceptor FGFR3 humano intacto como con la forma mutada G380R
(Figura 2) (26).

Los nucleótidos y dinucleótidos son moléculas biológicamente
activas capaces de modificar la actividad de numerosos tejidos (27,
28). Tanto los mononucleótidos, como el ATP, como los dinucleóti-
dos ejercen sus acciones a través de una familia de receptores de-
nominados receptores purinérgicos P2 (Figura 4). Aunque el ATP es
por todos bien conocido, no lo son tanto los dinucleósidos polifos-
fatos. Estas moléculas son dinucleótidos formados por dos nucleó-
sidos (corrientemente adenosinas o uridinas) unidos entre sí por un
número variable de fosfatos (NpnN, donde n es el número de fosfa-
tos). Los dinucleósidos polifosfatos más habituales son los forma-
dos por adenina, como base nitrogenada, conformando una familia
de compuestos denominada diadenosín polifosfato o ApnA, donde la
longitud de los fosfatos oscila entre 2 y 7 (29).

La actividad de estos dinucleótidos se lleva a cabo tanto a través
de receptores de naturaleza ionotrópica, denominados P2X, como a
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FIGURA 4. Receptores purinérgicos P2X (izquierda) y P2Y (derecha).

través de receptores metabotrópicos del tipo P2Y (27). Los receptores
del tipo P2Y, más importantes en este estudio, tienen la estructura
clásica de siete dominios transmembrana, estando acoplados a fosfo-
lipasa C (PLC) y a la consiguiente producción de diacil glicerol (DAG)
e inositol trifosfato (IP3). Existen hasta ocho tipos diferentes de recep-
tores P2Y, entre los cuales algunos como el P2Y12 está también aco-
plado negativamente a la adenilato ciclasa. En otros casos como en el
del P2Y1 y P2Y2 se ha podido constatar su capacidad de activar la
guanilato ciclasa con la consiguiente producción del GMPc (30). Otra
propiedad de los receptores P2Y es estar en la mayoría de los casos
acoplado igualmente a la cascada de las MAP kinasas.

Es precisamente la habilidad que presentan algunos nucleótidos
de intervenir en la cascada de las MAP kinasas y de activar la gua-
nilato ciclasa lo que puede hacer atractivas a estas moléculas para
el tratamiento de la acondroplasia. Por un lado, porque todo lo que
sea disminuir la actividad de las MAPK va a redundar en una dife-
renciación celular de los condrocitos y una calidad de la matriz ex-
tracelular adecuada para permitir un crecimiento normal de hueso.
Por otra parte, la posibilidad de que los nucleótidos y dinucleótidos
puedan activar receptores acoplados a la guanilato ciclasa puede
ayudar en el mismo sentido, ya que las elevaciones en los niveles
citoplasmáticos de GMPc se sabe disminuye el nivel de fosforilación
de p24 y p44 (ERK 1/2). Por este motivo, los objetivos de este trabajo
son los siguientes:
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1. Determinación de la presencia de receptores purinérgicos P2Y
en condrocitos acondroplásicos.

2. Verificación de la actividad de dichos receptores en términos
de movilización de Ca2+.

3. Comprobar el efecto de los nucleótidos y dinucleótidos sobre
la cascada de las MAPK activada por el receptor FGFR3 acon-
droplásico.

4. Estudiar el efecto de los nucleótidos y dinucleótidos sobre la
degradación del receptor FGFR3 acondroplásico.

5. Verificar el comportamiento de los derivados del piridoxal
fosfato (PPADS y PPNDS).

MÉTODOS

Lás células: características y mantenimiento

Disponemos de células en cultivo primario obtenidas de ratones
normales y acondroplásicos mantenidas en DMEM con 10% de SBF
y 1% de Penicilina-Estreptomicina, y de una línea celular denomi-
nada RCJ, inmortalizadas y transfectadas con el receptor FGFR3 (a
las que llamamos FGFR3), con FGFR3 mutado (a las que llamamos
ACH) y sin transfectar. Estas células son mantenidas en α-MEM con
15% FBS, 1% Penicilina-Estreptomicina, 2 μg/mL de Tetraciclina,
600 μg/mL de Geneticina y 500 μg/mL de Higromicina. El medio de
cultivo con el que se realizan los pases de las células consta de los
mismos componentes que el de mantenimiento a excepción de la hi-
gromicina, que añadiremos 24 horas después de realizar el pase.

Si incubamos estas células con un medio de cultivo sin tetracicli-
na, permitiremos que el receptor FGFR3 se exprese, y tras incubar
con diferentes concentraciones de FGF9 podremos obtener qué con-
centración de este factor de crecimiento es la óptima para que se
active el receptor FGFR3.



VOL. 74 (2), 203-228, 2008                        UNA APROXIMACIÓN FARMACOLÓGICA...

211

Inmunocitoquímica

Los condrocitos se adhieren a coverslips para posteriormente ser
fijados con paraformaldehído al 4% y ser tratados con la solución de
bloqueo durante una hora (para evitar la unión inespecífica). Tras
realizar dos lavados con PBS-BSA, se incuba con el anticuerpo pri-
mario (dilución 1:1000) del receptor purinérgico correspondiente o
el del FGFR3. Se lava tres veces diez minutos para pasar a poner el
anticuerpo secundario marcado con fluoresceína o rodamina duran-
te una hora. Se lava a continuación tres veces (10 min.) de nuevo
con PBS-BSA. El montaje se realiza añadiendo 5 mL de medio de
montaje sobre el porta y esperando a su secado. Las muestras se
visualizan en el microscopio confocal Zeiss (Axiovert 200) con un
módulo confocal Pascal.

Estudios de la movilización del calcio citosólico

Las medidas de calcio intracelular se realizan fijando las células
a cubreobjetos con poli-L-Lys durante una hora a 37º C seguidas de
una incubación con 5 μM FURA2-AM o FLUO3-AM durante un tiem-
po que oscila entre 30 y 45 minutos. Después de ese tiempo las cé-
lulas lavadas y los cubreobjetos son montados en una cámara de per-
fusión para ser estimuladas por los diferentes mono y dinucleótidos.
La fliuorescencia fue observada por medio de un microscopio con-
focal Zeiss LSM Pascal o bien por uno Nikon conectado a una cáma-
ra CCD. La transformación de la fluorescencia en concentraciones
intracelulares de calcio se realizó empleando la ecuación de Gryn-
kiewicz (31).

Western blot

Las células se lisan y centrifugan a 13.000xg, 10 minutos, a 4º C,
5 μg de proteína se mezclan con tampón de electroforesis y se desna-
turaliza 5 minutos a 100º C para ser corridos en un gel de poliacrila-
mida al 10% (v/p) y SDS durante 100 minutos. Tras la electroforesis,
los geles se equilibran durante 30 minutos en tampón de transferen-
cia y se transfieren durante dos horas a una membrana de PVDF. La
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membrana se incuba durante una hora con tampón PBS, para ser in-
cubado a continuación con el anticuerpo primario (FGFR3) a una
dilución 1:1000 durante 18 horas a 4º C. Tras el lavado, se incuba con
el anticuerpo secundario ligado a la peroxidasa (anti IgG HRP de ra-
tón a dilución 1:1000), durante una hora. Tras el lavado, en condicio-
nes idénticas a las del primer anticuerpo, el revelado de la membrana
se realiza utilizando el kit comercial de ECL (Enhanced ChemiLumi-
niscence; Amersham) basado en la emisión de luz por la oxidación de
luminol (una diacilhidrazida cíclica) en presencia de H2O2 catalizada
por la peroxidasa conjugada al segundo anticuerpo. La exposición de
una película fotográfica (Hyperfilm-ECL; Amersham) a la membrana
permite la detección de las bandas proteicas reconocidas por el anti-
cuerpo tras el revelado de la película (líquidos de revelado de AGFA).

Estudio de la cascada de las MAP kinasas
(isoformas ERK1 y ERK2)

Para el estudio de la cascada de las MAP kinasas se partirá de
células, bien sean condrocitos normales, acondroplásicos o células
inmortalizadas y transfectadas con el receptor FGFR3 normal y
mutado (acondroplásico). Se hará especial énfasis en la detección de
las proteínas ERK1 y ERK2 por medio de un anticuerpo comercial
frente al residuo Tyr204, presente en las dos isoformas. Las células
serán sembradas en pocillos a razón de un millón de células por
pocillo, para ser lavadas con pervanadato y así inhibir la actividad
tirosina fosfatasa.

Las células tratadas serán lisadas y centrifugadas a 13.000xg,
10 minutos, a 4º C. 5 μg de proteína se mezclan con tampón de elec-
troforesis y se desnaturaliza 5 minutos a 100º C, para ser corridos en
un gel de poliacrilamida al 10% (v/p) y SDS durante 100 minutos.
Tras la electroforesis, los geles se equilibran durante 30 minutos en
tampón de transferencia y se transfieren durante dos horas a una
membrana de PVDF. La membrana se incuba durante una hora con
tampon TBS, para ser incubado a continuación con el anticuerpo
primario (ERK1) a una dilución 1:1000 durante 18 horas a 4º C. Tras
el lavado, se incuba con el anticuerpo secundario ligado a la peroxi-
dasa (anti IgG HRP de ratón a dilución 1:1000), durante una hora.
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Tras el lavado, se revelará la membrana con el Super Signal Subs-
trate Western Blotting según fabricante.

Estudios sobre la matriz extracelular

Para el estudio de los cambios de la matriz extracelular se emplea-
rá el método del alcian blue, que permite medir la producción de
matriz extracelular al registrarse un aumento en la absorbancia a
605 nm como consecuencia de la producción de dicha matriz. El pro-
tocolo seguido es el descrito por la casa comercial (Sigma-Aldrich).

Los estudios detallados de los niveles de producción de los colá-
genos II y X se llevaron a cabo realizando los correspondientes
wester blots, como se ha descrito previamente, empleando los anti-
cuerpos comerciales de las casas Calbiochem y Santa Cruz, a dilu-
ciones 1:500 y 1:100, respectivamente.

RESULTADOS

Identificación de los receptores P2Y
presentes en los condrocitos

Por medio de las técnicas de inmunocitoquímica ha sido posible
identificar los receptores presentes en los condrocitos normales y
acondroplásicos. De todos los anticuerpos ensayados las células se
marcaron positivamente frente a los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y6 y
P2Y11 (Figura 5). No fue posible observar marcaje frente a otros re-
ceptores P2Y ni en las células acondroplásicas ni en las normales.

FIGURA 5. Presencia de los receptores P2Y2 en los condrocitos acondroplásicos.



ANA I. GUZMÁN-ARÁNGUEZ Y COLS. AN. R. ACAD. NAC. FARM.

214

Un análisis realizado por la técnica de inmunotransferencia (wes-
tern-blot) confirmó la presencia de los mencionados receptores en
ambas poblaciones de condrocitos (resultados no mostrados).

Tanto la inmunocitoquímica como la inmunotransferencia pusie-
ron de manifiesto la existencia de los receptores P2Y, sin embargo
fue necesario dar un paso más, profundizando en la funcionalidad
de los receptores, midiendo su actividad por medio de la sonda fluo-
rescente FURA-2.

Medidas de calcio en los condrocitos acondroplásicos

Con la idea de probar la funcionalidad de los receptores P2Y
presentes en los condrocitos normales y acondroplásicos y dado que
estos receptores están acoplados a la movilización del calcio citosó-
lico de los reservorios intracelulares, estas células fueron cargadas
con FURA-2AM y los niveles de calcio fueron analizados tras la es-
timulación con diversos mono y dinucleótidos.

La superfusión de mononucleótidos como el ATP, ADP, UTP y
ADP sobre los condrocitos mostraron diferentes niveles de moviliza-
ción del [Ca2+]i en las células en estudio (Figura 6).

FIGURA 6. Respuesta en los niveles de calcio intracelular de los condrocitos
a los diferentes mono y dinucleótidos.

También los diadenosina polifosfatos fueron capaces de inducir
cambios en el calcio, siendo el Ap4A y el Ap5A los que indujeron ma-
yores movilizaciones del calcio en los condrocitos.

Tanto las movilizaciones de los mononucleótidos como la de los
dinucleótidos fueron independientes del calcio extracelular, confir-
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mando que se trataba de receptores P2Y. Cuando el ATP, UTP y el
Ap4A fueron ensayados a varias concentraciones fue posible estable-
cer las correspondientes curvas de concentración respuesta (Figura 7).

FIGURA 7. Curvas concentración respuesta para los nucleótidos ATP, UTP
y Ap4A.

De estas curvas se pudo deducir valores de EC50 que fueron
1,58 μM para el ATP, 2,51 μM para el UTP y 1,25 μM para el Ap4A.
El nucleótido que mostró mayores niveles de movilización fue el
ATP, con un valor máximo de 312 nM, seguido por el UTP con
274 nM y el Ap4A con 197 nM.

Los estudios realizados con los antagonistas para los receptores
P2 (100 μM) mostraron diferencias cuando antagonizaban al ATP
que cuando lo hacían con el Ap4A (ambos a 100 μM). Aunque la
suramina (antagonista general P2) y el MRS2179 (selectivo P2Y1)
presentaron el mismo rango de antagonismo y el reactivo azul 2
(RB-2, no selectivo P2) no hizo apenas nada, el derivado del piri-
doxal PPADS (no selectivo P2) funcionó de modo diferente en el caso
del ATP que en el del Ap4A. El PPADS abolió el 30% de la respuesta
inducida por el ATP, mientras que prácticamente abolió el 100% de
la movilización de calcio inducida por el Ap4A. Este hecho sugiere
que tal vez las acciones del ATP y del Ap4A, aunque semejantes en
cuanto a que movilizan el calcio, podrían ocurrir a través de recep-
tores diferentes.
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Los condrocitos acondroplásicos y la cascada
de las MAP kinasas

Por medio de una línea celular de condrocitos transfectada con
el receptor FGFR3 acondroplásico y el normal, regulados ambos por
un sistema del tipo TET-OFF (se expresan los receptores FGFR3 en
ausencia del antibiótico tetraciclina), ha sido posible estudiar la
relación que existe entre los receptores P2Y y los receptores del FGF.

Los niveles de expresión del receptor FGFR3 en ausencia de la
tetraciclina son grandes en comparación con los mismos en presen-
cia del antibiótico, por lo que todos los experimentos se realizaron
a continuación en ausencia de la tetraciclina.

Este control no sólo se manifestaba en los niveles del receptor, sino
que también se podía valorar a nivel de la fosforilación de las proteí-
nas ERK1/2 (p42 y p44), ya que al ser estimulado el receptor FGFR3
(normal y acondroplásico) con el sustrato FGF9, mostraban un fuerte
aumento en los niveles de fosforilación de las ERK (Figura 8).

FIGURA 8. Comportamiento de las células a la tetraciclina en relación
con las proteínas ERK.

Uno de los primero aspectos a abordar fue probar cuál era el papel
de los nucleótidos sobre la cascada de las MAP kinasas (ERK1/2),
ya que antes de comprobar si la aplicación de estas sustancias pueden
bajar el nivel de fosforilación de las ERK tras la estimulación del re-
ceptor FGFR3 (que sería esencial para rescatar a las células de la acon-
droplasia), hay que conocer qué hacen estas moléculas por sí solas.



VOL. 74 (2), 203-228, 2008                        UNA APROXIMACIÓN FARMACOLÓGICA...

217

Todos los mononucleótidos naturales estimularon la fosforila-
ción de las ERK entre un 40 y un 50%, sin embargo, los diadenosina
polifosfato apenas modificaron los valores control de fosforilación
(Figura 9).

FIGURA 9. Efecto de los mononucleótidos (izquierda) y dinucleótidos
(derecha) sobre el nivel de fosforilación de las ERK.

Cuando se ensayaron los agonistas de los receptores P2Y, 2-me-S-
ADP y ATP-γ-S, entre otros, se pudo comprobar cómo la mayoría de
éstos eran capaces de aumentar el grado de fosforilación de ERK1/2.

Sin embargo, si queremos comprobar si alguno de los nucleótidos
es capaz de ayudar en el tratamiento de la acondroplasia, deberíamos
ensayar el nucleótido en presencia del agonista del receptor FGFR3
acondroplásico, pues de esa manera mimetizaremos el entorno real de
los condrocitos acondroplásicos en la placa de crecimiento ósea.

