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ABSTRACT: We argue that the outcome of the 2015
Nobel Prizes shows that the barriers between physical
and life sciences are increasinch?/ subtle. Biology
continues its Chemistry invasion and the Nobel Prize of
Phisiology or Medicine is given to a classical Medicinal
Chemistry methodology: the search for new drugs
through natural products optimization.
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RESUMEN: Se pretende demostrar que ambos premios
reflejan la dificultad de establecer lineas divisorias entre
las ciencias relacionadas con la vida. La biologia sigue
“invadiendo” a la Quimica y el Nobel de Fisiologia o
Medicina se otorga a descubrimientos enmarcados en un
campo propio de la Quimica Médica: el descubrimiento
de farmacos por manipulacién estructural de productos
naturales.
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1. INTRODUCCION

Desde el afio 1901 han sido galardonadas 870 personas
y 23 organizaciones con Premios Nobel. A ellas se han
sumado en el afio 2015 Takaaki Kajita y Arthur B.
McDonald, que han sido nominados para el Nobel de
Fisica "por el descubrimiento de las oscilaciones de los
neutrinos, que demuestran que los neutrinos tienen masa";
Tomas Lindahl, Paul Modrich y Aziz Sancar,
galardonados con el Nobel de Quimica "por los estudios
mecanisticos de la reparacion del ADN"; William C.
Campbell y Satoshi Omura "por sus descubrimientos
relacionados con una nueva terapia contra infecciones
causadas por nematodos”, comparten el premio de
Fisiologia o Medicina con Youyou Tu "por sus
descubrimientos relacionados con una nueva terapia contra
la malaria™; Svetlana Alexievich ha sido premiada con el
Nobel de Literatura "por sus escritos polifénicos, un
monumento al sufrimiento y al coraje en nuestro tiempo";
a la organizacion “National Dialogue Quartet” se otorga el
Nobel de la Paz "por su decisiva contribucién a la
construccion de una democracia plural en Tlnez en el
despertar de la Revolucién de los Jazmines en 2011”; y a
Angus Deaton el Premio en Ciencias Econdmicas
(Sveriges Riksbank Prize in Economic Sciences in Memory
of Alfred Nobel) "por su anélisis sobre el consumo, la
pobreza y el bienestar". A lo largo de los afios, varias
concesiones de estos premios han provocado reacciones
contradictorias a nivel internacional, basadas con
frecuencia en razones politicas. Este afio parece haber
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destacado en este sentido la concesion del Premio Nobel
de Literaturaa la periodista bielorrusa Svetlana
Alexievich, autora de una obra en la que la ficcion ha sido
reemplazada por testimonios y documentos.

Aunque los Nobel de Quimica y de Fisiologia o
Medicina de 2015 se analizaran detenidamente en la sesion
organizada anualmente al efecto por la RANF, aqui
pretendemos demostrar que ambos premios reflejan la
dificultad de establecer lineas divisorias entre las ciencias
relacionadas con la vida. La biologia sigue “invadiendo” a
la quimica y el Nobel de Fisiologia o0 Medicina se otorga a
descubrimientos enmarcados en un campo propio de la
Quimica Médica: el descubrimiento de farmacos por
manipulacion estructural de productos naturales (1).

2. LA QUIMICA MEDICA, UNA NUEVA
ORIENTACION DE LA QUIMICA

Se puede decir que las bases cientificas del desarrollo
de los medicamentos surgieron alrededor de 1850 con la
sintesis de Perkin del primer colorante artificial y con el
inicio de los estudios farmacoldgicos en animales. En
1868, el quimico orgénico A. C. Brown y el farmacélogo
T. R. Fraser pusieron de manifiesto que lo que determina
los efectos de los compuestos en los sistemas bioldgicos es
su estructura quimica (2). Aunque algunos cientificos
pensaron que se podrian disefiar farmacos para tratar
cualquier enfermedad, los nuevos farmacos surgian
todavia por la via empirica del ensayo y el error, de tal
forma que el famoso farmacélogo A. J. Clark (3) opinaba
en los afios 1930s que los que se dedicaban el estudio de
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las relaciones entre la estructura quimica y los efectos
bioldgicos de los compuestos habian conseguido entender
cual era su nivel de ignorancia.

A. C. Brown T. R. Fraser A.J. Clark

Figura 1. Pioneros y criticos de las relaciones estructura
quimica-actividad bioldgica.

La Quimica Médica apareci6 en la bibliografia después
de la Segunda Guerra Mundial, cuando el avance de las
técnicas farmacoldgicas permitié cuantificar la actividad
bioldgica, que pasé a ser una nueva propiedad de las
moléculas. Esta nueva orientacion de la quimica surgio en
grupos de investigacion de la industria farmacéutica de los
EEUU, y tomd carta de naturaleza cuando la American
Chemical Society acept6 que la Division of
Pharmaceutical Chemistry (fundada in 1909 vy
transformada en 1920 en Division of Chemistry and
Medicinal Products) se denominara en 1948 Division of
Medicinal ~Chemistry.  Posteriormente comenzé a
desarrollarse en Europa a nivel industrial y académico.

En 1959, la Division of Medicinal Chemistry comenzé
a publicar la revista Medicinal and Pharmaceutical
Chemistry, que pas6 a llamarse en 1963 Journal of
Medicinal Chemistry y se convirti6 en la de mayor
impacto de esta disciplina. En 1966 esta Division empez6
también a publicar los Annual Reports in Medicinal
Chemistry, una serie que recogia los principales avances
de cada afio. El término Medicinal Chemistry se tradujo al
espafiol de varias formas, adoptandose el de Quimica
Médica cuando se cred el correspondiente Instituto del
CSIC en 1973, mientras que la Sociedad de Quimica
Terapéutica creada para promover el desarrollo de la
investigacién y el desarrollo en el sector farmacéutico
espafiol adopté ese nombre cuando se fund6 en 1977. Los
nombres de Quimica Medicinal o Quimica Farmacéutica
se aplicaron a la nueva disciplina que se incluy6 por
primera vez en los planes de estudios de la Licenciatura de
Farmacia de 1973, no sin ciertas reticencias por sus
contenidos, que segln las directrices de la Comunidad
Europea eran el disefio, la sintesis y el analisis de los
farmacos, entendidos en el sentido amplio de moléculas
activas biolégicamente y no s6lo como los aceptados
oficialmente para su comercializacién y uso humano.

Este nuevo campo interdisciplinar de la quimica se
apoy6 primero en la quimica organica y en particular en la
sintesis organica, pero el estudio de las relaciones
estructura quimica-actividad bioldgica y la interpretacion
de los mecanismos de accién de los compuestos bioactivos
tuvieron cada vez més relevancia. La cuantificacion de la
actividad bioldgica de las moléculas y la introduccion de
los métodos computacionales posibilitdé establecer
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relaciones cuantitativas e hizo pensar en que el disefio
racional de farmacos era un objetivo alcanzable. Ademas,
el marcaje de las moléculas con radioisétopos permitio
desarrollar ensayos de enlace e identificar y validar dianas
para los distintos farmacos, que pasaron a ser una
herramienta para el conocimiento de la biologia celular y
molecular y de los mecanismos de accion de los farmacos.
La IUPAC definié en 1998 a la Quimica Médica como “a
chemistry-based discipline, also involving aspects of
biological, medical and pharmaceutical sciences. It is
concerned with the invention, discovery, design,
identification and preparation of biologically active
compounds, the study of their metabolism, the
interpretation of their mode of action at the molecular
level and the construction of structure-activity
relationships”. Sus posibilidades se incrementaron gracias
al progreso de los métodos de cribado molecular, las
técnicas analiticas y las tecnologias computacionales
aplicadas al modelado molecular y al cribado virtual.
Actualmente, ademas de permitir optimizar la actividad
bioldgica o el indice terapéutico, la Quimica Médica
proporciona herramientas Utiles para el diagnéstico y el
entendimiento de las enfermedades, y facilita la evaluacion
clinica de nuevos farmacos. Por otra parte, la diversidad
estructural de las moléculas sometidas a estudio es cada
vez mayor e incluye ligandos sintéticos, productos
naturales o de semisintesis, peptidomiméticos y proteinas
modificadas, conjugados de farmacos con anticuerpos,
compuestos multifuncionales y vacunas sintéticas (4).

3. PREMIO NOBEL DE QUIMICA 2015

Si asignamos los campos de investigacién
correspondientes a los Nobel de Quimica que se han
otorgado en el siglo XXI (Tabla 1), corresponderian 9 a la
Quimica Bioldgica (entre ellos el del afio 2015), 2 a la
Quimica Fisica, 1 a la Quimica Aplicada a la Ingenieria de
Materiales, 1 a la Quimica Computacional, y 3 a la Sintesis
Organica.

El Nobel de Quimica de 2015 premia los estudios sobre
la reparacion del ADN llevados a cabo por T. Lindahl, P.
Modrich y A. Sancar. ElI primero ha trabajado en el
Instituto Francis Francis Crick de investigacion biomédica
y en el Laboratorio de Investigacion sobre el cancer Clare
Hall en Gran Bretafia; Modrich es investigador del
Instituto Médico Howard Hughes y catedratico de
Bioquimica en la Facultad de Medicina de la Universidad
Duke de EEUU; y Sancar es catedratico de biofisica y
bioquimica en la Facultad de Medicina de la Universidad
de Carolina del Norte (Figura 2). Sus trabajos han sido
relevantes para conocer que la actividad celular, asi como
diversos factores ambientales, pueden producir dafio en el
ADN. La inestabilidad de esta molécula fue demostrada
en los primeros afios 1970s por el Dr. Lindahl, quien
descubri6 una maquinaria molecular que lo repara
constantemente. El Dr. Sancar traz6 el camino para
establecer como las células reparan el dafio que origina en
el ADN la luz ultravioleta y el Dr. Modrich mostré cémo
la maquinaria celular corrige los errores producidos
durante la replicacion del ADN.

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain



Nobel Prizes of Chemistry and Phisiology or Medicine. Biology invades Chemistry and Chemistry invades Medicine

Tabla 1. Premios Nobel de Quimica 2001-2015.

Afio Cientificos premiados Tema
2001 K.B. Sharpless,\,lglgbsri Knowlesy R. Catalizadores quirales en reacciones de oxidacion y reduccién.
J.B. Fenn, K. Tanaka y K. La desorcion idnica 'y la RMN en el anélisis espectrométrico de moléculas
2002 o o
Waithrich bioldgicas.
2003 P. Agre y R. MacKinnon Canales de agua y mecanismos de intercambio i6nico en las membranas
celulares.
2004 A Clechanovgrc,)s?. Hershko e I. Descubrimiento de la reaccién proteinica causada por la ubiquitina
2005 Y. Chauvin, ;‘h'_r'éirUbbS YRR. Desarrollo del método de metétesis olefinica en la quimica orgénica.
2006 R.D. Kornberg Bases moleculares de la transcripcion genética.
2007 G. Ertl Procesos quimicos sobre superficies sdlidas.
2008 ©. Shlmomura_l,_;\i/le.nChalfle yRY. Descubrimiento y desarrollo de la proteina verde fluorescente (GFP).
2009 V. Ramakrishnan, T.A. Steitzy A. Estructura y funcién de los ribosomas.
Yonath
2010 | R. Heck, E-i. Negishi y A. Suzuki Reacciones quimicas catalizadas por paladio.
2011 D. Shechtman Descubrimiento de los cuasicristales (sélidos cuasiperiodicos).
2012 B.K. Kobilka y R.J. Lefkowitz Descubrimiento de los receptores acoplados a proteinas G.
2013 | M. Karplus, M. Levitt y A. Warshel Desarrollo de modelos mformat,lcqs que permiten entender y predecir sistemas
quimicos complejos.
2014 E. Betzig, S.W. Hell y W.E. Desarrollo del microscopio de fluorescencia de alta resolucidn.
Moerner
2015 | T. Lindahl, P. Modrich y A. Sancar Estudios mecanisticos de la reparacién del ADN.
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Aziz Sancar

T. Lindahl Paul Modrich

Figura 2. Cientificos galardonados con el Premio Nobel de
Quimica 2015.

Se calcula que el genoma de una célula de un ser
humano puede experimentar diariamente miles de cambios
espontaneos y que en la divisién y multiplicacion de las
células que tiene lugar diariamente en las personas
millones de veces, pueden introducirse defectos. Muchas
lesiones originan un dafio estructural en el ADN que altera
o0 inhibe la transcripcién genética o induce mutaciones que
afectan a la supervivencia celular. Las lesiones mas
comunes son las roturas de una hebra (single-strand
breaks, SSBs). Cuando se detecta el dafio se activan los
procesos de respuesta (DNA damage response, DDR), que
implican su reparacion o la muerte celular programada de
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la célula dafiada (apoptosis). Si estos procesos fallan, se
producen lesiones irreversibles que conducen a distintas
enfermedades, fundamentalmente al cancer (que se origina
cuando se acumulan varias de estas lesiones y las células
entran en wuna divisibn descontrolada), y a otras
enfermedades relacionadas con el envejecimiento. Por ello,
varios farmacos que inhiben la DDR potencian el efecto de
los tratamientos anticancerosos al alterar o inhibir los
procesos de reparacién del ADN a fin de que las células
cancerosas, sensibles a dichos tratamientos, entren en
apoptosis (5). Aunque el aumento de la eficacia terapéutica
de los antitumorales administrados conjuntamente con
estos quimiosensibilizantes  puede inducir efectos
indeseables derivados de la inhibicion de la reparacion del
ADN en tejidos normales o aumentar el riesgo de
malignidades secundarias, serian muy (tiles como
coadyuvantes en la radioterapia porque la inhibicion de la
respuesta al dafio del ADN sensibilizara selectivamente a
las células radiadas. Hoy se conocen cuatro modos de
reparar el ADN: la reparacidn directa (direct repair, DR),
la reparacion por excisién de una base (base excission
repair, BER), la recombinacion homdloga (homologous
recombination, HR), y la unién de extremos no homdlogos
(non-homologous end joining, NGEJ) (Figura 3).

Reparacion

Proceso de reparacion @

Dafio al ADN  06-MeG

D

del ADN

SN
e

Alguilacion Roturas de  Roturas de
Desaminacion doble hebra  doble hebra
Dafio por ROS ‘
Dianas ATM

Glicosilasa

PAR, PARP

o

ADN Polf

Figura 3. Modos de reparacién del ADN, dafio que se repara y dianas implicadas.

5. PREMIO NOBEL DE FISIOLOGIA O MEDICINA
2015

Si analizamos los Premios Nobel de Fisiologia o
Medicina concedidos en el mismo periodo (Tabla 2)
podemos observar que se premian frecuentemente
descubrimientos relacionados con la biologia molecular
(especialmente con la genética) que explican el
funcionamiento  del  organismo  humano.  Otros
descubrimientos han permitido el desarrollo de animales
manipulados  genéticamente para el estudio de
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enfermedades y farmacos o el de métodos para modificar
artificialmente  ciertos  procesos vitales (como la
fertilizacion in vitro). También se ha premiado el
descubrimiento de patégenos externos (bacterias o virus)
causantes de enfermedades. Se salen de estos campos
cientificos el premio del afio 2003, otorgado a la aplicacion
de la resonancia magnética de imagen para observar
alteraciones en tejidos y detectar tumores u otras
patologias  utilizando  métodos  fisicos  (campos
magnéticos), y el premio del afio 2015.

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain



Nobel Prizes of Chemistry and Phisiology or Medicine. Biology invades Chemistry and Chemistry invades Medicine

Tabla 2. Premios Nobel de Fisiologia 0 Medicina 2001-2015.

Afio Cientificos premiados Tema
2001 LH. Hartwe:\ll,u'lr's.eHunt y SirP. Descubrimiento de los reguladores clave del ciclo celular.
2002 S. Brenner, H.R. Horvitz y J. E. | Descubrimientos relacionados con la regulacion genética del desarrollo de los
Sulston organos y de la muerte celular programada.
2003 P.C. Lauterbyr y SirP. Descubrimientos relacionados con la resonancia magnética de imagen.
Mansfield
2004 R. Axel y L.B. Buck Descubrimiento de los receptores de los _olores y de la organizacién del
sistema olfativo.
2005 B.J. Marshall y J.R. Warren Descubrimiento de la bacteria HeI!cobacte,r pylorl y de su papel en la gastritis
y la Ulcera péptica.
2006 AZ. Firey C.C. Mello Descubrimiento del ARN de interferencia — silenciamiento genético por ARN
de doble hebra.
M.R.M. Capecchi, Sir M.J. Descubrimientos para introducir modificaciones genéticas especificas en
2007 . - ) . :
Evans y O. Smithies ratones utilizando células madre embrionarias.
H. zur Hausen - . . .
Descubrimiento de los virus del papiloma humano causantes del céancer
2008 o . cervical.
F. Barre-SlnogssL L Descubrimiento del virus de la inmunodeficiencia humana.
Montagnier
E.H. Blackburn, C.W. Greider y D brimiento de c6 4 teqidos | los teld
2009 JW. Sz0stak escubrimiento de como estan protegidos los cromosomas por los telémeros y
la enzima telomerasa.
2010 R. Edwards Desarrollo de la fertilizacion in vitro.
R M. Steinmann Descubrimiento de las células dendrltl_cas y de su papel en la inmunidad
2011 adaptativa.
B.A. Beutler y J.A. Hoffmann - N . . .
Descubrimientos acerca de la activacién del sistema inmune innato.
2012 Sir J.B. Gurdon y S. Yamanaka Descubrimiento de que las células maduras pueden ser reprogramadas para
convertirse en pluripotentes.
J.E. Rothman, R.W. Scheckman Descubrimiento de la maquinaria que regula el trafico de vesiculas, un
2013 y . . ,
y T.C. Studhof importante sistema de transporte en nuestras células.
2014 J. O"Keefe, M.-B. Moser y E.l. | Descubrimiento de las células que constituyen un sistema de posicionamiento
Moser en el cerebro.
- Descubrimiento de una nueva terapia contra infecciones causadas por
2015 W.C. Campbell y S. Omura nematodos.

Y. Tu

Descubrimientos de una nueva terapia contra la malaria.
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Los tres investigadores premiados este afio (Figura 4),
han identificado tratamientos contra importantes
enfermedades parasitarias, y ejemplifican como la ciencia
puede cambiar el mundo en los paises méas pobres.

S. Omura W. Campbell Y. Tu

Figura 4. Investigadores premiados con el Premio Nobel de
Fisiologia o Medicina 2015.

Satoshi Omura, de la Kitasato University de Tokio, y
William Campbell, de la Drew University de Madison
(EEUU), comparten la mitad del premio por sus trabajos
sobre las avermectinas y sus derivados. La avermectinas
son lactonas macrociclicas (Figura 5a) producidas en la
fermentacién de Streptomyces avermitilis, un actinomiceto
del suelo. Estos compuestos han resultado eficaces en el
tratamiento de la oncocercosis o ceguera del rio, la
filariasis linfatica y otras enfermedades infecciosas
producidas por gusanos nematodos. La ivermectina es una
mezcla de estos macrolidos y uno de los antihelminticos
mas eficaces que existen, generando ventas de alrededor
de mil millones de délares anuales. Omura es un experto
en el aislamiento de productos naturales que desarroll6
técnicas para cultivar bacterias a gran escala, siendo
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coautor de al menos 1179 publicaciones. Entre otras
bacterias se interesé por el género Streptomyces, del que
ya se habia aislado la estreptomicina. Dado que era
pionero en buscar en estos cultivos actividades distintas a
la antibidtica, envio varios compuestos aislados del cultivo
de Streptomyces avermitilis a los laboratorios de la
compafiia Merck en EEUU, donde Campbell observo que
uno de ellos denominado avermectina era muy eficaz
contra parasitos de animales de granja, llegando asi a la
ivermectina que es capaz de controlar parésitos de
animales y seres humanos. Es tan eficaz en el tratamiento
de la oncocercosis y de otras infecciones que éstas estan a
punto de ser erradicadas, gracias en parte a que para lograr
este proposito la compafiia Merck doné este tratamiento en
el afio 1983.

La otra mitad del Premio Nobel de Fisiologia o
Medicina, se ha otorgado a Youyou Tu por su
descubrimiento de la artemisinina. Tu es directora de la
Academia de Medicina China, y a sus casi 85 afios es el
primer cientifico chino que ha alcanzado un Premio Nobel
por trabajos desarrollados en China, representando a la
primera generacién de cientificos que fundd Mao Zedong.
La artemisinina es un compuesto natural aislado de la
planta Artemisia annua (ajenjo dulce), cuyo extracto se
utilizaba como antimalarico y como antihelmintico con
anterioridad al afio 168 antes de Cristo. En 1972, se aisl6
de sus hojas un compuesto cristalino al que se denomind
"ginghaosu™ (6), que es el responsable de la actividad
bioldgica y actualmente es la base de los tratamientos méas
eficaces frente a la malaria (7) (Figura 5b).

a)
cHy CHs

OH

Avermectina Bla, R = CH,CH,
Avermectina B1b, R = CH;

Artemisinina

OCHj,
B-Arteméter

Artesunato

Figura 5. Estructura de algunas avermectinas. Artemisinina y algunos de sus anélogos.
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El descubrimiento de la artemisinina se produjo en la
Revolucion Cultural, resultando de una iniciativa del
gobierno chino para ayudar a Vietnam del Norte en la
guerra con EEUU. El desastre que producian en las tropas
las cepas de Plasmodium falciparum resistentes a la
cloroquina llevé al descubrimiento en los laboratorios
estadounidenses de la mefloquina (8), mientras que China
organiz6 un proyecto secreto en 1967, denominado
proyecto 523, en el que estaban implicados 600 cientificos
y alrededor de 60 laboratorios e institutos. Dentro de este
proyecto la Prof. Tu dirigia un equipo que estudio la
literatura y las recetas de la medicina tradicional china, y
tras seleccionar 640 recetas que parecian tener alguna
actividad antimalérica ensay6 380 extractos de hierbas en
un roedor utilizado como modelo para esta actividad,
encontrando que los extractos de Artemisia annua
(Qinghao) inhibian el crecimiento del paréasito en
porcentajes bajos. En 1971 logrd el extracto 191, que debia
contener el principio activo puro ya que mostré un 100%
de inhibicién, pero no llegd a obtenerlo en forma
cristalina. Tras presentar estos resultados en la reunién del
proyecto 523 celebrada en marzo de 1972, su informacién
permitié que dos equipos de quimicos lograran aislar la
artemisinina en forma cristalina. Dado que se trataba de un
secreto militar, los resultados no se publicaron hasta 1979,
y lo hicieron en una revista médica china sin los nombres
de sus descubridores. Asi estaban las cosas hasta que en
2007 los especialistas en malaria de los Institutos
Nacionales de la Salud de Estados Unidos Louis Miller y
Xinzhuan Su lograron identificar a Youyou Tu como
descubridora de la artemisinina. Tras otorgarle en el afio
2011 el prestigioso premio Albrt Lasker de investigacion
médica, ahora se le ha asignado la mitad del Premio Nobel
de Fisiologia 0 Medicina. Se estima que las terapias en las
que la artemisinina se combina con otro farmaco
antimaldrico han reducido alrededor de un 20% la
mortalidad, salvando unas 100.000 vidas al afio.

6. NUESTRA RELACION CON EL PROF. OMURA

El Prof. Omura ha sido un antiguo conocido en
nuestro grupo de investigacion desde que publico en el
afio 1983 la estructura del nuevo antibi6tico
diazaquinomycina A, cuyo efecto antitumoral atribuyd
en 1985 a su actividad antifolato por inhibir la enzima
timidilato sintasa (9). La escasez de datos sobre la
sintesis y actividad biolégica de aza vy
diazaantraquinonas y las dudas que nos planted el
mecanismo de accion propuesto nos motivaron a
desarrollar su sintesis y a estudiar su actividad
antitumoral, una tarea que desarrollamos en
colaboracion con la empresa Pharmamar y dio lugar a
varias publicaciones (10) y patentes (11) Varios de los
anélogos de diazaquinomicina sintetizados mostraron
una potente actividad antitumoral in vitro, pero no
mostraron actividad significativa como inhibidores de
timidilato sintasa, sino como inhibidores de Ia
biosintesis de proteinas, ADN y ARN.

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain

7. REFLEXION FINAL

Las invasiones no son perniciosas en el campo de
batalla de la ciencia, donde la interdisciplinariedad facilita
una mayor productividad.
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ABSTRACT: In this work, we have obtained new lines
of wvascular smooth muscle cells (VSMCs) to
demonstrate that IRA and IRA/IGF-1R might confer a
proliferative and migratory advantage in response to
insulin, IGF-2 or TNF-a. These results might be
relevant due to in the early stages of atherosclerotic
process; we have demonstrated that there is a significant
increase of IRA and IGF-1R expression as well as
higher formation of hybrid receptors in the aorta from
two models of early atherosclerosis. Finally, anti-TNF-a.
treatment prevented vascular alterations.
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RESUMEN: En este trabajo se han obtenido nuevas
lineas de células de musculo liso vascular (VSMCs) que
nos han permitido demostrar que la IRA e IRA/IGF-1R
podrian = conferirles una ventaja proliferativa y
migratoria en respuesta a insulina, IGF-2 o TNF-a.
Estos resultados podrian ser relevantes ya que en las
fases iniciales del proceso aterogénico nosotros hemos
demostrado que hay un aumento significativo de la
expresién de la IRA e IGF-1R asi como una mayor
presencia de receptores hibridos en la aorta de dos
modelos experimentales de aterosclerosis temprana. Y
finalmente, como el tratamiento con un anticuerpo anti-
TNF-a previno las alteraciones vasculares.
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1. INTRODUCCION

La insulina ejerce un gran ndmero de acciones
dependiendo de la fase del desarrollo, el grado de
diferenciacion o el tipo de célula estudiada. La selectividad
en la sefalizacién de la insulina es el resultado de la
activacion de forma especifica de distintas vias de
sefializacion (1) que comienzan con la activacion del
receptor de insulina (IR), su autofosforilacion en la cadena
B y la fosforilacion de los sustratos del IR (IRSs) y
posterior activacion de la fosfatidilinositol 3 quinasa
(PI3K)/Akt, siendo crucial en las acciones de
supervivencia y metabdlicas de la insulina (2). Asi, la
insulina ejerce sus acciones a través de su receptor. Por
splicing alternativo de 36 nucledtidos del exén 11 de las
subunidades o del IR, se generan dos isoformas: IRA (que
pierde dicho exén) y la IRB (que tiene incluido el exén 11)
(3). La relativa abundancia de una u otra isoforma del IR
es especifica de tejido y de especies (4,5). Ademas, la
expresion de las isoformas del IR estd también regulada
por el estado de desarrollo y la diferenciacion celular. IRA
es predominante en células fetales y tumorales, mientras
que la IRB es principalmente expresada en células
diferenciadas y dianas de la insulina (6, 7). Las dos
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isoformas del IR tienen algunas propiedades diferenciales.
Asi, aunque ambas isoformas del IR muestran alta afinidad
por la insulina, IRA exhibe mucho mayor ratio de
internalizacion que IRB (8), afinidad intermedia por el
factor de crecimiento 2 similar a la insulina (IGF-2) y baja
afinidad por IGF-1 (6). Sin embargo, en determinadas
situaciones patologicas, el perfil de expresion de ambas
isoformas puede modificarse. En este sentido, se ha
descrito que en células B pancredticas de raton, la IRA
confiere una ventaja proliferativa en respuesta a insulina e
IGF-1, aportando una posible explicacion para la
hiperplasia pancreética inducida por la resistencia primaria
hepética a la insulina en el modelo iLIRKO (9). En una
linea de células hematopoyéticas (32D) la IRA induce
sefiales mitogénicas y antiapoptéticas en respuesta a IGF-
2, mientras que la IRB es maés efectiva induciendo la
diferenciacion (10). Ademas, la IRA ademé&s de estar
aumentada su expresion en las células p durante la
hiperplasia pancredtica, se ha visto un aumento de la
expresion de IRA (11, 12) y sus niveles correlacionados
con el grado de desdiferenciacion en células cancerosas de
tiroides (13).

Los IGFs, IGF-1 e IGF-2, polipéptidos con homologia
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estructural a la proinsulina e insulina, son constituyentes
habituales del plasma sanguineo, donde circulan unidos a
IGFBPs. Regulan procesos de proliferacion y
diferenciacion en madltiples tipos celulares y son capaces
de ejercer los efectos metabdlicos caracteristicos de la
insulina, pero, a diferencia de ésta, son sintetizados por la
mayoria de tejidos del organismo (14). Los efectos
bioldgicos de los IGFs estan mediados por receptores de
membrana especificos. El receptor de IGF-1 (IGF-1R),
homdlogo al IR, es responsable de la sefializacion
intracelular de IGF-1 e IGF-2 (15). IGF-2 se une también
al IGF-2R, idéntico al receptor de manosa-6-fosfato que no
presenta actividad sefializadora para el crecimiento celular,
mientras que induce un efecto mitogénico a través de una
interaccion de alta afinidad con IRA (16). En células que
co-expresan IR e IGF-1R, como es el caso de las VSMCs,
es posible la formacién de receptores hibridos IR/IGF-1R
@an.

Por otro lado, el papel potencial de ambas isoformas
del IR en la aterosclerosis temprana es completamente
desconocido. Para poder estudiar el papel de las dos
isoformas del IR (IRA e IRB) en la proliferacion y
migracion de las células de mdsculo liso vascular
implicadas en las fases iniciales del proceso aterogénico,
se han generado nuevas lineas celulares. Las primeras
presentan el IR (WT VSMCs e IRLoxP™ VSMCs), otra
linea celular que carece del IR (IR” VSMCs), y otras dos
lineas celulares expresan la IRA (IRA VSMCs) o la IRB
especificamente (IRB VSMCs). En estas lineas celulares,
se han estudiado los ratios de proliferacion y migracion
inducidos por la insulina, IGFs o citoquinas
proinflamatorias (TNF-a) asi como la asociacion entre las
isoformas del IR y receptores aterogénicos o con el
receptor de IGF-1 (IGF-1R). Ademaés, se ha estudiado la
expresion de ambas isoformas del IR, IGF-1R y TNFR-1
(receptor de alta afinidad de TNF-a) en dos modelos de
dafio vascular, como un modelo clasico de aterosclerosis
(ApoE™ sometido a dieta rica en grasa durante 18
semanas) y un segundo modelo de resistencia a la insulina
vascular y disfuncién vascular (BATIRKO de un afio de
edad) (18). Nuestros resultados parecen sugerir que la
IRA, y no la IRB, confiere una ventaja proliferativa y
migratoria a las VSMCs en respuesta a diversos estimulos
proaterogénicos. Ademas, la IRA podria asociarse con
IGF-1R favoreciendo las acciones aterogénicas de IGF-2
bajo condiciones inflamatorias.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Modelos experimentales

Los ratones macho fueron mantenidos en el animalario
segun los estdndares de temperatura y los ciclos de luz
recomendados. A los ratones ApoE™ y sus controles wild-
type se les administré una dieta rica en grasas (Western
A04 + 21% kcal aportadas por los lipidos) durante 18
semanas desde la semana sexta. Los ratones se genotiparon
por PCR a partir de 10-200ng del DNA extraido de la cola.
Se someti6 a una amplificacion de 35 ciclos (30 segundos,
94°C; 40 segundos, 68°C; y 1 minuto, 72°C) en el
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termociclador. Los tres primers utilizados fueron los
siguientes: el oligonucleétido sentido, oIMR0180 (5°-
GCCTAGCCGAGGGAGAGCCG-3) 'y los  dos
oligonucled6tidos antisentidos, 0IMR0181 (5-
TGTGACTTGGGAGCTCTGCAGC-3") y 0IMR0182 (5°-
GCCGCCCCGACTGCATCT-3"). Una banda de 155 pb
se obtenia para el raton WT y otra banda de 245 pb para el
ratén ApoE™. El ratén BATIRKO y sus controles de 52
semanas recibian dieta estdndar (A04, 3% de las calorias
estd aportada por la grasa). Ademas un grupo de animales
BATIRKO se trataron con un anticuerpo monoclonal anti-
TNF-a (MP6-XT22, Biolegend) (50
pg/intraperiotonealmente por animal) cada 3 dias, durante
6 semanas. El genotipaje de los controles y de los animales
BATIRKO se realiz6 como se ha descrito previamente
(18).

Los ratones anestesiados con Avertin (250 mg/kg, ip)
se perfundieron con suero salino desde el ventriculo
izquierdo. Los arcos aorticos se incluyeron en OCT para
inmunohistoquimica y la aorta toracica se congel6 para
valorar la expresién del mRNA de genes implicados en el
proceso aterosclerético por PCR cuantitativa en tiempo
real (qRT-PCR). El estudio se ha realizado segin los
acuerdos con la normativa de la Unién Europea y ha sido
previamente aprobado por el comité ético de nuestra
institucion.

2.2. Cultivos celulares

En primer lugar, se aislaron las arterias aorticas
toracicas de 2 ratones macho IR">"® de 8 semanas de
edad. Los ratones anestesiados (Avertin, 250 mg/kg, ip)
fueron perfundidos con solucién salina y las arterias aortas
tordcicas se sometieron a digestion con colagenasa,
seguidos de lavados y centrifugaciones para la obtencién
del cultivo primario de VSMCs. A partir de este cultivo
primario se obtuvieron nuevas VSMCs de aorta de ratén
con IR (IRLoxP™* VSMCs), sin IR (IR VSMCs), y lineas
celulares que expresan especificamente la isoforma A
(IRA VSMCs) o la isoforma B (IRB VSMCs). Para ello, el
cultivo primario de IRLoxP™* VSMCs fue transfectado por
infeccién retroviral (particulas virales que contienen el
vector retroviral pBabe codificando el antigeno largo T de
SV40) y seleccionado con puromicina 1 pg/mL durante 3
semanas. Las IRLoxP"" VSMCs inmortalizadas fueron
infectadas con adenovirus que codifican la recombinasa
Cre para obtener IR’ VSMCs. Finalmente, las IR™
VSMCs fueron transfectadas por infeccion retroviral
(particulas virales que contienen el vector retroviral pBabe
codificando las isoformas individuales del IR humano,
IRA o IRB) y seleccionadas con higromicina 200 pg/mL
durante 2 semanas para obtener IRA VSMCs o IRB
VSMCs, respectivamente.

Las lineas celulares se cultivaron en medio de cultivo
DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS) a una temperatura de 37°C y una atmosfera al 5% de
CO,. Las células fueron privadas de suero durante 4-5
horas para los experimentos de sefializacién o 18 horas
para los ensayos de migracién o de expresion de mRNA y
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después incubadas con los correspondientes estimulos. En
los experimentos de sefializacion de insulina, captacion de
glucosa y del mRNA, las células estaban en
subconfluencia (70-80%).

2.3. Western Blot

Los estudios de Western blot se realizaron con los
extractos totales de las VSMCs o de las arterias aortas
como previamente se ha descrito (9). Los anticuerpos
utilizados fueron anti-IRB (Ab-4) de Oncogene, phospho-
AKT (Serd73), AKT, p-p706K (Ser389), p70, pERK-1/-2
(S202/T204) y ERK de Cell Signalling, Glut-4, TNF-R1 y
TNF-R2, de Santa Cruz Biotechnology, p53 de Millipore,
a- y B-actina y o-tubulina anticuerpos de Sigma-Aldrich
Corp. El anticuerpo frente a la isoforma B del IR (+ex6n
11) fue cedido generosamente por el Dr. Sesti y la Dr.
Hribal.

2.4. Inmunoprecipitacion

Para obtener el total de las células lisadas, se rasparon
con PBS frio y se centrifugaron a 4000 x g, durante 10 min
a 4°C, y a continuacion el pellet se resuspendié en el
buffer de lisis. Posteriormente, se centrifugaron a 12,000 x
g for 10 min y se recogieron los sobrenadante. Para la
inmunoprecipitacion, 150-200 ug de proteina se incubaron
con el anticuerpo primario a 4°C toda la noche. Los
inmunocomplejos se incubaron con la proteina A o G
agarosa durante 4h, y finalmente, se sometieron a una
electroforesis en geles PAGE-SDS.

Para la inmunoprecipitacion con extractos de proteinas
de arterias aortas, en el modelo ApoE™ fue necesario
reunir muestras adrticas de 5 ratones ApoE”" y juntamos
también otras 5 muestras de sus respectivos controles. Sin
embargo, se pudieron utilizar muestras individuales de tres
ratones por grupo en BATIRKO vy controles de 52
semanas. 150 pg de proteinas se inmunoprecipitaron con el
anticuerpo anti-1RB. Los sobrenadantes se
reinmunoprecipitaron nuevamente con el anticuerpo anti-
IRB. Los  sobrenadantes de esta  segunda
inmunoprecipitacion se  inmunoprecipitaron con el
anticuerpo anti-IRpB (que reconoce a las dos isoformas del
IR). Asi, los inmunocomplejos (s6lo habria de IRA) se
recogieron con la proteina A-agarosa y se sometieron a
una electroforesis en geles PAGE-SDS. Finalmente, las
membranas se incubaron con IGF-1R o con TNFR-1 para
estudiar la posible asociacion entre la IRA e IGF-1R o
TNF-R1, respectivamente.

2.5. Aislamiento de membranas plasmaéticas

Las VSMCs se resuspendieron en el buffer de
homogeneizado (20 mM Tris:HCI pH 7.4, 2 mM EGTA, 2
mM EDTA, 1mM PMSF, 10mM p-Mercaptoetanol,
10pg/mL Aprotinina, 10pug/mL Leupeptina) y se incubaron
durante 10 minutos a 4°C. Las suspensiones se
homogeneizaron con un homogeneizador Douncer. A
continuacion, se centrifugaron a 1300 rpm durante 10 min,
y el sobrenadante se salvé como fraccidn nuclear. Asi, el
pellet se homogeneizd en el buffer + 1% triton-X-100 y se
incubo durante 1 h a 4°C. Posteriormente, se centrifugaron
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a 14000 rpm durante 1 h y el sobrenadante se recogio
como fraccion citosolica. Se detectaron los niveles de
Glut-4 por Western blot utilizando un anticuerpo anti-
Glut-4 (Millipore) en las fracciones citosolicas y de
membranas plasmética. Y se utilizaron como controles de
carga del Western blot, la incubacion Anti-Na'/K* ATPase
(Santa Cruz Biotechnology) y anti-GSK3p (Cell
Signalling) en las fracciones de membrana y citosélica,
respectivamente.

2.6. Captacion de glucosa

Las células con una confluencia del 80% fueron
mantenidas en ausencia de suero durante 4-6h. Después, se
estimularon con 10 o 100 nmol/L de insulina durante 30
minutos. La captacion de glucosa se media por incubacion
de las células con 2-desoxy-d-[1-3H]-glucosa durante los
Gltimos 10 minutos por triplicado en seis experimentos
independientes como previamente se ha descrito (9).

2.7. PCRy gRT-PCR

El RNA fue extraido de las arteria aortas y de las
VSMCs por el método del TRizol (Invitrogen, Barcelona,
Espafia) y cuantificado su concentracion por la medida de
absorbancia a 260 nm. 20 ng de RNA fueron necesarios
para la reaccion de la transcriptasa inversa, durante 15 min
a 25°C y 2h a 37°C, con el kit High Capacity cDNA
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Se evaluaron la
expresion de distintos genes implicados en el proceso
aterosclerdtico en la arteria aorta asi como la expresion de
IRA, IRB, IGF-1R y TNFR-1 en la aorta y las VSMCs.
Como control interno se utilizé la GADPH. La reaccién en
cadena de la polimerasa se realiz6 en un termociclador
7500 Real-Time PCR, y la cuantificacién relativa con el
software Prism 7000 system SDS software (Applied
Biosystems). La expresion de los genes analizados por
gRT-PCR se realiz6 segln se ha descrito previamente (9).
Asi, RQ corresponderia con 2**“' [ACt = Ct (gen diana) —
Ct (gen enddgeno); AACt = ACt para una muestra - ACt
para el control].

En la caracterizacion de las lineas celulares generadas
para confirmar la reconstitucién de las lineas IRA e IRB
VSMCs, se realiz6 un RT-PCR a partir de 5 ug del RNA
total utilizando unos oligonucle6tidos que reconocen el
exén 11 del IR murino para IRLoxP™ e IR (primer 1:
5 -ATCAGAGTGAGTATGACGACTCGG-3" y primer 2,
5-TCCTGACTTGTGGGCA CAATGGTA-3) o del exdn
11 del IR humano para IRA e IRB VSMCs (primer 1, 5'-
ACCAGAGTGAGTATGAGGATTCGG-3" y primer 2,
5-TCCGGACTCGTGGGCA  CGCTGGTC-3".  Los
productos de PCR se resolvieron en geles de agarosa al
2%.

2.8. Estudios de proliferacion por incorporacién de BrdU
10* células en 1mL de medio completo fueron
sembradas en cada pocillo en las placas de 96 pocillos. Al
dia siguiente, las células se mantuvieron en ausencia de
suero durante 5 horas y se estimularon con insulina, IGF-1,
IGF-2, TNF-a u otros estimulos aterogénicos durante 24
horas. Después, el ratio de proliferacion celular se evalué
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utilizando un kit de ELISA BrdU. La incubacion con la
solucién de BrdU marcado fue de 18 h.

2.9. Ensayo de herida

La migracion de las VSMCs fue evaluada mediante un
ensayo de reparacion o cierre de herida. Para este ensayo,
las células se dejaron crecer hasta confluencia en DMEM
suplementado con 10% de FBS. Tras 18 horas sin suero, se
realiz6 una “herida” en la parte central de la placa de
cultivo usando una punta de pipeta estéril y se lavaron las
células varias veces con PBS 1X para asegurar la
eliminacion de todas las células levantadas y/o muertas.
Las células, a excepcién de las células control, se
estimularon con insulina (10 nM), IGF-1 (10 nM), IGF-2
(10 nM), o TNF-a (10 ng/ml) y se incubaron durante 24
horas. La migracion celular fue monitorizada en tres
puntos de referencia seleccionados por visualizacion
microscépica directa utilizando un microscopio invertido
(Nikon Eclipse TE300); mediante una camara digital
acoplada al microscopio (Nikon Digital Sight DSU2), se
tomaron fotografias con un objetivo 10X a tiempo 0
(momento en que realiz6 la herida) y a las 6, 12 y 24 horas
de incubacién. Se emple6 el programa TScratch para llevar
a cabo la cuantificacion de las tasas de cierre de herida,
expresando los resultados como porcentaje de cierre a las
6, 12 0 24 horas respecto al tiempo 0.

2.10. Analisis estadistico

Todos los valores se expresaron como media + SEM.
Los datos se analizaron utilizando un ANOVA seguido de
un test de Bonferroni (Graph Pad Prism 5.0, La Jolla, CA,
USA). Se considerd estadisticamente significativo cuando
p<0.05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Implicacién de la IRA, IGF-1R y los receptores
hibridos IRA/IGF-1R en la aterosclerosis temprana

Uno de los principales objetivos de este trabajo es
valorar si el perfil de expresién de las isoformas del IR
podria modificarse en el proceso aterosclerdtico al igual
gue ocurre en otras situaciones patolégicas como en la
hiperplasia pancreética o en procesos tumorales. Para ello,
empleamos dos modelos animales que presentan distinto
grado de dafio vascular. El primero de ellos fue el raton
ApoE” como modelo de hipercolesterolemia que
desarrolla aterosclerosis de forma espontanea o sometido a
dieta grasa. El raton ApoE™ presentd un aumento
significativo de los niveles de colesterol y de los
triglicéridos sin alteraciones en el metabolismo de la
glucosa. El éarea de lesién en los arcos aorticos era del
48,9%, la acumulacion lipidica en los arcos adrticos del
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23,7% y una estenosis del 32,8% (datos no mostrados).
Ademads, presentan un aumento significativo del infiltrado
de macrdfagos, del nimero de VSMCs y de la tincién
frente a PCNA en los arcos adrticos. También se observo
una aumento significativo de la expresion del mRNA de
ET-1, ICAM-1, MCP-1, TNF-a. y PAI-1 asi como de IRA
(Figure 1A), sin cambios en la IRB, en la arteria aorta de
ratones ApoE™".

El segundo de los modelos que se ha empleado ha sido
el raton BATIRKO de 52 semanas que muestra resistencia
vascular a la insulina y disfuncién vascular (18). Estos
ratones tienen una severa lipoatrofia marron, obesidad,
hipoinsulinemia, moderada hiperglucemia en el ayuno,
intolerancia a la glucosa sin resistencia global a la insulina
debido a un defecto en la secrecion de la insulina (18).
Previamente se habia demostrado que en la aorta del raton
BATIRKO de 52 semanas habia un aumento significativo
de la expresion de ET-1, ICAM-1, MCP-1, TNF-a. 0 PAI-
1 asi como un aumento significativo de la expresion de la
IRA (Figura 1B). Ademds, se observé también una
correlacion significativa y positiva entre la expresion de la
IRAY ET-1, 0 ICAM-1, 0 MCP-1, o TNF-a 0 PAI-1 tanto
en la arteria aorta de ratones ApoE™ como de ratones
BATIRKO (datos no mostrados).

Ademés de observar un aumento significativo de la
expresion de la isoforma A del IR en la aorta de los ratones
ApoE” y BATIRKO de 52 semanas, se obtuvo un
aumento significativo de la expresion de IGF-1R y una
mayor formacion de receptores hibridos IRA/IGF-1R.
Todo ello contribuyendo a la proliferacion y migracién de
las VSMCs implicadas en las fases iniciales del
crecimiento de la placa. Otros autores han descrito
previamente que hay un aumento significativo del IGF-1R
en las placas ateroscleréticas de un modelo experimental
en conejos (19). Sin embargo, los niveles de IGF-1 e IGF-
1R estan disminuidos en placas ateroscleroticas avanzadas
y podrian contribuir a la apoptosis de las VSMCs y
favorecer la ruptura de la placa aterosclerdtica (20, 21).

Un aumento significativo en la formacidn de receptores
hibridos IRA/IGF-1R en la arteria aorta de ApoE™” y
BATIRKO podria contribuir al desarrollo de la resistencia
a la insulina vascular. La regulacion de la expresion del
IGF-1R podria impactar sobre la sensibilidad a la insulina.
En este sentido, la disminucidon de la expresion de IGF-1R
podria incrementar la fraccion de receptores de insulina
organizados en holoreceptores que podria conducir a
aumentar la sefializacién de insulina y las propiedades
anti-inflamatorias de la misma (22).
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Figura 1. Expresion de las isoformas del IR e IGF-1R y sus asociaciones en dos modelos experimentales de dafio vascular. Analisis
por qRT-PCR de la expresion de IRA, IRB and IGF-1R en la aorta del ratén ApoE”" (A), BATIRKO (B) y sus respectivos controles.
Geles representativos y sus cuantificaciones de la asociacion de IRA con IGF-1R en la aorta del ratén ApoE™ (C), BATIRKO (D) y sus
respectivos controles. Grupo control de 24 semanas (C24w; n=5); grupo ApoE™ de 24 semanas (ApoE™ 24w; n =5); grupo control de 52
semanas (C52w; n=6); grupo BATIRKO de 52 semanas (B52w; n=5). *p<0.05 vs. cada Control; Tp<0.05 vs. grupo BATIRKO de 52

semanas.

3.2. Implicacién de la IRA, IGF-1R y los receptores
hibridos IRA/IGF-1R en la proliferacion de las VSMCs
Para estudiar el papel de las isoformas del IR en la
proliferacion de las VSMCs, se generaron cuatro nuevas
lineas celulares adrticas de VSMCs: contienen el IR (WT
and IRLoxP"* VSMCs), que han perdido el IR (IR™
VSMCs), y que expresan solo la IRA (IRA VSMCs) o la
IRB (IRB VSMCs). En primer lugar, se realizé el cultivo
primario de WT o IRLoxP™ VSMCs de arterias aortas
tordcicas. Para comprobar que la inmortalizacion habia
funcionado realizamos un Western blot frente al AgT y
p53 (Figura 2A). También se utilizd una marcador
especifico de VSMCs como la a-actina de masculo liso
(a-SMA) para caracterizar las cuatro lineas (Figure 2B). A
continuaciéon, por Western blot frente al IR,
comprobamos que la linea celular, IR” VSMCs carece de
IR y niveles muy similares del IR en IRA VSMCs, IRB
VSMCs e IRLoxP™" VSMCs (Figure 2B). Ademas
comprobamos por RT-PCR que las IRA VSMCs e IRB
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VSMCs expresan especificamente la isoforma del IRA o la
IRB, respectivamente (Figure 2B).

A continuacién comprobamos que las lineas celulares
reconstituidas presentan un IR funcional y analizamos la
fosforilacion en Tyr del IR y de su sustrato méas importante
en estas células (IRS-1). La insulina indujo la fosforilacion
en Tyr en todas las lineas celulares exceptuando IR”
VSMCs. Ademas, analizamos la fosforilacion de AKT,
p70 y ERK inducida por insulina, IGF-1 e IGF-2. Como
cabia esperar, las IR VSMCs respondian a IGF-1 e IGF-
2, pero no a insulina, mientras que en las IRLoxP™"*
VSMCs se produjo un aumento significativo de p-AKT, p-
p70 y p-ERK inducido por los tres estimulos. Se observé
una mayor afinidad y maxima fosforilacion de AKT, p70y
ERKSs en respuesta a insulina o IGFs en IRA VSMCs
versus IRB VSMCs (Figura 2C y D). En este sentido, se ha
descrito que la insulina induce una sefializacién mas
sostenida en el tiempo en células pancredticas que sélo
expresan la isoforma A con respecto a las que solo
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expresan la IRB (19). Por otro lado, se ha descrito que la
insulina induce la via de sefalizacion PI3K/Akt y la
translocacion de Glut-4 del citosol a la membrana
plasmética (23). Por ello, nos planteamos en este trabajo
analizar el papel diferencial de las dos isoformas del IR en
la captacién de glucosa y se observé que la insulina
inducia captacién de glucosa dosis dependiente en las
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IRLoxP™ VSMCs e IRA VSMCs (Figura 2E). Y
comprobamos que aunque los niveles totales de Glut-4
eran muy similares en todas las lineas celulares estudiadas,
la insulina inducia translocacion de Glut-4 desde el citosol
a la membrana plasmética en IRA VSMCs, pero no en IRB
VSMCs (Figura 2F).

Figura 2. Caracterizacion, sefializacion de insulina y captacion de glucosea de las VSMCs. (A) Andlisis por Western blot de AgT,

p53, a-SMA y B-actina en el cultivo primario y las lineas celulares: WT and IRLoxP

+/+

. (B) (Panel superior) Analisis por Western blot de

IRB en IRLoxP™™, IR”, IRA e IRB VSMCs. (Panel inferior) RT-PCR de las isoformas del IR isoforms en todas las lineas celulares
estudiadas. (C) Analisis por Western blot de la fosforilacion de AKT, p70S6K y ERK en VSMCs en respuesta a insulina 10nM. (D)
Anaélisis comparativo por Western blot de la fosforilacion de AKT, p70S6K y ERK en VSMCs en respuesta a insulina, IGF-1 o IGF-2
10nM. (E) Captacion de glucosa dependiente de insulina en VSMCs. (F) Anélisis por Western blot de Glut-4 en la membrana plasmética
y en el citosol de VSMCs estimuladas con 100 nM de insulina durante 30 min. Los experimentos fueron realizados al menos 5 veces.
Cultivo primario (PC); linea celular (CL); VSMC con IR (WT and IRLoxP**); VSMC sin IR (IR); VSMC sélo con IRA (IRA); VSMC
solo con IRB (IRB); Inmunoprecipitacion (IP) y Western blot (WB). *p<0.05 vs. Control.

A continuacion, como en los modelos in vivo habiamos
visto que el patrén de expresién de las isoformas del IR o
IGF-1R en la arteria aorta de animales control con respecto
a los grupos que poseen alteraciones vasculares puede
modificarse, pensamos que ciertos estimulos implicados en
dichas alteraciones podrian también in vitro modificar la
expresion de estos receptores. En este sentido, observamos
tanto por gRT-PCR como por Western blot, que la
insulina, IGF-2, TNF-a y otros estimulos aterogénicos,
como Ang Il, ET-1 o el andlogo del TXA2 (U46619)
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inducen un aumento significativo de la expresion a nivel
del mRNA y de los niveles de proteina de la IRA sin
modificar la expresion de la IRB en las VSMCs (Figura
3A, B, D y E). Ademas, tanto el IGF-2 como el TNF-a
serian capaces también de aumentar significativamente la
expresion y los niveles de proteina del IGF-1R en las
VSMCs (Figura 3C y F).

A continuacion, evaluamos uno de los principales
objetivos del presente trabajo que es el papel de estos
receptores en la proliferacion de las VSMCs. Para ello,
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analizamos el ratio de proliferacion por incorporacién de
BrdU a las 42h y observamos que la insulina indujo una
discreta proliferacion en WT, IRLoxP™* e IRB VSMCs.
No hubo efecto en la proliferacién inducida por insulina en
las IR VSMCs. Sin embargo, la insulina indujo un
aumento significativo en las IRA VSMCs dosis
dependiente (Figure 4A). Ademas, observamos que 25
nmol/L IGF-1 indujo un aumento significativo de la
proliferacion en todas las lineas estudiadas (Figure 4B).
Sin embargo, 25 nmol/L IGF-2 indujo un aumento
significativo de la proliferacion en IR™ e IRA VSMCs, sin
modificar el ratio de proliferacion en IRLoxP™* and IRB
VSMCs (Figure 4C). Asimismo, cuando empleamos otros
estimulos  aterogénicos que habiamos visto que
aumentaban la expresion de la IRA y que previamente se
han descrito como inductores de la migracion y
proliferacion en VSMCs (24), inducian el mayor
incremento en la ratio de proliferacién en las VSMCs que

solo expresaban la IRA (Figure 4D). En este sentido, se ha
descrito que la IRA podria tener una funcion principal en
procesos proliferativos, como en el céncer y en la
hiperplasia pancreética (9, 11-13)

Ademas de ver in vitro que distintos estimulos podrian
modificar el patron de expresion de las isoformas del IR e
IGF-1R y que en todo caso parece que ese aumento de la
expresion de la IRA podria conferir una ventaja
proliferativa a las VSMCs; queriamos analizar si in vitro
se estaba favoreciendo la formacion de receptores hibridos
IRA/IGF-1R igual que previamente habiamos demostrado
in vivo. Asi, en ambas lineas celulares hay una asociacion
basal de IRA o IRB con IGF-1R. Sin embargo, IGF-2 y
TNF-a inducia de forma significativa la formacion de
receptores hibridos IRA/IGF-1R en IRA VSMCs con
respecto a IRB VSMCs (Figura 4E).

Figura 3. Efecto de la insulina, IGFs u otros estimulos aterogénicos en el perfil de expresion de ambas isoformas del IR e IGF-1R.
Anélisis de los niveles de mRNA por qRT-PCR (A, By C) o de los niveles de proteina por Western Blot (D, E, F) de la IRA, IRB e IGF-
1R en VSMCs estimuladas por insulina, IGF-1, IGF-2, TNF-a, Ang |1, ET-1 0 U46619. *p<0,05 vs. cada control.
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Figura 4. Estudios de proliferacion en VSMCs. Se determinaron los ratios de proliferacion por incorporacion de BrdU en VSMCs en
respuesta a insulina (10-1000 nM) (A), IGF-1 (10-25nM) (B), IGF.2 (10-25 nM) (C) o a estimulos aterogénicos (Ang I, ET-1y U46619)
(D). Geles representativos y cuantificacion de la asociacion de IGF-1R con IR en respuesta a IGF-1 (25 nmol/L), IGF-2 (25 nmol/L) y
TNF-a (10 ng/mL) durante 42h en IRA e IRB VSMCs. *p<0.05 vs. cada Control.

3.3. Implicacién de la IRA, IGF-1R y los receptores
hibridos IRA/IGF-1R en la migracién de las VSMCs

La migracién de las VSMCs contribuye al desarrollo
del proceso aterosclerético. En este contexto, nos
planteamos la necesidad de estudiar el papel de las
isoformas del IR en la migracion de las VSMCs. Para ello,
se llevaron a cabo ensayos de reparacion de herida en
VSMCs control y VSMCs estimuladas con insulina, IGFs
0 TNF-a.

La insulina producia un aumento significativo de la
migracion de las IRLoxP™* VSMCs en comparacién con
las IR VSMCs a las 6 y 12 horas de realizar la herida.
Ademds, inducia un mayor incremento en las tasas de
cierre de herida en las células IRA VSMCs respecto a las
IRB VSMCs a todas las horas estudiadas (Figura 5). Esto
sugiere que la insulina estimula la migracién de las
VSMCs, principalmente a través de la isoforma IRA y en
mucha menor medida a través del IGF-1R. El efecto de la
insulina en la migracién de las VSMCs ha sido estudiado
por distintos autores, con resultados bastante
controvertidos dependiendo de la concentracién de
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insulina. Asi, una concentracion de insulina (1 mM) no
afectaba a la migracién de cultivos primarios de VSMCs
(25). Por el contrario, un estudio reciente demuestra que el
tratamiento con insulina (100 nM) durante 6 dias inducia
la migracién y proliferacién de VSMCs humanas (26).