Efecto de los nucleótidos y dinucleótidos
en condrocitos estimulados con FGF9

El rescate de los condrocitos de su estado acondroplásico se logra-
rá cuando se pueda reducir el grado de fosforilación de ERK1/2 por
la administración de nucleótidos o dinucleótidos. Por ello se ensaya-
ron estas sustancias en presencia de FGF9 que de antemano incremen-
ta la fosforilación de las ERK, tal y como sucede en la patología. La
aplicación de mononucleótidos y FGF9 no hizo sino incrementar los
niveles de fosforilación por encima incluso del valor producido por
FGF9 (Figura 10). Cuando se repitió este protocolo con los diadenosi-



ANA I. GUZMÁN-ARÁNGUEZ Y COLS. AN. R. ACAD. NAC. FARM.

218

na polifosfato, fue posible observar cómo Ap3A y Ap5A no incrementa-
ron la respuesta inducida por FGF9, sin embargo Ap4A fue capaz de
reducir la fosforilación inducida por FGF9 hasta los niveles del con-
trol (Figura 10).

FIGURA 10. Efecto de los mononucleótidos (izquierda) y dinucleótidos
(derecha) sobre la fosforilación de ERK estimulada por FGF9.

Cuando se ensayaron los agonistas sintéticos de los receptores
P2Y, ninguno de ellos fue capaz de reducir el grado de fosforilación
de las ERK, obteniéndose incluso el efecto contrario, es decir, más
fosforilación.

Dado el sorprendente resultado obtenido en el caso del Ap4A, se tra-
tó de profundizar un poco más para saber qué receptor era el respon-
sable de la disminución de la fosforilación de las ERK. Para ello se
ensayaron los antagonistas, que ya se habían valorado en el caso del
calcio. La aplicación de estos compuestos a la concentración 100 μM
modificaron la respuesta del Ap4A de manera variable (Figura 11).

Uno de los detalles más sorprendentes fue observar cómo el an-
tagonista PPADS no sólo antagonizó el efecto del Ap4A, sino que fue
capaz de reducir los niveles de fosforilación hasta valores muy infe-
riores al control. Este hecho nos animó a probar el efecto del PPADS
con el FGF9 a diversas concentraciones y en ausencia de cualquier
nucleótido o dinucleótido.
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FIGURA 11. Efecto de los antagonistas sobre el efecto del Ap4A y FGF9.

Sorprendentemente, el antagonista PPADS, a concentraciones en
el rango micromolar, fue capaz de reducir el nivel de fosforilación de
ERK 1/2 inducido por el FGF9, muy por debajo de nivel del control
(Figura 12). Este hecho, inesperado pero muy interesante, abre la po-

FIGURA 12. Efecto del PPADS sobre la fosforilación de ERK1/2 estimulada
por FGF9.
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sibilidad del empleo de este compuesto como agente rescatador de la
condición acondroplásica, por lo menos en los condrocitos en cultivo.

El Ap4A reduce la proporción de receptores de FGFR3
en la membrana de los condrocitos

Uno de los hechos que hace que el hueso no crezca en longitud
como debiera es la dificultad que tiene el receptor FGFR3 de ser
«downregulado». Ciertamente, la acondroplasia se convierte en en-
fermedad severa porque aunque el FGF se una al receptor FGFR3,
en el caso de ser acondroplásico no se internaliza como lo hace el
receptor normal.

Debido a la existencia de anticuerpos frente a los receptores
FGFR3 es posible visualizar la densidad de receptores presentes en
las células normales y acondroplásicas, tanto por inmunocitoquími-
ca como por inmunotransferencia (western-blot).

Estudiamos cuál era el comportamiento de los receptores cuando
las células eran tratadas por el FGF9 y comprobamos, tal y como in-
dicaban otros autores, que tras la aplicación de este agonista era po-
sible observar la desaparición del receptor FGFR3 normal y como el
de FGFR3 acondroplásico seguía inalterablemente en la membrana.

Dado que el Ap4A tenía un efecto diferente al resto de los nucleó-
tidos al reducir la fosforilación de las ERK, pensamos en la posibi-
lidad de que el Ap4A, a través de un receptor no definido todavía,
pudiese estar internalizando al receptor FGFR3 acondroplásico. Para
verificar esta hipótesis estudiamos por técnicas de inmunocitoquími-
ca si existían variaciones en el receptor FGFR3 acondroplásico cuan-
do pre-tratábamos las células con Ap4A.

Como se puede observar en la Figura 13, el efecto del dinucleó-
tido sobre la proporción de receptores fue notable, produciendo una
caída significativa de los receptores FGFR3 acondroplásicos. La dis-
minución de receptores fue del 15 al 25%, dependiendo de la dosis
empleada.

Este mismo efecto fue verificado por western-blot observando
que del mismo modo que sucede en las imágenes anteriores la pro-
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FIGURA 13. Desaparición del receptor FGFR3 acondroplásico tras
la aplicación de Ap4A.

porción de receptores se ve disminuida tras el tratamiento con Ap4A
100 μM. La disminución fue de aproximadamente un 35% respecto
a los niveles control, como se puede apreciar en la Figura 14.

FIGURA 14. Desaparición del receptor FGFR3 acondroplásico tras
la aplicación de Ap4A analizado por western-blot.

Este hecho sugiere que el Ap4A está modificando la proporción de
los receptores de FGFR3 acondroplásicos pudiendo ser este el moti-
vo por el que la fosforilación de las ERK disminuya.
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¿Cómo puede el Ap4A disminuir la presencia del receptor
FGFR3 acondroplásico?

Solamente de modo reciente hemos comenzado a trabajar en este
aspecto, que en la actualidad nos parece uno de los más interesantes.
Es sabido que debido a la mutación, el receptor FGFR3 acondroplá-
sico no tiene una internalización como la del receptor normal. Pa-
rece ser que cuando se forma el endosoma, como fase previa a la
degradación del receptor, en lugar de comenzar el ciclo degradativo
el receptor vuelve de nuevo a la membrana plasmática.

Nuestra primera idea ha sido comprobar si como consecuencia de
la presencia de los dinucleótidos, la degradación del receptor FGFR3
acondroplásico se acelera. Con esta idea, lo que hicimos fue tomar al
Ap4A y ensayarlo en presencia ausencia de inhibidores de la degrada-
ción lisosomal y proteosomal (MG-132 y cloroquina).

Los resultados presentados en la Figura 15 parecen sugerir que lo
que hace el Ap4A es facilitar la degradación de los receptores FGFR3
acondroplásicos porque favorece la degradación de los mismos con
una eficacia mayor, o bien porque sean capaces de impedir que el
endosoma vuelva a reintegrar al receptor en la membrana. Es indu-
dablemente necesario conocer más en profundidad cómo se activan

FIGURA 15. Efecto de los inhibidores de la degradación proteosomal
y lisosomal sobre el efecto del Ap4A.
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los dos mecanismos (lisosomal y proteosomal), así como qué recep-
tor y qué mecanismo podría permitir la interacción entre los dinu-
cleótidos y el receptor FGFR3 acondroplásico.

La sorpresa con los análogos del piridoxal fosfato

Como se ha podido comprobar en la Figura 12, algunos análogos
del piridoxal fosfato son capaces de reducir drásticamente los nive-
les de fosforilación de las proteínas ERK1/2. Pensamos que si bien
PPADS y PPNDS eran capaces de producir este efecto, tal vez el piri-
doxal y el fosfato de piridoxal podrían hacerlo igualmente. Por ello,
todas estas sustancias fueron ensayadas y como se puede apreciar
por la Figura 16, lamentablemente fueron incapaces de modificar la
fosforilación de las ERK.

FIGURA 16. Efecto del piridoxal y análogos sobre la fosforilación
de las ERK1/2.

La falta de efecto por parte del piridoxal fosfato sugiere que sea
fundamentalmente la estructura de la molécula asociada al grupo
piridoxal fosfato y no el grupo piridoxal fosfato la que introduce el
efecto inhibitorio sobre las proteínas ERK 1/2.
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DISCUSIÓN

En el presente trabajo de investigación se describe el esperanza-
dor papel que los dinucleósidos polifosfatos pueden desempeñar para
el tratamiento farmacológico de la acondroplasia. Desde el punto de
vista de la patología, esta enfermedad es de las denominadas huér-
fanas, al no disponer en la actualidad de tratamiento de ningún tipo.
La única aproximación al tratamiento es la elongación quirúrgica de
las extremidades, proceso este muy tedioso, doloroso y traumático,
tanto física como psíquicamente.

Dada la baja incidencia de la acondroplasia, uno cada 25.000 na-
cimientos, las empresas farmacéuticas no tienen interés en la inves-
tigación de esta patología porque no es económicamente rentable.
Este hecho hace que solamente existan tres laboratorios en el mun-
do investigando sobre el tratamiento de la acondroplasia.

El Instituto Weissman de Israel, a través de una SPIN-OFF, creó
los laboratorios PROCHON BIOTECH, que están estudiando la posi-
bilidad del uso de un fragmento de un anticuerpo para bloquear al
receptor FGFR3 acondroplásico como posible terapia para esta pato-
logía. Por otro lado, un laboratorio en Japón investiga con éxito el
empleo de péptidos natriuréticos, que al activar la producción de
GMPc consiguen disminuir la fosforilación de las MAP kinasas y así
rescatar a las células acondroplásicas de la patología. Otras aproxima-
ciones, más complejas en sus mecanismos de acción, ponen de mani-
fiesto que los péptidos derivados de la hormona paratiroidea podrían
ser buenos candidatos para el tratamiento de la acondroplasia.

Nosotros, con toda la modestia, nos gustaría contribuir a estas
pocas iniciativas sugiriendo que el empleo de los dinucleósidos po-
lifosfatos y en particular de Ap4A, puede ser también una buena
estrategia para el tratamiento, bien solo o en combinación con algu-
na de las otras terapias, como la producida por el PPADS y PPNDS
aquí descrita.

Desde un punto de vista práctico, la molécula diadenosina tetra-
fosfato, Ap4A es eficaz disminuyendo los niveles de fosforilación de
las ERK1/2, de manera semejante a cómo lo hacen los péptidos na-
triuréticos.
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Uno de los aspectos más interesantes es reflexionar de qué modo
el PPADS o el PPNDS pueden realizar su acción. Visto que la parte
de piridoxal fosfato de la molécula es necesaria, pero insuficiente
para llevar a cabo la acción inhibidora sobre las proteínas ERK, es
necesario buscar otras posibilidades que justifiquen el efecto de estas
dos moléculas. Recientemente se ha descubierto que las moléculas
con la estructura naftalén trisulfonato se unen eficazmente al FGF,
impidiendo la unión del heparán sulfato, elemento esencial para la
unión del FGF a su receptor (32, 33). Si nos fijamos en la estructura
de los compuestos PPADS y PPNDS, ambos con tres grupos sulfó-
nicos y el segundo con la estructura naftaleno, sugiere que podrían
tener un papel semejante al que presentan los naftalén trisulfonados.
Es necesario realizar más experimentos para poder tener la certeza
de que el mecanismo sugerido en esta discusión para el PPADS y
PPNDS es el correcto.

Es todavía muy pronto para saber si alguna de las novedosas
aproximaciones presentadas en este documento van a tener la posibi-
lidad de ser ensayadas en un futuro en los seres humanos. Sin embar-
go, una reflexión detallada de la naturaleza de estas sustancias ponen
de manifiesto su origen natural. Este hecho facilitaría extraordinaria-
mente el avance de los correspondientes ensayos clínicos, ya que de
algunas de ellas, como los dinucleótidos o los derivados del piridoxal,
ya se han hecho las pruebas de tolerancia y toxicidad, lo que permiti-
ría iniciar los ensayos clínicos en un breve período de tiempo.
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RESUMEN

El cáncer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo. La
liberación de genes terapéuticos vehiculizados en nuevas formas farmacéuticas se
presenta como una prometedora alternativa en el tratamiento de esta enfermedad.
Los dendrímeros PAMAM son polímeros catiónicos cuya aplicación como vehícu-
los en terapia génica está generando un interés creciente en la comunidad cientí-
fica. La mezcla de los dendrímeros con DNA lleva a la formación de complejos por
interacción electrostática que reducen el tamaño y la carga del DNA, lo protegen
de la degradación por las nucleasas del suero y aumentan su entrada en la célula
por endocitosis. Sin embargo, la influencia de los aspectos físico-químicos en la
eficacia de estos vectores, así como el balance óptimo entre su eficacia y toxicidad
no han sido totalmente elucidados. En este trabajo se han empleado dendrímeros
de distintos pesos moleculares (14.000 Da y 28.000 Da) y se han asociado a DNA
plasmídico en cantidades crecientes. Las formulaciones preparadas con el dendrí-
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mero de 14.000 Da presentaron tamaños de partícula de entre 150 y 170 nm,
mientras que a las mismas relaciones de carga, los complejos preparados con el
polímero de mayor peso molecular presentaron valores menores, de alrededor de
100 nm. El potencial de superficie fue positivo en todos los casos excepto cuando
se utilizó la misma cantidad de polímero y de DNA (punto de electroneutralidad).
Además, en este estudio se ha demostrado la capacidad de estas formulaciones
para proteger al DNA frente a la degradación por DNAasas independientemente del
peso molecular y cantidades utilizadas. Los resultados in vitro en células HepG2
(hepatocarcinoma humano) y CT26 (cáncer de colon murino) sugieren que a mayor
peso molecular y a mayor cantidad de dendrímero se obtienen mayores niveles de
expresión génica. Por último, señalar que los estudios de toxicidad determinaron
una viabilidad celular superior al 80% en todos los casos.

Palabras clave: Terapia génica.—Dendrímeros.—Polímeros.—Galénica.—PA-
MAM (poliamidoamina).

SUMMARY

Design and development of new pharmaceutical dosage forms
for therapeutic gene delivery applied to liver and colon cancer

The success of gene therapy is largely dependent on the development of vectors
(new pharmaceutical dosage forms) capable of effectively transfering therapeutic
genes into cells. One mayor approach in non-viral gene therapy is based on cationic
polymers, like PAMAM (polyamidoamine) dendrimers. In the latest years, the
growing interest in the use of dendrimers as gene carries has lead into numerous
in vitro and less in vivo studies. The combination of DNA with dendrimers forms
complexes that reduce the size and the charge of DNA, protects the genetic material
against degradation by serum nucleases and enhances the uptake into cells by
endocytosis. However, the mechanisms of internalization and the influence of
biophysical features in transfection efficacy are not fully elucidated. Moreover, the
safe limits in terms of toxicity of dendrimers when condensed with DNA are still
not clear. More systematic studies are needed to gain a better understanding of the
rules that govern dendrimer-based gene delivery. In this study, we have developed,
characterized and optimized nanoparticles composed of PAMAM dendrimers
(14.000 Da and 28.000 Da) and plasmid DNA, which can deliver genetic material
into tumour cells. The quantities of both components were calculated in order
to prepare complexes at charge ratio (+/–) from 1/1 to 10/1 (dendrimer/DNA). The
size of the complexes ranged from 150 nm to 170 nm for those prepared with
the 14.000 Da dendrimer at charge ratio 2/1 to 10/1. At the same charge ratios, the
complexes prepared with the highest molecular weight polymer showed lower
values (around 100 nm). The zeta potential was positive in all cases, except for the
ratio 1:1 (neutrality point). Complexes prevented nuclease digestion. The protection
was observed in both polymer generations at all the charge ratios prepared. In vitro
gene expression by complexes was performed in HepG2 cells (human hepatocellular
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carcinoma) and CT26 cells (murine colon adenocarcinoma). Transfection levels
increased with the charge ratio and with the molecular weight with maximum
levels at charge ratio 10/1 in both generations. Finally, in vitro toxicity assays
showed a viability higher than 80% in all the complexes prepared.

Keywords: Gene therapy.—Dendrimers.—Polymers.—Pharmaceutical.—
PAMAM (polyamidoamine).