La estimulacién con IGF-1 potenciaba en gran medida
la migracion de las VSMCs, apreciando incrementos
significativos en las tasas de cierre de herida en las cuatro
lineas celulares estudiadas (Figura 6). Por tanto, este efecto
parece estar mediado principalmente por el IGF-1R, ya
que se ve completamente anulado en VSMCs que carecen
del IGF-1R (dato no mostrado). Asi, IGF-1 es un
reconocido inductor de la migracion de las VSMCs (27,
28). De forma coherente, nuestros resultados sugieren que
IGF-1 potencia en gran medida la migracion de las
IRLoxP™, IR”, IRA e IRB VSMCs. Aunque sus efectos
estan generalmente mediados por el IGF-1R, IGF-1 puede
unirse también al IR con menor afinidad. Sin embargo, el
incremento de la migracion observado en las IR VSMCs
parece evidenciar que este efecto del IGF-1 est4d mediado
principalmente por el IGF-1R.
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Figura 5. Efecto de la insulina en la migracion de las VSMCs. (A) Microfotografias representativas de los ensayos de reparacion de
herida en IRLoxP*™* VSMCs, IR VSMCs, IRA VSMCs e IRB VSMCs estimuladas con insulina (10 nM) a las 0, 6, 12 y 24 horas de
realizar la herida. (B) Efecto de la insulina (10 nM) en las tasas de cierre de herida a las 6, 12 y 24 horas de realizar la herida en todas las
lineas celulares. Los experimentos fueron realizados al menos tres veces. *p<0,05 vs. cada control; Tp<0,05 vs. IR VSMCs; #p<0,05 vs.
IRB VSMCs.

Figura 6. Efecto del IGF-1 en la migracion de las VSMCs. (A) Microfotografias representativas de los ensayos de reparacion de herida
en IRLoxP** VSMCs, IR” VSMCs, IRA VSMCs e IRB VSMCs estimuladas con 1GF-1 (10 nM) a las 0, 6, 12 y 24 horas de realizar la
herida. (B) Efecto del IGF-1 (10 nM) en las tasas de cierre de herida a las 6, 12 y 24 horas de realizar la herida en todas las lineas
celulares. Los experimentos fueron realizados al menos tres veces. *p<0,05 vs. cada control; #p<0,05 vs. IRB VSMCs.
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Por el contrario, IGF-2 induce la migracién a través de
la IRA o la formacidn de receptores hibridos IRA: IGF-1R
(Figura 7). Asi, el maximo efecto del IGF-2 en la
migracion fue el observado en IRA VSMCs a las 12h
(16%). Siendo el efecto de IGF-2 en la migracién de las
VSMCs mucho més discreto, apreciando un incremento
significativo de la misma principalmente en las células
IRA VSMCs.

Se ha descrito que en fases iniciales de la
aterosclerosis, donde cobra especial importancia la
migracion y proliferacion de la VSMCs, hay un aumento
significativo de la expresion de IRA y del IGF-1R (29).
Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten
entender que ese aumento de la expresion de IRA e IGF-
1R favorece la proliferacion y la migracion inducida por
insulina, IGF-1 e IGF-2. Asimismo, parece que la
formacién de receptores hibridos IRA/IGF-1R, presentes
también en la aorta de modelos con aterosclerosis, podria
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favorecer la migracion de las VSMCs inducida por IGF-2.
El aumento tanto de la migracion como de la
proliferacion de las VSMCs contribuye de forma
considerable al desarrollo de una placa aterosclerética
organizada (24). Asi, la formacién temprana de la
neointima puede contribuir al aumento del proceso
inflamatorio y trombético, conduciendo a la aterosclerosis
(30, 31). De este modo, un mejor conocimiento vy
compresion de los mecanismos moleculares y los cambios
celulares asociados al dafio vascular, con el fin de
determinar si la inhibicion del crecimiento y la migracion
de las VSMCs podria servir como nueva estrategia
terapéutica para prevenir el crecimiento de la placa
aterosclerdtica o las complicaciones vasculares asociadas a
la diabetes (32). Asi, se ha descrito que los pacientes
diabéticos presentan una aterosclerosis acelerada en parte
debido a que sus células de musculo liso vascular tienen
mayor tasa de proliferacion, adhesion y migracion (33).

Figura 7. Efecto del IGF-2 en la migracion de las VSMCs. (A) Microfotografias representativas de los ensayos de reparacion de herida
en IRLoxP** VSMCs, IR” VSMCs, IRA VSMCs e IRB VSMCs estimuladas con IGF-2 (10 nM) a las 0, 6, 12 y 24 horas de realizar la
herida. (B) Efecto del IGF-2 (10 nM) en las tasas de cierre de herida a las 6, 12 y 24 horas de realizar la herida en todas las lineas
celulares. Los experimentos fueron realizados al menos tres veces. *p<0,05 vs. cada control; tp<0,05 vs. IR" VSMCs; #p<0,05 vs. IRB

VSMCs.

3.4. Papel del TNF-« en la aterosclerosis temprana

El TNF-o es uno de los estimulos inflamatorios y
aterogénicos que se han utilizado en este trabajo y que
hemos demostrado que modifica el perfil de expresion de
las isoformas del IR, aumentando la expresion y los
niveles de proteina de la IRA (Figura 3A). Dicha citoquina
proinflamatoria inducia también un aumento significativo
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de la expresion de IGF-1R y favorecia la formacion de
receptores hibridos IRA/IGF-1R. Por incorporacion de
BrdU, también observamos que el TNF-o inducia un
aumento significativo del ratio de proliferacion,
principalmente en WT e IRA VSMCs (Figura 8A).
Ademaés se estudié el papel del TNF-a en la migracién de
las VSMCs. Se observo un incremento significativo en las
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tasas de cierre de herida en las IR” VSMCs, IRA VSMCs
e IRB VSMCs a las 24 horas (Figura 8B), sugiriendo un
efecto més tardio del TNF-o en la migracion de las
VSMCs en relacién con los otros estimulos empleados.

Con el fin de analizar porque el TNF-a inducia méas
proliferacion y migracion en las células IRA VSMCs vs
IRB VSMCs, se valord los niveles de proteinas de sus
receptores, TNF-R1 y TNF-R2, asi como su asociacion
con las isoformas del IR. En primer lugar, los niveles de

los receptores de TNF-o fueron muy similares en ambas
lineas celulares (datos no mostrados). Se observé ya una
asociacion basal entre la IRA y los receptores de TNF-a
mientras que dicha asociacion basal no se producia con la
isoforma B del IR (Figura 8C). Ademés, el TNF-a
progresivamente aumentaba la asociacién basal entre la
IRA y TNF-R1 de forma tiempo dependiente. Sin
embargo, la unién del TNF-o disminuia la asociacion
basal entre la IRA 'y el TNF-R2.

Figura 8. Efecto del TNF-a. en las VSMCs. Se valord el efecto del TNF-a en la proliferacion por incorporacion de BrdU (A) y en la
migracion (B) de VSMCs. (C) Geles representativos y cuantificacion de las asociaciones de los dos isoformas del IR, IRA o IRB, con los
receptores de TNF-a, TNF-R1 o TNF-R2. En los experimentos de proliferacion: *p< 0,05 vs cada control. En los experimentos de
migracion: *p<0,05 vs. cada control; tp<0,05 vs. IR” VSMCs: t p<0,05 vs. IRA VSMCs; #p<0,05 vs. IRB VSMCs. Y en los
experimentos de asociacion de IR con TNFRs: *p<0.05 vs. Control (IRA VSMCs); $p<0.05 vs. Control (IRB VSMCs); tp<0.05 vs. TNF
6h (IRB VSMCs); §p<0.05 vs. TNF 18h (IRB VSMCs); ||p<0.05 vs. TNF 24h (IRB VSMCs).

Por ello, quisimos determinar si en la aorta de los
modelos animales con dafio vascular podria haber un
aumento de la expresion del receptor de alta afinidad TNF-
R1 y una posible asociacién con la isoforma A. Asi, se
observé un aumento significativo de TNF-R1 y de su
asociacion con la IRA en la aorta del ratén ApoE™ y
BATIRKO 52 semanas comparado con sus respectivos
controles (Figure 9A y B). En este sentido, estudios
previos han descrito que la sefializacion a través de TNF-
R1 en la pared arterial contribuye en las fases tempranas o
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de rapido crecimiento, mucho mas que en fases mas
tardias, ya que induce un aumento significativo de la
expresion de quimioquinas y moléculas de adhesion asi
como un aumento en la migracién y proliferacion de las
células de musculo liso vascular (34).

Ademaés, nos planteamos en uno de los modelos
empleados, BATIRKO 52 semanas, hacer un tercer grupo
que estuvieran tratados con un anticuerpo monoclonal anti-
TNF-a en las Gltimas seis semanas, ya que en el animal
BATIRKO de 52 semanas el aumento concertado en la
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secrecién de citoquinas proinflamatorias como el TNF-a
por parte de ambos tejidos adiposos, podria ser el
responsable de las alteraciones vasculares observadas. Con
el tratamiento con anti-TNF-a, se observé una mejora en
la obesidad, en las alteraciones metabdlicas y vasculares,
una disminucion de la expresién de la IRA, TNF-R1 e
IGF-1R ademéas de un descenso significativo en la
asociacion entre la IRA y el TNF-R1 y una menor
presencia de receptores hibridos IRA/IGF-1R (Figura 9).
Esta disminucién de la formacion de receptores hibridos
inducida por el tratamiento con anti-TNF-a podria mejorar
la resistencia a la insulina vascular como previamente
habiamos descrito (18).

Finalmente, una mayor presencia de la IRA podria
contribuir al proceso aterosclerético mediando las acciones
proaterogénicas de IGF-2. Estd bien establecido que la
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IRA une IGF-2 con una afinidad muy superior que la IRB
(6). Ademaés, los receptores hibridos IRA/IGF-1R estan
fuertemente activados por IGF-1 e IGF-2 mientras que los
otros receptores hibridos IRB/IGF-1R estarian fuertemente
activados por IGF-1 y débilmente activados por IGF-2
(11). En nuestro trabajo, hemos descrito in vitro que el
IGF-2 o el TNF-a son capaces de aumentar la expresion
de IRA e IGF-1R y favorecer la formacion de receptores
hibridos IRA/IGF-1R en VSMCs y como estos resultados
se confirman in vivo en dos modelos experimentales. Hay
que destacar que IGF-2 se ha descrito que tiene un papel
clave en el crecimiento de la placa ateroscler6tica (35) y la
mayor presencia de la IRA como ocurre en los modelos
descritos favoreceria la formacion de receptores hibridos
con IGF-1R permitiendo la sefializacion de IGF-2.

Figura 9. Expresion de las isoformas del TNF-R1 y sus asociaciones con IRA en dos modelos experimentales de dafio vascular.
Efecto del anti-TNFa. (A) Anélisis por qRT-PCR de la expresién de TNF-R1 en la aorta del ratén ApoE™, BATIRKO y BATIRKO
tratado con anti-TNF-a (B). Geles representativos y sus cuantificaciones de las asociaciones de TNF-R1 con IRA en la aorta del ratén
ApoE™ BATIRKO y BATIRKO tratado con anti-TNF-a. Efecto del tratamiento anti-TNF-o. en la expresién de IRA, IRB e IGF-1R (C)
asi como su asociacion con la isoforma A del IR en la aorta de los tres grupos del modelo BATIRKO (D). Grupo control de 24 semanas
(C24w; n=5); grupo ApoE™ de 24 semanas (ApoE”" 24w; n =5); grupo control de 52 semanas (C52w; n=6); grupo BATIRKO de 52
semanas (B52w; n=5); grupo BATIRKO de 52 semanas tratados con anti-TNF-a. (B52w + anti-TNF-a; n=3). *p<0.05 vs. cada Control;

1p<0.05 vs. grupo BATIRKO de 52 semanas.
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4. CONCLUSIONES

Nuestros datos sugieren que la isoforma A del receptor
de la insulina y la formacion de receptores hibridos con
TNF-R1 o IGF-1R, confieren una ventaja proliferativa a
las células de musculo liso vascular, principalmente en
respuesta a TNF-a 0 IGF-2. Ademas, la migracion de las
VSMCs inducida por insulina, IGF-1 e IGF-2, podria estar
favorecida por el aumento de la expresion de IRA e IGF-
1R. Por ello sugerimos que la IRA confiere a las células de
muasculo liso vascular una ventaja proliferativa vy
migratoria en respuesta a distintas sefiales inflamatorias y
siendo claves para el crecimiento de la placa durante las
fases iniciales del proceso aterogénico.
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RESUMEN: PKR, también Illamada EIF2AK, es una
proteina quinasa de respuesta a ARN de doble cadena
Inducida por interferén que participa en mdltiples
efectos en las células. PKR contribuye de forma activa
en la respuesta celular a numerosos tipos de estrés,
teniendo una importante funcién en el mecanismo de
defensa antiviral del hospedador inducido por los
interferones. PKR ha sido estudiada intensamente a lo
largo del tiempo documentando su relevancia también
como modulador del crecimiento celular, y mas
recientemente implicandola en metabolismo, procesos
inflamatorios, cancer enfermedades
neurodegeneratlvas En esta revision se resume de forma
cronologica, el conocimiento adquirido sobre esta
quinasa y nuestras contribuciones en el mecanismo de
accion y regulacion de PKR llevadas a cabo en el Centro
Nacional de Biotecnologia. Ademads, con especial
interés, se describen los estudios que la autora lidera en
el Complejo Hospitalario Universitario de Granada
mostrando la importancia que PKR tiene como diana
molecular de quimioterapéuticos convencionales y
nuevos farmacos asi como su potencial como
biomarcador y diana terapéutica en varias enfermedades.
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1. INTRODUCTION

The Protein kinase R (PKR), also called eukaryotic
translation initiation factor 2-alpha kinase 2 (EIF2AK?2), is
an interferon-inducible double-stranded RNA protein
kinase with multiple effects in cells (1, 2). PKR actively
contributes to the cellular response to numerous types of
stress, with a critical role in the antiviral defence
mechanism of the host induced by interferons. Interferon
cytokines (IFNs) have a wide range of biological
functions, including antiviral, antiproliferative and
immunomodulatory properties (3). The cloning of
interferon genes, the structure of the ligand and their
receptors, and the signalling pathways and transcription of
IFN-induced genes have been instrumental in reaching an
understanding of how these molecules exert their function
in the cell (4, 5). Among the molecules with important
biological function induced by IFN is PKR, which was
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discovered after the important observations carried out by
the Metz and Kerr groups in the National Institute for
Medical Research, London. In August 1972, an article by
Dr Metz and Dr Esteban published in the Nature journal
showed how viral RNA could be detected in cells
pretreated with interferon and infected with vaccinia virus,
and how protein synthesis ceased early after infection.
They concluded that the effect of interferon must therefore
be at the stage of translation rather than transcription (6).
A few months later, Dr Kerr's group described the
inhibition of viral encephalomyocarditis messenger
ribonucleic acid translation in L-cell extracts (7).
Subsequently, they showed the effect that the synthetic
form of dsRNA (poly dIdC) had on translation (8). These
seminal studies led to the identification in 1976 of a
protein with dsRNA-dependent kinase activity involved in
translation modulation (9). The kinase activity responsible
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for inhibition was then under active search in different
laboratories after the demonstration that a dsRNA-
dependent kinase could inhibit translation through
phosphorylation of the alpha subunit of eukaryotic
initiation factor 2 (elF2a) in rabbit reticulocyte lysates
(10). In addition to elF2a, the kinase activity was found to
phosphorylate a p68 protein in human cells and a p65
protein in murine cells (11). The generation of polyclonal
and monoclonal antibodies against the human p68 protein
allowed determining that this was the kinase itself (12). To
achieve its cloning, which was performed at the Pasteur
Institute (13), this kinase first had to be purified by
immunoaffinity with specific monoclonal antibodies (14).
Then, the purified protein was injected into mice in
presence of poly(A).poly(U) (15). Different names were
given to this kinase, such as p68 protein kinase, DAI
(Double stranded Activated Inhibitor), dSRNA-dependent
protein kinase, and P1/elF2a kinase, until the decision was
made to give PKR a consensus name: Protein Kinase
dsRNA-dependent (16). The human PKR gene consists of
17 exons (whereas the mouse gene has 16) and is encoded
from a single gene located on human chromosome 2p21-
22 and on mouse chromosome 17E2 (17). PKR, which is
expressed constitutively in mammalian cells, has an IFN-
stimulated response element (ISRE) in its determined
promoter, required for transcriptional induction by type |
IFN, but also a kinase conserved sequence (KCS) motif
with an important role in basal transcription in absence of
cytokine tratment (18).

Since these findings were made, PKR has been
extensively studied to document its relevance as a first-line
defence mechanism against infection and as regulator of
cell growth, and more recently it has also been analysed
for its role in metabolism, inflammatory processes, and
age-related diseases. In fact, numerous pieces of original
research and reviews regarding PKR action have been
published over the years. My research about the
mechanism of action of this kinase started in close
collaboration with Dr Gil and co-workers in the group led
by Dr Esteban at the National Centre for Biotechnology
(from 2000 until 2008), and has provided key insights into
the consequences that PKR activation has at the cellular
level but also at the clinical and therapeutic levels. For this
reason our group was invited to review the knowledge of
PKR in 2006-2007 (1, 2). These reviews are being
referenced by other studies looking into the mechanism of
action and the clinical implications of this kinase in several
pathologies. In fact, the reviews we published under the
direction of Dr Esteban, with my contribution as the first
author, in the journals Microbiology and Molecular
Biology Reviews and Biochimie have been cited over 600
times to this date (Scopus database).

The present review will perform a chronological
account of our major contributions to the knowledge of the
mechanisms of action and regulation of PKR, as well as
the decisive contributions of several international groups.
Specific mention will be made of the studies that the
author leads at the University Hospital Complex of
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Granada (Instituto de Investigacién Biosanitaria de
Granada, ibs.GRANADA) since 2009, in the group
currently directed by Dr Marchal, which show the
importance that PKR has as a target of conventional
chemotherapeutics and novel drugs. In addition, special
consideration will be given to future studies necessary to
validate its use as a biomarker and a therapeutic target in
various pathologies.

2. MECHANISME OF ACTION OF PKR

PKR is a serine-threonine kinase composed of a kinase
domain, shared by the other eukaryotic initiation factor 2a
(elF2 o) kinases: general control nonrepressed 2
serine/threonine-protein kinase (GCN2), heme-regulated
serine/threonine-protein kinase (HRI), and PKR-like
endoplasmic reticulum kinase (PERK) (19). In addition,
PKR has two dsRNA binding domains that constitute the
regulatory domain (20). Although the main direct PKR
activator is dsSRNA (produced during infection by several
viruses and detected at low doses in mammalian cells),
PKR is also activated by a variety of forms of cellular
stress described throughout the manuscript. PKR, in
response to specific stress signals, is activated by
autophosphorylation and leads to the phosphorylation of
elF-2a impairing its activity, which results in the inhibition
of protein synthesis and the induction of apoptosis (1, 2).
In addition to its translational regulatory function, PKR
has a role in signal transduction and transcriptional control
through the inhibitor of kB (IkB)/nuclear factor kB (NF-
«kB) pathways. Furthermore, PKR is involved in various
pathways that activate and engage a number of
transcription factors controlling the expression of multiple
genes, including interferon regulatory factor 1 (IRF-1),
signal transducers and activators of transcription factors
(STATS), mitogen-activated protein kinases (MAPKSs), and
p53, among others (1, 2). All these events indicate that
PKR protein needs to be highly regulated. In fact,
numerous studies have found PKR to be dysregulated in
most cancers, neurodegenerative diseases, and other
pathologies.

The main mechanisms of PKR activation by dsRNA, as
well as its effects on the inhibition of protein synthesis
through the phosphorylation of elF2a, had already been
thoroughly characterised before the start of my research in
the field. However, the mechanism by which PKR
activation induces the activation of the transcription factor
NF-kB was still in the early stages of research when |
joined Dr Esteban's group, where we made, along with Dr
Gil, Dr Alcami and co-workers, some key contributions.
These researchs, along with those of other groups, will be
discussed in the following sections

2.1. PKR activation

Although the main direct PKR activator is dsRNA,
PKR is also activated by a variety of cellular stresses,
including cytokine, calcium stress, oxidative stress,
endoplasmic reticulum stress, lipo-stress, amyloid- (AB)
peptide accumulation, polyanions such as heparin, and
several drugs among others (1, 2, 21, 22), or through the
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PKR associated activator (PACT) (23, 24). PKR is also an
intermediary in TLR signalling (25). PKR is engaged in
dsRNA-activated TLR3 signalling, recruited by a TAK1-
containing complex in response to dsRNA binding to the
TLR3 receptor. In addition, PKR integrates and transmits
these signals not only to elF-2a and the translational
machinery, but also to various factors such as STAT IRF1,
p53, JNK, and p38, as well as engages the NF-kB pathway
(1, 2, 26). In non-stressed cells, PKR is in a monomeric
latent state due to the autoinhibitory effect of its dsRBD,
which occludes the KD and regulates the activation of the
kinase. The different dSSRNA molecules are recognised and
bound by PKR through the two N-terminal dsRBM,
resulting in PKR activation and autophosphorylation (27).
The structure of the PKR dsRNA binding domain was
determined by nuclear magnetic resonance (28) offering a
satisfactory explanation for the length required of dsRNA
molecules to be effective PKR activators. Most natural
dsRNA activators of PKR are synthesised in virus-infected
cells as by-products of viral replication or transcription.
For RNA viruses, dsRNA replicative forms are obligatory
intermediates for the synthesis of new genomic RNA
copies. Complex DNA viruses such as vaccinia virus
(VV), adenovirus, or herpes simplex virus (HSV) have
open reading frames in opposite orientation; they produce
overlapping mRNA transcripts that can fold to form
dsRNA stretches responsible for PKR activation in
infected cells (1, 2). After binding dsSRNA, PKR undergoes
a number of conformational changes that relieve the
autoinhibitory interactions of the enzyme and allow
subsequent substrate recognition. Biochemical and genetic

data  have underscored  the importance  of
homodimerisation in PKR activation (29). After
homodimerisation, PKR undergoes rapid

autophosphorylation in a stretch of amino acids termed the
activation segment. Among others, residues Thr446 and
Thr451 in this segment are consistently phosphorylated
during activation (29, 30). This further stabilises PKR
dimerisation, which in turn increases the catalytic activity
of the kinase. Whether of viral origin or pIC, dsRNA thus
not only induces effects on translation, but also influences
various signal transduction pathways that affect different
transcriptional activities. As such, PKR mediates the
dsRNA-induced transcription of many genes through
engagement of multiple transcription pathways (1, 2, 26).

2.2. Translation regulation by PKR

A number of reports have provided insights into the
mechanism of PKR activation and elF20 phosphorylation,
which consists of a three-step pathway in which
dimerisation  of the Kkinase  domain  triggers
autophosphorylation, in turn  promoting  specific
recognition of elF2a. PKR  activation-segment
phosphorylation on Thr446 promotes substrate recognition
and phosphorylation, although it has been reported that
phosphorylation at tyrosine residues in PKR also
contributes to the binding to dsSRNA, autophosphorylation,
and elF2a phosphorylation (31). To this day, a total of 14
phosphorylation sites have been identified in PKR, but
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only 12 are biochemically verified, and 8 have been
functionally characterised (32). Although phosphorylation
of most sites serves to augment kinase activity toward
elF2a, only phosphorylation of T451 is required to
generate an active kinase (32). As predicted for a
translation regulator, PKR is associated to ribosomes,
mainly to 40S subunits (33). Ribosomal association of
PKR appears to be mediated by the dsRBD, strengthening
the role of these domains in the correct regulation of PKR
activity. PKR localisation in ribosomes offers a
satisfactory explanation for its local activation in response
to limited stimulus, as reported by several studies (1, 2,
33). Two models have recently suggested new evidence
for a sentinel model of ribotoxin-induced PKR activation
(34). One possibility is a sentinel model in which PKR
monomers basally associate with the ribosome and rRNA.
Upon interaction with a ribotoxin, one or more portions of
rRNA reposition and thereby promote dimerisation of the
PKR monomers followed by autophosphorylation and self-
activation. A second possibility is a sequential mode
whereby a ribotoxin first associates with rRNA and inflicts
damage and/or alters its structure, thereby exposing new
double-stranded (ds)rRNA regions. This could sequentially
elicit the binding of two or more PKR monomers in close
proximity to the damaged site, followed by the
dimerisation of these monomers and finally the
autophosphorylation and self-activation of the kinase (34).

2.3. NF-xB activation by PKR: identification of TRAF
family proteins linking PKR with NF-«B activation

The NF-«xB family of transcription factors controls the
expression of genes involved in immune and inflammatory
responses, cell differentiation, and apoptosis, among others
(35). NF-xB activation is primarily regulated through its
interaction with the family of inhibitory proteins IxB
which retain NF-xB in the cytoplasm. Phosphorylation of
IxB on two conserved serine residues is mediated by the
IxB kinase complex (IKK complex) in response to a
variety of stimuli, leading to its subsequent ubiquitin-
dependent degradation by the 26S proteasome. This allows
NF-xB translocation to the nucleus, where it can activate
the transcription of a number of genes including those
encoding cytokines, chemokines, cell surface receptors,
and adhesion molecules (36). The IKK complex contains a
structural protein termed IKKy or NEMO and two kinase
subunits, IKKa and IKK (37). The first clues suggesting a
role for PKR in NF-kB activation arose from observations
in 1989 that dsRNA could induce NF-xB activity in
different cell lines (38). Subsequent experiments using the
kinase inhibitor 2-aminopurine suggested a role for PKR in
this process. Additional evidence came from the analysis
of NF-«xB activation following dsRNA treatment in cells
lacking PKR expression. When PKR expression was
downregulated using 2-5A antisense oligonucleotides,
diminished NF-xB activation was observed in response to
dsRNA, with no significant change in the response to
TNF-o (39). The design of mice deficient in PKR
expression in 1995 allowed carry out many critical
experiments for studying the mechanism of action of the
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kinase (40). In fact, experiments performed with PKR™
MEF showed that NF-xB activation was impaired in
response to pIC treatment. As a consequence of the NF-xB
activation impairment, PKR” MEF show defects in IFN
production compared with wt MEF (40). The first
experiments to show the ability of PKR to activate NF-xB
in the context of viral infection came from the laboratory
of Dr Esteban in 1999-2000. These experiments were
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performed with human cells and vaccinia virus
recombinants expressing PKR in an inducible manner
(Figure 1), showing that 1kBa phosphorylation on serines
32 and 36 precedes its degradation and translocation of
NF-«B to the nucleus (41, 42).

Figure 1. Scheme of the recombinant vaccinia virus vectors. The Western Reserve strain of vaccinia virus was used to generate
recombinant viruses expressing the human wild type (WT) and the mutant PKR proteins. The recombinant genes were inserted in the TK
locus of viral genome. PKR expression is regulated by the lac | repressor gene that is under the control of VVV early-late promoter p7.5.
The mutant PKR, K296R has lost the catalityc activity of PKR due to substitution of the lysine 296 by arginine. These vectors allow over-
express proteins in culture cell lines under IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido) induction. Most of our interest genes were over-

expressed using these recombinant vectors.

Initial reports indicated that PKR was the protein
kinase that phosphorylated IxBa directly in response to
dsRNA, based on in vivo and in vitro evidence (43).
Although PKR appears to be necessary for transducing this
signal (1, 2, 43, 44), later evidence pointed to an indirect
role for PKR in IxB phosphorylation. Mutant cells lacking
IKKy were unable to induce NF-xB in response to plIC
treatment (45). Although the kinase NIK was initially
proposed to be downstream of PKR in the IKK activation
process, the participation of NIK in this pathway seems
dubious by virtue of current knowledge of IKK signalling
(1, 2, 37). Although the evidence is consistent with PKR
playing a role in the activation of IKK in response to
dsRNA, the nature of such role is still unclear. In fact,
research groups have disagreed on whether the catalytic
activity of PKR was necessary or not for the successful
activation of NF-kB. In this regard, the studies led by Dr
Esteban’s group made significant contributions and
provided some interesting experiments demonstrating the
essential action of the catalytic domain of PKR. In this
exciting and pioneering environment is where | began my
research of the mechanism of action of PKR as a PhD
student under the direction of Dr Esteban. Our experiments
showed that the association with the IKK complex seems
to involve the PKR catalytic domain, as mutational
analysis suggested (46). Experiments using PKR™ cells
suggested that PKR catalytic activity is needed for IKK
activation using vaccinia virus recombinants expressing
several PKR mutants (Figure 1), (46). Similar results were
found by Dr Williams’s group, in a study in which the
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complementation of PKR™ MEF with plasmid expressing
wt PKR (but not with a catalytically inactive mutant)
restored appropriate NF-xB and IRF-1 activation (44).
However, experiments from other groups carried out on
NIH 3T3 cells suggested that a catalytically inactive PKR
mutant is a poor IKK activator, but when PKR is
expressed at high levels it can activate IKK efficiently
(47). Purified PKR, either wt or mutant K296R, activated
the recombinant IKK protein, suggesting that PKR
catalytic activity was not needed in the process (48, 49). It
has been suggested that the variety of models used in the
different groups can yield either result, also accepting that
the catalytic activity of PKR may or may not be necessary
to activate NF-xB depending on the type of stimulus
triggering the process, and the cellular stress stage.

A major part of my doctoral thesis looked into ways to
decipher the mechanism by which PKR activates NF-xB
transcription factor. Sharing first authorship with Dr Gil, in
2004 we published an original article in Molecular and
Cellular Biology about how TRAF family proteins link
PKR with NF-kB activation. Since then, this piece of
research has been cited over 80 times. Several pathway-
specific adapter proteins, such as members of the TRAF
(TNF receptor associated factors) family, MyD88, TIRAP,
and TRIF, act as mediators that link different pathways
with IKK activation (1, 2, 50). TRAF proteins have
emerged as key signal transducers not only downstream of
TNF receptors, but also in other pathways (50). We
identified two putative TRAF-interacting motifs in the
PKR sequence, and the viability of the PKR/ TRAF
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interaction was suggested by bioinformatic analysis and
confirmed in vivo (51). The interaction between PKR and
TRAF2 or TRAF5 was shown to be dependent on PKR
dimerisation and is functionally relevant, as we
demonstrated in cells genetically deficient in TRAF2 and
TRAFS5 or after expression of TRAF dominant negative
molecules, suggesting that TRAF family proteins act
downstream of PKR and signal towards the activation of
NF-xB (51). With our study as a starting point, other
groups have linked PKR/TRAF with several signalling
pathways with significant relevance in the induction and

activation of Interferon type 1, such as TLR-related
pathways (52). Recently PKR/TRAFs have been also
involved in the protection against a disease caused by a
non-viral pathogen (53).

3.4. PKR involvement in different signalling pathways:
New PKR networks through microarray analysis

The number of functions that PKR plays is in
correlation with its participation in numerous signalling
pathways that have been described over several studies (1,
2, 26) (Figure 2).

Figure 2. PKR is a cellular sensor implicated in the detection of viral RNA and subsequent interferon gene expression. Viral RNA
sensors as retinoic acid-inducible gene | (RIG-1) and melanoma differentiation associated gene 5 (MDADS), and the membrane sensors as
the Tool-like receptors TLRs were discovered after PKR, adding complexity to viral host recognition. PKR is an intermediary component
in TLR signalling. PKR is implicated in the LPS/TLR4-mediated pathway probably recruited by the TIRAP complex. PKR is also
involved during the dsSRNA/TLR3 pathway, recruited by a TAK1-containing complex. Moreover, PKR is crucial for the IFN- o/p
production in response to MDA5-dependent viruses. In addition PKR link RIG-I in the antiviral stress granules function and formation.

PKR was one of the first cellular sensors implicated in
the detection of viral RNA and subsequent interferon
(IFN) gene expression. However, this clear picture of PKR
antiviral function was complicated by the discovery of
cytosolic viral RNA sensors such as retinoic acid-inducible
gene | (RIG-I) and melanoma differentiation-associated
gene 5 (MDADS5), and membrane sensors as the toll-like
receptors TLRs (Figure 2), (54). Since then, the role of
PKR as RNA sensor was minimised, and the focus moved
to the role of other sensors. However, it has been
demonstrated that PKR plays an essential role in IFN-a/B
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production in response to viral infections by regulating the
integrity of IFN-B transcripts. By using PKR-deficient
cells, it has been possible to show that PKR is crucial for
IFN- o/ production in response to MDAS5-dependent
viruses like encephalomyocarditis virus (EMCV),
Theiler’s murine encephalomyelitis virus (TMEV) and
Semliki Forest virus (SFV), but not to RIG-I-dependent
viruses such as Sendai virus or influenza (55). However, it
has been suggested recently a new link between PKR and
RIG-1 in the antiviral stress granules function and
formation (56, 57). In addition, the idea of PKR as key
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regulator of IFN protein synthesis has been also supported
by other studies demonstrating that PKR plays a non-
redundant role in the IFN response to viral infections (54).

On the other hand, it is well-known that PKR is a
potent activator of NF-kB, thereby inducing IFN
transcription in concerted action with interferon regulatory
factors 3 and 7 (IRF-3/7). PKR has been also implicated in
the activation of interferon regulatory factor 1 (IRF 1),
whose expression is strongly upregulated upon viral
infection, and which acts mainly as a transcriptional
activator of IFN-o/ B gene expression (5, 44, 54). PKR also
controls IFN and dsRNA signalling pathways by
modulation of STAT1 and STATS3 transcription factors.
PKR-knockout cells are defective in STATI1
phosphorylation on Ser727, resulting in a 4-fold decrease
in STAT1 dependent transactivation (58). STAT1 is also a
target for PKR-mediated activation in response to
lipopolysaccharide (LPS) in glial cells (59). PKR also
associates to STATS3, and is required for full STAT3
activation in response to platelet-derived growth factor
(PDGF). As proposed for STAT1, PKR regulates the Erk
activation ultimately involved in STAT3 phosphorylation
(60). On the other hand, since it also regulates STATSs
transcription factors, PKR has recently been described to
be involved in the differentiation of chondrocytes through
the modulation of STAT1 and Sox-9 expression (61).

In addition to its well-established role in the interferon
response, PKR is involved in many cellular pathways
exerting various functions on cell growth and
tumourigenesis (1, 2, 26). For example, the link between
PKR and p53 has been described fundamentally in cancer
cells where there is a bidirectional and complex regulatory
relationship between both proteins. PKR interacts directly
with the C-terminal part of p53 and phosphorylates p53 at
the Ser392 residue (62). In addition, PKR is able to
promote the proteasomal degradation of p53 in association
with GSK-3B and mouse double minute 2 homologue
(Mdmz2), independently of translational control (57).
Moreover, it has been demonstrated that the ability of p53
to cause cell cycle arrest and regulate transcription of
target genes was impaired in PKR-knockout cells (62). In
fact, it has been suggested that PKR is a p53 target gene
that plays an important role in the tumour-suppressing
function of p53 (63).

Moreover, PKR is an activator for signalling cascades
involving stress-activated protein kinases, and is described
to mediate Jun kinase (JNK) and mitogen-activated protein
kinase p38 (MAPK) activation in response to specific
stimuli (1, 26). For full activation in response to LPS or
cytokines such as IFN-y, interleukin (IL)-1, or tumour
necrosis factor (TNF)-a, both p38 and JNK are dependent
on PKR (64). Moreover, PKR interacts with and activates
mitogen-activated protein kinase kinase 6 (MKKG®6) in
response to double-stranded RNA stimulation (65).

In order to improve the state of knowledge about new
host genes affected by PKR, we used human cDNA
microarrays to identify, in infected cells, genes
differentially expressed after PKR expression, and
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analysed the requirements of catalytic activity of the
enzyme (66). To express PKR, we used vaccinia virus
recombinants producing wild type PKR and the
catalytically inactive mutant K296R (Figure 1). Most
regulated genes were classified according to biological
function, including apoptosis, stress, defence, and immune
response. A total of 111 genes were regulated specifically
by PKR catalytic activity, highlighting the upregulation of
the ATF-3 transcription factor, involved in stress-induced
B-cell apoptosis. Using null cells for ATF-3 and for the
p65 subunit of NF-xB, we showed that induction of
apoptosis by PKR at late times of infection was dependent
on ATF-3 expression and regulated by NF-xB activation.
The host genes affected by PKR, identified using human
cDNA microarrays, together the ATF3 implication were
published by Dr Guerra and co-workers in 2005 under the
direction of Dr Esteban in the Journal of Biological
Chemistry (66).

2.5. PKR is a potent pro-apoptotic protein: caspases
activation by intrinsic and extrinsic routes

Cell death by apoptosis is a genetic program of
multicellular organisms which implements the ordered
removal of damaged or unwanted cells during
development and in adult life. Deregulation of the
apoptotic process can lead to pathological conditions such
as cancer, autoimmunity, and neurodegeneration (67).
Induction of apoptosis is a common response to viral
infection. Although it may represent an antiviral
mechanism that acts by rapidly eliminating infected cells
and preventing viral spread, virus-induced apoptosis can
also have important pathological implications. Moreover,
apoptosis cell death is an important event during some
chemotherapy treatments in cancer diseases.

The first evidence that PKR was involved in apoptosis
was suggested by Dr Esteban’s group in 1994 using HelLa
cells infected with a VV recombinant vector that expressed
the enzyme under inducible conditions (Figure 1), (68).
The role of PKR in apoptosis was reinforced by studies
developed by other groups with 3T3 cells expressing a
noncatalytic mutant PKR or using MEF derived from
PKR” mice (69, 70). Since then, it has been clearly
demonstrated that PKR mediates the apoptosis induced by
several viruses such us poxviruses, influenza, EMCV,
VSV, etc., probably through dsRNA production (1, 2).
PKR also regulates apoptosis induced in the absence of
viral infection. PKR was shown to mediate the apoptosis
observed during Alzheimer's disease (71) and induced by
oncogenes such as IRF1 or E2F-1, or triggered in response
to dsRNA, TNFa, LPS, tunicamycin, serum starvation, or
IL-3 withdrawal (1, 2). Many of the stimuli that trigger
PKR-dependent apoptosis in the absence of viral infection
rely on PACT/RAX activation. PACT/RAX mediates PKR
activation and subsequent apoptosis in response not only to
cytokines and serum withdrawal, but also to
chemotherapy, ethanol, and viral infection (23, 24, 72).
Analysis of the role of PKR effectors in mediating cell
death suggests an intricate pathway. To distinct degrees, at
least elF-2a, NF-kB, ATF-3, and p53 have been implicated
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in mediating PKR-induced apoptosis (1, 2, 26). Our
research has provided interesting results involving all these
factors. Initial evidence that PKR phosphorylation of elF-
2a is involved in apoptosis induction came from studies
showing that PKR-mediated apoptosis can be inhibited by
expressing an elF-2a dominant-negative mutant (73).
Using the VV expression system (Figure 1), the group of
Dr Esteban showed that apoptosis induced by PKR
expression was prevented by coexpression of an elF-2a
51A mutant (73). Moreover, they described the
involvement of NF-«xB activation in the apoptosis induced
by PKR using proteasome inhibitors that block IxBa
degradation, or by coexpressing dominant negative forms
of IkBa. These observations may appear paradoxical, as
NF-xB is often classified as a prosurvival factor that
prevents apoptosis. However, there is considerable
evidence for the context of NF-xB as a pro- or
antiapoptotic factor, depending on the stimulus that
triggers the apoptosis (1, 2, 41, 42). Subsequently, we
contributed to the discovery of a new transcription factor
involved in the apoptosis induced by PKR (66). The ATF-
3 transcription factor, involved in stress-induced pB-cell
apoptosis, was upregulated after PKR over-expression.
Activation of endogenous PKR with a VV mutant lacking
the viral protein E3L, a PKR inhibitor, triggered an
increase in ATF-3 expression that was not observed in
PKR-knockout cells. Using null cells for ATF-3 and for
the p65 subunit of NF-xkB, we showed that induction of
apoptosis by PKR at late stages of infection was dependent
on ATF-3 expression and regulated by NF-kB activation
(66). Other potential mediators of PKR-induced apoptosis
are the components of the Arf/p53 pathway. The p53
pathway is a critical regulator of apoptosis (1, 2), and the
link between PKR and this pathway has been established
at several levels. Our recently published work in the field
is discussed below. IRF-1 is another PKR target involved
in apoptosis induction (44).

To understand how the activation of PKR effectors
regulates apoptosis induction, it is necessary to understand
how the apoptotic machinery integrates these signals.
Proteolytic enzymes such as caspases are important
effector molecules in apoptosis. Caspases are synthesised
as inactive proforms and, upon activation, they cleave next
to aspartate residues. Activation of caspases can be
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initiated from different entry points, as for example at the
plasma membrane upon ligation of death receptor
(receptor  pathway/extrinsic  pathway) or at the
mitochondria (mitochondrial pathway/intrinsic pathway)
level. Stimulation of death receptors of the tumour
necrosis factor (TNF) receptor superfamily, such as CD95
(APO-1/Fas) or TNF-related apoptosis-inducing ligand
(TRAIL) receptors, results in activation of the initiator
caspase-8, which can propagate the apoptosis signal by
direct cleavage of downstream effector caspases such as
caspase-3. The mitochondrial pathway is initiated by the
release of apoptogenic factors such as cytochrome c,
among others, from the mitochondrial intermembrane
space. The release of cytochrome c into the cytosol
triggers caspase-3 activation through formation of the
cytochrome c/Apaf-1/caspase-9-containing apoptosome
complex. Links between the receptor and the
mitochondrial pathway exist at different levels. Upon
death receptor triggering, activation of caspase-8 may
result in cleavage of Bid and Bax, Bcl-2 family proteins
which in turn translocate to mitochondria to release
cytochrome ¢, thereby initiating a mitochondrial
amplification loop. Finally, activation of caspase-3 triggers
the induction of cell death by apoptosis (1, 74), (Figure 3).
Our research on the mechanism of action involved in
apoptosis induced by PKR has been very active. The group
led by Dr Esteban showed that PKR-induced apoptosis
involves mainly the FADD/caspase 8 pathway. Expression
of a FADD dominant-negative mutant or MC159L (from
molluscum contagiosum virus, MCV) by using VV
recombinants blocked PKR-induced apoptosis and
decreased caspase 8 activity, showing that PKR triggers
apoptosis through FADDmediated activation of caspase 8
(75). In 2002, we found that PKR expression by VV
recombinants also induces caspase 9 activation, which
correlates with Bax protein translocation to the
mitochondria and cytochrome c release to the cytoplasm,
resulting in mitochondrion depolarisation (76). The PKR-
induced caspase 9 biochemical process occurred
downstream of caspase 8 activation, as treating cells with
an inhibitor of caspase 9 results in partial prevention of
PKR-induced apoptosis (76). Also a part of my doctoral
thesis, this work showed both the extrinsic and intrinsic
pathways that PKR induces during apoptosis (Figure 3).
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Figure 3. PKR induces apoptosis activating both, the extrinsic and the intrinsic routes of caspases activation. Through interaction
with FADD, PKR activates caspase-8, which in turn activates the conversion of Procaspase-3 and provokes Bid/Bax interaction, release
of cytochrome ¢ from the mitochondria and formation of the apoptosome (Apaf-1/cytochrome c/caspase-9). Both pathways result in
activation of caspase-3 and degradation of DNA, thus resulting in programmed cell death or apoptosis.

3. PKR REGULATION

The importance of PKR function in antiviral defence,
cell growth, differentiation, stress response, and immune
modulation is further highlighted by the existence of
specific direct and indirect modulators.

3.1. Viral modulators of PKR effect: E3L from vaccinia
virus, LANA 2 from Kaposi’s sarcoma herpesvirus, and
polyprotein from hepatitis ¢ virus as subjects of our
interest

Since the IFN-induced cellular antiviral response is the
primary defence mechanism against virus infections, many
viruses have developed a means to counteract the
induction or effects of IFN (1, 2). Viruses use a humber of
strategies to counteract dsSRNA-dependent pathways, and
specifically to avoid the deleterious effects of the PKR and
other IFN-induced systems. Numerous viral proteins have
been identified as able to avoid the PKR effect, directly
binding PKR or indirectly preventing elF2a
phosphorylation. One recently-researched mechanism that
contributes indirectly by inhibiting the effect of PKR is
mediated by growth arrest and DNA damage-inducible
protein 34 (GADD34), which physically interacts with
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phosphatase-1 cofactor PPlc leading to enhanced
dephosphorylation of elF-2a (77). In addition, some viral
mRNA could initiate translation in an elF2-independent
manner by means of a dedicated RNA structure that stalls
the scanning 40S ribosome on the initiation codon (78).
Viral inhibitors are normally expressed from the onset of
infection to maintain PKR inactive until the virus cycle is
completed. Elimination of PKR inhibitors from these
viruses generally has a severe impact on virus replication
and pathogenesis. Viruses disarmed of PKR inhibitors
usually replicate at lower levels than wild-type viruses in
normal cultured cells, and show an attenuated phenotype
in animals. A detailed analysis of different viral proteins
inhibiting PKR was made in our reviews in 2006 (1, 2). In
the present review, an update with new viral proteins is
displayed in Table 1. In addition, our contribution to the
study of different viral proteins modulating the PKR effect
is also discussed.

Vaccinia virus (VV) and its derivative viruses have
been widely used by the group of Dr Esteban, and are still
being researched as very promising vaccines against
several infections and diseases (HIV, HCV, malaria,
cancer, etc.) (79). VV is relatively resistant to the antiviral
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effects of IFN and is able to rescue the replication of IFN-
sensitive viruses such as VSV and EMCV following co-
infection. Earlier findings suggested that V'V resistance to
IFN was related to interference between the virus and the
IFN system (80). Later studies showed a more complex
landscape, with the VV genome encoding secreted proteins
that bind to receptors and ligands of cytokines and
chemokines (1, 2, 81), and at least two proteins, K3L and
E3L, with the ability to inhibit intracellular IFN-induced
pathways. More recently, another protein (K1) has been
identified as a possible PKR inhibitor (82). The K3L
protein is expressed early in VV infection. K3L protein
binds directly to PKR in vitro, and yeast two-hybrid
interaction assays have localised the K3L protein-binding
site to the C-terminal half of the PKR kinase domain.
Competition binding experiments and sequence homology
between K3L and the N-terminal one-third of elF-2a (72%
similarity and 28% identity) suggest that PKR recognises
K3L and elF-20. by a common mechanism (1, 2). In this
way, K3L protein inhibits autophosphorylation of PKR,
blocking the subsequent inhibition of protein synthesis (1,
2, 83). The role of the E3L gene as an inhibitor of
apoptosis was first detected after infection of HelLa cells
with an E3L deletion mutant of VV by Dr Esteban’s group
(1, 68). The VV E3L gene encodes two proteins, p25 and
p20, expressed early in infection. E3L is a host range gene,
necessary for efficient VV replication in several cell lines,
and is required for VV pathogenesis. The E3L protein is a
dsRNA-binding protein where the carboxy-terminal
domain of E3L encodes the conserved motif that binds
dsRNA. The N-terminal domain required for
neurovirulence is involved in the direct inhibition of PKR
activation, nuclear localisation, and Z-DNA binding (1, 2,
84). E3L also inhibits PKR by direct interaction with PKR,
leading to heterodimer formation (1, 85). Our contribution
in the study of E3L protein showed that E3L expression in
NIH 3T3 cells conferred antiapoptotic and oncogenic
properties. To analyse E3L effects over cellular
metabolism in a virus-free system, we generated stable
mouse 3T3 cell lines expressing E3L (86). Expression of
E3L resulted in inhibition of elF-2a phosphorylation and
IkBo. degradation in response to dsRNA. Antiviral
responses induced by IFN-a/p were partially impaired in
3T3-E3L cells, as we determined by a viability assay upon
VSV infection. E3L expression also conferred resistance to
dsRNA-triggered apoptosis. Interestingly, cells expressing
E3L grew faster than control cells, and showed increased
expression of cyclin A and decreased levels of p27Kipl.
E3L cooperated with H-ras in a focus formation assay, and
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NIH3T3 E3L cells formed solid tumours when injected in
nude mice. Overall, our findings reveal that interference of
E3L protein with several cellular pathways results in
promotion of cellular growth, impairment of antiviral
activity, and resistance to apoptosis (86). These results
(which we published with my contribution as the first
author in Oncogen journal in 2002) together with the
previously described works, led me to writing my doctoral
thesis “Mechanism of action and regulation of Protein
Kinase induced by Interferon: PKR/ Mecanismo de accion
y regulacion de la Proteina Quinasa inducida por
Interferon:PKR”, which received the Special Award
(Premio Extraordinario) of the Autonomous University of
Madrid.

Recently, in collaboration with the group of Dr Rivas,
we have described the regulation of the E3L protein by
small ubiquitin-like modifier proteins. E3L interacts with
SUMO1 through a small ubiquitin-like modifier (SUMO)-
interacting motif (SIM). SIM integrity is required for
maintaining the stability of the viral protein and for the
covalent conjugation of E3 to SUMO1 or SUMO2, a
modification that has a negative effect on the E3L
transcriptional transactivation of several apoptotic genes
(87). My collaboration with Dr Rivas started in 2003, and
since then we have made several significant contributions
to the knowledge about the link between tumour
suppressors and antiviral activity, resulting in some of the
works described in the present review.

Kaposi's sarcoma herpesvirus (KSHV). In
collaboration with Dr Rivas, we showed that the viral
protein LANA2 codified by KSHV inhibits apoptosis and
the PKR-mediated translational block (88), and we
identified a nuclear export signal with important
implications for the function of this viral protein (89).

Hepatitis C virus (HCV). We looked deeper into the
mechanisms of action of other viral proteins modulating
PKR and, in order to analyse the effects of hepatitis C
virus (HCV) on the antiviral response of the host, we
developed a novel vaccinia virus (VV)-based delivery
system polyprotein expression (VT7-HCV7.9), where
structural and nonstructural (except part of NS5B) proteins
of HCV ORF from genotype 1b were efficiently expressed
and produced, and timely regulated in mammalian cell
lines. HCV polyprotein expression caused a severe
cytopathological effect in human cells as a result of the
inhibition of protein synthesis and apoptosis induction
triggered by the activation of the IFN-induced enzymes
PKR and RNase L systems (90).
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Table 1: Viral inhibitors of PKR effect
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Viruses Inhibitor Proteins References
Family Adenoviridae
Adenovirus E1B-55K/E4orf6 (91)
Family Bunyaviridae
Hantavirus ANDV NP (92)
Rift valley fiver, RVFV NSs (93)
Family Coronaviridae
Infectious bronchitis virus, Nsp2 (94)
IBV
Family Filoviridae
Ebola viros EBOV 95
ola viros Vp35 (95)
Family Flaviviridae
Japanese encephalitis virus, NS2A (96)
JEV NS4A (97)
Dengue virus, DENV NS5A (98)
Hepatitis C Virus, HCV E2 (99)
Family Herpesviridae
Herpes simplex virus, HSV US11, y34.5 (100)
Epstein Barr, EBV SM (101)
Kaposi's sarcoma-associated LANA2 (88)
herpesvirus, KHSV VIRE-2 (102)
Cytomegalovirus, CMV TRS1,IRS1 (103)
Family Ortomixiviridae NP (104)
Influenza A virus NS1 (105)
Family Paramixoviridae
Respiratory sincitial virus, RSV NP (106)
RSV
Family Reoviridae
Reovirus P17 (107)
Family Retroviridae
Human Immnodeficiency TAT (108)
virus
Family Togaviridae
Chikungunya Nsp4 (77.109)
Family Poxviridae
Vaccinia virus, VV E3L (68, 84)
K3L (83)
K1 (82)
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3.2. PKR modulation by cellular components

Other functions of PKR (apart from its antiviral
activity) have surfaced with the discovery of numerous
proteins and other cellular structures modulating the
kinase. Moreover, some cellular proteins also modulate
PKR to regulate the antiviral and immunomodulatory
responses.

p58IPK. A member of the tetratricopeptide repeat
family, p58IPK is was the first reported cellular inhibitor
of PKR (110). p58IPK interacts directly with PKR and
inhibits its kinase activity by preventing dimerisation.
Influenza virus partially evades the host's antiviral
response by recruiting p58IPK to repress PKR-mediated
elF-2a phosphorylation (1, 2, 111). In the absence of viral
infection, p58IPK overexpression results in malignant
transformation. Although the exact mechanism has not
been defined, it has been suggested that p58IPK
transforms cells by interfering with PKR-regulated
pathways. PKR inhibition by p58IPK can stimulate cell
growth by disrupting PKR-dependent control of mRNA
translation and by blocking PKR-dependent apoptosis (1,
112). Interestingly, an independent antiviral link has
recently been identified between both proteins, PKR and
p58IPK, involving joint degeneration in mice (113).

PACT. The first protein described as PKR activator
was PACT (PKR activating protein) able to activate PKR
in response to several stresses (1, 23, 24, 72). PACT is a
ubiquitously expressed protein that belongs to the family
of dsRNA-binding proteins and has three dsRNA-binding
domains. Although most studies show that PACT is
necessary for PKR activation in response to different toxic
compounds, such as arsenic, H202, and tunicamycin,
PACT-knockout cells and mice did not exhibit significant
differences in the response to stressful stimuli compared to
a wild-type phenotype (114). Recently, a possible role of
PACT as an inhibitor of PKR during HIV-1 replication has
been described (115).

TRBP. Trans-activation response RNA-binding protein
(TRBP) is a potent PKR modulator that, in turn, regulates
PACT protein. TRPB has generated great interest because
of its role in RNA interference and microRNA (miRNA)
processing (116). Since TRBP inhibits PACT and PKR
activation, both modulators are under intensive analysis as
potential therapeutic targets. TRBP is a cellular RNA-
binding protein isolated by its ability to bind human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) TAR RNA (117,
118). Proposed TRBP functions include inhibition of PKR
activation, regulation of cell proliferation, PKR-
independent translational activation, modulation of HIV-1
gene expression through its association with TAR, and the
control of mRNA translation. TRBP and PKR form a
complex using direct protein-protein interaction through
their dsRBDs that prevents PKR activation (116).

Chaperones. Chaperones are PKR modulators that
have a spectrum of inhibitors currently being tested in
preclinical studies with promising expectations (119). PKR
is negatively regulated by the heat-shock protein 90
(Hsp90). The drug geldanamycin, an inhibitor of Hsp90,
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disrupts the interaction of the PKR-Hsp90-p23 complex,
allowing PKR activation (1, 2). It has been suggested that
Hsp90 contributes to chemotherapy resistance, and its
inhibition has potential therapeutic interest. Similar to
Hsp90, Hsp70 binds to PKR, inhibits PKR
phosphorylation, and prevents apoptosis (120). In stressed
cells, Hsp70 binds to the Fanconi anemia complementation
group C (FANCC) protein and forms a ternary complex
with PKR (1, 2). Consequently, hematopoietic cells with
FANCC mutations or downregulated Hsp70 show
constitutive PKR activation and sensitivity to various cell
stress signals as well as to IFN-based therapy (121).
Overall, the evaluation of HSPs in cells with different
basal levels of PKR activation may open an interesting
field of study on the regulation of PKR and its therapeutic
modulation.

NPM. Nucleophosmin (NPM; also known as B23) is
an abundant and ubiquitously expressed nucleolar
phosphoprotein implicated in ribosome biogenesis (1,
122). It binds nucleic acids, has intrinsic RNase activity
and also acts as a molecular chaperone shuttling between
the nucleus and cytoplasm. NPM has also been implicated
in the acute response to environmental stress and controls
cell proliferation (1, 2). NPM is frequently overexpressed
in tumours of diverse origin (123), and it is translocated in
lymphomas and leukemias. NPM interacts with PKR,
inhibiting elF-20. phosphorylation and PKR-mediated
apoptosis (124). It was suggested that the capacity of NPM
to inhibit PKR activation could explain how NPM
promotes cell proliferation and suppresses the apoptosis
pathway (1). We have identified a novel function for NPM
involving PKR activity with important antitumour and
antiviral consequences, as we analyse in the next section.