INTRODUCCIÓN

1. Terapia génica. Desafíos actuales

La terapia génica se define como el tratamiento de una enferme-
dad mediante la transferencia de material genético a las células es-
pecíficas de un paciente. Se presenta como un método para tratar o
prevenir enfermedades mediante el uso de genes que doten al pa-
ciente de información genética adecuada para producir las proteínas
necesarias para corregir o modular una enfermedad.

Los avances en genómica, proteinómica y la secuenciación del
genoma humano, han permitido identificar nuevos genes implicados
en la aparición y desarrollo de enfermedades como el cáncer, la fibro-
sis quística, la hipercolesterolemia familiar o enfermedades cardiovas-
culares. Al igual que en otras áreas de la biomedicina, la mayoría
de la investigación en terapia génica está dirigida al tratamiento del
cáncer. De todos los ensayos clínicos de terapia génica aprobados en
el mundo hasta este momento, casi un 70% corresponden a ensayos
dirigidos al tratamiento del cáncer.

La terapia génica del cáncer tiene como finalidad la eliminación
selectiva de las células tumorales por medio de tres estrategias prin-
cipales: la corrección génica de las células tumorales, la destrucción
de células tumorales y la terapia adyuvante. En cualquiera de ellas
es necesario que el gen terapéutico llegue al interior de la célula
tumoral, atraviese el citoplasma hasta el núcleo y exprese la proteína
para la que codifica. Esta proteína será la encargada de destruir a la
célula tumoral, corregir su base génetica, etc.

El gen terapéutico debe superar diversos obstáculos extracelu-
lares e intracelulares hasta su expresión en el interior de la célula.
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Estas barreras varían en función del tejido y de la vía de administra-
ción elegida. Uno de los problemas principales es la estabilidad y la
supervivencia del sistema administrado en el torrente circulatorio.
Por un lado, las enzimas nucleasas presentes en el suero son capaces
de degradar el DNA desnudo. Por otro, la interacción con las proteí-
nas séricas puede dar lugar a la formación de grandes agregados que
son rápidamente eliminados por las células fagocíticas. Además, la
entrada de material genético extraño al organismo asociado a un
sistema sintético o viral va a dar lugar a la aparición de respuestas
de inmunidad celular y humoral generando procesos inflamatorios,
sobre todo en el caso de los vectores virales que poseen elementos
muy inmunogénicos en su composición.

El DNA ha de ser capaz de alcanzar el núcleo celular. Dependien-
do del mecanismo del vehículo o del procedimiento empleado, la
entrada en la célula se produce por endocitosis, por fusión de mem-
branas o por desestabilización de la membrana. Una vez que el ácido
nucleico llega al citoplasma es captado por el sistema endosomal-
lisosomal. El material genético es almacenado en unas vesículas lla-
madas endosomas que poseen un pH ácido y con un contenido rico
en enzimas capaces de degradadar moléculas libres de DNA. La úl-
tima barrera es la entrada de DNA exógeno en el núcleo celular. La
membrana celular permite el transporte pasivo de moléculas peque-
ñas a través de unos poros que tienen un tamaño de 80 nm aproxi-
madamente. Algunos sistemas de transfección son más eficaces con
células en proliferación. Durante la profase temprana de la mitosis
se produce la disgregación de la envoltura nuclear. Esto permite una
distribución homogénea del vector en el interior celular, quedando
una porción intranuclear del mismo, una vez reconstituido el núcleo.

La manera más sencilla de administrar el DNA es la inyección
directa del DNA desnudo a los tejidos o bien su administración sis-
témica, pero son técnicas muy limitadas. Como se acaba de exponer,
el DNA sin protección presenta una biodisponibilidad celular muy
baja. La búsqueda de nuevos sistemas de liberación de genes, efica-
ces y seguros, supone uno de los campos principales de investigación
en terapia génica.
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2. Vectores en terapia génica

Se distinguen fundamentalmente dos tipos de vectores en terapia
génica: los vectores virales y los vectores no virales o sintéticos. Un
vector ideal debería cumplir los siguientes requisitos:

• Que proteja el DNA frente a la degradación enzimática.

• Que sea capaz de empaquetar altas cantidades de DNA.

• Que posea mecanismos que favorezcan la internalización celu-
lar, el escape del endosoma y el transporte al núcleo.

• Que sea fácil de administrar.

• Que sea estable en el suero.

• Que produzca una nula o baja toxicidad, inmunogenicidad y
patogenicidad.

• Que sea fácil de purificar.

• Que sea fácil de fabricar.

• Que posea un bajo coste.

2.1. Vectores virales

Con el uso de los vectores virales se aprovecha la capacidad
natural que tienen los virus para introducir material genético en el
interior de las células. La aplicación de estos vectores en terapia
génica exige ciertas propiedades del propio virus. Por un lado, el
genoma viral debe ser capaz de acomodar el gen terapéutico, y por
otra debe tratarse de un virus defectivo, es decir, un virus al que se
le ha privado de alguna función necesaria para desarrollar su ciclo
replicativo, de modo que no pueda ser patógeno para el paciente.
Los principales grupos de vectores virales empleados en terapia
génica son los retrovirus, los adenovirus, los virus adenoasociados y
los herpesvirus. A pesar de que son unos vectores que alcanzan una
alta eficiencia de transfección, presentan algunos inconvenientes
entre los que destacan la limitación del tamaño de DNA que puede
ser empaquetado, los bajos títulos de vector que se obtienen durante
su producción, el riesgo potencial de infección y la mutagénesis
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insercional. Si bien, la principal desventaja de estos vectores es que
la respuesta del hospedador al virus parece limitar la duración de la
expresión y la posibilidad de administrar dosis repetidas.

2.2. Vectores no virales

Las limitaciones de los vectores virales hacen que los vectores
sintéticos se presenten como una alternativa atractiva en la terapia
génica. Entre sus ventajas, se puede destacar que no inducen inmu-
nogenicidad, que presentan una baja toxicidad y que son fáciles de
producir a gran escala. Sin embargo, su principal inconveniente es
su menor eficiencia de transfección respecto a los vectores virales.

De todos los vectores no virales, los que más posibilidades presen-
tan y mejores resultados están alcanzando son los sistemas químicos
basados bien en la encapsulación, o en la condensación del DNA con
el objeto de protegerlo y de facilitar su entrada en la célula. Entre ellos
encontramos los sistemas lipídicos, poliméricos y peptídicos.

Dentro de los sistemas poliméricos se encuentran los polímeros
catiónicos. Estos sistemas se basan en la condensación del DNA car-
gado negativamente en partículas compactas mediante la interacción
electrostática con policationes. Las partículas resultantes protegen al
DNA y facilitan su internalización. Existen numerosos policationes
que permiten la formulación del DNA entre los que se incluyen la
polilisina (PLL), la polietilenimina (PEI), el poli (2-dimetilaminoetil
metacrilato) (PDMAEMA), el quitosano y los dendrímeros catiónicos.
Estos últimos constituyen la base de este trabajo.

3. Los dendrímeros PAMAM

Dentro del grupo de polímeros catiónicos cabe destacar los den-
drímeros PAMAM (poliamidoamina) por su relación con el trabajo
experimental. Los dendrímeros (del griego dendron: árbol, y meros:
parte) son macromoléculas esféricas altamente ramificadas. Su des-
cubrimiento y síntesis se llevó a cabo a principios de los años ochen-
ta. Presentan una estructura de «estrella densa» caracterizada por
un núcleo central del que surgen numerosas ramificaciones. Existen
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dos tipos principales de dendrímeros PAMAM, los que tienen como
núcleo un grupo amonio y los que presentan una molécula de etilen-
diamina, dando lugar a estructuras con tres y cuatro puntos de ra-
mificación respectivamente.

La síntesis de este polímero se realiza mediante la adición de
metacrilato al núcleo, seguida de una amidación con etilendiamina
del grupo éster resultante. Con cada repetición de este proceso apa-
rece una nueva generación. Si consideramos el núcleo como la ge-
neración 0, la primera adición de metacrilato y posterior amidación
daría lugar a la generación 1, la repetición de este proceso daría
lugar a la generación 2 (G2), y así sucesivamente. Con cada genera-
ción, el peso molecular del dendrímero se incrementa exponencial-
mente y el número de grupos amino terminales de su superficie se
dobla. En general, los dendrímeros PAMAM presentan un tamaño y
estructura bien definidos con un índice de polidispersión bajo en
comparación con otros polímeros de similar peso molecular.

Cuando el DNA se mezcla con el polímero PAMAM, se forma un
complejo basado exclusivamente en una interacción de los grupos
fosfato negativos del DNA y los grupos amino primarios que se en-
cuentran protonados en su superficie. Una neutralización de las car-
gas del complejo o una alteración en su carga neta producen cambios
en las características físico-químicas y biológicas del mismo. La mor-
fología de estos complejos es toroidal, muy similar a la que forma
el DNA con otros polímeros catiónicos como la polilisina o la polieti-
lenamina.

La caracterización de la unión PAMAM-DNA y del proceso de
condensación no han sido totalmente elucidados. Parece que un
aumento en la relación de carga (+/–), favorece el proceso de forma-
ción del complejo.

En general, los complejos catiónicos se unen por interacción elec-
trostática a la membrana celular cargada negativamente. El proceso
de internalización de los complejos PAMAM-DNA está mediado por
endocitosis. Así lo demuestran estudios realizados siguiendo la in-
corporación en las células de DNA desnudo marcado con radioacti-
vidad o condensado con dendrímeros marcados con radioactividad.
Además, se ha demostrado que una depleción del colesterol en la
membrana celular provoca una inhibición total del proceso de inter-
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nalización. En cualquier caso, es importante señalar que un menor
tamaño y una carga superficial positiva favorecen el proceso de in-
ternalización mediado por endocitosis. Una vez dentro de la célula,
la eficacia de los complejos depende de su habilidad para escapar del
endosoma. Los dendrímeros PAMAM tienen una alta capacidad tam-
pón, debido a que poseen grupos amina protonables. Esto hace que
en el interior del endosoma se comporten como bases débiles y tam-
ponen el medio ácido (1). Sus propiedades tampón hacen que el
dendrímero actúe como una «esponja de protones». Al decelerar la
acidificación del endosoma, se activa una ATPasa endosomal que
provoca la entrada masiva de protones al endosoma seguido de un
flujo de iones cloruro. Estos cambios en la osmolaridad conducen a
un aumento del volumen del endosoma de un 140% con la conse-
cuente ruptura del mismo (2).

Todas las propiedades y características anteriormente descritas
hacen del polímero PAMAM un candidato adecuado para la libera-
ción de genes en el núcleo. En general, las generaciones más altas,
la generación 5 y superiores, son las que muestran una mayor efi-
cacia de transfección. Parece que la naturaleza del núcleo central,
amonio o etilendiamina, no influye en las eficacias de transfección
y que los parámetros más importantes en este sentido son el peso
molecular y el número de grupos amino terminales característicos
de cada generación (3).

Los dendrímeros pueden sufrir un proceso de activación que da
lugar a los llamados «dendrímeros activados» o «dendrímeros fractu-
rados» (4). Este proceso de activación consiste en la solubilización del
dendrímero en un solvente adecuado (agua, butanol) y un posterior
calentamiento que da lugar a la degradación del dendrímero por rup-
tura de algunos enlaces amida. Esto hace que la estructura del den-
drímero activado sea más flexible, lo que se relaciona con una mayor
eficacia de transfección (5). En la actualidad el dendrímero activado
de la generación 6 del PAMAM, que se comercializa bajo el nombre
de Supefect™, se utiliza como un agente de transfección estándar.

Se han realizado numerosos estudios que demuestran la habilidad
de los dendrímeros como agentes de transfección in vitro en numero-
sas líneas celulares (1, 6-8). Los estudios in vivo desarrollados hasta
ahora no han sido muy prometedores. Las causas principales son
la falta de eficacia y la toxicidad asociada a estos polímeros. Desta-



VOL. 74 (2), 229-256, 2008                          DISEÑO Y DESARROLLO DE NUEVAS...

237

can algunos realizados por distintas vías de administración, sistémi-
ca (9, 10), intratumoral (11), pulmonar (12) y por inyección directa en
el ojo (13) o en el corazón (14). También se han realizado estudios in
vitro (15) e in vivo (16) para terapia antisentido.

A determinadas dosis, los dendrímeros PAMAM, como la mayoría
de los policationes, son capaces de desestabilizar la membrana y pro-
vocar la lisis celular. Es importante advertir que prácticamente la
mayoría de los estudios de toxicidad realizados in vitro e in vivo (17),
muestran datos de toxicidad asociados a la administración de los den-
drímeros solos. Si la toxicidad de los dendrímeros es debida a las car-
gas positivas de su superficie, cabe pensar que al formar complejos
con el DNA, la toxicidad varíe con respecto a los dendrímeros solos,
aunque los estudios comparativos de los que se dispone son confusos
y contradictorios (18). Los estudios in vitro han demostrado que los
dendrímeros pueden presentar citotoxicidad y hematotoxicidad de-
pendientes de la generación siendo las generaciones altas, las más
tóxicas (19).

Hasta el momento, el número de estudios sistemáticos sobre la
toxicidad in vivo es muy escaso. La inyección en ratones de den-
drímeros G5 e inferiores a una dosis de 10 mg/kg de ratón no pare-
ció ser tóxica (20). Con respecto a la inmunogenicidad, en estudios
iniciales los dendrímeros mostraron una débil o nula inmunogenici-
dad y cierta actividad como adyuvantes (21) aunque posteriormente
se ha demostrado que poseen cierta inmunogenicidad (22).

La biodistribución tras la administración parenteral de los den-
drímeros ha sido ampliamente estudiada, sobre todo en relación al de-
sarrollo de estos dendrímeros como posibles agentes de imagen (23).
Las generaciones más pequeñas son rápidamente eliminadas de la cir-
culación vía hígado, para ser excretadas por el riñón. Aunque es posi-
ble que los perfiles de distribución puedan verse alterados cuando se
modifica la superficie del dendrímero (17).

Por todo lo anterior, la optimización de los dendrímeros PAMAM
como vehículos para la liberación de genes requiere necesariamente
un balance entre la eficacia terapéutica y los efectos tóxicos. En este
sentido, se han desarrollado nuevas síntesis a partir de los dendríme-
ros PAMAM con el fin de buscar modificaciones estructurales que
incrementen su eficacia y disminuyan su toxicidad (24 y 25).
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MATERIAL Y MÉTODOS

1. Material

1.1. Material génico

El DNA plasmídico (pDNA) utilizado que contiene el gen de la
luciferasa bajo el promotor del citomegalovirus (CMV), fue el pCMV-
Luc (VR-1216), (BioServe Biotechnologies, EE.UU.). Su crecimiento
se llevó a cabo en Escherichia coli XL-12 y su purificación con «Quia-
gen Endofree® Plasmid Giga Kit» (Quiagen, Alemania).

1.2. Productos y reactivos

Los dendrímeros de poliamidoamina (PAMAM) con etilendiami-
na (EDA) como iniciador tetravalente de la polimerización fueron
obtenidos de Sigma-Aldrich. Para este estudio se utilizaron las gene-
raciones cuarta, G4 (EDA) y quinta G5 (EDA) con un peso molecular
de 14.215 Da y 28.826 Da, y un número de grupos amino terminales
de 64 y 128, respectivamente.

Para el crecimiento e identificación del plásmido y para las elec-
troforesis en gel de agarosa se utilizó: agar, medio LB Broth, agarosa
D-1 Baja EEO (Pronidasa, España), kanamicina (Sigma-Aldrich,
EE.UU.), tampón Tris-bórico-EDTA (TBE) formado por Tris 0.1 M,
ácido bórico 0,09 M y EDTA 0,01 M (Invitrogen Life Technologies,
Reino Unido), bromuro de etidio (50 µL/mL) (Gibco BRL® Life Tech-
nologies, EE.UU.), desoxirribonucleasa I (Invitrogen Life Technolo-
gies, Reino Unido), glicerol (Invitrogen Life Technologies, Reino Uni-
do) y azul de bromofenol (Sigma, EE.UU.).

Las nanopartículas se prepararon en buffer Hepes Glucosado
a partir de HEPES (Sal sódica) y D– (+) - Glucosa (Sigma-Aldrich,
Alemania).