3.3. PKR regulation by miRNAs

The first miRNA identified acting on PKR is the
noncoding RNA (pre-miR-886) called nc886 (125, 126).
MiRNAs, small noncoding regulatory factors 18-25 nt in
length, could affect gene expression leading to
translational and transcriptional regulation of numerous
genes and consequently affect protein expression including
kinases. MiRNAs have crucial roles in diverse biological
processes, including apoptosis and cell growth. Multiple
studies have reported altered miRNA levels in stressed
cells or in various disease states, including cancer and
neurodegenerative pathologies. Because of its stability and
easy detection in body fluids, they are being explored as
important biomarkers in various diseases. The extent of
miRNA involvement in PKR regulation and activity is still
not fully understood, but studies have begun to identify
miRNA-mRNA targets of kinases involved in different
pathologies. The pre-microRNA nc886 suppresses PKR
via direct physical interaction, whereas artificial
suppression of nc886 in cholangiocyte cells activated the
canonical PKR/elF2a cell death pathway (126). The
importance of the detection of nc886 has been recently
revealed in two studies with oncologic patients where
nc886 levels in the tumour were related with the
progression of the disease (127). Methylation studies
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conducted in PBMCs from acute myeloid leukemia and
healthy patients have shown epigenetic variability of
nc886 (128), suggesting that the expression levels of this
regulator will be variable, and may be decisive in diseases
where PKR activity is deregulated.

3.4. PKR regulation by compartmental localisation and
post-translational modifications: identification of a novel
PKR modification by Sumoylation

Although PKR has been identified in nuclear and
cytoplasmic fractions, most activities attributed to PKR
occur in the cytoplasm; hence, the role of nuclear PKR
remains unclear. However, recent studies have attributed
clinical and pathological significance to nuclear PKR,
mainly in neurodegeneratives diseases (21, 129).
Moreover, we and others have shown that PKR can be
sequestered in the nucleus by nucleophosmin (1, 2). In
acute leukemia, it has been found that PKR exists in
diverse molecular weight forms in the nucleus, suggesting
that this variance in protein weight is the result of post-
translational modifications (129). In fact, PKR can be
regulated by different post-translational modifications,
including phosphorylation, ubiquitination, and 1SGylation.
Recent observations resulting from the cooperation
between our group and that of Dr Rivas reveal a post-
translational modification of PKR by SUMOylation, with a
direct role in PKR activation and control of virus infection
(130). These results indicate that PKR is modified by both
SUMOL1 and SUMO?2, in vitro and in vivo. We identified
lysine residues Lys-60, Lys-150, and Lys-440 as
SUMOylation sites in PKR. Moreover, these results show
that SUMO is required for efficient PKR-dsRNA binding,
PKR dimerisation, and elF2a phosphorylation. SUMO
potentiated the inhibition of protein synthesis induced by
PKR in response to dsSRNA, whereas a PKR SUMOylation
mutant was impaired in its ability to inhibit protein
synthesis and showed reduced capability to control
vesicular stomatitis virus replication and to induce
apoptosis in response to vesicular stomatitis virus infection
(130). Hence, the analysis of the post-translational
regulation and compartmentalisation of PKR offer
interesting possibilities to control their role in various
diseases.

4. PKR INVOLVEMENT IN SEVERAL DISEASES:
ITS POTENTIAL AS A BIOMARKER AND
THERAPEUTIC TARGET

The study of the mechanism of action and regulation of
PKR has opened the door to a new understanding of the
implications and therapeutic possibilities of this protein in
several diseases as we have recently published in FASEB
Journal in the review titled “The impact of PKR
activation: from neurodegeneration to cancer” under my
leadership as corresponding and last author (131).
Although further analysis are required involving patient
samples, PKR translational research, carried out only in
recent years, shows great potential for this kinase as a
biomarker and therapeutic target.

My incorporation at the University Hospital

154

Maria Angel Garcia Chaves

Complex of Granada as a Researcher of the National
Health System (Miguel Servet Program) was in 2009, with
the aim of transferring our knowledge of PKR and
Interferon to certain diseases, conducting studies with
patients in order to define their clinical utility. Today, I
lead a line of research based on the study of Interferon and
PKR in several diseases at the Institute of Biomedical
Research of Granada (ibs.GRANADA)/University
Hospital Complex of Granada, in the group directed by Dr
Marchal, collaborating also in the discovery of novel
antitumour drugs.

4.1. The role of PKR in Cancer

In addition to its well-established role in the interferon
response, PKR is involved in many cellular pathways
exerting various functions on cell growth and
tumourigenesis (1, 2, 131). However, PKR's exact role in
cancer biology remains controversial. Initially, PKR was
thought to be a tumour suppressor. The first evidence that
PKR controls cell growth, and consequently may function
as an inhibitor of cell proliferation, was obtained after
overexpression of PKR in mammalian, insect, and yeast
cells, where PKR was observed to suppress cell growth
(132, 133). Conversely, the expression of several PKR
dominant-negative  mutants leads to  malignant
transformation of NIH 3T3 cells, and is able to cause
tumourigenesis in nude mice (134, 135). The apoptotic
role of PKR was also in agreement with the notion that this
protein could be a tumour suppressor. PKR is able to
activate the intrinsic and extrinsic apoptotic routes in
cancer cells in response to several stimuli, including
antitumour drugs (22, 76). Moreover, PKR has been
suggested as an essential part of the antitumour activity of
tumour suppressors, such as p53 and PTEN (62, 63, 136).
The link between PKR and p53 has been described
fundamentally in cancer cells where there is a bidirectional
and complex regulatory relationship between both
proteins. PKR interacts directly with the C-terminal part of
p53 and phosphorylates p53 at the Ser392 residue (1, 2,
62). In addition, PKR is able to promote the proteasomal
degradation of p53 in association with GSK-3Band mouse
double minute 2 homologue (Mdmz2), independently of
translational control (131). Moreover, it has been
demonstrated that the ability of p53 to cause cell cycle
arrest and regulate transcription of target genes was
impaired in PKR-knockout cells (1, 2). In fact, it has been
suggested that PKR is a p53 target gene that plays an
important role in the tumour-suppressor function of p53 in
response to DNA damage stress. In addition, PKR could
be transcriptionally regulated by p53 activity in response
to some genotoxic stresses (63). On the other hand, we
have evaluated the antitumour activity of overexpressed
PKR using VV recombinant (Figure 1) with interesting
oncolytic results in mice xenotransplanted with prostate
cancer cells, publishing these data as first author in 2010 in
Anales de la Real Academia Nacional de Farmacia (137).
PKR overexppresion was able to reduce tumour volume
with the advantage of minimising the specific antibodies
induced by the animal against the viral vector in
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comparison with the control empty vector, suggesting the
potential of VV-PKR construction as an oncolytic vector
for cancer (137). A possible mechanism of evasion of PKR
activation has been suggested by some cancer cells that are
unable to induce apoptosis despite elF2a phosphorylation
status (131). Moreover, it has been reported that PKR is
suppressed or inactivated in some malignancies, and
increased PKR expression has been shown to correlate
with better prognosis in head and neck cancer, melanoma,
lung, and colon cancer (1, 131, 138, 139). Furthermore,
some evidence shows that PKR may act as a tumour
suppressor in leukemia and could play an important role in
haematological disorders (129, 131). Other evidence
supporting the antitumour role of PKR comes from studies

demonstrating the importance of PKR/elF2a status in
cancer response to chemotherapy. Chemotherapeutic drugs
such as 5-Fluorouracil, doxorubicin and etoposide are able
to induce and activate PKR protein, triggering apoptosis
(22, 63, 131, 140).

However, evidence also suggests an antagonist role of
PKR in cancer that has challenged the proposed function
of PKR as a tumour suppressor. It is now well established
that activation of PKR leads to the induction of pro-
survival as well as pro-death pathways whose balance
depends on the intensity and nature of the activating
stimulus as well as the activation or level of expression of
the PKR’s modulators (Figure 4).

Figure 4. PKR plays an antagonist role in cancer. PKR activation can induce both pro-survival and pro-death pathways. The nature
and the intensity of activation stimuli as well as the level of expression of PKR"s modulators could decant the balance of consequences of
PKR activation. Understanding the cellular factors and signals that regulate PKR in the different diseases would be extremely valuable

from a clinical point of view.

In fact, it has been reported that PKR was
overexpressed and linked with malignancy in thyroid
carcinoma, broncheoalveolar carcinoma, colon, melanoma,
lung, breast, liver cancers and some haematological
disorders (131, 141, 142). Moreover, PKR involvement
has been suggested in the neoplastic process of the
proliferative transcription factor NF-kB (143). Curiously,
the finding of different expression patterns of
PKR/elF2a/NF-kB activity, even in the same type of
cancer, points to the complexity of the role of PKR in
cancer (126). It is important to note that some clinical
studies related to PKR analysis did not follow a
standardised protocol, differing in the number of tumour
samples analysed and in the inclusion criteria of patients,
which makes it difficult to compare results between
groups. This fact, together with the complexity of PKR
signalling and its regulation, highlights the need for
consensus on a standardised protocol, specifying patient
inclusion criteria, the appropriate number of samples, and
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the methodology employed.

4.1.a. PKR involvement in the antiviral activity of several
tumour suppressors: p53, Arf, and Rb

An increasing number of tumour suppressor genes are
induced by interferons and may play an important role in
the control of cell proliferation induced by this cytokine. In
addition, pathways triggered by both tumour suppressors
and IFN converge as common targets for non-related
tumour viruses. The inhibition of the IFN response by
animal viruses is explained by the fundamental role that
IFN plays to control virus infection. However, the reasons
why many viruses, including those that do not require the
replication of the host, target tumour suppressor pathways
are varied and remain under investigation. In fact,
oncogenic viruses frequently target the pathways
controlled by tumour suppressor genes, suggesting an extra
function for these proteins as antiviral factors.

The classical tumour suppressor induced by IFN is p53,
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a protein classified as tumour suppressor by its capacity to
induce cell cycle arrest and apoptosis in response to a
variety of cellular stresses like DNA damage, transcription
inhibition, depletion of nucleotide pools, oncogene
expression, and heat shock, among others (144). The
induction of p53 by IFN was showed by Takaoka et al. in
2003, and the antiviral activity of this tumour suppressor
was reinforced by the fact that it is frequently targeted by
viral proteins (145). We demonstrated in an elegant way
that VSV is impaired as a result of apoptosis induction via
p53 activation, using a mice model expressing an extra-
copy of p53 called “super p53 mice” (146). Although in
this model we did not directly address the role of PKR in
the antiviral effect of p53, the close link between both
proteins described above suggests great potential for PKR
as a mediator, which should be the subject of other, more
specific studies.

The alternative reading frame (ARF) is one of the two
unrelated products encoded by the INK4a—-ARF locus, one
of the most frequently mutated genes in cancer. Initially,
ARF activity was linked to p53 stabilisation after
oncogenic stress, but p53-independent functions have been
also described, placing this tumour suppressor as sensor of
different types of stress (147). The control exerted by the
tumour suppressor Arf on cellular proliferation is crucial to
restrict tumour development. Several reports described the
activation of ARF after the expression of viral proteins,
type | IFN treatment, or after virus infection, suggestive of
a physiological role for ARF during virus infection (1, 2).
However, due to the well-known connection between ARF
and p53, a direct antiviral activity for ARF independently
of p53 activation had not been considered before. Our
results revealed that ARF can be induced by viral infection
and that the expression of ARF reduces viral infectivity. In
fact, ARF is protective against IFN-sensitive viruses such
as VSV, Sindbis virus, or a recombinant VV rendered IFN
sensitive by deletion of the PKR inhibitory gene, E3L. We
have shown that this antiviral effect depends in part, on
PKR activation mediated by its release from inhibitory
complexes with NPM (148). These results provided a new
link between tumour suppression and antiviral host
defence, an important step to understand the tumourigenic
activity of viruses and a crucial learning for the
forthcoming use of viruses as therapeutic agents. Under
the direction of Dr Rivas, and in collaboration with Dr
Esteban and Dr Serrano, these results were published with
my contribution as the first author in the prestigious
EMBO Journal in 2006 (148).

In addition, we suggested other links between tumour
suppression and antiviral host defence, with PKR playing a
role in the activation of the NF-kB pathway through viral
infection. The retinoblastoma protein Rb is a tumour
suppressor involved in cell cycle control, differentiation,
and inhibition of oncogenic properties (149). We showed
that virus replication was increased by the absence of Rb
tumour suppressor gene expression, and that Rb was
required for the activation of the NF-kB pathway in
response to virus infection (150). An analysis of PKR
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activation in Rb knockout and wild-type MEFs in response
to VSV infection revealed decreased levels of both
phospho-PKR and phosphor-el2Fa  proteins in the
knockout cells, suggesting PKR as a possible mediator.
These results revealed a novel role for tumour suppressor
Rb in viral infection surveillance and further extend the
concept of a link between tumour suppressors and antiviral
activity. These results were published in 2009, under the
direction of Dr Rivas and Dr Esteban, with my
contribution as first author in Plos One journal (150).

In summary, these data highlight an important role of
different tumour suppressors in the complex innate
antiviral host defence, due in part to the involvement of
PKR activity. While the field of tumour suppressors with
antiviral function is in its infancy, future work will unravel
a wider significance of tumour suppressors in host cell
defence against pathogens. Understanding how tumour
suppressors exert their antiviral function will be relevant in
the potential use of viruses as oncolytic agents and for
gene therapy in cancer, as we have reviewed in depth in
both Carcinogenesis and Future Virology journals (151,
152).

4.1.b. PKR as a molecular target of the 5-fluorouracil
chemotherapeutic drug

The chemotherapeutic drug 5-FU is widely used in the
treatment of a range of cancers, being the first and second
line of treatment in combination in colorectal cancer
patients, and the third line in the palliative care of
numerous cancer types. However, adverse effects and
resistance to the drug remain major clinical problems.
Since defects in the mediators of apoptosis may account
for chemoresistance, the identification of new targets
involved in 5-FU-induced apoptosis is of great clinical
interest. The p53 tumour suppressor has been reported as
an important protein involved in 5-FU-induced apoptosis
(153). However, several works have shown that apoptosis
can also occur in mutant p53 cell lines by a mechanism
still unknown, with p53 playing the role of a biomarker of
response to 5-FU in tumours pending to find new targets
involved in 5-FU sensibility or resistance. We have
identified PKR as a key molecular target of 5-FU involved
in apoptosis induction in human colon and breast cancer
cell lines (154). We analysed PKR distribution and
activation, apoptosis induction, and cytotoxic effects
during 5-FU and 5-FU/IFNa treatment in several colon
and breast cancer cell lines with different p53 status. PKR
protein was activated by 5-FU treatment in a p53-
independent manner, inducing phosphorylation of elF-2a
and cell death by apoptosis. Furthermore, PKR
interference promoted a decreased response to 5-FU
treatment and those cells were not affected by the
synergistic antitumour activity of 5-FU/IFNa. combination.
We have shown that PKR is activated in absence of p53
expression and, whereas PKR knockdown decreased 5-
FU-mediated apoptosis, cell death was completely
abolished in absence of both PKR and p53 proteins. These
results suggest the importance of both proteins in 5-FU-
induced apoptosis, and the relevance acquired by PKR in
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tumour cells where p53 is mutated, considering that more
than 50% of colon tumours are deficient in p53 activity.
These results, taken together, provide evidence that PKR is
a key molecular target of 5-FU with potential relevance in
the clinical use of this drug (Figure 5), (154). A method of
obtaining useful data to assess and predict the response to
treatment with pyrimidine analogues has been protected by
international patent (155). My contribution in this field
was as corresponding author of published data in Plos One
journal in 2011 and the main inventor of the patent.
Moreover, we have recently published a patent review of
5-FU derivates from 2012 to 2014 and their implications
for standard and novel therapies in Expert Opinion on
Therapeutic Patents journal (157). | am currently the
principal investigator of two projects funded by the
Andalusian regional government and the Carlos Il
Institute of Health (ISCIII) whose main objective is to
analyse the biomarker potential of PKR in patients with
colon cancer treated with therapies based on 5-FU drugs.

4.1.c. Novel antitumour drugs with high capacity to induce
elF2a phosphorylation and cell death by apoptosis:
Bozepinib, a promising drug against cancer stem cells,
induces PKR-mediated apoptosis and synergises with IFN

Dr Campos, Dr Marchal, Dr Aranega and co-workers
have a long history designing and researching new
antitumour drugs that are more effective and less toxic
than currently standard cancer chemotherapy. My
contribution to the group actually directed by Dr Marchal
has helped determine the effectiveness of various drugs to
induce the phosphorylation of elF2a and/or PKR-mediated
apoptosis. Moreover, my experience with IFN has
contributed to create a new line of research in the group
that aims to enhance the effectiveness of these novel drugs
in combination with biological therapies like interferons,
among others.

The most studied drug by our group is called Bozepinib
[(RS)-2,6-dichloro-9-[1-(p-nitrobenzenesulfonyl)-1,2,3,5-
tetrahydro-4,1- benzoxazepin-3-yl]-9H-purine], which was
designed by the group directed by Dr Campos at the
University of Granada (Figure 6), (157). Bozepinib is a
potent antitumour compound that is able to induce
apoptosis in breast cancer cells, as we published in 2011,
showing a 50% inhibitory concentration (IC50) of 0.166
UM against the MDA-MB-231 human breast
adenocarcinoma cell line and inducing high levels of
apoptosis in tumour cells without acute toxicity in mice
(157). My contribution in 2013 as corresponding author
and last author of the data published in the Drug Design,
Development and Therapy journal showed that Bozepinib
also has antitumour activity in colon cancer cells, showing
inhibitory concentration (IC50) values 50% lower than
those described for breast cancer cells, and suggesting
great potential for this synthetic drug in the treatment of
cancer (158). We identified PKR as a target of Bozepinib,
being upregulated and activated by the drug. However, p53
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was not affected and was not necessary for the induction of
apoptosis in either breast or colon cancer cells. In addition,
the efficacy of Bozepinib was improved when combined
with IFNa cytokine, which enhanced Bozepinib-induced
apoptosis with involvement of protein kinase PKR (Figure
5). Moreover, we reported for the first time that, in
combined therapy, IFNa induces a clear process of
autophagosome formation. Finally, we observed that a
minor population of caspase 3-deficient MCF-7 breast
cancer cells persisted during long-term treatment with
lower doses of Bozepinib and the Bozepinib/IFNa
combination. Curiously, this population showed pB-
galactosidase activity and a percentage of cells arrested in
S phase, suggesting that tumour cells enter in senescence,
more evidently so in cells treated with the Bozepinib/IFNa
combination than in cells treated with Bozepinib or IFNa
alone. Considering the resistance of some cancer cells to
conventional chemotherapy, these data suggested that
combinations enhancing the diversity of the cell death
outcome might succeed in delivering more effective and
less toxic chemotherapy (158).

Given the great potential exhibited by Bozepinib, we
have recently looked into its mechanism of action with
very interesting results (159). Bozepinib shows selectivity
on cancer cells and an inhibitory effect over kinases
involved in  carcinogenesis,  proliferation, and
angiogenesis. The cytotoxic effects of Bozepinib were
observed in both breast and colon cancer cells expressing
different receptor patterns. Bozepinib inhibited HER-2
(human epidermal growth factor receptor 2) signalling
pathway and JNK (c-Jun-N terminal kinase) and ERKSs
(extracellular signal regulated Kkinases) kinases. In
addition, Bozepinib has an inhibitory effect on AKT
(protein kinase B) and VEGF (vascular endothelial growth
factor) together with anti-angiogenic and anti-migratory
activities. Interestingly, Bozepinib inhibited both mammo-
and colonospheres formation regulating genes related to
stem properties such as c-MYC, B-CATENIN, SOX2 and
GLI-3 hedgehog-signalling repressor ,suggesting activity
against cancer stem-like cells (Figure 5). Finally,
Bozepinib shows in vivo anti-tumour and anti-metastatic
efficacy in xenotransplanted nude mice without presenting
sub-acute toxicity. These findings support the need for
further studies on the therapeutic potential of Bozepinib
for cancer patients and were recently published in the
Oncotarget journal under my leadership as corresponding
author (159).

Also designed by the group lead by Dr Campos, other
purines-derived compounds with antitumour efficacy that
we have characterised as potent inducers of elF2a
phosphorylation and apoptosis include the (R,S)-
Benzofused 1,5-Oxatiepine moiety tethered to purines
compounds, the (RS)-9-(2,3-dihydro-1,4-benzoxaheteroin-
2-  ylmethyl)-9H-purines agents, and several
enantiospecific heterocycles linked to purines (160-162).
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Figure 5. PKR is a molecular target of both anticancer drugs, the chemotherapeutic 5-Fluorouracil and the novel compound
Bozepinib. 5-FU and Bozepinib activates PKR inducing cancer cell death by apoptosis. Whereas 5-FU induces PKR activation in a p53-
independent manner, Bozepinib does not activate p53. Both drugs synergized its antitumour effect in combination with IFNa.. Moreover
Bozepinib is able to induce atophagy and senescense in cancer cells in combination with IFNa. In addition Bozepinib inhibits both mamo
and colono-spheres formation regulating genes related to stem properties such as c-MYC, B-CATENIN, SOX2 and GLI-3 hedgehog-

signaling repressor.

Figure 6. Bozepinib structure [(RS)-2,6-dichloro-9-[1-(p-nitrobenzenesulfonyl)-1,2,3,5-tetrahydro-4,1- benzoxazepin-3-yl]-9H-purine].
We have previously published Bozepinib structure in Lopez-Cara et al. (157).

4.2. PKR as a molecular target in neurodegenerative
diseases

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative
disorder marked by senile plaques composed of amyloid-f
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(AB) peptide, neurofibrillary tangles made of
hyperphosphorylated T-tau protein, neuronal loss, and
neuroinflammation,  where  the  apoptotic  death
characterises most of affected neurons. In 2002,
histological methods showed that activated PKR was
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accumulated in degenerating neurons in the brain of
patients with AD (163). Moreover, a number of recent
studies have implicated PKR in the pathogenesis of other
neurodegenerative diseases, such as Parkinson's disease,
Huntington's disease, and amyotrophic lateral sclerosis
(164-166). Previously, it had been demonstrated that the
AP peptide could induce PKR activation in primary
neuronal cultures, triggering cell death by apoptosis (131).
Therefore, PKR activation was considered as a secondary
consequence of extracellular senile plaque formation
contributing to neuronal degeneration. However, recent
evidence indicates a direct involvement of PKR activation
in the pathology of the disease promoting BACE |
expression, an enzyme involved in the accumulation of Ap
peptide (131, 167). Moreover, PKR is also involved in the
mechanism of senile plaque formation through tau
phosphorylation via glycogen synthase kinase 3 (GSK-
3pB) activation (168). On the other hand, PKR seems to be
involved in the inflammatory process that has been
suggested to contribute to AD (131, 169). Several works
have shown how PKR inhibition prevented the neuronal
loss by apoptosis, suggesting the high potential of PKR as
a therapeutic target in neurodegenerative diseases (131,
169). In addition, data showing PKR involvement in
learning and memory suggest that PKR inhibition could
benefit humans, especially those experiencing age-related
memory loss or the most devastating memory loss
associated with AD (170). Although different chemical
compounds and specific peptides protect neurons from
apoptosis by inhibiting PKR, unfortunately they also
display high toxicity, induce undesirable effects outside
the nervous system, or are not able to cross the blood brain
barrier (131, 169). It is therefore necessary to continue
looking for new specific inhibitors of PKR. Due to the fact
that PKR is an ubiquitous and multifunctional protein, the
knowledge of the components involved in how and why
PKR is more active in these pathologies would help find
alternative drugs to target the abnormal activation of PKR
and contribute to the therapeutic control of
neurodegenerative diseases.

4.3. Is PKR involved in inflammatory diseases?

Since PKR is induced by IFNo and the
proinflammatory NF-kB transcription factor is a target of
the kinase, its involvement in inflammatory processes has
been suggested in several works (1, 2). In fact,
experiments using primary mouse cocultures containing
neurons, astrocytes, and microglia have shown that
inhibition of PKR prevents activation of NF-kB, as well as
a strong decrease in production and release of tumour
necrosis factor-a (TNF-a) and interleukin-1b (IL-1b),
(171). Several studies have shown a significant increase in
various inflammatory mediators in plasma and peripheral
blood mononuclear cells of patients with AD compared to
age-matched controls (172). Interestingly, levels of both
total PKR and phospho-PKR were modified in blood
lymphocytes of patients with AD compared with control
individuals, and the upregulation of these proteins in
cerebrospinal fluid was suggested as a potential biomarker
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for AD (131, 169).

Moreover, NFkB regulates the cytokines involved in
several inflammatory diseases like rheumatoid arthritis and
lupus erythematosus, such as IL-6, TNF-a, and IL-1. The
kinase PKR has been involved in the induction of TNF-a
and IL-6 in response to lipopolysaccharide (LPS) in
fibroblasts and alveolar macrophages (173). Interestingly,
transcription of IL-1B, TNF-a and IL-6 decreased in mice
deficient in the expression of PKR when subjected to a
high-fat diet (174). The inhibition of PKR with the C16
compound in PBMCs isolated from patients significantly
decreased the expression and production of cytokines IL-
1B, TNF-a, and IL-6, suggesting that the inhibition of PKR
at the peripheral level can decrease the inflammatory
process in Alzheimer's patients (172). However, the effect
of PKR inhibition over these cytokines in autoimmune
diseases has not yet been explored.

Recently, it has been shown that PKR is an important
key element of the inflammasome complex in
macrophages. PKR interacts with the NOD-like receptor
family, which, together with caspase 1 (Casp-1), integrates
this interesting complex, inducing high levels of the
HMGBL1 cytokine (175). High levels of this cytokine and
of IL -1B have also been linked with inflammatory
processes involved in AD, autoimmune diseases, and
cancer (131). In addition, the PKR gene deletion, or
specific  drug inhibition,  severely  diminished
inflammasome activation in response to various stimuli
(131). Therefore, the analysis of PKR in cancer,
neurodegeneration, and autoimmune diseases in the
context of the inflammasome complex can provide new
evidence on the connection of PKR with these pathologies
with an interesting therapeutic potential.

5. CONCLUDING REMARKS AND FUTURE
PROSPECTS

Since PKR was discovered, its mechanism of action
has been gradually brought to light in several international
publications, an effort to which we have made important
contributions. The involvement of PKR in interferon-
mediated activities, in the induction of apoptosis, in the
activation of proinflammatory transcription factor NFkB,
along with its role in signalling pathways linking
numerous biological events which include antiviral
defence and cell growth, are clear indicators of the great
potential that this protein may have in a variety of
pathologies (Figure 7). The identification of PKR as a
target of both conventional chemotherapeutic and novel
drugs highlights the need to carry out translational studies
with patients to validate its potential as a biomarker of
important diseases like cancer and neurodegeneration.
Moreover, the PKR deregulation showed in diseases like
Alzheimer and inflammatory processes underlines the need
to find applicable inhibitors of this kinase. Since PKR is
expressed in almost all cells, its therapeutic potential could
arise from the factors involved in its regulation. In fact,
understanding the cellular factors and signals that regulate
the role of PKR in the different diseases would be
extremely valuable from a clinical point of view.
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The present review has shown the importance to
conduct continued basic molecular and preclinical studies.
Further along the road, clinical studies could show how an
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pharmacology. With personalised medicine looming in the
future and the genetic and proteomic background of each
patient determining specific approaches, PKR could play

application could be made to diagnostics and an extremely relevant clinical role.

Figure 7. Representative diagram of PKR activation and modulation: pathological consequences of an unbalanced PKR activity.
PKR is activated by a variety of cellular stresses including viral and bacterial infections, cytokines, and chemotherapeutic drugs. PKR
activation involves its autophosphorylation, which triggers the phosphorylation of translation initiation factor elF2a and the activation of
the proinflammatory NF-kB transcription factor. Both effects contribute to induce apoptosis cell death or to induce cell proliferation
depending on the stimulus and unknown factors. In addition, PKR is involved in inflammasome activation and cytokines liberation as IL-
6, TNF o and HMGB among others. Moreover PKR is involved in various pathways that engage multiple genes, including MAPKSs,
ATFs, STATS, and p53, among others. Diverse PKR modulators have been identified, highlighting the PKR activator PACT, the inhibitor
TRBP, and the microRNA mir886. An unbalanced effect induced by dysregulated PKR activity could contribute to neurodegeneration,
cancer and inflammatory diseases.
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ABSTRACT: Computational ChemistrY integrates
basic concepts of chemistry to solve problems through
graphical representations that attempt to explain the
events studied. Molecular modeling is a useful tool
because it allows rationally interpret for example the
process of interaction between a molecule and its target,
and provides reliable data that can predict system
behavior. Moreover, the boom experienced by Structural
Biology and Nuclear Magnetic Resonance has allowed
in recent years to increase the number of 3D structures
for use in modeling. Undoubtedly, the great advances in
the field of bioinformatics, associated with the use of
increasingly sophisticated computational means, portend
the ability to draw sound conclusions from chemical
processes, so this research area has experienced
considerable recognized increase in 2013 by the Royal
Swedish Academy of Sciences awarding the Nobel Prize
in Chemistry. In this paper we review some of the
achievements in the field of molecular modeling by our
group in the past, mainly applied to Biocatalysis, and the
results obtained in the present in the field of controlled
drug release and posit models prediction that can be
used in the near future in the field of great interest in
medicine.
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RESUMEN: La Quimica computacional integra los
conceptos basicos especializados de la Quimica, para la
solucién de problemas por medio de representaciones
graficas que tratan de explicar los sucesos estudiados. El
Modelado Molecular es una herramienta de gran
utilidad, pues permite interpretar de manera racional por
ejemplo el proceso de interaccion entre una molécula y
su diana, y proporciona datos fiables que permiten
predecir el comportamiento del sistema. Por otra parte el
auge experimentado por la Biologia estructural asi como
la Resonancia Magnética Nuclear ha permitido
incrementar en los Ultimos afios el ndmero de
estructuras en 3D para su utilizacion en modelado. Sin
duda, los grandes avances en el campo de la
Bioinformatica, asociados al empleo de medios
computacionales cada vez mas sofisticados, auguran la
capacidad de extraer conclusiones racionales de los
ﬁrocesos quimicos, por lo que esta éarea de investigacion
a experimentado un considerable aumento reconocido
en el afio 2013 por la Real Academia Sueca de las
Ciencias con la concesion del Premio Nobel de
Quimica. En el presente trabajo revisamos algunos de
los logros obtenidos en el campo de la modelizacion
molecular realizados por nuestro grupo en el pasado,
aplicados fundamentalmente a la Biocatalisis, asi como
los resultados obtenidos en el presente en el campo de
liberacion controlada de farmacos postulamos
modelos de prediccion que pueden utilizarse en un
futuro préximo en este campo de gran interés en
Medicina.

An Real Acad Farm Vol. 82, N° 2 (2016), pp. 168-184
Language of Manuscript: Spanish

Premio Real Academia Nacional de Farmacia del Concurso Cientifico 2015 de la Real Academia Nacional de Farmacia

1. INTRODUCCION

La importancia de la utilizacion del modelado
molecular en Quimica fue reconocida en 2013 por la Real
Academia Sueca de las Ciencias, con la concesion del
Premio Nobel de Quimica por el desarrollo de modelos
multiescala de sistemas quimicos complejos a Martin
Karplu, Michael Levitt y Arieh Warshel. Estos modelos
avanzados son unas herramientas sobre todo predictivas,
que permiten acercarse a la realidad y pueden establecer si
una reaccidn va a ocurrir o no, disefiar nuevos materiales o
farmacos, conocer como responden determinadas proteinas
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a contaminantes o a farmacos, determinar las interacciones
farmaco-receptor e innumerables aplicaciones mas.
Actualmente, estos modelos tienen tal poder predictivo que
se pueden hacer experimentos de quimica en ordenador en
lugar de en el laboratorio convencional, lo que ahorra
tiempo y dinero.

Respecto al gran auge del modelado molecular en
Biocatalisis y en general en el disefio de farmacos
realizados mediante estas técnicas tienen un comun
denominador y es el rapido avance producido en biologia
estructural, lo que ha puesto de manifiesto la estructura
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tridimensional de  muchos  biocatalizadores.  Su
conocimiento es fundamental para ambas disciplinas. En
muchas ocasiones la prediccion de la actividad y
selectividad de un biocatalizador ante un sustrato no
natural puede ser compleja. En este sentido, el modelado
molecular es la herramienta que conecta estas estructuras
con las observaciones experimentales. ElI modelado
molecular puede definirse como una descripcion
simplificada o idealizada de un sistema molecular o
proceso entre moléculas, ideada para facilitar célculos y
predicciones. Desde el punto de vista de la utilizacién de
estas enzimas o células para llevar a cabo reacciones fuera
de su medio natural, es decir en los seres vivos, la
Biocatélisis se enriquece cuando los fendmenos que
generan y modulan la actividad catalitica de las enzimas se
estudian con una visién multidisciplinar. Las tecnologias y
herramientas moleculares han avanzado rapidamente en
los ultimos 50 afios, de tal manera que es posible plantear
hipotesis, disefiar experimentos e interpretar resultados
utilizando informacidn tanto experimental como tedrica.

Las Biotransformaciones serian, aquellos procesos en
los que se emplean biocatalizadores para la transformacion
de sustratos no naturales para dicho biocatalizador y se
obtienen productos de alto valor afiadido.

La Biocatalisis, al igual que la quimica orgénica, que
ha evolucionado a partir de una descripcién empirica a una
disciplina basada en el mecanismo y una ciencia basada en
la estructura, estd también evolucionando a un disefio
racional de la ciencia basada en la estructura. EI comienzo
de la biocatélisis estuvo marcado por aproximaciones
empiricas como el cribado, (screening) o simples
extrapolaciones de sustratos conocidos. ElI modelado
molecular puede ayudarnos a responder a importantes
preguntas que se plantean al llevar a cabo un proceso
biocatalizado: i) Explicar a nivel molecular el
comportamiento, en mucho casos conocido de una enzima.
ii) Sugerir como cambia la selectividad de una reaccion
por modificacion del sustrato, enzima o condiciones de
reaccion. iii) Predecir cuantitativamente el grado de
estereoselectividad de una reaccidn catalizada por una
enzima.

No obstante, una vez disefiada la molécula cabeza de
serie diremos que el fArmaco es un ligando de una diana
terapéutica, es decir el receptor biolégico. Cuando el
farmaco esté incorporado en el vehiculo adecuado para su
administracién terapéutica y puede alcanzar el proceso
bioquimico que debe modular, podemos hablar en
términos de medicamento, del cual decimos que el
farmaco es el principio activo.

El disefio de farmacos multidiana (“multi-target”) es
decir, capaces de atacar varios objetivos simultdneamente,
maés eficientes y con menos efectos secundarios, constituye
un punto de inflexién en la tendencia de la investigacion
farmacolégica, ya que propone que la solucién a una
patologia sea sistémica en lugar de especifica. Asi un
medicamento puede constar de varios principios activos
(1). Actualmente se esta trabajando en la combinacion de
varios componentes activos en una Unica pildora, la
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“Polypill”, en personas con diagndstico de enfermedad
cardiovascular, hipertension arterial o diabetes para el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares.

En la Tabla 1A se presenta una primera clasificacion
general de los métodos computaciones en funcién de que
sean métodos de calculo directos o indirectos.

En la Tabla 1B podemos ver la evolucién de las
distintas técnicas computacionales en funcién del
conocimiento que se tenga del sitio de unién o del
receptor. Podemos decir de un modo general, que las dos
estrategias seguidas habitualmente en modelado, son las
denominadas directas e indirectas tal y como se muestra en
la Tabla 1A. En la primera se tienen que conocer las
caracteristicas  tridimensionales de un  receptor
generalmente a partir de datos cristalograficos y se
interpreta la actividad o inactividad de las moléculas en
términos de complementariedad con el receptor. Esto es lo
que se conoce por el término de “docking”. Los programas
de docking, anglicismo que puede traducirse por
acoplamiento se han utilizado tradicionalmente para
realizar una exploracion exhaustiva ligando proteina. Su
objetivo es la obtencion de la estructura del complejo
receptor-ligando de energia méas baja (se debe cumplir que
AE < 0), y el andlisis de las principales interacciones
implicadas en la union farmaco-receptor.

En la Figura 1A, podemos ver la interaccion que se
produciria entre la acetil colinesterasa de Torpedo
californica (receptor), el cloruro de donepezilo (ligando) y
el THC (1). Por otra parte se comparan los valores de
energia con analogos desarrollados en nuestro grupo de
investigacién y disefiados inicialmente en el ordenador
mediante técnicas computacionales y posteriormente
sintetizados en nuestro laboratorio Figura 1B, para el
tratamiento de las fases iniciales de la enfermedad de
Alzheimer. El farmaco bloquea el sitio catalitico de la
enzima lo que impediria que se produjese la hidrélisis del
neurotransmisor acetilcolina que es su sustrato natural.
Este conocimiento permitiria disefiar nuevos analogos mas
potentes (2).

La segunda estrategia, (estructura tridimensional del
receptor no conocida), se basa en el analisis comparativo
de las caracteristicas estructurales de sustancias conocidas
activas o inactivas con el fin de definir un farmacéforo
(parte de la molécula que produce los efectos fisioldgicos
especificos de un medicamento) apropiado para la
actividad biolégica estudiada siendo la aplicacion mas
destacada las relaciones cuantitativas estructura actividad
en tres dimensiones (QSAR 3D).

La prediccion cuantitativa in silico de la actividad
enzimatica y la selectividad sigue siendo un objetivo de
gran interés en Biocatalisis.

Los estudios de las dos dultimas décadas han
demostrado como las enzimas pueden utilizarse
adecuadamente, tanto en disoluciéon acuosa como en
entornos no convencionales para éstas, como por ejemplo
disolventes organicos, liquidos ionicos, etc., lo que permite
poner en practica nuevas metodologias, incluso en los
ambientes mas extremos.

169



Las simulaciones moleculares nos permiten la
construccién de modelos virtuales de sistemas quimicos.
El principal interés del modelado molecular en Biocatalisis
es el conocimiento a nivel molecular de las interacciones
enzima-sustrato. En muchos casos persiguiendo como
meta, la prediccion de la actividad y selectividad, como
comentamos anteriormente. Hay distintos algoritmos que
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nos sirven para predecir el docking de un sustrato en el
centro activo de una enzima, asi como para el célculo de su
energia de interaccion y para la simulacion de su energia
de solvatacion. La aplicacién de estos métodos a la
biocatlisis esta basada en el calculo de la energia libre de
la reaccién que a su vez deriva de la simulacion del estado
de transicion.

Figura 1 (A). Interaccién de un farmaco (donepezilo, representado en negro) con su diana (acetilcolinesterasa humana, aminoacidos
representados en gris), y tetrahidrocannabinol (representado en blanco). (B) Valores de energia de interaccion mediante modificaciones
estructurales de la molécula de THC. Se compara con el Donepezilo amarillo -6,68 Kcal/mol. Comp. fucsia -7,40 Kcal/mol. Comp. azul -

8,20 Kcal/mol obtenidos por técnicas computacionales.

En el presente trabajo, haremos una revision de las
diferentes etapas de nuestra investigacion mencionando
algunos resultados obtenidos fundamentalmente en el
campo de la Biocatdlisis, hasta el momento actual en que
utilizamos los modelos tridimensionales en la liberacion
controlada de fdrmacos. En la parte final del trabajo se
presenta una tabla de fA&rmacos agrupados en sus familias
terapéuticas, en la que a partir de sus potenciales de

interaccion y energia de docking se puede predecir
cualitativamente el comportamiento cinético que tendra el
farmaco en la matriz.

Un ejemplo de lo anteriormente dicho se muestra en la
investigacién mostrada a continuacién por nuestro grupo
en dos etapas muy diferentes en el tiempo y que demuestra
el poder predictivo de estas técnicas (3):

(A)

(B)

Figura 2. (A) docking manual para el 2-fenil-1,3-propanodiol. (B) docking automatico para el 2-fenil-1,3-propanodiol.
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En la acilacion de diferentes (1,n)-alcanodioles
utilizados como intermedios en la preparacion de una gran
variedad de compuestos de interés como agentes
antibacterianos entre otros, se utilizé la lipasa de pancreas
porcino mediante la realizacion de un docking manual de
los diferentes sustratos en la estructura descrita del centro
activo, para el 2-fenil-1,3-propanodiol (Figura 2A ). Se
postuld el posible papel del residuo Phe216 como
importante para el correcto reconocimiento del sustrato,
ajustando las dimensiones de los sustratos a un triangulo
cuyas dimensiones coinciden con los residuos Serl53,
His264 (correspondientes a la triada catalitica) y la
mencionada Phe 216. Un estudio mas refinado de docking
realizado por nuestro grupo afios después ha confirmado
dicha hipotesis, al verificarse las distancias previstas y las
interacciones propuestas (Figura 2B).

Cuando los fendmenos son demasiado complejos para
ser simulados, se usan otros métodos de célculo, tales
como la quimiometria, que es la ciencia de las mediciones
realizadas sobre un sistema o proceso quimico sobre el
estado del sistema por aplicacion de métodos matematicos
0 estadisticos. Consta de una serie de técnicas
heterogéneas, entre las cuales el disefio estadistico de
experimentos y analisis estadisticos multivariante son los
mas importantes para la aplicacion en biocatalisis.

Un disefio estadistico experimental permite conocer los
factores que tienen mayor impacto sobre los resultados.
Usando este método, muchas variables pueden ser
estudiadas al mismo tiempo, y utilizando esta informacion,
las condiciones experimentales se pueden mejorar hasta
llegar a las condiciones éptimas.

Todos los métodos estadisticos multivariable tienen la
capacidad de extraer la informacién relevante contenida en
un sistema complejo descrito por un amplio ndmero de
variables (hasta varios miles) y esta informacion se
representa en un espacio de dimensionalidad reducida,
haciendo asi posible su interpretacion. Los métodos
estadisticos multivariable estan basados en diferentes bases
matematicas. En particular los métodos QSAR usan las
propiedades estructurales de las moléculas (generalmente
adquiridas por métodos de simulacién) como la base de
partida para el analisis estadistico, que eventualmente
encuentra correlaciones entre la estructura molecular y
respuestas medibles experimentalmente.

Debido a su capacidad inherente de simplificar el
analisis de sistemas complejos, la quimiometria encuentra
una amplia aplicacién para el estudio y optimizacion de
procesos industriales.

Tabla 1A. Métodos computacionales en disefio de farmacos.

Métodos computacionales en disefio de farmacos
directos
Modelizacién Docking Binding
Indirectos
QSAR Farmaco6foro Diversidad Moleculan
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Tabla 1B. Evolucion de las técnicas computacionales en funcién del conocimiento de la estructura del ligando y el receptor.

ESTRUCTURA DEL ESTRUCTURA DEL RECEPTOR

LIGANDO

CONOCIDA

DESCONOCIDA

receptor

Interacciones ligando-

Modelos de farmacoforos

Dinamica Molecular y

Técnicas de docking

Busquedas 3D basadas en

el ligando/ farmacoforo

QSAR 2Dy 3D

Disefio de novo

Generar estructuras en 3D

en el disefio

Busquedas 3D basadas

Medidas de Similitud y
Diversidad Molecular

Quimica Combinatoria

2. MODELADO MOLECULAR E INGENIERIA
RACIONAL DE ENZIMAS

Algunos de los logros maés relevantes de las técnicas
computacionales en Biocatalisis provienen de la ingenieria
racional de enzimas. Esta aproximacion a la evolucion del
biocatalizador es a veces vista en competencia con la
evolucién dirigida. La modelizacién molecular es muy
adecuada para optimizar interacciones enzima-sustrato asi
como el mecanismo catalitico de la enzima. Sin embargo,
el disefio computacional en general es mucho menos
eficiente en la identificacion de los efectos de las
mutaciones que se encuentran alejadas del centro activo:
estas mutaciones pueden todavia alterar la estructura de la
proteina y modificar el comportamiento del catalizador o

la estabilidad de la enzima. En este contexto, la evolucion
dirigida puede ofrecer una solucion al problema.

Estudios recientes han puesto de manifiesto la
utilizacion de los métodos de simulacion molecular en la
induccion de la promiscuidad catalitica de las enzimas, es
decir reacciones para las que en principio un ligando no es
el sustrato natural de esa enzima. En el ejemplo mostrado
en la figura 3 se propone un estado de transicion para la
reaccion deseada, posteriormente se propone un centro
activo capaz de estabilizar el estado de transicion por
métodos de mecanica cuantica y posteriormente se acopla
ese centro activo en un andamio adecuado utilizando
algoritmos como Rosetta.

Figura 3. Modificacion de un centro activo para la consecucidn de la actividad deseada.

3. RECONOCIMIENTO ENZIMA-SUSTRATO Y
SELECTIVIDAD DE LA ENZIMA

Las técnicas de modelizaciobn molecular se han
convertido en herramientas de rutina en la descripcion de
las interacciones enzima-sustrato. Mas temas de interés
tales como la mejora de la estabilidad de la enzima y la
modelizacién de efecto del disolvente sobre las reacciones
biocatalizadas han sido investigadas en una proporcion
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menor. En el primer caso, esto se debe a que la
estabilizacion de la enzima se consigue més a menudo a
través de diferentes rutas (por ejemplo, mediante evolucion
dirigida).

La mayoria de los estudios computacionales realizados
en el campo de la Biocatélisis se concentran en la
prediccion de la selectividad de la enzima. Esto implica el
célculo de la constante de la selectividad (kcat/Ky), que
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depende de la energia libre del estado transicion de de la
reaccion. En este sentido, los denominados métodos ab
initio de la Mecéanica Cuéntica (QM) son capaces de
reproducir los datos experimentales sin  emplear
pardmetros empiricos. Como es légico al aumentar el
nimero de nucleos y de electrones, es mayor el nimero de
funciones de base precisas para construir los orbitales
moleculares (OMs), con las consiguientes dificultades de
célculo que acarrea, En razon de la evaluacion completa o
no de todas las integrales electrdnicas, se puede hablar de
métodos ab initio y de métodos semiempiricos. El
inconveniente principal de la utilizacion de los métodos ab
initio es que la complejidad del calculo restringe sus
aplicaciones a dianas quimicas a nivel de unas pocas
decenas de &tomos. Por tanto, la complejidad de un
sistema biocatalitico limita drasticamente la posibilidad de
aplicar métodos de QM, forzando a la Quimica
Computacional hacia el uso de métodos de Mecénica
Molecular Clésica (MM), basados en un conjunto de
ecuaciones y parametros denominados Campos de Fuerza).

La MM considera los &tomos de una molécula como un
conjunto de masas interaccionando via fuerzas armonicas
0 elésticas. Esto permite la simulacién de macromoléculas
(como las proteinas), pero la naturaleza empirica de los
campos de fuerza que deben ser correctamente
parametrizados, hace que el tratamiento de cualquier
efecto electronico sea inviable. Se han ajustado
empiricamente las ecuaciones y los pardmetros para que
coincida con los resultados experimentales. A un conjunto
de ecuaciones y pardmetros se denomina campo de fuerza
y la mayoria de programas de modelado molecular pueden
elegir entre varios campos de fuerza, como por ejemplo
MM2 (o sus posteriores versiones MM3 y MM4) para
moléculas pequefias (4), Amber (5) para las proteinas
(mejor opcién, puesto que contempla las interacciones
electrostaticas de una forma méas adecuada) o CHARMM

(6).

Los métodos mecacuanticos (QM) pueden superar
estas limitaciones, ya que se basan en la solucién de la
ecuacion de Schrddinger y aunque este enfoque sigue
siendo computacionalmente demasiado caro para ser Util
como herramienta de prediccion de rutina, el continuo
crecimiento del poder computacional se espera que haga
maés asequible los célculos de QM.

Una solucion intermedia se basaria en la utilizacion de
métodos hibridos de QM-MM, los cuales tratan la parte
reactiva relativamente pequefia de los sistemas
biocataliticos a nivel de QM y todo lo deméas por MM,
ofreciendo una buena alternativa de calculo.

4. SIMULACION DE ANALOGOS DEL ESTADO DE
TRANSICION

La cinética de las reacciones biocatalizadas depende de
la energia libre de sus estados de transicion, en las que las
especies quimicas no son estables. Sin embargo, los
métodos de MM solo pueden usarse cuando las estructuras
son estables y ademés son incapaces de tratar la ruptura y
formaciéon de enlaces. La estrategia mas comudn para
modelar in silico, las interacciones entre las enzimas
hidroliticas y sus sustratos a nivel de la MM es la
simulacion del intermedio tetraédrico, que es una especie
quimica estable unida covalentemente al residuo catalitico
de la proteina y que imita el estado de transicion de la
reaccion.

En la Figura 4 se representa el complejo acil enzima de
la lipasa de Candida rugosa, y el R-y S-ketoprofeno en el
centro activo de la lipasa de C. rugosa, enantiémero
preferentemente reconocido en la hidrolisis
estereoselectiva a partir de la mezcla racémica (7). Para la
obtenciéon de estos complejos en primer lugar se
obtuvieron los conférmeros de minima energia por
Mecanica Molecular y posteriormente se realizd una
dindmica Molecular.

Figura 4. Simulacion del complejo tetraédrico acil enzima, entre el R-ketoprofeno y el S-ketoprofeno.

En el caso del R-ketoprofeno, el anillo de benceno mas
externo queda hacia fuera del centro activo compuesto por
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los aminodcidos Ser209, His449, Glu341, mientras que en
el S-ketoprofeno el anillo queda mas hacia el interior del
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centro activo, y en este caso hay interacciones m-stacking
con la Phe-296 y 345, mientras que en el caso del R, solo
con la Phe-245. Por tanto podemos concluir que la
interaccion con el R es menos favorable ya que los anillos
estan practicamente dispuestos perpendicularmente el uno
respecto del otro. De esta forma podriamos predecir la
selectividad de esta enzima tanto en las reacciones de
hidrdlisis de sus ésteres como en la reacciones de sintesis
de los 4cidos correspondientes.

En otros experimentos Ilevados a cabo por otros grupos
se ha visto que mediante la simulacion de anéalogos del
estado de transicion para la hidrolisis de una serie de
diésteres se pudo demostrar que la enantioselectividad es
una funcién de la longitud de la cadena del &cido.

5. DESCRIPCION GRID DE LA NATURALEZA DEL
CENTRO ACTIVO

El enfoque GRID que complementa la simulacion de
analogos del estado de transicion permite una descripcion
mé&s precisa de la interaccion enzima-sustrato (8) y fue
aplicado en el estudio de la selectividad de la penicilina G
amidasa (PGA) (9,10). Ademas de proporcionar directrices
para el acoplamiento de los sustratos en el centro activo de
la enzima, la visualizacion de los campos de interaccion
molecular (MIF) generados por diferentes sondas
(hidrofébicas, dadores de enlaces- H, aceptores de enlaces-
H y grupos cargados) permitio una exploracion facil y
rdpida de la naturaleza quimica del centro activo,
consiguiendo asi un esquema completo de los
requerimientos  estructurales del sustrato para el
reconocimiento optimo del mismo. Ademaés, el estudio
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establecid las normas generales para la
enantiodiscriminacion ilustrando cémo los enantiémeros
tienen diferentes interacciones con dos porciones
guimicamente distintas del centro activo. Las tasas de
acilacion  determinados  experimentalmente  fueron
utilizadas para validar el modelo, que proporciona sélo una
prediccion cualitativa. El docking con los &cidos S y R
ketoprofeno confirmd los resultados predichos en el
apartado anterior, ya que la energia de interaccion fue mas
favorable en el caso del Sy la distancia respecto al residuo
catalitico fue menor en el S-ketoprofeno que en el R (2,96
A del S frente a 9 A del R) como puede apreciarse en la
Figura 5.

Aunque en los ejemplos expuestos hasta ahora se
alcanzaron buenos resultados en la racionalizacion de las
estrategias experimentales, todos fallan en hacer una
prediccion cuantitativa de la selectividad enzima, incluso
cuando el andlisis GRID se combina con aproximaciones
al analogo al estado de transicion.

Esta limitacion se debe a que todos los enfoques
descritos se basan en varias aproximaciones significativas
(12).

El primer problema se puede achacar a la naturaleza
simplificada de los célculos del campo de fuerza
empleado. Por otra parte, el segundo gran problema viene
del hecho de que las pequefias diferencias de energia
originan grandes variaciones en la selectividad, que
pueden ser enmascaradas por las grandes fluctuaciones
causadas por el movimiento normal de las proteinas.

Figura 5. Docking automatico entre R-ketoprofeno y el S-ketoprofeno y el centro activo de la lipasa de Candida rugosa.

6. PREDICCION DE LA ENANTIOSELECTIVIDAD
DE LA ENZIMA POR METODOS DE MECANICA
CUANTICA Y/O MECANICA MOLECULAR

El primer y més clésico estudio sobre la prediccion
cuantitativa de la diferencia de energia libre entre los dos
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intermedios tetraédricos de dos enantiomeros fue descrito
por Colombo y cols. (12) en la resolucién de una mezcla
racémica de 1-feniletanol por acilacion catalizada por
subtilisina. El enfoque consistié en un modelo con todos
los atomos con solvatacién explicita completa, energia
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libre de perturbacién (FEP), simulaciones de MD
(dindmica molecular), y cargas atémicas derivadas de

metodologias de QM y /o MM.

Figura 6. Superposicion de conférmeros del R- y S-ketoprofeno en el centro activo de la lipasa donde se pone de manifiesto las diferentes

orientaciones del sustrato.(Figura original, no publicada).

Los resultados en ese estudio de 1999 probablemente
representan la mejor prediccién cuantitativa de la
enantioselectividad descrita hasta ahora en la bibliografia,
pero a pesar de todo, la tasa de error alun puede
considerarse como elevada. Sin duda, la principal
dificultad a la hora de llevar a cabo una prediccion
cuantitativa adecuada de la enantioselectividad deriva del
hecho de que, aunque se pueda establecer de una forma
muy precisa cual es la energia libre del estado de
transicion del enantiomero preferentemente reconocido
dentro del centro activo, el otro enantibmero puede tener
diferentes tipos de orientaciones, que implican
interacciones con diferentes zonas del centro activo (13-
14) como se puede visualizar en la figura adjunta en el
estudio realizado por nuestro grupo de investigacion
(Figura 6). Esta diferente orientacion del R y S-
ketopropfeno en el centro activo de la enzima conlleva una
diferente estereoselectividad y que puede predecirse in
silico cualitativamente y por tanto saber que enantiomero
sera reconocido preferentemente.

6.1. Correlacion entre la selectividad de la enzima y
descriptores moleculares

Dado que el célculo preciso de la energia libre de una
reaccion biocatalizada sigue siendo una tarea dificil, el
desarrollo de las alternativas mas simples y directas es un
rea activa de investigacion.

Cabe sefialar que para que una herramienta de
prediccion sea atractiva debe ser competitiva con el tiempo
empleado en el laboratorio para realizar un experimento.
En general, no hay motivos para esperar dos meses para la
prediccion de una medida que puede ser realizada
experimentalmente en dos semanas (15).

En este sentido, los métodos de MD, FEP, y QM no
son probablemente los mas apropiados para el desarrollo
de modelos de prediccion, al menos a la luz de los
instrumentos de calculo cominmente disponibles.
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Como consecuencia, varias estrategias alternativas se
han desarrollado, destinadas a simplificar célculos y evitar
el célculo de la energia del estado de transicion de la
reaccion.

Estas ideas se han aplicado en el estudio de
enantioreconocimiento de alcoholes terciarios por
carboxilesterasas (16). Demostraron como una prediccién
cuantitativa de la enantioselectividad se puede realizar
evitando el célculo de la energia libre del estado de
transicion.

El anélisis geométrico de los intermedios tetraédricos,
construido por docking manual y simulaciones de MD,
puso de manifiesto la correlaciéon cuantitativa entre la
enantioselectividad y un descriptor geométrico Unico,
definido como la distancia entre el nitrégeno de la
histidina catalitica y uno de los atomos de oxigeno del
sustrato. Aunque la validez de este tipo de descriptores no
se puede asumir como general, la identificacion de
correlaciones  similares  en  diferentes  sistemas
biocataliticos representa una ruta original y sencilla para la
prediccion de la enantioselectividad en un plazo razonable
de tiempo.