Para la disociación de los complejos se utilizó: sal sódica de
heparina (Sigma, Alemania), EDTA (Sigma-Aldrich, EE.UU.) y lauril
sulfato sódico (Roig Farma, España).

Para los estudios de transfección in vitro se utilizaron los reacti-
vos «Luciferase Assay Sustrate» (Promega, EE.UU.), «Reporter Lysis
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Buffer 5X» (Promega, EE.UU.) y el kit «Bio-Rad Dc Protein Assay»
(Bio-Rad Laboratories, EE.UU.). Para evaluar la viabilidad se utilizó
el reactivo «Alamar Blue» (Trek Diagnostic System, Inglaterra).

1.3. Cultivos celulares

Las líneas celulares empleadas en este estudio fueron HepG2
(células de hepatocarcinoma humano) y CT26 (células de cáncer
de colon de ratón) (American Type Culture Collection, MD, EE.UU.).
Se mantuvieron a 37º C en atmósfera humidificada con un 5% de CO2.
El medio de cultivo utilizado fue DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium-High Glucose con 4500 mg/L de glucosa y Glutamax-I) suple-
mentado con 10% de suero fetal bovino (FBS), penicilina (100 U/mL)
y estreptomicina (100 µg/mL). Todos los productos empleados en
los cultivos celulares se obtuvieron de Invitrogen Life Technologies
(Reino Unido).

2. Métodos

2.1. Purificación del plásmido

El plásmido empleado en los estudios (pCMVLuc) se obtuvo tras
el crecimiento de bacterias E.coli modificadas en placas de cultivo
de agar-agar con kanamicina a una concentración de 50 µg/mL. Se
tomó una unidad formadora de colonias y se creció primero en 5 mL
de precultivo LB Broth (1% p/v peptona de caseína, 0,5% p/v de ex-
tracto de levadura y 0,5% p/v de NaCl), y kanamicina (50 µg/mL)
durante 4 horas a 37º C, y después en 2 L del mismo medio durante
12 horas a la misma temperatura bajo agitación orbital en un agita-
dor Shaker modelo 625 (New Brunswick Scientific, Co. Inc, Edison,
EE.UU.).

Tras la centrifugación de las bacterias a 6.000 r.p.m. y 4º C du-
rante 15 minutos en una centrífuga Beckman J2-HS, la purificación
se llevó a cabo con el kit «Qiagen Endofree® Plasmid Giga». Una vez
purificado, el plásmido fue resuspendido en 1 mL de agua estéril. La
concentración y pureza del plásmido se determinó mediante espec-
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troscopia UV midiendo la absorbancia del DNA plasmídico purifica-
do a 310, 280 y 260 nm en un espectrofotómetro UV-visible Hewlett
Packard 8452 (EE.UU.). El cociente de las absorbancias A260/A280 de
todas las muestras fue siempre mayor o igual a 1,8, indicando un
grado de pureza adecuado para el plásmido. La concentración del
plásmido se calculó mediante la ley de Lambert-Beer, según la cual
una unidad de absorción a 260 nm equivale a 50 µg/mL de DNA de
doble cadena o a 40 µg/mL de DNA de cadena sencilla.

Además, para garantizar la pureza del pDNA, las muestras fueron
sometidas a digestión con enzimas de restricción, comparando los
fragmentos obtenidos con los productos de digestión obtenidos de un
pCMVLuc patrón. Para ello se tomó 1 µg de pDNA, 0,5 µL de enzima
Pst I, 0,5 µL de enzima Xho I, 2 µL de REact® 2 (Invitrogen Life Tech-
nologies, Reino Unido) y la cantidad suficiente de agua para alcanzar
20 µL. Tras mantener la muestra en un baño a 37º C durante 2 horas,
se analizaron los productos de la digestión mediante electroforesis en
gel de agarosa al 0,8% usando TBE como buffer. La fuente electrofo-
rética utilizada fue un Power Pac 300 de Bio Rad (EE.UU.). Las mues-
tras se sometieron a un voltaje continuo de 80 mV durante 2 horas. El
DNA se visualizó mediante luz UV en una cámara oscura de aislamien-
to Gel doc 2000 (Bio Rad, EE.UU.) tras la intercalación con bromuro
de etidio.

2.2. Preparación de los sistemas PAMAM/DNA

Los complejos se prepararon mediante la mezcla de volúmenes
iguales de una solución de pDNA con una solución del dendrímero
(PAMAM G4 o PAMAM G5), ambas preparadas en BHG (Buffer He-
pes Glucosado) (HEPES 10 mM, glucosa al 10%, pH 7,4). La mezcla
se incubó a temperatura ambiente durante 15 minutos. La concentra-
ción final del DNA en los complejos fue de 5 µg /mL.

Las cantidades de dendrímero y DNA fueron calculadas para ob-
tener complejos a distintas relaciones de carga (+/–) respecto al
número de grupos amino terminales del polímero frente al número
de grupos fosfato del DNA. Para cada generación de dendrímero se
obtuvieron complejos con relaciones de carga desde 1/1 hasta 10/1
(PAMAM/DNA). Dado que las generaciones del polímero fueron su-
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ministradas por la casa comercial en forma de solución metanólica,
fue necesaria la eliminación del disolvente mediante rotaevapora-
ción (23 mbar, 143 r.p.m.) durante 20 minutos. El film de polímero
obtenido se secó a vacío durante dos horas y posteriormente se hi-
drató con BHG.

2.3. Determinación del tamaño y potencial zeta

El tamaño y potencial zeta se midieron por difractometría de
láser en un Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments, Reino
Unido). Para ello, se diluyeron 200 µL de complejo en 1 mL de agua
bidestilada. Las medidas se realizaron por triplicado.

2.4. Microscopia de fuerza atómica (AFM)

Se prepararon complejos con PAMAM G5 a una relación de carga
10/1 en BHG. Tras depositar un pequeño volumen de los complejos
sobre una superficie de mica, se dejaron secar al aire. Las imágenes
fueron tomadas en un Cervantes AFM System (Nanotec Electróni-
ca, S. L., España). Se han utilizando cantilevers Nanosensor NCH-W.
Las medidas se realizaron en modo dinámico.

2.5. Estudios de condensación

En una placa de 96 pocillos se añadieron 1,5 µg de DNA y 0,17 µg
de bromuro de etidio por pocillo, es decir, a una relación molar 10:1
(DNA: Bromuro de etidio). A continuación se añadieron cantidades
crecientes de dendrímero y BHG hasta 300 µL de volumen total en los
pocillos y se incubaron 10 minutos en la oscuridad. La concentración
de pDNA fue de 5 µg/mL. La fluorescencia emitida se determinó, tras
dos horas de incubación, mediante un espectrofluorímetro Genios
(Tecan, Austria) a una longitud de onda de excitación de 540 nm y una
longitud de onda de emisión de 580 nm. La fluorescencia relativa de
cada muestra se calculó de la siguiente manera:

( ) ( )0

100= − ×
−r eobs

e

F F F
F F
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Donde Fobs es la fluorescencia en cada muestra, Fe es la fluores-
cencia en ausencia del DNA, y Fo es la fluorescencia del DNA en pre-
sencia de bromuro de etidio y en ausencia de polímero.

2.6. Gel de retardo

Se prepararon complejos para cada generación de PAMAM a
distintas relaciones de carga. Se incubaron durante 15 minutos y se
sometieron a electroforesis. La cantidad de pDNA por pocillo fue de
1 µg. Las condiciones de electroforesis fueron las siguientes: agarosa
al 1,2% y un voltaje constante de 80 mV durante 2 horas en TBE.

2.7. Ensayo de protección frente a DNAsa I

La protección del pDNA condensado frente a DNAsa I se evaluó
mediante electroforesis en gel de agarosa. Para ello se incubaron
los complejos y el DNA control en presencia de desoxirribonuclea-
sa I (1 U/µg DNA) en un baño Grant Instrument (Reino Unido) a
37º C durante 30 minutos. A continuación se interrumpió la diges-
tión añadiendo 6 µL de EDTA (0,25 M). Para disociar los complejos
se añadieron 11,4 µL de SDS al 15% y tras 10 minutos de incubación
se adicionaron 25 µL de heparina al 7%. Tras una hora de incuba-
ción las muestras se sometieron a electroforesis.

Las condiciones de electroforesis fueron las siguientes: agarosa al
0,8% y un voltaje constante de 80 mV durante 2 horas en TBE. La
fuente electroforética utilizada fue un Power Pac 300 (Bio Rad,
EE.UU.). El DNA se visualizó mediante luz UV en una cámara oscura
de aislamiento Gel doc 2000 (Bio Rad, EE.UU.) tras la intercalación
con bromuro de etidio. El DNA extraído de los complejos se comparó
con un pDNA control y con una muestra de pDNA desnudo en las
mismas condiciones de digestión con nucleasas.

2.8. Estudios de transfección in vitro en cultivos celulares

Para los estudios de transfección se utilizaron las líneas celulares
HepG2 (células de hepatocarcinoma humano) y CT26 (células de cán-
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cer de colon de ratón). Se platearon 3 × 105 células por pocillo en
DME-10 sobre placas de 48 pocillos (Iwaki Microplate 48-Well, Ja-
pón). Cuando el grado de confluencia fue del 80% se procedió a la
transfección. En cada pocillo se añadieron 300 µL de FBS completo
activado y 200 µL complejo, de forma que la concentración final de
FBS en el pocillo fue del 60%. La cantidad de pDNA por pocillo fue
de 1 µg. Tras 4 horas de incubación a 37º C y 5% CO2 en un incuba-
dor (Forma Scientific, Inc, CO2 water Jacked incubator 3121, EE.UU.),
se retiró el medio de transfección y se añadió DME-10. Después de
48 horas, las células se lavaron con PBS y se lisaron con 100 µL de
buffer de lisis 1X (RLB, «Reporter Lisis Buffer») (Promega, EE.UU.).
Posteriormente se sometieron a dos ciclos de congelación-desconge-
lación a –80%. El contenido de cada pocillo se centrifugó a 12.000 g
durante 10 minutos. Se analizaron 20 µL del sobrenadante obtenido,
midiendo la expresión de luciferasa con el kit «Luciferase Assay» y la
cantidad de proteína total mediante el kit «Bio-Rad Dc Protein Assay».
Los resultados se expresaron en ng de luciferasa por mg de proteína.

2.9. Estudios de viabilidad celular

Los estudios de viabilidad celular se llevaron a cabo mediante el
ensayo «Alamar Blue», que permite cuantificar la proliferación celu-
lar. Para ello, se plantearon 3 × 105 células por pocillo en DME-10
sobre placas de 48 pocillos (Iwaki Microplate 48-Well, Japón). Las
células fueron transfectadas según el procedimiento del epígrafe
anterior. Tras 4 horas de incubación a 37º C y 5% CO2, se retiró el
medio de transfección y se añadió DME-10. Después de 48 horas, se
retiró el medio de cultivo y se añadió 1 mL de solución de Alamar
Blue al 10% en DME-10. Tras 2 horas de incubación, se determinó
la absorbancia a 570 y 600 nm de 200 µL de sobrenadante, mediante
un lector de placas iEMS READER (Labsystem, Finlandia). El por-
centaje de viabilidad de las células tratadas con cada uno de los
complejos, se calculó de acuerdo con la siguiente fórmula:

( )
( )
570 600

570 600

100− ×
=

−
A A células tratadas

% viabilidad
A A células sin tratar
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RESULTADOS

1. Influencia de la generación del polímero y de la relación
1. de carga PAMAM/DNA sobre el tamaño de partícula

El tamaño de partícula se analizó mediante difractometría de
láser. Se prepararon formulaciones con las generaciones 4 y 5 del
dendrímero PAMAM a distintas relaciones de carga, como se indicó
en el apartado de «Material y Métodos».

En la Tabla 1 se observa cómo la generación del polímero influye
en el tamaño de los complejos, siendo los complejos preparados con
la generación 4 de mayor tamaño respecto a aquellos preparados
con la generación 5. Esto se observa en todas las relaciones de carga,
a excepción de la relación 1/1 (electroneutralidad), que presenta
tamaños de partícula no homogéneos y superiores al resto.

TABLA 1. Tamaño de los complejos en función de la generación del dendrímero
y de la relación de carga polímero/DNA

Tamaño de partícula (nm)

Relación de cargas
(+/–) Complejos G4-DNA Complejos G5-DNA

1/1 471 ± 85 585 ± 260

2/1 150 ± 37 113 ± 11

4/1 173 ± 16 110 ± 15

6/1 160 ± 16 108 ± 3

8/1 154 ± 23 100 ± 25

10/1 153 ± 24 102 ± 10

En cuanto a la influencia de la relación de carga (cargas positivas
del polímero frente a negativas del DNA) en el tamaño de partícula,
no se observan diferencias significativas en los tamaños de los com-
plejos preparados con la generación 4 o con la generación 5. La
Tabla 1 muestra cómo los complejos con relación de carga 2/1 y
superiores poseen una alta homogeneidad en el tamaño de partícula
con desviaciones estándar muy pequeñas.
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2. Influencia de la generación del polímero y la relación
2. de carga PAMAM/DNA sobre el potencial zeta

Para estudiar la influencia de la generación del polímero y de la
relación de carga sobre la carga superficial de las partículas (poten-
cial zeta), se prepararon complejos con las generaciones 4 y 5 del den-
drímero PAMAM a distintas relaciones de carga.

Como indica la Tabla 2, los complejos preparados con la genera-
ción 5 del polímero presentan un potencial zeta ligeramente superior
al de los complejos formulados con la generación 4.

TABLA 2. Potencial zeta de los complejos en función de la generación
del dendrímero y de la relación de carga polímero/DNA

Potencial Zeta (mV)

Relación de cargas
(+/–)  Complejos G4-DNA Complejos G5-DNA

1/1 –5 ± 5 –9 ± 3

2/1 8 ± 1 6 ± 2

4/1 9 ± 5 11 ± 6

6/1 11 ± 3 15 ± 5

8/1 11 ± 2 14 ± 4

10/1 11 ± 3 18 ± 5

Respecto a la influencia de la relación de carga, observamos que
a una relación 1/1, el potencial zeta tiene un valor negativo, aunque
muy cercano a la neutralidad. A partir de la relación 2/1, los valores
son positivos en todos los casos. En los complejos preparados con la
generación 4, el potencial zeta aumenta ligeramente con la relación
de carga, hasta alcanzar una meseta a partir de 6/1 donde los valores
se mantienen alrededor de 11 mV. Sin embargo, en aquellos prepa-
rados con la generación 5, el potencial zeta tiende a aumentar lige-
ramente con la relación de carga hasta alcanzar un valor de 18 mV
en la relación 10/1.
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3. Microscopía de Fuerza Atómica (AFM)

La Figura 1 muestra la imagen obtenida por AFM de los comple-
jos preparados con PAMAM G5 a una relación de carga 10/1. Se
observan que los complejos son compactos y con una morfología
redondeada. No se detectaron moleculas libres de DNA, lo que deter-
mina que la mayoría del plásmido está condensado.

FIGURA 1. Imágenes AFM (4,3 µm × 4,3 µm) de los complejos G5/DNA
a una relación de carga 10/1.

4. Ensayo de condensación

Para estudiar el proceso de condensación del DNA en los comple-
jos, se evaluó la capacidad de las generaciones G4 y G5 para despla-
zar a un agente intercalante, el bromuro de etidio, en su unión con
el DNA.

Como se observa en la Figura 2, la curva de condensación de
ambas generaciones es similar. A medida que se añaden cantidades
crecientes de dendrímero, la fluorescencia relativa debida a la unión
del DNA con el bromuro de etidio va disminuyendo, hasta alcanzar
el grado máximo de condensación a una relación de carga de 4/1
para PAMAM G4 y de 2/1 para PAMAM G5.
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FIGURA 2. Estudio de condensación de los complejos.

5. Caracterización de la unión PAMAM-DNA en los complejos

Para demostrar la unión del dendrímero PAMAM al DNA se rea-
lizó un gel de retardo. Los resultados obtenidos se observan en la
Figura 3.

FIGURA 3. Gel de retardo para los distintos complejos preparados.