7. QSAR 3D PARA LA PREDICCION DE LA
ENANTIOSELECTIVIDAD

Los métodos QSAR 3D (relaciones cuantitativas
estructura-actividad en tres dimensiones) utilizan los datos
provenientes de simulaciones moleculares como entrada
para el andlisis estadistico multivariante y representan la
fusion entre el Modelado Molecular y la Quimiometria.
Aungue el uso de QSAR 3D est4 bien establecido en el
disefio de farmacos, la aplicacion de estos métodos en
Biocatalisis se ha llevado a cabo no hace muchos afios.
Los trabajos pioneros de Tomi¢ y cols (17-19) representan
un ejemplo de cémo las predicciones cuantitativas de Keg /
Kwm son viables a través de un enfoque QSAR 3D, que
correlaciona los descriptores sistema quimico con los datos
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experimentalmente medibles. La prediccién cuantitativa de
la enantioselectividad de la lipasa de Bulkholderia cepacia
se logré mediante el desarrollo de un método en el que la
energia libre de unidn se calcula de manera aproximada a
través de una combinacion lineal de la energia de
interaccion del complejo enzima-sustrato y la superficie
polar y no polar accesible al disolvente. El peso de cada
parametro se calcul6 por andlisis PLS, y el alto coeficiente
de correlacion de prediccion (Q2 = 0,84) confirma la
validez de la aproximacion (18). Por otra parte, el QSAR
3D también puede emplearse en Biocatélisis en sistemas
en los cuales no se conoce la estructura tridimensional del
biocatalizador, mediante el empleo de estudios COMFA
(acronimo de Comparative Molecular Field Analysis).
Aplicando esta metodologia, se pudo predecir la estructura
del sustrato modelo en la biorreduccion de diferentes
cetonas empleando células enteras de G. candidum y S.
octosporus, representados en la Figura 7. El cédigo de
colores es el que sigue: i) Zonas de bajo impedimento
estérico (verde). Son zonas donde la presencia de restos
quimicos del sustrato favorece la interaccién enzima-
sustrato. ii) Zonas de alto impedimento estérico (amarillo).
Son zonas donde la presencia de grupos en el sustrato
disminuye la afinidad de la ADH por el sustrato. iii) Zonas
electrostaticas: rojas, donde una elevada densidad
electrénica favorece la interaccion y azules donde una
elevada densidad de carga negativa desfavorece la
interaccion. La principal ventaja de esta metodologia para
modelar el centro activo de una enzima desconocida es que
permite predecir, sin siquiera haberla aislado (20).

Figura 7. Aplicacion del método COMFA para la prediccion de
las zonas de reconocimiento de la enzima utilizando diferentes
sustratos.

8. ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS DISOLVENTES

El efecto de la solvatacion debe ser estudiado ya que el
Modelado Molecular debe intentar interpretar y predecir
resultados experimentales y los procesos biocataliticos se
llevan a cabo en presencia de disolventes.

Inicialmente, la mayoria de los calculos de modelado
incluyen las moléculas de agua que se encuentran en la
estructura de cristal, pero no las moléculas de agua
adicionales del disolvente, cuyo efecto generalmente se
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simula utilizando un pardmetro dieléctrico dependiente
para intentar imitar la solvatacién. Ke y cols. (21)
utilizaron un método mejorado para simular el agua
disolvente, un modelo electrostatico continuo, pero los
resultados fueron similares a los obtenidos del modelo méas
simple. Este tratamiento incompleto de solvatacion es
claramente una aproximacion. Esta claro que el disolvente
puede cambiar la selectividad de la enzima, aunque existe
aun desacuerdo sobre por qué esto ocurre.

Una de las posibles explicaciones propuesta atribuye la
capacidad de estereodiscriminacion a la diferente
solvatacion de los complejos diastereoisoméricos enzima-
sustrato. En este sentido, Ke y Klibanov (22) estudiaron la
enantioselectividad de la a-quimotripsina en la acilacion
de un diol proquiral, encontrando que el estado de
transicion que conducia hacia la acilacion en el hidroxilo
pro-R colocaba un resto de 3,5-dimetoxifenilo en un
bolsillo de la enzima, mientras que el estado de transicion
conducente a la acilacion en el hidroxilo pro-S dejaba este
resto arilo expuesto hacia disolvente. La propuesta de estos
autores correlacionaba la enantioselectividad observada
con los coeficientes de actividad termodindmica de la zona
aromatica expuesta, no como una prediccién cuantitativa,
sino una correlacion directa en el sentido de mejor
solvatacion de partes expuestas, mayor
enantioselectividad. Sin embargo, este método no pudo ser
extrapolado a otros sustratos. La capacidad de ciertas
enzimas para trabajar de manera eficiente en medios no
acuosos (disolventes orgénicos, liquidos ionicos o fluidos
supercriticos) es ampliamente conocida. Las lipasas son
enzimas especialmente interesantes, dado su excepcional
actividad en disolventes organicos, por lo que el estudio
mediante Modelado Molecular de su comportamiento en
dichos medios constituye un campo de trabajo muy
habitual. Una aplicacién interesante la constituyen las
enzimas termoresistentes. En este caso cuando se utilizan
para trabajar en liquidos i6nicos, debido a la naturaleza de
estos disolventes pueden resistir temperaturas de hasta 393
K, muy por encima de su temperatura de estabilidad (23).
Nuestro grupo ha demostrado recientemente al estudiar
mediante dinamica molecular el comportamiento de estas
enzimas, concretamente con lipasa de Bacillus
thermocateuolatus en el liquido idnico tetrafluoroborato de
1-etil-3-metil imidazolio, que la energia necesaria para
romper un puente de hidrogéno es el doble en el caso del
liquido iénico respecto del agua. (Figura 8). La estabilidad
en disolvente i6nico a alta temperatura se justifica
parcialmente por la alta energia necesaria para la ruptura
de los puentes de hidrégeno disolvente-proteina, aunque
efectos  hidrofébicos  podrian  contribuir  muy
significativamente a la estabilidad. Para realizar este
experimento ha sido necesaria la construccion de una caja
de moléculas de liquido i6nico para realizar la dindmica
molecular tal y como se ve en la figura 8A, asi como una
caja de moléculas de agua, figura 8B. La temperatura de
simulacion fue de 363 K (24).
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Figura 8. Caja de moléculas de disolvente en la lipasa de Bacillus thermocatenulatus. Liquido i6nico (A), agua (B).

9. MODELADO MOLECULAR PARA LA
EXPLICACION RACIONAL DE LIBERACION
CONTROLADA DE FARMACOS

El conocimiento adquirido en estos afios en Modelado
Molecular nos ha servido para acometer esta nueva linea
de investigacion de la que a continuacién exponemos
algunos resultados. El disefio de vehiculos eficaces para la
liberacidn local controlada de farmacos activos contra las
infecciones del hueso es un tema de gran interés.

Aplicado a los materiales mesoporosos ordenados
basados en silice y con el software apropiado, se puede
construir la estructura de un material mesoporoso, como
por ejemplo el MCM-48 y el SBA-15 (25,26), MCM-41
(25), entre otros, en una representacion tridimensional y
calcular la energia de la estructura a considerar, en base a
célculos  mecanocuanticos de  los  potenciales
electrostaticos, que describen la interaccion entre los
atomos en el material. En la Figura 9, se muestra un
ejemplo del modelo SBA.15 construido por nuestro grupo.
Este hecho facilita las cosas, porque no hay bastante
informacion experimental para determinar la estructura de
ese material que se quiere estudiar. Sin embargo, la
potencia de célculo informatico de los modelos teéricos si
que proporcionan la informacién necesaria para
comprender estos procesos y es por ello, por lo que deben
de ser herramientas esenciales para el quimico
experimental en general, y para el estudio de los materiales
mesoporosos ordenados en particular.

Pero eso no es todo, los modelos tedricos permiten
determinar también las interacciones que se producen entre
la matriz y la droga, dentro del poro o fuera de él, en
especial las de las fuerzas electrostéaticas.

Como ejemplo (Figura 10), la vancomicina es un
antibiético glicopeptidico para uso parenteral obtenido de
la Nocardia orientalis. Es eficaz solo contra bacterias
gram-positivas. La vancomicina se absorbe bastante mal
por via oral lo que hace de él un candidato idéneo para
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retenerlo en este tipo de matrices (26) y tratar infecciones
por Staphylococcus aureus.

Figura 9. Representacion del modelo tridimensional de SBA-15
con la molécula de Chicago SkyBlue acoplada en su interior.

Uno de los descriptores mas Utiles en modelizacion
molecular es la energia de interaccion de una molécula con
un grupo quimico determinado evaluada en puntos del
espacio alrededor de la molécula estudiada lo que nos
permite calcular valores de energia potencial de
interaccion.

Los potenciales de interaccion molecular se pueden
utilizar para predecir reacciones, sectores de la molécula
que actlan como receptores de un medicamento, y la
interaccion enzima-substrato, gracias a que los potenciales
electronicos de las dos especies moleculares de una
reaccion pueden ‘‘verse’” uno a otro y posteriormente
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““percibirse’” por medio del acercamiento y anclaje de las
especies quimicas. Asi, estas superficies son usadas
ampliamente para interpretar y predecir el comportamiento
reactivo de una variedad de sistemas quimicos en
reacciones nucleofilicas o electrofilicas. Los MEPs

José Maria Sanchez Montero

también permiten el estudio de procesos bioldgicos y las
interacciones de enlaces o puentes de hidrogeno; son
consideradas como una herramienta muy Util en el estudio
de la reactividad molecular.

Figura 10. Potenciales electrostaticos de la vancomicina y el material mesoporoso SBA-15.

Los estudios cinéticos encontrados en la bibliografia
mostraban una liberacidn del farmaco cuando se utilizaba
como matriz el SBA-15. No obstante los estudios de
potencial electrostatico realizados sobre el material
mesoporoso 'y la vancomicina mostraron la baja
compatibilidad entre los potenciales electrostaticos del
modelo de silice puro y la molécula de vancomicina, ya
que ambos son esencialmente negativos por lo que
pudimos demostrar que la vancomicina no podia penetrar
en el material mesoporoso (26). Basdndonos en esta idea y
en un trabajo previo (130), nuestro grupo de trabajo ha
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realizado un estudio de los potenciales electrostaticos de
interaccion molecular de los farmacos més comunmente
utilizados en el tratamiento de las diferentes patologias, las
matrices utilizadas en liberacién controlada asi como los
potenciales  electrostaticos  determinados  mediante
aplicacion de distintas técnicas computacionales (Tabla 2).
De esta forma en funcién del farmaco utilizado podria
predecirse a priori si éste entraria 0 no en la matriz
mesoporosa. A modo de ejemplo presentamos algunos de
los farmacos estudiados.
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Tabla 2. Modelos de farmacos y matrices mesoporosas ordenadas en silice (SMMs) como sistemas de liberacion de farmacos,

accién farmacoldgica y el diagrama en 3D del potencial electrostatico molecular.

Categoria

Modelos Farmaco —-SMM

Estructuras Moleculares

Referencia

Anti-
inflamatorios
esteroidicos

no-

Aspirina (Acido acetilsalicilico)
Fibrinolitico
Antipiretico
Inhibidor Ciclooxigenasa

Matrices: MCM-41, MCM-41-
Al, MCM-41-APTES, SBA-15

(30-33)

Diflunisal
Derivado acido Saliclico
Analgesico

Matriz: MCM-41-Al

(34)

Fluribuprofeno
Analgésico no-narcético
Inhibidor Ciclooxigenasa
Matriz: FSM-16

(35)

Ibuprofeno

Analgésico no-narcético

Inhibidor Ciclooxigenasa

Matrices: MCM-41, MCM-41-
NH,, MCM-48, LP-la3d, FDU-5,
SBA-15, TDU-1, MCM-41-HMDS,
MCM-41-AEPTMS, MCM-41-
APTES, MCM-41-DMS, MCM-41-
TMS, Ti-SBA-15, SBA-15-GA

(27, 36-48)

Indometacina

Inhibidor Ciclooxigenasa
Cardiovascular
Tocolitico

supresor gota

Matrices: MCM-41, SBA-15,
SBA-16

(28,29, 49-50)

Ketoprofeno

Analgésico

Antipirético

Inhibidor ciclooxygenasa
Matriz: SBA-15-APTES

(51)
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Mesalazina

inflamatoria intestinal

NH,, MCM-41-COOH

Tratamiento de la enfermedad

Tratamiento colitis Ulcerosa
Matrices: MCM-41, MCM-41-

(52)

Naproxeno
Analgesico
Antipiretico
Matriz: MCM-41

(53)

Fenilbutazona
Analgesico
Antipiretico
Matriz: SBA-15

(28)

Piroxicam
Tipo de Oxicam para
Tratamiento Artritis

Matrices: MCM-41, SBA-15

Inhibidor ciclooxygenasa

(54, 55)

Dexametasona
Anti- Glucocorticoide

inflamatorios Antineoplasico

esteroidicos Antiemetico

Matrices: SBA-15, MCM-41

(56)

Metilprednisolona
Glucocorticoide
Antineoplasico

MCM-41, FDU-12

Matrices: SBA-15, SBA-16,

57)

Prednisolona
Glucocorticoide
Antineoplasico

Matrices: SBA-15, SBA-3, FDU-12

(58)

Un nuevo enfoque, aln no explorado, seria la utilizacion
de la técnica de docking molecular para evaluar las
interacciones existentes entre los distintos farmacos y la
matrices mesoporosas. De esta manera, se podria predecir
sin dificultad, antes de la fase experimental, si un fA&rmaco
sera o no retenido por una determinada matriz. Esto, ahorra
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tiempo y dinero.

En esta técnica se consideran las moléculas como
ligandos flexibles y se describen como elementos de
torsion y redes construidas sobre el sitio activo de la
matriz. Experimentalmente, in silico, el grupo de atomos
enlazados que no tienen enlaces rotacionales se ubican en
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un punto del sitio seleccionado (diana), para el cual los preparados exclusivamente para este trabajo, se muestran
valores de rotacion son energéticamente méas estables y en la Tabla 3. En esta tabla, se describen las energias de
diversos. De esta manera, estos valores de energia pueden interaccion entre las diferentes matrices mesoporosas
ser obtenidos y clasificados al final del calculo de acuerdo (Figura 11) y los diferentes fArmacos estudiados.

a la cantidad de energia. Y eso es lo que hemos hecho
recientemente (59) y cuyos resultados -inéditos- vy

Figura 11. Modelos representativos de las estructuras MCM-41 con un farmaco acoplado (ibuprofeno), MCM-41 cristal, MCM 48, SBA
15y zeolita, donde se pueden apreciar los tamafios relativos).

Tabla 3. Energias de interaccién obtenidas mediantes docking molecular entre los fArmacos y las diferentes matrices

Compuesto E(Kcal/imol) Zeolita E(Kcal/mol) E(K)"""” mol  E(kcalimol
SBA-15 MCM41 MCM41cristal ) MCM48
aspirina -3.82 -4.08 -3.84 -4.15 -3.61
dexametasona -4.58 -5.24 -4.66 -4.58 -4.18
diflunisal -4.04 -4.37 -4.09 -4.15 -3.80
flurbiprofeno -3.97 -4.39 -4.03 -3.93 -3.71
ibuprofeno -3.86 -4.30 -3.9 -3.91 -3.59
indometacina -4.08 -4.59 -4.15 -4.10 -3.77
ketoprofeno -3.9 -4.31 -3.94 -4.00 -3.64
mesalazina -4.03 -4.21 -4.05 -4.28 -3.85
metilprednisolona -3.85 -4.39 -3.93 -3.93 -3.38
naproxeno -4.0 -4.32 -4.06 -4.02 -3.73
fenilbutazona -3.92 -4.43 -3.96 -3.89 -3.59
piroxicam -4.22 -4.63 -4.25 -4.31 -3.92
prednisolona -4.45 -5.15 -4.62 -4.59 -4.17
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ABSTRACT: Early nutritional restriction has been
associated with increased incidence of metabolic
syndrome-associated ~ pathologies in  adulthood.
However, the underlying mechanisms that determine the
development of these diseases are not yet fully known.
In the present work, we explored the relevance of
glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP? in
the development of these pathologies in a model of
Wistar rats. Two groups of dams were fed ad libitum (C)
or food-restricted (U) during pregnancy and suckling. At
that time, rats were refed a high-fat diet (HFD; CHF and
UHF) for 22 weeks. Both male and female UHF rats
showed an obese phenotype characterized by
hyperphagia, visceral fat accumulation and adipocyte
hypertrophy, which was more pronounced than in CHF
rats. Oral glucose tolerance tests showed that female
UHF rats experienced glucose intolerance, insulin
h)QJersecretion and an exacerbated GIP secretion.
Administration of the GIP receptor antagonist,
(Pro3)GIP, to UHF female rats markedly reduced
visceral fat mass and adipocyte hypertrophy, and these
changes were accompanied by improvement of glucose
tolerance and insulin sensitivity. In conclusion, the
exacerbated production and secretion of GIP seems to
represent the stimulus for insulin hypersecretion and
insulin resistance shown by UHF female rats, suggesting
that GIP may play a critical role in the development of
metabolic isturbances  related to  nutritional
rehabilitation.
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RESUMEN: La restriccion nutricional precoz ha sido
asociada con una mayor incidencia de patologias
relacionadas con el sindrome metabdlico durante la edad
adulta. Sin embargo, los mecanismos subyacentes que
determinan el desarrollo de dichas patologias ain no se
conocen en su totalidad. En el presente trabajo, se
analizo el papel del péptido insulinotrépico dependiente
de glucosa (GIP) en el desarrollo dichas patologias en
un modelo de rata Wistar. Las ratas gestantes fueron
alimentadas ad libitum (C) o sometidas a restriccion
nutricional (S) durante el embarazo y la lactancia, al
final de la cual las crias fueron realimentadas con dieta
grasa (CR, SR) durante 22 semanas. Tanto los machos
como las hembras SR mostraron un fenotipo
obesogénico caracterizado por hiperfagia, acumulacion
de grasa visceral e hipertrofia adipocitaria, de manera
mas pronunciada que la poblacion CR. Los test de
tolerancia oral a la glucosa mostraron que las hembras
SR experimentaron intolerancia a la glucosa e
hipersecrecion de insulina y GIP. La administracién del
anta%onista del receptor de GIP, (Pro3)GIP, a las
hembras SR dio lugar a una significativa reduccion del
tejido adiposo y del tamafio adipocitario, junto a una
mejora de la tolerancia a la glucosa y de la sensibilidad a
la insulina. En conclusion, la exacerbada secrecion de
GIP parece representar el estimulo para la
hipersecrecion de insulina y el desarrollo de resistencia
a la misma en las hembras SR, lo que sugiere que GIP
jugaria un papel esencial en el desarrollo de alteraciones
metabolicas asociadas a la rehabilitacion nutricional.
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1. INTRODUCCION

La restriccion nutricional durante etapas criticas del
desarrollo ha sido asociada al desarrollo de patologias
relacionadas con el sindrome metabélico durante la edad
adulta, como la obesidad y la diabetes tipo 2. Esta relacion
ha sido previamente puesta de manifiesto en diferentes
estudios epidemiolégicos en humanos (1,2), asi como en
modelos de experimentacion animal (3,4). Asimismo, se
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ha descrito que una realimentacién con dieta grasa induce
un empeoramiento del perfil lipidico, asi como un
deterioro de la homeostasis glucidica, de manera mas
acusada en individuos sometidos a restriccion nutricional
precoz que en aquellos no sometidos a ningun tipo de
restriccion nutricional durante etapas del desarrollo (5).
Sin embargo, los mecanismos subyacentes que determinan
la aparicién de dichas patologias alin no se conocen en su
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totalidad. En este sentido, aun son escasos los estudios
encaminados a dilucidar el papel del eje entero-insular en
la regulacién de la homeostasis glucidica y nutricional, asi
como en las adaptaciones metabélicas que tienen lugar
durante la rehabilitacion nutricional.

El eje entero-insular representa una red de
comunicaciones neuronales, endocrinas y nutricionales
entre el tracto gastrointestinal y pancreas endocrino. Entre
los péptidos secretados desde el epitelio intestinal se
encuentra el denominado péptido insulinotrépico
dependiente de glucosa (GIP), secretado por las células K
en respuesta a la ingesta de nutrientes (6), principalmente
glucosa y grasas (7), y capaz de incrementar la secrecion
de insulina estimulada por glucosa (8). Este efecto,
conocido como efecto incretina, se basa en el hecho de que
una administracion oral de glucosa es capaz de inducir un
incremento mucho mayor (entre un 50 y un 70%) de los
niveles plasmaticos de insulina en comparacién con la
misma cantidad de glucosa administrada por via
intravenosa (9,10), debido a la activacion del receptor de
GIP en las células B pancredticas, estimulando finalmente
la exocitosis de los granulos de insulina (11). Ademas de
potenciar la secrecién de insulina en humanos y roedores,
GIP estimula la biosintesis de insulina, induciendo la
expresion del gen de proinsulina, y la expresion de las
proteinas implicadas en la deteccion de glucosa por la
célula B, como el transportador de glucosa GLUT-1 y la
hexoquinasa 1 (12). Asimismo, estudios en ratones con
una delecidn especifica del receptor de GIP en los islotes
pancreéticos han puesto de manifiesto la capacidad de GIP
para estimular la proliferacion e inhibir la apoptosis de las
células B (13).

A nivel extrapancredtico, las acciones méas relevantes
de GIP tienen lugar en el tejido adiposo, promoviendo
diferentes procesos anab6licos como la sintesis de acidos
grasos, la lipogénesis mediada por insulina, la sintesis de
la lipoproteina lipasa (LPL) y reduciendo la lipolisis
mediada por glucagén (8). Por tanto, GIP tiene un
destacado papel en el metabolismo lipidico y en el
desarrollo de obesidad.

La produccion y secrecion de GIP parece estar
coordinada con el estatus nutricional, ya que se ha
observado que dietas ricas en grasa aumentan el nimero de
células K, asi como la expresién y los niveles circulantes
de GIP (14,15). Asimismo, se ha descrito que la secrecion
de GIP tras una sobrecarga oral de glucosa aumenta si
existe una exposicion previa a una dieta grasa, hecho que
podria contribuir a la hiperinsulinemia que presentan
individuos obesos con resistencia a la insulina (16).
Aunque la sefializacion de GIP en los adipocitos no resulta
esencial en condiciones de sensibilidad normal a la
insulina, si parece ser indispensable en la efectiva
acumulacion de lipidos tras una alimentacion con dieta
grasa (17). En este sentido, el tratamiento farmacolégico
con analogos de GIP da lugar a un aumento de la actividad
LPL y de la acumulacién de triglicéridos en el tejido
adiposo en ratas diabéticas (18). Ademas, ratones con una
delecion especifica del receptor de GIP en el tejido
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adiposo son resistentes al desarrollo de obesidad inducida
por la dieta y exhiben una significativa reduccion en los
niveles circulantes de triglicéridos (19).

La mayor parte de las acciones de GIP han sido puestas
de relevancia mediante estudios farmacologicos, a través
de la administracién exdégena de agonistas de GIP. Sin
embargo, la importancia de la accion endégena de GIP en
el control de la homeostasis de la glucosa no esta del todo
definida. Por tanto, el presente trabajo se llevé a cabo para
dilucidar la posible implicacion de GIP en el desarrollo de
patologias asociadas al sindrome metabolico durante la
edad adulta tras la rehabilitacién nutricional. Dado que los
efectos de la programacién nutricional precoz pueden
permanecer latentes, se utiliz6 un modelo animal de rata
Wistar en el que los animales previamente sometidos a
restriccion nutricional fueron posteriormente
realimentados con dieta grasa tras el destete. Asimismo, se
establecié un analisis comparativo previo en funcién del
sexo sobre el impacto de la rehabilitacion nutricional con
dieta grasa en la homeostasis glucidica.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Animales de experimentacién

Para la realizacion de este estudio se utilizaron ratas
Wistar que se mantuvieron en condiciones ambientales
controladas de manera automatica (temperatura 25+2 °C,
humedad 50-70% y ciclos de luz-oscuridad de 12 h) y
tuvieron libre acceso al agua de bebida. La reproduccion
de las ratas fue controlada para conocer con exactitud la
fecha de inicio de la gestacion y el dia del nacimiento se
procedié a uniformar las camadas en grupos de 8 neonatos.
El final de la lactancia se marco en el dia 23 de vida y, tras
el destete, las ratas fueron dispuestas en grupos de 3-4
animales por jaula. La alimentacidn de las ratas se llevo a
cabo con dos tipos de dietas comerciales en forma de
granulado prensado: dieta estdndar (2.9 kcal/g; A04, Safe
Diets) y dieta grasa (4.1 kcal/g; D12451, Research Diets)
(Tabla 1). El alimento fue distribuido ad libitum o
racionado en funcién de la poblacion experimental. Las
ratas fueron sacrificadas mediante decapitacion y las
muestras de sangre troncular se recogieron siempre a la
misma hora del dia (10:00 a. m.) en condiciones de ayuno
(16 h). Para la obtencién de suero sanguineo se utilizaron
tubos sin adicion de anticoagulantes, mientras que para la
obtencién de plasma se adicion6 EDTA (2 mg/ml) a los
tubos de recoleccion. La sangre fue centrifugada (6500
rpm, 20 min, 4 °C) y, tanto el suero como el plasma se
conservaron (-20 °C) hasta el momento de su utilizacion.
Las muestras tisulares se fueron conservadas a -80 °C hasta
su posterior utilizacion.

Todos los estudios realizados en este trabajo se
llevaron a cabo de acuerdo a los principios y
procedimientos descritos en la Guia para el cuidado y uso
de animales de laboratorio (20) y fueron aprobados por el
Comité de Experimentacion Animal de la Universidad
Complutense de Madrid.
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Tabla 1. Tabla comparativa de la composicion nutricional de las dietas

Dieta estandar Dieta grasa
Ingredientes (g/100g)
Proteinas 16.3 20.3
Lipidos 2.9 20.3
Glucidos 48.2 39.6
Almidén 45 7.3
Sacarosa 3.2 10.0
Maltodextrina - 17.3
Celulosa 4.5 5.0
Mezcla vitaminica y mineral 4.6 5.7
Aporte calérico (% kcal/g)
Proteinas 23 20
Lipidos 9 45
Carbohidratos 68 35

2.2. Modelo de restriccion nutricional-realimentacion

El modelo de intervencién nutricional implantado en
este trabajo estd basado en un modelo de subnutricidn
perinatal previo (21), en el cual la restriccion nutricional
proteico-calérica crénica del 65% se prolonga desde la
tercera semana de gestacion hasta la edad adulta. A partir
de este modelo de restriccion nutricional crénica se aplico
un régimen de realimentacion con dieta grasa tras el
destete. Para ello, tanto la poblacion control (C) como la

subnutrida (S) fueron subdividas de manera aleatoria tras
el destete, dando lugar a dos nuevas poblaciones de ratas
adultas:  control-realimentada (CR) y  subnutrida-
realimentada (SR), las cuales recibieron una dieta grasa ad
libitum durante 22 semanas (Figura 1). Los pardmetros
nutricionales y metabdlicos de los animales fueron
determinados regularmente, y la evolucion del peso
corporal y de la ingesta caldrica fue monitorizada
diariamente.

Figura 1. Vista esquematizada del modelo de restriccion nutricional-realimentacion. C: control, S: subnutrida, CR: control-realimentada,

SR: subnutrida-realimentada.

2.3. Técnicas histoquimicas e inmunohistoquimicas

Las muestras hepéticas fueron fijadas en solucion de
Bouin [solucién acuosa saturada de &cido picrico (75%
v/v), formaldehido 37% (20% v/v) y &cido acético glacial
(5% v/v)], mientras que las muestras intestinales y de
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tejido adiposo fueron fijadas en paraformaldehido (4%
p/v). Posteriormente, las muestras fueron deshidratadas en
alcoholes de graduacion creciente y xileno e incluidas en
bloques de parafina (Paraplast Plus, Tyco Healthcare,
Mansfield, EEUU). Los bloques de parafina fueron
cortados con microtomo (RM2125RT, Leica, Wetzlar,
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Alemania) en secciones de 5 um, las cuales fueron fijadas
sobre portaobjetos con calor (37° C). Los cortes fueron
posteriormente desparafinados en xileno y rehidratados
con alcoholes de graduacion decreciente y agua destilada
para llevar a cabo los marcajes histoquimicos e
inmunohistoquimicos correspondientes.

El tamafio de los adipocitos y la presencia de lipidos en
muestras hepéaticas de manera indirecta, se determind
mediante una tincién de hematoxilina/eosina. Para ello, los
cortes histolégicos fueron incubados con hematoxilina de
Harris (Accustain Harris Hematoxylin, Sigma-Aldrich) y
eosina (Eosina Amarillenta 1% DC, Panreac, Castellar del
Vallés, Espafia) durante un tiempo variable (1-2 min) vy,
finalmente, lavados con etanol 70° y agua destilada.

La deteccion inmunohistoquimica de GIP se llevd a
cabo en muestras tisulares de duodeno, donde la presencia
de células K, productoras y secretoras de GIP, es mas
abundante y homogénea. Para ello, se utilizd una técnica
combinada de biotina-avidina (Vectastain Elite ABC Kkit,
Vector). Los cortes histologicos fueron incubados con
anticuerpos primarios frente GIP (24 h, 4 °C) vy, tras varios
lavados con TBS, se incubaron con anticuerpos
secundarios especie-especificos acoplados a biotina (1 h,
temperatura ambiente). Finalmente, las muestras se
pusieron en contacto con una solucién de avidina acoplada
a peroxidasa (30 min, temperatura ambiente). ElI nimero
de células positivas para GIP fue analizado mediante
recuento directo y los resultados se expresaron como
nimero de células por unidad de &rea de epitelio. Las
micrografias fueron realizadas con un microscopio 6ptico
(Eclipse 80i, Nikon, Tokyo, Japan) acoplado a una cdmara
digital (XCD-U100CR, Sony, Tokyo, Japan) y fueron
analizadas con el software informético Histolab
(Microvision Instruments, Evry, Francia).