El gel de retardo es el resultado de los efectos electrostáticos y
estéricos debidos a la formación del complejo cargado entre el den-
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drímero catiónico y el DNA. En la primera columna del gel aparecen
las bandas del DNA control correspondientes tanto al DNA circular
abierto como al superenrollado. Las siguientes columnas correspon-
den al DNA acomplejado a distintas relaciones de carga con las gene-
raciones 4 y 5 del dendrímero. Ambas generaciones son capaces de
retener e inmovilizar el pDNA en el gel. La retención total del plásmi-
do se produce en todas las relaciones de carga, desde 1/1 hasta 10/1.

6. Protección del pDNA frente a la degradación enzimática
6. por DNAsas

Para estudiar la protección del pDNA al ser condensado en los
complejos, éstos se incubaron a 37º C en presencia de la enzima
DNAsa I y se analizó el pDNA una vez realizada la desacomplejación.
Los resultados aparecen en la Figura 4.

FIGURA 4. Estudio de protección frente a DNAsas de los distintos complejos
preparados.

En el gel se observa cómo el pDNA control (columna 1) aparece
intacto, presentando las dos bandas correspondientes al DNA supe-
renrollado y al abierto circular; por el contrario, el pDNA desnudo
incubado en presencia de DNAsas (columna 2) aparece totalmente
degradado tras 30 minutos de incubación. En el resto de las colum-
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nas, correspondientes al pDNA obtenido tras la ruptura de los com-
plejos preparados con PAMAM G4 (columnas 3-8) y PAMAM G5 (co-
lumnas 9-14) incubados 30 minutos en presencia de DNAsa, el pDNA
está totalmente protegido independientemente de la relación de car-
ga o de la generación.

7. Evaluación in vitro en cultivos celulares

Para la evaluación in vitro de las formulaciones galénicas se rea-
lizaron estudios de eficacia de transfección y de toxicidad en las
líneas celulares HepG2 (células de hepatocarcinoma humano) y CT26
(células de cáncer de colon de ratón).

7.1. Eficacia de transfección

Los resultados de la eficacia de transfección in vitro aparecen re-
cogidos en la Figura 5. Las células fueron transfectadas con los com-
plejos preparados con las generaciones 4 y 5 del polímero a distintas
relaciones de carga. También se transfectaron con DNA desnudo (con-
trol) para poder evaluar las diferencias en la expresión génica entre el
DNA libre y el condensado. Se observó que el DNA desnudo presenta-
ba una eficacia de transfección prácticamente nula.

Los complejos PAMAM G5/DNA presentan eficacias de transfec-
ción 5 y 30 veces superiores a los formulados con PAMAM G4 en
HepG2 y CT26, respectivamente. Además, si analizamos los valores de
transfección dentro de una misma generación, observamos que en
ambos casos la expresión de luciferasa aumenta con la relación de
carga hasta alcanzar su máximo nivel a 10/1. En este punto máximo,
los complejos preparados con las generaciones 4 y 5 presentan una
eficacia de transfección 50 y 250 veces superior respecto al DNA solo,
respectivamente en la línea celular HepG2 (Figura 5A). En las célu-
las CT26, el incremento respecto al control fue 7 y 225 veces mayor
para los complejos de PAMAM G4 y G5, respectivamente (Figura 5B).
En la Figura 6 se muestran las eficacias de transfección de los com-
plejos en presencia o ausencia de suero. Los resultados indican que
los valores de expresión en presencia de suero fueron superiores en
todos los casos.
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FIGURA 5. Transfección in vitro de las células HepG2 (A) y CT26 (B)
con los complejos PAMAM/DNA a distintas relaciones de carga en presencia

de un 60% de suero. La cantidad de DNA por pocillo fue de 1 µg. Los datos
se representan como la media ± d.s de tres pocillos.

7.2. Estudio de viabilidad celular

Como muestra la Figura 7, la mayoría de los complejos presentan
viabilidades cercanas al 90% y en ningún caso inferiores al 80%,
independiente de la relación de carga o de la generación empleada.
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FIGURA 6. Transfección in vitro en HepG2 de los complejos PAMAM/DNA
en presencia o ausencia de suero. La cantidad de DNA por pocillo fue de 1 µg.

Los resultados se expresan como la media ± d.s. de tres pocillos.

DISCUSIÓN

En este trabajo se han preparado y caracterizado nuevas fórmulas
galénicas en presencia del polímero PAMAM y el plásmido DNA y se
ha evaluado su eficacia de transfección y su citotoxicidad in vitro.

Muchos de los vectores desarrollados en terapia génica no viral
están basados en moléculas catiónicas que se unen al DNA mediante
interacción electrostática. Cuando estas moléculas son de naturaleza
polimérica forman estructuras denominadas «poliplejos». En la ac-
tualidad, el proceso de unión, transferencia y expresión del material
genético no ha sido totalmente elucidado. Se piensa que la natura-
leza del complejo determina en gran parte la eficacia de transfec-
ción, y que la formación de complejos con el DNA condensado faci-
lita la entrada del material génico en las células.

Para caracterizar las formulaciones preparadas en este trabajo,
se realizaron medidas de tamaño y carga superficial, estudios de re-
tardo en gel de agarosa y ensayos de condensación.

En la determinación del tamaño y potencial zeta de los comple-
jos se estudió la influencia de la generación y de la relación de carga.
La generación 5 dobla en su número de grupos amino terminales a
la generación 4, es decir, posee un mayor número de cargas positivas
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en su superficie, lo que explicaría que al aumentar la generación, los
complejos disminuyan ligeramente su tamaño y aumenten su carga
superficial (Tablas 1 y 2). Por otro lado, con el incremento en la re-
lación de carga, el exceso de cargas positivas es mayor, haciendo que
las formulaciones tiendan a aumentar su potencial zeta. La relación
1/1 supone un equilibrio de las cargas presentes en el complejo (elec-
troneutralidad) que da lugar a tamaños mayores y poco homogéneos
en comparación con el resto.

En los ensayos de condensación se estudió la afinidad entre el
dendrímero y el DNA, analizando su capacidad para desplazar al bro-
muro de etidio en su unión al plásmido. Como muestra la Figura 2,
a partir de la relación 2/1 y 4/1, respectivamente, para PAMAM G4
y G5, no se observan variaciones en la fluorescencia relativa, lo que
indica que se ha alcanzado el grado máximo de condensación del

FIGURA 7. Viabilidad celular. Efecto de los complejos PAMAM/DNA sobre la
viabilidad celular en HepG2 (A) y CT26 (B). Los resultados se expresan como

la media ± d.s. de tres pocillos.
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DNA. Podemos afirmar que la generación G5 tiene una mayor capaci-
dad de condensación (porque la disminución en la fluorescencia rela-
tiva es mayor con respecto a la G4) y una mayor eficacia de conden-
sación (porque se alcanza el máximo grado de condensación a menor
relación de carga).

Las imágenes obtenidas por AFM muestran complejos compactos
y de tamaño similar al obtenido por difractometría de láser. Además
confirman los estudios de condensación, ya que no se observan mo-
léculas libres de DNA (Figura 1).

Para analizar la formación y estabilidad de estas formulaciones
PAMAM/DNA, se llevó a cabo un gel de retardo (Figura 3). Se evaluó
la capacidad del dendrímero para retener el DNA mediante electro-
foresis en gel de agarosa. Los dos pesos moleculares del polímero
son capaces de provocar la retención total del plásmido en todas las
relaciones de carga preparadas. Este retardo en la migración no se
produce con generaciones pequeñas (G3 e inferiores), pero se ha
observado con generaciones superiores (G4-G10). Todo ello sugiere
que es necesario un peso molecular y una carga superficial mínima
para que el dendrímero acompleje de manera eficaz el DNA.

El DNA es altamente susceptible de ser degradado por las DNAsas
presentes en el suero. Este hecho hace que muchos de los vectores
empleados en terapia génica no funcionen in vivo. Por esto se llevó a
cabo un estudio in vitro para analizar si el DNA acomplejado estaba
protegido frente a las DNAsas. Se observó cómo el material génico
permanecía íntegro independientemente de la relación de carga pre-
parada y la generación del dendrímero utilizada, mientras que el DNA
en ausencia de polímero era totalmente degradado (Figura 4). Ade-
más, los estudios in vitro posteriores (Figuras 5 y 6) confirmaron la
capacidad protectora de los complejos.

La evaluación in vitro mostró diferencias significativas entre las
distintas formulaciones. La generación del polímero y la relación de
carga influyen en la eficacia de transfección (Figura 5). Por un lado,
la actividad de transfección de los complejos formulados con PAMAM
G5 es notablemente superior a la de PAMAM G4 en las dos líneas
celulares evaluadas. Este aumento en la transfección puede ser debi-
do a que los complejos formulados con la generación 5 tienen menor
tamaño y mayor potencial zeta. Un menor tamaño favorece el proce-
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so de internalización mediado por endocitosis y un exceso de cargas
positivas favorece la interacción con las glicoproteínas aniónicas y los
fosfolípidos de la membrana celular y con ello la internalización del
complejo. Por otro lado, el aumento de la relación de carga resultó en
un incremento progresivo de la eficacia de transfección tanto en
HepG2 como en CT26. Un aumento en la relación de carga supone un
exceso de las cargas positivas existentes en el complejo, ya que se van
añadiendo cantidades crecientes de dendrímero catiónico, con lo que
se favorece la interacción con la membrana celular, y en consecuen-
cia la internalización del complejo.

Las dos líneas celulares evaluadas presentan niveles de expresión
muy distintos, obteniéndose mejores resultados en las células HepG2
(Figura 5A). Los bajos niveles de expresión génica obtenidos en CT26
hacen que las diferencias en la eficacia de transfección de los distin-
tos complejos se aprecien peor en esta línea celular. Las células CT26
ofrecen gran dificultad a la hora de ser transfectadas. De hecho, exis-
ten muy pocos estudios de transfección con células CT26, y en la revi-
sión bibliográfica que se realizó para este trabajo no se encontró nin-
gún dato de transfección con PAMAM G4 y G5 para esta línea celular.

Cabe asimismo señalar que todas las transfecciones celulares que
se han realizado en este trabajo han sido en presencia de 60% de
suero (FBS), a diferencia de la mayoría de las transfecciones descri-
tas en la bibliografía, que se realizan en ausencia o en presencia de
bajas concentraciones de suero.

La protección que ofrecen los complejos PAMAM-DNA frente a la
degradación por DNAsas contribuye también a los valores de efica-
cia de transfección obtenidos. Es más, se observa que en presencia
de suero la eficacia de transfección aumenta con respecto a los ex-
perimentos realizados sin suero (Figura 6). Este efecto ya ha sido
observado en otros vectores desarrollados por nuestro equipo y pue-
de ser debido a una mayor estabilidad físico-química de los comple-
jos en presencia de suero.

Cabría pensar que las diferencias en la eficacia de transfección de
los distintos complejos y líneas celulares se pudieran deber a dife-
rencias en la toxicidad de los complejos. A determinadas dosis el
PAMAM puede llegar a ser citotóxico mediante una fuerte interac-
ción con la membrana celular y la consecuente ruptura de la misma.
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En los primeros estudios realizados con dendrímeros similares (15)
se obtuvieron bajas eficacias de transfección a relaciones de carga
superiores a 6/1 debido a un incremento de la citotoxicidad. Sin
embargo, los estudios de viabilidad realizados en este trabajo de-
mostraron una supervivencia celular superior al 80% para todas las
formulaciones y en ambas líneas celulares (Figura 7).

Por último, destacar que el método de preparación de los comple-
jos PAMAM-DNA mediante la simple mezcla de ambos componentes,
hace que puedan ser preparados a gran escala y de manera sencilla, lo
que supone una gran ventaja frente a otros vectores utilizados en te-
rapia génica.
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RESUMEN

En el presente trabajo se hace una revisión de la neurocarcinogénesis química,
con especial referencia a los tumores del Sistema Nervioso inducidos por etil-nitro-
sourea en la rata Wistar. El estudio morfológico de los tumores del Sistema Ner-
vioso Central y del Sistema Nervioso Periférico inducidos por exposición prenatal
a este carcinógeno (50 mg/kg día 17 de gestación) muestra la aparición de tumores
compatibles con un diagnóstico histológico de schwannoma maligno o de oligo-
dendroglioma. Sin embargo, los estudios inmunohistoquímicos y ultraestructurales
permiten clasificar a estos tumores, independientemente de su morfología, como
tumores malignos, de tipo neuroectodérmico indiferenciado, con posibilidad de
diferenciación hacia líneas neuronales y gliales. Sus características biológicas y su
posible diagnóstico in vivo, por medio de Resonancia Magnética, hacen que este
modelo de neurocarcinogénesis sea extraordinariamente útil para valorar el efecto
de nuevos tratamientos farmacológicos, aplicables a tumores cerebrales malignos
en el hombre.
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SUMMARY

Morphological study of the experimental neurocarcinogenesis induced
by nitrosoureas

This work shows a revision of the chemical neurocarcinogenesis, with special
reference to the Nervous System tumors induced by ethyl-nitrosourea in the Wistar
rat. Prenatal administration of this carcinogen (50 mg/kg, day 17 of pregnancy)
induces Nervous System tumors with histological features of malignant
schwannomas or oligodendrogliomas. However, and independently of their
morphology, the immunohistochemical and ultrastructural studies allow to classify
to these tumors as undifferentiated malignant tumors, with tumor cells showing
possible differentiation toward neuronal and glial phenotypes. Their biologic
properties and their possible diagnosis in vivo, by means of Magnetic Resonance,
make this neurocarcinogenesis model to be extraordinarily useful to value the
effect of new drug treatments, applicable to human malignant brain tumors.

Keywords: Ethyl-nitrosourea.—Experimental brain tumors.—Neurocarcino-
genesis.

INTRODUCCIÓN

El descubrimiento de los carcinógenos químicos ha estimulado la
investigación neuro-oncológica ya que, tras su aplicación sistémica,
estos compuestos inducen un alto índice de tumores en el Siste-
ma Nervioso Central (SNC) y en el Sistema Nervioso Periférico (SNP)
(1-23). Algunos de estos compuestos tan sólo de forma ocasional in-
ducen tumores en el SNC de animales adultos, pero representan, sin
embargo, poderosos agentes neuro-oncogénicos cuando se adminis-
tran transplacentariamente o durante las primeras etapas del desarro-
llo de la vida postnatal. La capacidad de inducir tumores neurogéni-
cos depende en muchos casos del modo de aplicación de carcinógeno,
y así, compuestos como el 20-metilcolantreno, 1,2,5,6-dibenziantrace-
no y 3,4-benzopireno sólo producen tumores en el Sistema Nervioso
después de su aplicación local (24). Por otra parte, algunos de los
compuestos químicos que inducen tumores neurogénicos tras su ad-
ministración sistémica pueden además producir tumores locales en el
lugar de aplicación. Sin embargo, en las últimas décadas se ha seña-
lado la superioridad de los compuestos nitrosos para desarrollar tu-
mores cerebrales experimentales. La mayoría de los compuestos nitro-
sos actúan como potentes agentes neuro-oncogénicos que favorecen
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la aparición de tumores selectivos en diferentes órganos, además de
los propios del Sistema Nervioso, siendo eficaces en un amplio rango
de animales experimentales. Entre ellos, destacan la N-metil-nitro-
sourea y la N-etil-nitosourea.

La metilnitrosurea (MNU) fue el primer carcinógeno químico
utilizado, que producía un alto índice de tumores en el Sistema
Nervioso después de su administración sistémica (5). Su efecto neu-
ro-oncogénico en ratas depende en gran medida del modo de aplica-
ción. La administración en ratas adultas de una sola dosis de MNU
(70-100 mg/kg) induce el desarrollo de tumores malignos en varios
órganos y tejidos. Sin embargo, en este caso, los tumores cerebrales
están prácticamente ausentes (25) o aparecen con una incidencia
menor del 10% de los animales experimentales. Cuando la MNU es
administrada en dosis repetidas de forma oral induce tumores cere-
brales en un 65-80% de los animales experimentales, entre un 54-
72% cuando se aplica intraperitonealmente y en un 38% cuando se
inyecta de manera subcutánea. Este hecho parece ser debido a la
gran inestabilidad que presenta la MNU in vivo, lo que resulta en
una parcial degradación de la molécula en el lugar de aplicación y
por lo tanto una disminución de la concentración de MNU que entra
en la circulación sistémica. La administración intraperitoneal, oral o
subcutánea de la MNU puede provocar también la aparición de tu-
mores locales en el lugar de aplicación, además de los inducidos en
el Sistema Nervioso.

La administración crónica de etilnitrosurea (ENU) en ratas BD
adultas (10 mg/kg semanal, dosis total de 250 mg/kg) induce tumores
neurogénicos en el 25% de los animales. Una simple inyección intra-
venosa de 60, 140 y 200 mg/kg induce tumores en el Sistema Nervio-
so en el 6, 45 y 60% de los animales, respectivamente. Por otra parte,
una sola inyección intravenosa de 40-80 mg/kg en ratas en el día 15
de gestación, induce tumores malignos en el SNC y SNP en el 98-
100% de la descendencia. Por otra parte, la incidencia, distribución,
histología de los tumores y el tiempo de supervivencia de los anima-
les se ven influenciados por la especie y la edad de los animales,
además de por la dosis y el modo de aplicación del carcinógeno.

Los tumores inducidos por ENU en el Sistema Nervioso son mor-
fológicamente similares a los oligodendrogliomas y «schwannomas»
de la neuropatología humana y el estudio de las etapas precoces del
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desarrollo de los tumores experimentales inducidos por nitrosureas
sugieren que la mayoría de los gliomas se originan en la región de
la placa subependimaria del tubo neural que deriva directamente
de la capa germinal. Esta capa representa una zona activa de divi-
sión y diferenciación celular, y es posiblemente la zona blanco para
el carcinógeno.

La secuencia del desarrollo de los tumores cerebrales inducidos
por la administración transplacentaria de ENU en ratas muestra un
período de latencia que es el intervalo de tiempo transcurrido entre
el nacimiento y las primeras manifestaciones neurológicas. Este
período generalmente se ha estimado entre 5 ó 6 meses. Cuando se
sacrifican los animales durante este período de tiempo, se pueden
observar lesiones tumorales con distintos grados de desarrollo.

Teniendo en cuenta los escasos datos de que aún se dispone acer-
ca de las características biológicas de los tumores inducidos por ENU
en la rata Wistar, además del gran número de dudas que existen sobre
la correcta clasificación de los tumores inducidos por nitrosoureas en
roedores y las recientes observaciones ultraestructurales acerca de que
algunos de estos tumores incluyen células indiferenciadas, nos plan-
teamos como hipótesis que el carcinógeno (ENU) podría actuar sobre
un elemento celular indiferenciado capaz de diferenciarse en el desa-
rrollo ontogénico de forma dual, hacia la línea glial o neuronal, en
cuyo caso, las características de los tumores ENU-inducidos deberían
ser propias de neoplasias neuroectodérmicas primitivas.

Basándonos en la hipótesis planteada, en el presente trabajo de
investigación hemos realizado un diseño experimental sobre la ac-
ción de la ENU en la rata Wistar, tras una dosis establecida y admi-
nistrada en el día 17 del desarrollo postnatal, planteándonos los
siguientes objetivos: 1. Estudiar el número, tipo histológico y laten-
cia de inducción de los tumores experimentales. 2. Estudiar la posi-
ble utilidad de la Resonancia Magnética convencional para el diag-
nóstico in vivo de tumores cerebrales experimentales en roedores.
3. Estudiar las características ultraestructurales de los tumores indu-
cidos por este modelo experimental. 4. Estudiar los marcadores in-
munohistoquímicos que expresan dichos tumores, al objeto de cla-
rificar las dudas actualmente existentes en la literatura acerca de su
correcta clasificación.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Para la realización de este trabajo hemos partido de seis ratas
Wistar adultas, gestantes. Todos los procedimientos experimentales
se hicieron de acuerdo con las directrices de la «Guía para el Cuida-
do y Empleo de Animales de Laboratorio» preparada por la National
Academy of Sciences (USA) y el Comité de Ética para experimenta-
ción con animales de laboratorio del Hospital Puerta de Hierro apro-
bó el estudio.

El día 17 de gestación, cada una de las ratas recibió una dosis
única por vía intraperitoneal de ENU (50 mg/kg) en suero fisiológi-
co. Tras finalizar el período de gestación, de estos seis animales se
obtuvieron un total de 48 crías. Cada camada fue mantenida con su
madre respectiva hasta los 25 días de edad, momento en el que
fueron mezcladas todas las crías, y se escogieron al azar 14 animales
que sirvieron de base al presente estudio. Los 14 animales fueron
mantenidos en las condiciones habituales del laboratorio, con una
temperatura ambiente aproximada de 22o C y alimentación uniforme
(dieta A.04 de Panlab, S. A. y agua a demanda), además éstos fueron
evaluados diariamente hasta la aparición de síntomas neurológicos,
momento en que fueron sometidos a estudios de Resonancia Magné-
tica (RM) a fin de verificar la presencia de un tumor intracraneal.
Dichos estudios se realizaron mediante un aparato convencional de
uso para el diagnóstico clínico, con una intensidad de campo mag-
nético de 0,5 Teslas. Los parámetros generalmente empleados fueron
un área de estudio (FOV) de 15 cm, una matriz de 192 × 192, cortes
con espesor de 2 ó 4 mm, y secuencias de spin-echo (SE) con poten-
ciación T1 y T2, y de gradient-echo (GE) con potenciación en T1. En
la mayor parte de las exploraciones se completó el estudio con la
administración de contraste paramagnético (gadolinio-DPTA), a la
dosis de 1 cc por vía intraperitoneal. Durante el tiempo de explora-
ción (aproximadamente 30 minutos para cada caso), los animales
permanecieron anestesiados (con 0,15 cc de clorhidrato de ketamina
y 0,1 cc de valium por cada 100 gr de peso del animal) con respira-
ción espontánea y en su posición anatómica habitual. Posteriormen-
te estos animales fueron sacrificados mediante sobredosificación
anestésica, y sometidos de forma inmediata a estudio necrópsico
completo. Tras dichos estudios, los tumores del Sistema Nervioso
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obtenidos fueron doce tumores intracerebrales y seis tumores extra-
parenquimatosos en la base del cráneo, incluyendo un tumor que
nació en una raíz cervical de la médula espinal. Estas neoplasias se
aislaron y dividieron para su posterior estudio histológico, inmuno-
histoquímico y de microscopía electrónica.

RESULTADOS

Tumores inducidos y período de latencia

Los 14 animales que sirvieron de base para el presente estudio
desarrollaron un total de 18 tumores macroscópicos del Sistema
Nervioso, de los cuales doce se hallaban localizados intracerebral-
mente a nivel de la sustancia blanca de los hemisferios cerebrales,
y seis de ellos eran tumores extraparenquimatosos originados en la
base del cráneo a nivel del nervio trigémino o del ganglio de Gasser,
excepto un caso que se desarrolló en la región cervical de la médula
espinal. En ningún caso se encontró más de un tumor de iguales
características y localización en el mismo animal, obteniéndose, sin
embargo, cuatro animales que sí habían desarrollado simultánea-
mente un tumor cerebral intraparenquimatoso y un tumor extrapa-
renquimatoso en la base del cráneo. Las neoplasias que primero se
desarrollaron en los animales fueron los tumores de la región del
ganglio de Gasser y del nervio trigémino. Estas neoplasias comenza-
ron a dar síntomas neurológicos tras un período de latencia que
osciló entre los cuatro y siete meses después de la administración del
carcinógeno, dándose el caso de un tumor que se extendió por la
base del cráneo e invadió estructuras extracraneales. A partir de los
ocho meses dejaron de aparecer estos tumores, desarrollándose en-
tonces las neoplasias intracerebrales, que comenzaron a hacerse sin-
tomáticas entre los ocho y diez meses de edad de los animales.

Estudios de resonancia magnética

En todos los animales con un tumor cerebral macroscópico, la
RM fue positiva, delimitando claramente la localización y extensión
de la lesión. En todos los casos, los tumores detectados con la téc-
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nica de RM correspondían a neoplasias que tenían un diámetro su-
perior a los 3 mm, siendo siempre visibles macroscópicamente en el
estudio necrópsico de los animales.

A pesar de que, al menos en seis de los animales estudiados con
RM, existían en el momento de la exploración, focos histológicos
compatibles con los conceptos de «microtumor» o de «proliferación
inicial neoplásica», estas lesiones no fueron detectadas con los pa-
rámetros de RM utilizados. Los tumores detectados por RM fueron,
de forma característica, hipointensos en T1 e hiperintensos en T2, y
también característicamente, mostraron un claro aumento de señal
tras la administración de gadolinio (Figuras 1 y 2).

FIGURA 1. A: Resonancia Magnética (RM) en fase T1, corte coronal, en un tumor
cerebral experimental inducido por exposición prenatal a ENU. La flecha señala
el tumor, que se delimita por su hipointensidad. B: Tumor hemisférico en RM
(fase T1, tras administración de contraste paramagnético, corte axial) que se

delimita por su hiperintensidad.

Estudio morfológico de los tumores con aspecto
de neurinoma

Estas neoplasias desarrolladas en la base del cráneo, a partir de
los trayectos iniciales del V par craneal y el tumor localizado en la
raíz espinal, se muestran macroscópicamente, como tumores bien
definidos, que se identifican como masas de tejido tumoral de aspec-
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to fusiforme, consistencia firme y a veces quística, apareciendo ge-
neralmente bien encapsulados (Figura 3A).

FIGURA 2. RM de tumores cerebrales experimentales (flechas) inducidos
por exposición prenatal a ENU. A: Fase T1 tras administración de contraste,
mostrando un tumor intraparenquimatoso. B: RM (T1 tras administración de
contraste) mostrando un tumor basal, extraparenquimatoso, localizado a nivel

del ganglio de Gasser. Cortes en proyección axial.

FIGURA 3. Tumores basales, extraparenquimatosos, inducidos por exposición
prenatal a ENU. A: Aspecto macroscópico del tumor (flecha), localizado a nivel

de la emergencia del nervio trigémino. B: Aspecto histológico del tumor.
Se aprecian células de aspecto neuronal, atrapadas en el tumor, que pueden

corresponder a neuronas del ganglio de Gasser. Entre ellas se aprecia
una población de células con aspecto indiferenciado.
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El estudio con microscopía óptica, utilizando la técnica conven-
cional para microscopía óptica de Hematoxilina-Eosina, muestra que
estas neoplasias presentan una serie de características histológicas
análogas a las clásicamente admitidas en neurocarcinogénesis expe-
rimental para clasificar los «schwanomas malignos» o «neurinomas
malignos». Se observa, por lo general, una población celular muy
isomorfa, formada por células pequeñas, de núcleo oscuro y más o
menos redondeado, generalmente en posición central, que tienen el
aspecto típico de las células indiferenciadas. Además, estos neurino-
mas malignos presentan una gran celularidad y es posible observar
en ellos un elevado número de figuras de mitosis. Entremezcladas
con las células pequeñas de aspecto indiferenciado que constituyen
el tumor, existen en menor proporción una población de células de
mayor tamaño, que corresponden a neuronas atrapadas, posible-
mente provenientes del ganglio de Gasser (Figura 3B).

Por otra parte, en estas neoplasias existe una gran vasculariza-
ción, con hiperplasia de los vasos y es típico la formación de grandes
espacios quísticos. En algunas ocasiones, aunque muy raramente, es
posible encontrar zonas de necrosis.

Sin embargo, a pesar del gran isomorfismo celular que caracte-
riza a estas neoplasias, en algunas ocasiones, es posible observar
pequeñas zonas tumorales, constituidas por una población celular
que no posee el aspecto típico de las células indiferenciadas carac-
terísticas de estos tumores, sino que se muestran como células de
aspecto fusiforme y dispuestas en empalizada, predominando en
algunos casos un tejido de aspecto compacto o, por el contrario, a
veces se puede observar la existencia de un tejido más laxo de aspec-
to reticular.

El estudio de la expresión de marcadores inmunohistoquímicos
tanto de la línea glial como de la línea neuronal sobre estos aparen-
tes neurinomas, nos reveló que en todos los casos existía una clara
positividad a la proteína S-100 y a la sinaptofisina de forma muy
marcada. Sin embargo, la proteína de NF mostró una positividad en
menor grado, limitándose a determinados grupos celulares. La vi-
mentina fue claramente positiva sólo en tres de los seis casos estu-
diados y dudosamente positiva en el resto. Por último la detección
de la PGA fue negativa en todos los casos. Los marcadores neuro-
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blásticos específicos, como el NB-84, fueron muy positivos en todos
los casos (Figura 4A).

FIGURA 4. A: Positividad inmunohistoquímica al marcador neuroblástico NB-84
en las células de los tumores ENU-inducidos que se desarrollan a nivel de la base

del cráneo. B: Estudio de microscopía electrónica que muestra el carácter
indiferenciado de las células tumorales.

En el estudio ultraestructural de estas neoplasias se observó la
existencia de al menos dos tipos celulares. Por un lado, existía un
tipo celular que correspondía a las llamadas células de Schwann
neoplásicas. Estas son células de núcleo oscuro, cuya cromatina se
halla condensada formando un anillo en torno a la membrana nu-
clear y el citoplasma se presenta formando una serie de prolonga-
ciones ondulantes. En el interior de estas células es posible obser-
var, en algunas ocasiones, la presencia de figuras de mielina. El otro
tipo celular encontrado estaba constituido por unas células peque-
ñas, de núcleo oscuro y redondeado generalmente dispuesto en po-
sición central. La cromatina se hallaba condensada en la periferia
nuclear. Estas células mostraban un citoplasma denso de escasa
cuantía, que presentaba abundante RER, con ribosomas y polirribo-
somas libres, así como gran cantidad de mitocondrias de matriz
densa, lisosomas primarios y ocasionales microtúbulos, mostrando
un aspecto bastante indiferenciado, semejante al de los típicos neu-
roblastos (Figura 4B). Algunas de estas células además pueden
mostrar prolongaciones citoplasmáticas, que indican su posible dife-
renciación neuronal.
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Por último, entremezcladas con estos dos tipos de células, era
posible observar la existencia de unas células pequeñas que mostra-
ban un escaso citoplasma y una configuración nuclear mucho más
irregular, conteniendo núcleos grandes con numerosas identaciones
y cuya cromatina se hallaba condensada en la periferia nuclear, que
fueron interpretadas como células tumorales indiferenciadas con una
morfología nuclear más irregular.

Estudio morfológico de los tumores con aspecto
de oligodendroglioma

Estas neoplasias comienzan a desarrollarse aproximadamente
a los 210 días de la vida del animal, localizándose siempre a nivel
de la sustancia blanca subcortical de los hemisferios cerebrales.
Muestran un aspecto macroscópico de tumores bien definidos,
que con frecuencia presentan características hemorrágicas y focos
de necrosis (Figura 5). En algunas ocasiones estos tumores desarro-
llan, al igual que los neurinomas del trigémino, grandes cavidades
quísticas.

FIGURA 5. Aspecto macroscópico de un tumor cerebral experimental,
inducido por exposición prenatal a ENU. A: El hemisferio cerebral derecho

se encuentra hinchado por la presencia del tumor intraparenquimatoso.
B: Aspecto macroscópico del tumor.
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Los estudios de microscopía óptica sobre estos tumores mostra-
ron una serie de características histológicas, mediante las cuales
estas neoplasias podrían ser clasificadas de acuerdo con las descrip-
ciones clásicamente admitidas en neurocarcinogénesis experimental,
como «oligodendrogliomas-like». Los estudios histológicos revelan
un patrón celular que muestra las características típicas de los oli-
godendrogliomas humanos, identificándose una población muy uni-
forme de células pequeñas de aspecto linfocitario, que muestran en
posición central un núcleo pequeño y oscuro y un citoplasma claro
y escaso. Estas células se hallan dispuestas en masas de elevada
densidad celular. En estos tumores es frecuente encontrar un eleva-
do número de figuras de mitosis. En estas neoplasias se pueden
identificar un gran número de astrocitos fibrosos reactivos, que se
encuentran atrapados entre las células tumorales y formando una
barrera astrocitaria alrededor de la masa tumoral. Estos astrocitos,
en ocasiones, pueden tener aspecto gemistocítico, con un citoplasma
muy dilatado, eosinófilo.

En general son tumores muy vascularizados y es posible observar
zonas de necrosis. Por otra parte, en estas neoplasias, es típico la
formación de una barrera endotelial que delimita perfectamente
la zona tumoral y en ocasiones se rompe dando lugar a pequeños
focos de hemorragia.

En uno de estos «oligodendrogliomas-like» estudiados, existían
zonas con una disposición celular que se correspondían con un patrón
muy similar al ofrecido por los «ependimomas-like» descritos en la
literatura, mostrando así una ordenación de las células en cordones o
rosetas celulares en torno a una zona acelular, eosinófila de aspecto
fibrilar, conformando unas estructuras análogas a las descritas por
Borit en los pineocitomas humanos (rosetas de Borit), y a las estruc-
turas acelulares observadas comúnmente en los neurocitomas centra-
les de la neuropatología humana. Es importante señalar el hecho de
que en todos los animales en los cuales se desarrolló un tumor de este
tipo, se podían encontrar además en la sustancia blanca de los hemis-
ferios cerebrales formaciones neoplásicas que correspondían a los
estadios de «proliferaciones iniciales neoplásicas» o «microtumores».
Estos focos neoplásicos estaban constituidos por una población celu-
lar pequeña, isomorfa, de iguales características que las células tumo-
rales indiferenciadas descritas anteriormente para los macrotumores
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(Figura 6A). En estas formaciones también se pudo observar la exis-
tencia de astrocitos fibrosos reactivos alrededor de la formación tu-
moral y su evolución hacia auténticos tumores (Figura 6B) puede ser
comprobada cuando se hace el estudio de animales sometidos a este
modelo de neurocarcinogénesis en diferentes edades.

FIGURA 6. A: Aspecto histológico de un microtumor subcortical, fase inicial de
estos tumores (H.E.). B: Estudio microscópico que muestra las células tumorales,

de aspecto oligodendroglial, con figuras de mitosis (H.E.).

En los estudios ultraestructurales de estas neoplasias se puede
identificar una población de células redondas, de aspecto indiferen-
ciado, muy semejante a los neuroblastos. Estas células muestran un
núcleo oscuro y redondeado, con un escaso citoplasma que contiene
mucho RER y ribosomas libres. En algunas ocasiones las células tu-
morales se disponen en hilera.

Entre las células tumorales se pueden observar astrocitos atra-
pados maduros, que contienen en su citoplasma una gran cantidad
de gliofilamentos. Los estudios ultraestructurales revelan que estas
células no poseen las típicas características de los oligodendrocitos
maduros, sino que muestran características típicas de células primi-
tivas con escasos signos de diferenciación. Al igual que en los neu-
rinomas del trigémino, en algunas células se pueden observar pro-
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longaciones celulares, lo que puede sugerir una posible diferencia-
ción neuronal (Figura 7A).

Los estudios inmunohistoquímicos realizados sobre estos tumo-
res ponen de manifiesto, al igual que los estudios de microscopía
óptica y los estudios ultraestructurales, el carácter primitivo de las
células que las componen.

Tanto las «proliferaciones neoplásicas iniciales» como los «mi-
crotumores», que existían simultáneamente a los tumores cerebra-
les, fueron negativos a todo tipo de marcadores inmunohistoquími-
cos, tanto de la línea glial como de la línea neuronal. Solamente en
alguna ocasión dio positividad a la PGA los astrocitos reactivos que
circundaban al tumor.

Sin embargo, las neoplasias ya desarrolladas mostraron positivi-
dad a marcadores tanto de la línea glial como de la línea neuronal.
La vimentina fue positiva de forma clara en el 50% de los tumores.
Además este marcador mostraba positividad en todos los astrocitos
que circundaban al tumor. Existieron tres casos donde se dio una
clara coexpresión en las células tumorales, para la PGA y la vimen-
tina, hecho que apoya los datos obtenidos en los estudios ultraes-
tructurales acerca del carácter primitivo de estas neoplasias. La pro-
teína S-100 fue positiva, por lo general, en los astrocitos reactivos
del tumor. Con respecto a los marcadores de la línea neuronal, la
proteína de NF y la sinaptofisina mostraron también positividad en
todos los casos, siendo de mayor grado la expresión de la sinaptofi-
sina (Figura 7B).

En lo referente a los tumores que mostraban áreas con un patrón
similar a los «ependimomas-like» de la literatura, se pudo demostrar
que en estas áreas el patrón inmunohistoquímico fue similar al des-
crito previamente en las zonas que mostraban una típica apariencia
de oligodendrogliomas, aunque ocasionalmente pudo apreciarse un
patrón de positividad difuso, en el neuropilo tumoral, para la sinap-
tofisina (Figura 7C). En cuanto a los marcadores típicos de células
astrogliales, la PGA se mostró positiva en los astrocitos hipertróficos
reactivos que se encontraban en la sustancia blanca adyacente al
tumor, y sólo en algunas ocasiones se halló positividad en pequeños
grupos de células tumorales (Figura 7D).
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DISCUSIÓN

Tumores inducidos y período de latencia

Los estudios pioneros de Druckrey y colaboradores sobre el mo-
delo de neurocarcinogénesis por ENU han sido confirmados poste-
riormente por otros autores (3, 11, 14).

En el presente trabajo hemos obtenido una serie de datos acerca
del tiempo de latencia y de la naturaleza histológica de los tumores
inducidos por ENU en la rata Wistar. Así, con las condiciones experi-
mentales utilizadas (inyección de 50 mg/kg de ENU intraperitoneal,
en el día 17 de gestación), los tumores que primero se desarrollan son
los llamados «Schwannomas malignos», generalmente localizados en
la región del Ganglio de Gasser y del nervio trigémino. Estos resulta-
dos coinciden con los obtenidos por Cravioto y cols. (3). Estas neopla-

FIGURA 7. A: Aspecto de las células tumorales, al microscopio electrónico,
mostrando gránulos densos intracitoplasmáticos (flechas) lo que sugiere
diferenciación neuroblástica. B: Marcada positividad a la sinaptofisina
en las células tumorales (tinción inmunohistoquímica). C: Positividad

inmunohistoquímica a sinaptofisina en el neuropilo, con tendencia
a la formación de estructuras rosetoides, análogas a las de los neurocitomas

de la neuropatología humana. D: Positividad inmunohistoquímica a PGA
en los astrocitos atrapados entre las células tumorales.
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sias suelen hacerse sintomáticas tras un período de latencia que osci-
la entre cuatro y siete meses, tras la exposición al carcinógeno y pue-
den extenderse por la base del cráneo e invadir ocasionalmente estruc-
turas extracraneales. A partir de los ocho meses de edad del animal,
por lo general, dejan de aparecer estos tumores, apareciendo enton-
ces las neoplasias intracerebrales con características morfológicas de
oligodendrogliomas. En la presente serie, la mayor parte de los tumo-
res intracerebrales se hicieron sintomáticos entre los ocho y diez me-
ses de edad de los animales.

En algunas ocasiones, al igual que otros autores (8, 9) hemos
encontrado focos de «proliferaciones neoplásicas iniciales» locali-
zadas en la sustancia blanca paraventricular, que coexistían con los
macrotumores cerebrales. Estas lesiones tumorales estaban compues-
tas por células muy indiferenciadas e inclasificables histológicamen-
te. Schiffer y cols. (20) afirman que estos focos de «proliferación
neoplásica inicial» comienzan a aparecer en la sustancia blanca,
aproximadamente a los treinta días de la vida del animal como sim-
ples focos de células hiperplásicas y representan solamente una etapa
inicial del desarrollo de los tumores cerebrales.

Los tumores que se desarrollan a partir de estas «proliferaciones
neoplásicas iniciales» pueden continuar por dos líneas diferentes de
desarrollo, una línea astroglial y una línea oligodendroglial. Este
doble curso de desarrollo corresponde con las observaciones de Lan-
tos (17). Este autor señala que las zonas blanco para el ENU en el
cerebro son las células primitivas de la región de la placa subepen-
dimaria y los oligodendrocitos.

Parece poco probable que el ENU tenga un efecto preferente sobre
elementos neuroectodérmicos del Sistema Nervioso, del tipo de las
células gliales y las células de Schwann, lo que estaría de acuerdo con
las observaciones recogidas en la literatura acerca de que son estos
elementos (células de Schwann y células gliales) los que van a encon-
trarse como constituyentes de los tumores inducidos por ENU.

En comparación con los datos ofrecidos en la literatura, nuestros
resultados parecen mostrar una menor incidencia de tumores múl-
tiples, hallazgo que se acepta como característico en el modelo ex-
perimental de neurocarcinogénesis por ENU (12). Por ejemplo, en
los estudios realizados sobre ratas de la cepa Long-Evans, más del
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30% de los animales desarrollan tumores múltiples tras la adminis-
tración de una dosis única de ENU, cinco veces inferior a la utilizada
por nosotros, administrada también en el día 17 de gestación (8, 9).

En cuanto al período de latencia de aparición de los tumores,
parecen ser también ligeramente diferentes a los referidos en la li-
teratura utilizando otros tipos de ratas, que pueden mostrar un tiem-
po mayor de inducción, aún utilizando dosis inferiores de ENU.
Estas diferencias en cuanto al tanto por ciento de tumores desarro-
llados y su período de latencia entre las diferentes cepas de anima-
les, e incluso dentro de una misma cepa, dependiendo de la edad,
dificulta la comparación de resultados entre los diferentes laborato-
rios, acerca de la distribución y naturaleza de los tumores desarro-
llados después de la administración trasplacentaria de ENU. A pesar
de ello, parece existir más o menos un acuerdo en cuanto a la se-
cuencia de aparición de las diferentes transformaciones neoplási-
cas y de su período de latencia. Sin embargo no existe un acuerdo
entre los diferentes autores con respecto a la naturaleza histológica
de estas neoplasias, ni en cuanto a los criterios de clasificación. De
hecho, parece ser aceptado que el modelo de neurocarcinogénesis
por ENU desarrolla, en primer lugar, tumores del tipo schwanoma,
y en segundo término, tumores clasificables como «gliomas-mixtos»,
en los cuales se señala un claro componente astrocitario. Le segui-
rían en frecuencia los tumores clasificables como «oligodendroglio-
mas». En comparación con las descripciones que existen en la lite-
ratura, llama la atención en nuestra serie, la ausencia de tumores
con apariencia astrocitaria o ependimaria, e incluso la no existencia
de tumores clasificables como glioblastomas (10, 13). Creemos, no
obstante, que estas diferencias pueden ser debidas a las discrepan-
cias en los criterios de clasificación (11, 14, 22). Nosotros hemos
renunciado a clasificar como ependimomas, o como tumores mixtos,
a algunos tumores con patrón rosetoide, en los que se reconocían
áreas de aspecto oligodendroglial como patrón predominante. Ade-
más, apoyamos las observaciones que clasifican los tumores induci-
dos por ENU, con patrón mixto de oligodendroglioma-ependimoma,
como tumores primitivos muy indiferenciados, a pesar de su apa-
riencia morfológica, ya que en nuestro único caso en que se reco-
noció un claro patrón ependimario, la microscopía electrónica no
mostró estructuras propias de los ependimomas, mostrando sin
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embargo, una expresión inmunohistoquímica análoga a la de otros
tumores con un patrón puro de oligodendroglioma.

Posibilidad de diagnóstico in vivo de los tumores inducidos

En nuestra presente serie hemos obtenido claras evidencias de
que los tumores inducidos por ENU en la rata Wistar pueden ser de-
tectados in vivo utilizando un aparato convencional de Resonancia
Magnética. Con dicha técnica, y de forma característica, los tumores
experimentales se muestran hipointensos en fase T1, hiperintensos en
fase T2 y captan contraste paramagnético (gadolinio) de forma inten-
sa y homogénea.

Aunque en nuestro material sólo se han detectado tumores con un
tamaño suficiente para su observación macroscópica, es obvio que el
diagnóstico in vivo que puede proporcionar la RM, va a permitirnos
en el futuro aplicar a este modelo experimental diversos protocolos
terapéuticos y constatar su posible eficacia sin tener que renunciar a
líneas tumorales transplantables sobre animales singénicos.

Características morfológicas de los tumores tipo
«neurinomas»

El término usado para describir este tipo de tumores ha sido el
de «neurinoma» o «schwannoma maligno». Los estudios histológicos
sobre los tumores, que se originan en el SNP, concretamente a nivel
del nervio trigémino, parecen señalar que el principal tipo celular
que componen estas neoplasias son las células de Schwann (7). Así,
según afirman los estudios realizados por Cravioto y cols. (3), los
tumores experimentales del SNP son histológica y ultraestructural-
mente tumores de células de Schwann. En cuanto a los resultados
histológicos obtenidos por nosotros en el estudio de los Schwanno-
mas, tenemos que decir que nuestros datos coinciden con las des-
cripciones histológicas que se han hecho hasta el momento (3, 18).
Sin embargo, nuestros resultados ultraestructurales discrepan en
parte de los obtenidos por otros autores, ya que nosotros hemos
podido observar además de las descritas células de Schwann neoplá-



VOL. 74 (2), 257-282, 2008       ESTUDIO MORFOLÓGICO DE LA NEUROCARCINOGÉNESIS...

275

sicas, otro tipo celular, compuesto por elementos celulares con un
aspecto bastante indiferenciado, muy semejante al de los típicos
neuroblastos, incluso en algunas ocasiones se observan prolongacio-
nes citoplasmáticas, que indican su posible diferenciación neuronal.
Los estudios inmunohistoquímicos de la expresión de los diferentes
marcadores (gliales y neuronales), en los schwannomas malignos,
nos ha servido para apoyar los datos obtenidos mediante los estu-
dios ultraestructurales, acerca del carácter neuroectodérmico primi-
tivo de la mayor parte de las células que integran estas neoplasias.

Según Cravioto y cols. (3), los tumores inducidos por ENU, en el
SNP, muestran una importante positividad a la proteína S-100, que es
considerada como un marcador específico del Sistema Nervioso. La
sinaptofisina fue aislada y caracterizada a partir de vesículas presináp-
ticas en neuronas de cerebro bovino, y su presencia se utiliza para
demostrar inmunohistoquímicamente, la diferenciación neuroendo-
crina de algunos tumores y para tumores neuroectodérmicos primiti-
vos. La inmunorreactividad para la sinaptofisisna de una importante
población de células tumorales, en los tumores ENU-inducidos, per-
mite interpretar estos supuestos schwannomas, como tumores neu-
roectodérmicos primitivos que muestran signos inmunohistoquímicos
de diferenciación neuronal, y apoyar la hipótesis de Jones y cols. (11)
acerca del carácter neuroblástico de estas neoplasias. El patrón de
distribución de la PGA hallado por nosotros es muy similar al aporta-
do por otros autores, no existiendo por lo general positividad para este
marcador y sólo de un 50% en el caso de la vimentina.

Características morfológicas de los tumores
tipo oligodendroglial

Las neoplasias con aspecto morfológico de oligodendrogliomas,
desarrolladas en la sustancia blanca paraventricular, han sido los
únicos tumores cerebrales obtenidos en nuestra serie. Estos datos no
coinciden con los obtenidos por otros autores. Así, Lantos (17) dis-
tingue dos líneas de tumores diferentes que se pueden desarrollar en
los hemisferios cerebrales: una línea astroglial y una línea oligoden-
droglial. Nosotros hemos clasificado todas estas neoplasias como
oligodendrogliomas, aunque ocasionalmente hallamos observado
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áreas que según descripciones de la literatura, podrían haber justi-
ficado la clasificación de alguno de estos tumores como ependimo-
mas. Estas neoplasias también se pueden desarrollar a nivel de la
sustancia blanca de la médula espinal, generalmente a nivel dorsal
y lumbar.

Algunos autores, basándose en estudios de microscopía electróni-
ca, defienden el carácter indiferenciado de tumores supuestamente
ependimarios y los definen como tumores neuroepiteliales primiti-
vos con algunas características oligodendrogliales.

Al igual que ocurre con los schwannomas malignos, en el caso de
los oligodendrogliomas, el carácter neuroectodérmico primitivo, suge-
rido por los estudios ultraestructurales, se ve apoyado por los estudios
inmunohistoquímicos. La observación de que, desde el punto de vista
inmunohistoquímico, las diferentes áreas de estos aparentes tumores
mixtos expresan los mismos marcadores, apoya nuestro criterio de
que están compuestos por una misma población de células tumora-
les, aún cuando dichas células pueden mostrar, en determinadas
áreas, un patrón morfológico diferente del que es habitual en la ma-
yor parte de los tumores clásicamente catalogados como de aspecto
oligodendroglial. En cuanto a la interpretación de los hallazgos inmu-
nohistoquímicos, existe una concordancia entre nuestros resultados y
los de otros autores, con respecto a la expresión de la proteína S-100,
PGA y vimentina. En todas las fases de crecimiento de las neoplasias
por ENU existe un gran número de astrocitos que expresan positivi-
dad a la PGA. Estos astrocitos se encuentran en la periferia del tumor
y en la región peritumoral. Nosotros creemos que la mayoría de los
astrocitos que expresan positividad a la PGA, situados en los alrede-
dores y en el interior del tumor, corresponden con astrocitos hiper-
tróficos reactivos, pero sin embargo hemos podido observar grupos de
células tumorales, que muestran positividad a la PGA, y curiosamente
en muchas ocasiones esta positividad coincide con la positividad a
la vimentina, es decir, existe una expresión de ambos marcadores,
hecho que apoya el carácter indiferenciado de estas células, pues la
coexpresión de la PGA y de la vimentina es un marcador del fenotipo
astroglial inmaduro. Esta interpretación está en línea con el presente
concepto que representa que la vimentina es el tipo más numeroso
de filamentos intermedios de la astroglia inmadura, y es seguido por
la PGA más tarde en el desarrollo. Sin embargo, otros autores afirman
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que la positividad a la PGA sólo existe en los astrocitos hipertróficos
reactivos que existen en los alrededores del tumor y nunca en las pro-
pias células tumorales.

Es importante destacar en nuestro estudio, la fuerte positividad
que hemos obtenido en la mayor parte de los tumores para la sinapto-
fisina. Teniendo en cuenta que en la patología humana este marcador
es útil para el reconocimiento de tumores neuroectodérmicos primiti-
vos como el meduloblastoma e igualmente para el reconocimiento de
tumores de carácter neuronal, es lógico admitir que la mayor parte
de los tumores inducidos por ENU en la rata Wistar pueden ser con-
siderados como tumores neuroectodérmicos primitivos con posible
diferenciación neuronal, independientemente de su apariencia morfo-
lógica. Esta conclusión concuerda con algunas de las clasificaciones
previas de dichas neoplasias, tales como la de Jones y cols. (11), quie-
nes clasifican como neuroblastomas a los tumores experimentales
inducidos por ENU.

Similitudes de los tumores experimentales
con los tumores humanos

Hoy en día se acepta en neuropatología humana que determinados
tumores de naturaleza neuronal, tales como los llamados «neurocito-
mas centrales», pueden presentar una falsa apariencia de oligoden-
drogliomas, siendo los estudios inmunohistoquímicos y ultraestruc-
turales, los que ofrecen la posibilidad, la mayoría de las veces, de su
correcta clasificación, ya que generalmente suelen ser mal diagnos-
ticados como oligodendrogliomas en base a su aspecto histológico.
Este caso es muy similar al ofrecido por los oligodendrogliomas in-
tracerebrales desarrollados en la rata después de la administración de
ENU, donde aún no existe un acuerdo entre los diferentes autores
acerca de su clasificación. Se observa, por tanto, que una apariencia
histológica oligodendroglial no debe prejuzgar la naturaleza neuronal
o glial de una determinada neoplasia, siendo esta consideración váli-
da tanto para tumores humanos como para los tumores experimenta-
les de nuestra serie, donde el patrón de marcaje inmunohistoquímico
y las características ultraestructurales sugieren que, independiente-
mente del aspecto histológico con la tinción convencional de H.E.,
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dichas neoplasias pueden ser consideradas como tumores neuroecto-
dérmicos primitivos con una clara tendencia a la diferenciación neu-
ronal. También merece ser discutida la posible relación etiológica
entre los tumores inducidos por ENU y los tumores cerebrales que
acontecen en la clínica humana. Aunque no existen datos fiables acer-
ca de los factores etiológicos que determinan el inicio de un tumor
cerebral humano, considerándose la posibilidad de un mecanismo
multifactorial, resulta interesante la apreciación de que el contacto
con un carcinógeno, en la época intrauterina de la rata pueda dar
lugar, varios meses después del nacimiento, al desarrollo neoplásico.
Es más, si consideramos el ciclo biológico de los roedores, en el mo-
mento en que las neoplasias experimentales se hacen manifiestas
(edad media de la vida de la rata) sería superponible a la edad de
máxima incidencia de tumores cerebrales en el ser humano (edad
adulta). Si algunos tipos de tumor cerebral humano podrían estar ge-
néticamente determinados como consecuencia de alteraciones cromo-
sómicas resultantes de una exposición a carcinógenos en el período
prenatal, es una cuestión abierta, cuyo planteamiento puede ser váli-
do ante las similitudes cronobiológicas y morfológicas entre los tumo-
res cerebrales humanos y los tumores experimentales inducidos por
nitrosoureas.

Caracterización e histogénesis de los tumores obtenidos

A la vista de los resultados obtenidos en nuestro presente estudio,
cabe plantearse la exacta caracterización de los tumores experimen-
tales inducidos por ENU, con los parámetros utilizados, y además,
tratar de establecer su histogénesis. Resulta obvio que, al menos en
nuestra serie, los tumores inducidos por ENU en la rata Wistar pre-
sentan características inmunohistoquímicas y de microscopía elec-
trónica comunes, independientemente de su variable aspecto mor-
fológico cuando se estudian con tinciones convencionales, como es
la hematoxilina-eosina. Dichas características comunes nos llevan
a interpretar estas neoplasias como tumores neuroectodérmicos pri-
mitivos, con capacidad para una diferenciación dual, aunque es obvio
que la constante positividad a los marcadores neurales sugiere una
mayor tendencia a la diferenciación neuronal. Esta interpretación es
contraria a los supuestos previamente establecidos, ya que numero-
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sos autores señalan la naturaleza glial de estos tumores y la excep-
cional rareza de tumores ENU-inducidos con características neura-
les. Es también en base a esta interpretación morfológica, que estos
mismos autores emiten la hipótesis de que la célula diana para el
desarrollo neoplásico sería un elemento glial indiferenciado, general-
mente de la matriz subependimaria, lo que parecer también ser
aceptado en base a las interpretaciones de Lantos (18) y de otros
investigadores. Teniendo en cuenta nuestros presentes resultados,
que muestran una doble diferenciación inmunohistoquímica de las
células de los tumores cerebrales ENU-inducidos (expresión de mar-
cadores gliales y neurales) podemos buscar, como elementos diana,
un precursor común en la embriogénesis del Sistema Nervioso de los
mamíferos, capaz de diferenciarse en elementos gliales y neurales.
Esta célula precursora corresponde lógicamente al concepto de la
célula indiferenciada de Schaper, elemento muy discutido en la lite-
ratura y que puede identificarse con el concepto de meduloblasto,
defendido por la escuela americana de neuropatología y negado por
la escuela española. En cualquier caso, creemos que la consideración
de una célula precursora indiferenciada, como constituyente de los
tumores neuroectodérmicos primitivos cobra mayor trascendencia
si se tienen en cuenta en neuropatología humana, las ocasionales
descripciones de tumores infantiles indiferenciados cuyas células
pueden expresar igualmente marcadores gliales y neurales. Por otra
parte, el hecho de que hayamos encontrado marcadas similitudes in-
munohistoquímicas y ultraestructurales entre nuestros tumores ex-
perimentales tanto del Sistema Nervioso Central como del Sistema
Nervioso Periférico, nos lleva a considerar una célula precursora
común, para ambos tipos de neoplasias, lo que se ha visto apoyado
en la literatura por las ocasionales descripciones de schwannomas
experimentales con áreas de oligodendroglioma o la interpretación
como neuroblastomas de gran parte de dichos schwannomas (11).
Si aceptamos esta interpretación citogenética, deberíamos admitir
igualmente que la célula indiferenciada de Schaper puede ser altera-
da en un momento determinado de la embriogenesis no sólo a nivel
de la capa germinal subependimaria, sino igualmente a nivel de la
cresta neural en formación, puesto que sólo de esta forma sería
explicable la preferente aparición de tumores experimentales a nivel
de los ganglios del Sistema Nervioso Periférico, constituidos a partir
de células nerviosas de la cresta neural.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio de
investigación, creemos oportuno hacer las siguientes consideraciones:
1. La RM es una técnica útil para el diagnóstico in vivo de los tumores
cerebrales experimentales inducidos en roedores por ENU. 2. En la
rata Wistar, con la técnica de H.E. y con los parámetros experimenta-
les utilizados, la mayor parte de los tumores inducidos tienen aspec-
tos histológicos de «schwannomas malignos» y «oligodendrogliomas».
En ambos casos se puede encontrar una gran población de células que
presentan características muy indiferenciadas. 3. Desde el punto de
vista ultraestructural hemos constatado la presencia de células con
aspecto neuroepitelial primitivo y este hecho, conjuntamente con la
expresión antigénica de marcadores tanto de células gliales como de
células neuronales sugiere el carácter primitivo de estas neoplasias
y su capacidad de diferenciación dual. 4. La positividad a marcado-
res tales como la sinaptofisina y la proteína de los NF, tanto en los «tu-
mores schwannianos» como en los oligodendrogliomas-like, sugie-
re una tendencia a la diferenciación neuronal de estas neoplasias, lo
que se confirma además por las similitudes entre algunos tumores de
apariencia oligodendroglial y los neurocitomas centrales de la neuro-
patología humana. 5. Por último creemos que este tipo de tumores,
clasificados en base a los datos obtenidos en nuestro estudio como
«neoplasias neuroectodérmicas indiferenciadas» pueden ser útiles
para la realización de diversos ensayos terapéuticos que tengan como
finalidad un mejor conocimiento de la biología y posibilidades de
control de los tumores neuroectodérmicos primitivos humanos.
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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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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
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

beyond 2 months of the date of the
initial decision will be considered a new
submission.

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

13 de marzo

A las 19 horas, Mesa Redonda sobre: «La Ley 14/2007 de inves-
tigación biomédica: reflexiones científicas y éticas». Ponentes: Don
Juan Ramón Lacadena Calero y don César Nombela Cano.

27 de marzo

A las 19 horas, Conferencia del Doctor Juan José Sanz, Departa-
mento de Ecología Evolutiva del Museo Nacional de Ciencias Natu-
rales (CSIC), titulada: «Cambio climático. Pasado, presente y futuro
de una amenaza para la biodiversidad».

2 de abril

A las 19 horas, Conferencia del Excmo. Señor don Manuel Do-
mínguez Carmona, Académico de Número de la RANF, titulada: «El
cáncer de cérvix en la actualidad».

3 de abril

A las 19 horas, Conferencia del Doctor Salvador Cabrera, Univer-
sidad Austral de Chile, titulada: «¿Es posible mejorar los resultados
del tratamiento del paciente VIH?» Presentado por el Excmo. Señor
don Alfonso Domínguez-Gil Hurlé.

10 de abril

A las 19 horas, Conferencia del Excmo. Señor don Salvador Rivas
Martínez, Académico de Número, que versó sobre: «Sinopsis de los
bioclimas de América».
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Noticias

El 24 de marzo falleció nuestro Académico Correspondiente,
Doctor Miguel Deán, que fuera profesor de la Facultad de Farmacia
de la UCM.

* * *

El 15 de abril se celebró en nuestra Sede la entrega de los Premios
AEFLA 2007. El acto fue presidido por la Presidenta de la Real Acade-
mia Nacional de Farmacia, Excma. Señora doña M.ª Teresa Miras
Portugal; el Secretario General de la misma, Excmo. Señor don Anto-
nio Doadrio; el Presidente del Consejo General de COF, Ilmo. Señor
don Pedro Capilla; así como por los Doctores José Félix Olalla, Presi-
dente de AEFLA, y Enrique Ordieres, Presidente de CINFA.

* * *

La Fundación Abbott, en colaboración con la Real Academia
Nacional de Farmacia, organizó el acto de presentación de la Guía
de Indicación Farmacéutica y Criterios de Derivación al Médico en
Síntomas Menores, una herramienta que tiene como objetivo au-
mentar la efectividad, la eficiencia, la calidad y la seguridad de la
atención que reciben los usuarios de farmacia y, de esta manera,
contribuir a la mejora de la calidad asistencial en la farmacia co-
munitaria. Este acto tuvo lugar el 22 de abril a las 19 horas en el
Salón Amarillo (Salón de Actos) de la Real Academia Nacional de
Farmacia.

* * *

El Doctor Mariano Turiel, Académico Correspondiente, publica
dos interesantes artículos sobre «León Felipe, un poeta farmacéuti-
co», y «El IV Centenario: Cervantes y la libertad», en nuestra sección
de artículos on line.

* * *
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La Fundación Ramón Areces concede unas interesantes becas
postdoctorales y de ampliación de estudios en el extranjero para el
curso 2008-2009. Consultar la web de la Fundación Ramón Areces
para más información.

* * *

Un equipo de investigadores de Nueva York y Barcelona, dirigido
por Nuestro Académico de Honor, Excmo. Señor don Joan Massagué,
ha abierto nuevas vías para luchar contra la metástasis del cáncer de
mama, la expansión por el organismo de células tumorales que causa
el 90% de las muertes por esta enfermedad.

* * *

Nos comunican el fallecimiento, el 26 de abril, del Profesor En-
rique Alcaraz Varó, coeditor de nuestro Diccionario Terminológico
de las Ciencias Farmacéuticas. El Doctor Alcaraz era Catedrático en
la Universidad de Alicante.

* * *

El Doctor Mariano Esteban Rodríguez, Académico de Número,
ha sido nombrado Farmacéutico Ejemplar 2008, por la Junta Direc-
tiva de la Asociación de Antiguos Alumnos de la Facultad de Farma-
cia de Santiago de Compostela. Esta distinción le fue entregada el
1 de mayo en el Ayuntamiento de Paredes de Nava (Palencia).

* * *

A nuestro Académico de Número, Excmo. Señor Don Julio Rodrí-
guez Villanueva, le ha sido concedida por la Comunidad de Madrid,
la Cruz de Honor de la sanidad madrileña en su categoría de Oro.
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17 de abril

A las 19 horas, Sesión Necrológica en homenaje al Excmo. Señor
don Eduardo Primo Yúfera, Académico de Honor de la RANF.

24 de abril

A las 19 horas, conferencia del Profesor Doctor Enrique Villar
Ledesma, Académico Correspondiente, titulada: «El virus de la en-
fermedad de Newcastle (NDV). Mecanismos moleculares de la inte-
racción virus-célula. Generación de virus recombinantes con poten-
cial uso terapéutico, provistos de actividad proapoptótica en células
tumorales».

7 de mayo

A las 19 horas, conferencia de la Doctora Geesje M. Dallinga-
Thie, Laboratory of Experimental Vascular Medicine G1-113, AMC,
Amsterdam, The Netherlands, titulada: «GPIHBP1: Una nueva pro-
teína de las células endoteliales que afecta al metabolismo de los
triglicéridos plasmáticos».

8 de mayo

A las 19 horas, Sesión Necrológica en homenaje al Excmo. Señor
Don Gregorio Varela Mosquera, Académico de Número de la RANF,
con la intervención de los Profesores Doctores: Don Salvador Zamo-
ra Navarro, Catedrático de Fisiología en la Facultad de Biología de
la Universidad de Murcia: «El Maestro»; Excmo. Señor Don Manuel
Domínguez Carmona, Académico de Número de la RANF: «El Aca-
démico y comunicador de la ciencia»; y Excmo. Señor Don Bernabé
Sanz Pérez, Académico de Número de la RANF: «El Investigador».
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