2.4. Test de tolerancia oral a la glucosa

Los test de tolerancia oral a la glucosa (OGTT) se
llevaron a cabo tras la finalizacion de las 22 semanas de
dieta. Para ello, tras 16 horas de ayuno, las ratas recibieron
una dosis oral de glucosa (40% p/v, 2 g/kg) y se recogieron
muestras plasmaticas de la cola de los animales a
diferentes tiempos (0, 10, 30, 60, 90 y 120 min). Con el fin
de evitar la degradacién de GIP, las muestras se recogieron
en tubos con un inhibidor de la enzima dipeptidil
peptidasa-1VV (10 pl/ml; DPP-IV inhibitor, Millipore). La
determinacion de la concentracion de insulina y GIP total
se llevo a cabo mediante multiplex y la glucemia fue
determinada en los tiempos anteriormente descritos con un
glucometro (OneTouch Ultra 2, LifeScan, Milpitas,
EEUU). El éarea bajo la curva (AUC) de glucosa fue
calculada aplicando la regla trapezoidal sobre los niveles
de glucemia durante 120 minutos tras la sobrecarga oral de
glucosa. El indice de resistencia a la insulina (HOMA-IR)
fue calculado con la siguiente formula; HOMA-IR=
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glucosa plasmética (mmol/l) x insulina plasmética
(LU/mI)/22.5.

2.5. Antagonismo farmacolégico de GIP in vivo

Con el objetivo de determinar el papel de GIP en el
desarrollo de un fenotipo obeso-diabético en las hembras
de la poblacion subnutrida y posteriormente realimentada
con dieta grasa (SR), las ratas fueron inyectadas i.p. (25
nmol/kg) con un antagonista de GIP (Pro3(GIP), Europe
GmbH, Karlsruhe, Alemania) durante los Gltimos 21 dias
en dieta. Para llevar a cabo este estudio, un grupo de
hembras SR fue inyectado diariamente (17:00 p. m.) con
Pro3(GIP), mientras que a otro grupo se le administré un
vehiculo salino (NaCl 0.9% p/v). La dosis administrada
fue seleccionada en funcidn de estudios previos (22,23).

2.6. Analisis estadisticos

Los resultados fueron expresados como la media
aritmética de los datos y su error estandar. La significacion
estadistica fue analizada mediante la prueba t de Student,
para comparaciones de dos grupos, y mediante la prueba
ANOVA, para comparaciones de mas de dos grupos. Los
coeficientes de correlacion de Pearson fueron calculados
para determinar interrelaciones entre variables. La
significacion fue considerada siempre que P<0.05. Los
resultados fueron analizados con el software GraphPad
Prism 6 (San Diego, EEUU).

3. RESULTADOS

3.1. Las ratas SR experimentaron hiperfagia, incremento
de la adiposidad e hipertrigliceridemia

Tras el destete, independientemente del sexo o del
estatus nutricional previo, todas las ratas ganaron peso
cuando fueron alimentadas con dieta grasa. Sin embargo,
tras 22 semanas en dieta, el peso de las ratas SR no fue
superior al mostrado por la poblacién CR (Figura 2a,d).

Tanto los machos como las hembras S mostraron un
menor peso corporal respecto a la poblacion C durante
todo el desarrollo de los experimentos (Figura 2a,d), asi
como de la ingesta alimentaria (Figura 2b,e) y calorica
(Figura 2c,f). Aunque la cantidad de alimento ingerido por
las ratas SR fue significativamente menor, en comparacion
con la poblacion CR (Figura 2b,e), éstas fueron
significativamente hiperfagicas cuando la cantidad de
alimento ingerido se corrigié por el peso corporal (Figura
2c,f).

La proporcion de grasa visceral mostrada por las ratas
S fue significativamente inferior al de las ratas C (Tabla 2)
y, de manera mas acusada, en las hembras que en los
machos (hembras: 4.7 vs machos: 2.2 veces). Sin embargo,
tras la alimentacion con dieta grasa, los depositos de grasa
visceral mostraron un aumento significativo en las ratas
CR Yy SR, independientemente del sexo (Tabla 2).
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Figura 2. Las ratas subnutridas mostraron hiperfagia tras la realimentacion con dieta grasa. Peso corporal, ingesta alimentaria e
ingesta calérica en machos (a-c) y hembras (d-f) tras 22 semanas en dieta grasa. Los datos representan la media + ESM (n=10-12).
*P<0.05 S vs C, SR vs CR. P<0.05 CR vs C, SR vs S. C: control, S: subnutrida, CR: control-realimentada, SR: subnutrida-realimentada.

Tabla 2. Caracteristicas generales de las ratas tras la rehabilitacion nutricional con dieta grasa. Pardmetros fisiol6gicos y
hormonales de las ratas, machos y hembras, de 180 dias de vida (22 semanas en dieta grasa). Los datos representan la media + ESM (n =
10-12). *P<0.05 S vs C, SR vs CR; #P<0.05 CR vs C, SR vs S. C: control, S: subnutrida, CR: control-realimentada, SR: subnutrida-
realimentada.
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3.2. Los machos SR mostraron un ligero deterioro en la
tolerancia a la glucosa y una disminucién de la secrecién
postprandial de insulina

Durante el OGTT, los niveles plasméticos de glucosa
fueron significativamente inferiores en los machos S,
respecto a la poblacion C (Figura 3a). Asimismo, los
niveles circulantes de insulina mostraron una significativa
disminucién en dicha poblacion (Figura 3b), tanto en
condiciones basales como transcurridos 15 minutos tras la
sobrecarga oral de glucosa. A pesar de que tanto los
machos CR como los SR mostraron un ligero deterioro de
la tolerancia a la glucosa, la respuesta insulino secretora de
la poblacion SR fue significativamente menor a la
observada en los machos CR (Figura 3b). De acuerdo con
estos resultados, los niveles de HOMA-IR fueron
significativamente méas elevados en la poblacion CR,
respecto a los machos SR (Figura 3c), lo que sugeria que
estos Ultimos habrian retenido una mayor sensibilidad a la
insulina respecto a la poblacién CR.

3.3. Las hembras SR mostraron una severa intolerancia a
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la glucosa y un elevado indice de resistencia a insulina

Al igual que se observé en los machos, las hembras S
mostraron una menor secrecion de insulina en
comparacion a la poblaciéon C (Figura 4b). Sin embargo,
tras la realimentacion con dieta grasa, el deterioro
observado en la tolerancia a la glucosa de las hembras SR
(Figura 4a) fue significativamente més pronunciado que el
exhibido por los machos SR, como muestran los valores de
AUC de ambas poblaciones.

Dicho deterioro en la tolerancia a la glucosa se produjo
a pesar de la hipersecrecién de insulina mostrada por las
hembras SR, en comparacion a las hembras CR (Figura
4b). Como cabria esperar, las hembras S presentaron
valores de HOMA-IR significativamente inferiores a los
mostrados por la poblacion C (Figura 4c). Por otro lado,
los valores de HOMA-IR fueron significativamente
superiores en la poblacion SR, respecto a la CR (Figura
4c). Asimismo, las hembras SR mostraron los valores de
HOMA-IR maés elevados entre todas las poblaciones
estudiadas, tanto machos como hembras.
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Figura 3. La realimentacién con dieta grasa indujo un deterioro de la tolerancia a la glucosa en machos. (a) Niveles circulantes de
glucosa, AUC de glucosa y (b) niveles circulantes de insulina durante el OGTT en machos tras 22 semanas en dieta. (c) Indice de
resistencia a insulina (HOMA-IR). Los datos representan la media = ESM (n=6). *P<0.05 S vs C, SR vs CR. *P<0.05 CR vs C, SR vs S.
C: control, S: subnutrida, CR: control-realimentada, SR: subnutrida-realimentada.
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Figura 4. Las hembras SR mostraron intolerancia a la glucosa y una elevada resistencia a la insulina. (a) Niveles circulantes de
glucosa, AUC de glucosa y (b) niveles circulantes de insulina durante el OGTT en hembras tras 22 semanas en dieta grasa. (c) indice de
resistencia a la insulina (HOMA-IR). Los datos representan la media + ESM (n=6). *P<0.05 S vs C, SR vs CR. "P<0.05 CR vs C, SR vs
S. C: control, S: subnutrida, CR: control-realimentada, SR: subnutrida-realimentada.

En vista de que los resultados obtenidos tras los OGTT
revelaron que los efectos adversos de la rehabilitacion
nutricional con dieta grasa sobre la homeostasis glucidica,
intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina, tenian
lugar principalmente en las hembras, los experimentos
encaminados a determinar el papel de GIP en el desarrollo
de dichas alteraciones se llevaron a cabo exclusivamente
en dicha poblacién.

3.4. La realimentacién con dieta grasa indujo un
incremento del contenido intestinal y de los niveles
circulantes de GIP en las hembras SR

En primer lugar, los resultados de la cuantificacién de
células K, productoras de GIP, en muestras tisulares de
duodeno en hembras, no mostraron diferencias
significativas entre ninguna de las poblaciones estudiadas
(Figura 5a). Sin embargo, se observé un incremento
significativo del contenido intestinal de GIP en las
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hembras CR y SR, respecto a sus respectivas poblaciones
control (Figura 5b).

El andlisis de los niveles circulantes de GIP mostrd
que, tanto en condiciones basales como tras la sobrecarga
oral de glucosa, las ratas S mostraron niveles
significativamente disminuidos de GIP respecto a la
poblacion C (Figura 5c¢). Por otro lado, mientras que las
hembras CR no mostraron alteraciones significativas en
comparacion con la poblacion C, los niveles plasméaticos
de GIP exhibidos por las hembras SR fueron
significativamente superiores a los mostrados por las
hembras S, e incluso a los exhibidos por las hembras CR,
tanto en condiciones basales como tras la sobrecarga oral
de glucosa (Figura 5c).
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Figura 5. La alimentacién con dieta grasa indujo un aumento en el contenido intestinal y en los niveles circulantes de GIP en las
hembras SR. (a) Numero de células K e imagenes representativas de la inmunolocalizacion de dichas células. (b) Contenido intestinal de
GIP (n=4). (c) Niveles circulantes de GIP durante el OGTT (n=6). Los datos representan la media + ESM. *P<0.05 S vs C y SR vs CR.
#P<0.05 CR vs C y SR vs S. C: control, S: subnutrida, CR: control-realimentada, SR: subnutrida-realimentada.

3.5. Las hembras SR experimentaron hipertrofia
adipocitaria, un elevado indice de resistencia a insulina y
una limitada acumulacién ectdpica de lipidos

Entre otras acciones, GIP es capaz de actuar sobre el
tejido adiposo promoviendo la acumulacion de grasa en los
adipocitos. Por lo tanto, en vista de los elevados niveles de
GIP observados en las hembras SR (Figura 5c) y del
significativo aumento de los depdsitos de grasa en dicha
poblacion (Tabla 2), se analiz6 la morfologia del tejido
adiposo visceral y su relacion con los niveles circulantes
de GIP.

En primer lugar, ambas poblaciones de hembras
alimentadas con dieta grasa exhibieron adipocitos de un
tamafo significativamente superior al mostrado por sus
respectivas poblaciones control (Figura 6a). No obstante,
la hipertrofia experimentada por la poblacion SR fue
significativamente superior a la mostrada por la poblacién
CR (P<0.05; SR: 328% vs CR: 69%). Estas alteraciones se
reflejaron en un marcado incremento de los niveles de
HOMA-IR en las poblaciones alimentadas con dieta grasa,
significativamente méas elevados en la poblacion SR,
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respecto a la poblacién CR (Figura 6b). Los anélisis de
correlacién de Pearson mostraron una correlacion positiva
y significativa entre el tamafio de los adipocitos y los
niveles de HOMA-IR (r*=0.88, P<0.001). Asimismo, los
niveles basales de GIP mostraron una correlacion positiva
y significativa con el tamafio de los adipocitos (r?=0.73,
P<0.001) y con los niveles de HOMA-IR (r’=0.81,
P<0.001) (Figura 6c).

Por el contrario, el anélisis del contenido hepético de
lipidos mostré que la acumulacién de triglicéridos en el
higado fue significativamente superior en la poblacién CR,
respecto a las hembras SR (Figura 7a), mientras que el
contenido de colesterol total fue similar en ambas
poblaciones (Figura 7b). Asimismo, la observacion
microscopica del tejido hepatico mostré un mayor nimero
de inclusiones lipidicas en el higado de la poblacion CR
(Figura 7c), evidenciando un mayor acumulo ectépico de
lipidos, respecto a la poblacion SR. Por otro lado, tanto el
contenido de triglicéridos como de colesterol hepético en
las hembras S fue significativamente inferior al mostrado
por la poblacion C (Figura 7a,b).
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Figura 7. La poblacion SR mostré un menor acimulo hepéatico de lipidos que la poblacion CR. (a) Contenido hepético de
triglicéridos y (b) colesterol en hembras tras 22 semanas en dieta (n=4). (c) Imégenes representativas de la tincién de hematoxilina, se
indica con flechas la presencia de gotas lipidicas (Escala: 10um). Los datos representan la media + ESM. *P<0.05 S vs C y SR vs CR.
#P<0.05 CR vs C y SR vs S. C: control, S: subnutrida, CR: control-realimentada, SR: subnutrida-realimentada.

3.6. El tratamiento con (Pro3)GIP revirtié parcialmente la GIP, (Pro3)GIP. Como poblacién control se utilizé6 un

intolerancia a la glucosa mostrada por las hembras SR
Los resultados obtenidos sugerian que un aumento

cronico de

los niveles endogenos de GIP estaba

contribuyendo al desarrollo de las alteraciones metabdlicas
observadas en las hembras SR. Para testar dicha hip6tesis,
se bloqued la accién de GIP en las hembras SR durante los
Gltimos 21 dias de dieta con un antagonista del receptor de
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grupo de ratas SR tratadas con suero salino durante el
mismo periodo. La administracion diaria de (Pro3)GIP
durante 21 dias no tuvo repercusiones sobre el peso
corporal ni sobre la ingesta alimentaria SR (Figura 8a,b).
Por el contrario, los animales tratados con (Pro3)GIP
mostraron una mejora sustancial en la homeostasis
glucidica. Concretamente, se observé una significativa
disminucion de los niveles plasméticos de glucosa a los 30
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y 60 minutos, asi como del AUC de glucosa durante el
OGTT (Figura 8c), respecto a las hembras SR no tratadas.
Asimismo, se observo una significativa disminucion de la
secrecién de insulina en respuesta a la sobrecarga oral de
glucosa en la poblacion tratada con (Pro3)GIP (Figura 8d).
Sin embargo, los niveles de insulina continuaron siendo

Juan de Toro Martin et al.

considerablemente  mayores que los  observados
anteriormente en las ratas alimentadas con dieta estandar.
Los niveles de HOMA-IR también experimentaron un
acusado descenso tras la administracion de (Pro3)GIP,
respecto a la poblacion de ratas no tratadas (Figura 8e).
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Figura 8. La administracion diaria de (Pro®)GIP revirti6 el estado de intolerancia a la glucosa de las hembras SR. (a) Evolucién
del peso corporal y (b) la ingesta en hembras SR tras 21 dias de tratamiento con (Pro®)GIP (25nmol/kg/dia). (c) Niveles circulantes de
glucosa, AUC de glucosa y (d) niveles circulantes de insulina durante el OGTT. (e) indice de resistencia a insulina (HOMA-IR). Los
datos representan la media = ESM (n=4). *P<0.05 SR-Pro>GIP vs SR-salino. SR-salino: subnutrida-realimentada tratada con suero salino,

SR-ProGIP; subnutrida-realimentada tratada con Pro®GIP.

3.7. Las ratas tratadas con (Pro3)GIP mostraron una
disminucion del tamafio de los adipocitos y un aumento de
los triglicéridos hepaticos

El contenido relativo de grasa visceral disminuyd
drasticamente tras el tratamiento con (Pro3)GIP, respecto a
las hembras SR no tratadas (Figura 9a). Asimismo, el
tratamiento con (Pro3)GIP redujo significativamente el
tamafio de los adipocitos (>50%), respecto a la poblacion
no tratada (Figura 9b,c). Por otra parte, el blogueo de la
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accion de GIP dio lugar a un significativo incremento en el
acumulo hepético de triglicéridos (Figura 9d) y no se
observaron cambios respecto al contenido de colesterol
(Figura 9e). Las ratas tratadas con (Pro3)GIP también
mostraron una disminucion de la trigliceridemia (SR-
Pro3GIP: 0.69+0.10 vs. SR-salino: 0.91+0.07 mmol/l),
mientras que los niveles circulantes de colesterol no
parecieron verse afectados (SR-Pro3GIP: 2.11+0.12 vs.
SR-salino: 1.87+0.04 mmol/l).
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Figura 9. Efecto del tratamiento con (Pro®)GIP sobre el tamafio adipocitario y el contenido hepético de lipidos. (a) Peso del tejido
adiposo visceral, expresado como la suma de los depdsitos de grasa periovérica y retroperitoneal, relativa al peso corporal. (b) Tamafio
medio de los adipocitos del tejido adiposo periovarico y (c) micrografias representativas del tamafio adipocitario. (d) Contenido hepético
de triglicéridos y (e) colesterol. (f) Micrografias representativas de la acumulacion de gotas lipidicas (flechas) en el higado (tincion de
hematoxilina/eosina). La barra de escala representa 50um. Los datos representan la media = ESM. (n=4). *P<0.05 SR-Pro*GIP vs SR-
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4. DISCUSION

Los resultados de este trabajo muestran que un aporte
deficiente de nutrientes durante la etapa perinatal induce
una respuesta adaptativa que desemboca en la aparicién de
alteraciones metabdlicas cuando el organismo es
enfrentado a un incremento del aporte calérico. Asimismo,
resaltan la diferente adaptacion de la homeostasis glucidica
tras la rehabilitacion nutricional en funcién del sexo.
Concretamente, las hembras previamente sometidas a
restriccion nutricional y posteriormente alimentadas con
dieta grasa desarrollaron un fenotipo de sindrome
metabolico, caracterizado por un incremento de la
adiposidad, intolerancia a la glucosa y resistencia a la
insulina, de manera significativamente mas acusada que
los machos.

Previamente, se ha descrito que la subnutricién crénica
induce hipersensibilidad periférica a la insulina durante la
lactancia (24) y en ratas adultas jovenes (21). En este
trabajo se muestra que la mejora de la tolerancia a la
glucosa se preserva durante toda la vida de los animales,
siempre y cuando se mantengan las condiciones de
restriccion nutricional. Por el contrario, la rehabilitacion
nutricional con dieta grasa indujo consecuencias
perjudiciales en la homeostasis de la glucosa. Dichas
consecuencias evidenciaron una respuesta adaptativa al
cambio de dieta en funcion del sexo, siendo las hembras
mas propensas a desarrollar alteraciones mas severas de la
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homeostasis glucidica. En este sentido, estudios previos
han mostrado que las alteraciones metabdlicas ocurridas
durante los procesos de rehabilitacion nutricional afectan
predominantemente a las hembras (25,26). Asimismo, se
ha descrito que los machos sometidos a restriccion
nutricional estarian protegidos frente a la obesidad y al
desarrollo de resistencia a la insulina en la edad adulta,
hecho que ha sido asociado a un aumento del catabolismo
basal y del gasto energético (27). No obstante, también se
ha observado que los machos exhiben una mayor
vulnerabilidad al desarrollo de alteraciones en el
metabolismo de la glucosa cuando son enfrentados a una
sobrecarga energética (28,29). Las razones para estas
discrepancias pueden residir no solo en el tipo de
restriccion nutricional, sino en el momento de su
aplicacion 'y en la composicion dietética de la
rehabilitacidn nutricional. No obstante, mientras que en las
publicaciones citadas anteriormente se utilizaron dietas
estandar para llevar a cabo los estudios de rehabilitacion
nutricional, en este trabajo se utiliz6 una dieta alta en grasa
para favorecer la aparicion del fenotipo de sindrome
metabolico, poniendo de manifiesto la relevancia del tipo
de dieta suministrado y la singularidad del presente
estudio.

Tras un periodo de restriccion nutricional, la elevada
tasa de crecimiento durante la fase de rehabilitacion
nutricional da lugar a un répido incremento de los
depositos de grasa, que predomina sobre la reconstitucion
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de la masa magra (30). Asimismo, los riesgos asociados a
la obesidad estin mé&s estrechamente relacionados con
elevados indices de grasa corporal que con que el peso
corporal en si mismo (31). En este trabajo, la hiperfagia
exhibida por la poblacién SR dio lugar a la aparicién de un
fenotipo claramente obesogénico, incluyendo elevados
niveles de triglicéridos circulantes y un incremento de los
depositos de grasa visceral superior al resto de
poblaciones. Estos resultados sugieren una estrecha
relacion entre las adaptaciones provocadas por la
rehabilitacion nutricional y el incremento en la capacidad
de acumulo de lipidos, lo que daria lugar a un
empeoramiento  de la  homeostasis  glucidica,
particularmente agravado en el caso de las hembras.

En vista del dimorfismo sexual observado respecto a
las alteraciones en la homeostasis glucidica y a que GIP ha
sido extensamente descrito como un regulador crucial de la
secrecion de insulina en respuesta a la ingesta de alimentos
(32,33), llevamos a cabo estudios encaminados a
determinar su papel en la aparicién de intolerancia a la
glucosa en las hembras sometidas a realimentacion con
dieta grasa. En primer lugar, el hecho de que el contenido
intestinal de GIP se encontrase incrementado tras la
rehabilitacién nutricional, a pesar de no observar
alteraciones en el nimero de células K, sugiere una
preservacion de los mecanismos de produccién endégena
de GIP en respuesta a una administracion prolongada de
una dieta grasa. Por otro lado, se ha descrito que una
alimentacién con dieta grasa promueve una elevacién de
los niveles circulantes de GIP (16). Asimismo, una
exagerada secrecion de GIP ha sido recientemente descrita
en pacientes diabéticos tipo 2 (34). Por tanto, en vista de
los elevados niveles postprandiales de insulina mostrados
por las hembras SR, es posible sugerir que GIP estaria
jugando un papel predominante en la regulacidn entero-
insular de la secrecion de insulina durante la rehabilitacion
nutricional. Igualmente, el hecho de que Unicamente las
hembras SR muestren una exacerbada secrecion de GIP en
respuesta a una sobrecarga oral de glucosa revela, por
primera vez, la posible existencia de una programacion
nutricional del eje entero-insular, como resultado de una
restriccion nutricional precoz y posterior realimentacion.

Entre los efectos extrapancreaticos de GIP, destaca su
capacidad para promover la diferenciacion adipocitaria y
la acumulacion de lipidos en el tejido adiposo (8). De
acuerdo al marcado incremento en los niveles circulantes
de GIP mostrado por las hembras SR y a que el tamafio
adipocitario es un marcador predictivo de resistencia a
insulina (35), la correlacion observada entre los niveles
basales de GIP, el tamafio de los adipocitos y los niveles
de HOMA-IR, refuerza el papel de GIP como mediador en
el desarrollo de resistencia a la insulina en el tejido
adiposo de estos animales. Asimismo, la dréstica
reduccion de los depositos de grasa visceral y del tamafio
de los adipocitos observada tras el tratamiento con el
antagonista farmacolégico de GIP fue acompafiada con un
sustancial restablecimiento de la homeostasis glucidica en
las hembras SR. Dado que el crecimiento acelerado tras la
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rehabilitacién nutricional ha sido ampliamente reconocido
por maximizar los mecanismos de conservacion de la
energia (36), los resultados mostrados en el presente
trabajo sefialan a GIP como una hormona ahorrativa, que
estaria desempefiando un papel esencial en la acumulacion
de lipidos en el tejido adiposo cuando las ratas sometidas a
restriccion nutricional precoz son enfrentadas a un aporte
calorico excesivo.

Curiosamente, el deterioro de la tolerancia a la glucosa
mostrado por las hembras SR fue acompafiado de una
menor acumulacion hepatica de lipidos. Previamente, se ha
descrito que el incremento de los depdsitos de grasa
visceral podria estar involucrado en la prevencién de la
deposicion ectdpica de lipidos (37). Asimismo, estudios
previos han mostrado que la incapacidad para almacenar
lipidos en el higado da lugar a una exacerbaciéon de la
hipertrigliceridemia y la hiperglucemia, agravando los
estados de resistencia a insulina (38,39). Por tanto, estos
estudios sugieren que una dptima redistribucion ectépica
de lipidos en forma de triglicéridos representa una
respuesta alostatica del organismo, previniendo su
acumulacion en otros 6rganos como el musculo o el
pancreas (40).

En este sentido, la mejora de la homeostasis glucidica
observada en las hembras SR tras el tratamiento con
(Pro3)GIP tuvo lugar en paralelo a un aumento del
contenido hepético de lipidos y a una disminucién en los
niveles circulantes de triglicéridos. Paradéjicamente,
estudios previos han mostrado que la inhibicion
farmacolégica de GIP esta asociada a una reduccion del
contenido hepatico de lipidos (22,41). No obstante,
también ha sido descrito que la nutricion perinatal puede
programar tanto el almacenamiento como el metabolismo
hepatico de lipidos en el adulto (42,43). Por tanto, dichas
discrepancias podrian residir, precisamente, en el fenotipo
ahorrativo mostrado por las hembras SR, dando lugar a un
aumento en la acumulacion de lipidos a nivel hepatico tras
el bloqueo farmacoldgico de la accién de GIP.

A partir de los resultados obtenidos, sin embargo, no es
posible establecer si las alteraciones observadas a nivel del
eje entero-insular representan un defecto primario, o si se
trata de un defecto asociado a otras alteraciones
metabolicas. No obstante, individuos sanos alimentados
con dieta grasa muestran elevados niveles circulantes de
GIP antes del desarrollo de resistencia a la insulina , lo que
sugiere que la hipersecrecion de GIP precederia a la
pérdida de la accién de esta hormona (44). Por tanto, el
incremento en los niveles circulantes de GIP parece
representar el estimulo necesario para la hipersecrecion de
insulina y la acumulacion de lipidos en el tejido adiposo de
estos animales, dando lugar al desarrollo de intolerancia a
la glucosa y resistencia a la insulina.

El papel de GIP en la aparicion de resistencia a insulina
ha sido previamente descrito mediante el uso de
antagonistas (22) y en pacientes diabéticos tipo 2
sometidos a bypass gastrico (45). No obstante, los
resultados mostrados en el presente trabajo indican, por
primera vez, que la rehabilitacion nutricional tras un

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain



Role of glucose-dependent insulinotropic peptide in the nutritional programming of metabolic syndrome

episodio de restriccion nutricional precoz da lugar a la
aparicion de niveles exacerbados de GIP, ejerciendo un
efecto perjudicial en la homeostasis glucidica. Por tanto,
intervenciones terapéuticas encaminadas a disminuir la
accion de GIP parecen representar un método eficaz en la
prevencién de las patologias asociadas al sindrome
metabolico, como la obesidad o la diabetes tipo 2. No
obstante, un control nutricional eficaz, orientado a
disminuir la ingesta caldrica, constituye un factor
indispensable para evitar la aparicion de dichas patologias.

5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio ponen
de manifiesto que GIP juega un papel determinante en el
incremento de la adiposidad, intolerancia a la glucosa y
resistencia a la insulina, desarrolladas como consecuencia
de una rehabilitacion nutricional con dieta grasa tras un
episodio de restriccion nutricional precoz. Asimismo, la
existencia de un dimorfismo sexual en la programacion
nutricional de dichas alteraciones subraya la relevancia de
la nutricibn materna en la posible transmision
intergeneracional de la predisposicion al desarrollo del
sindrome metabdlico.
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ABSTRACT: Chronic low-grade inflammation in
adipose tissue during obesity is associated to an
impairment of the insulin signaling cascade. In this
study we have evaluated the impact of palmitate or
oleate overload of macrophages in triggering
lipoapotosis and in the cross-talk with insulin signalin
in hepatocytes. Macrophages were stimulated wit
oleate or palmitate and levels of M1/M2 polarization
markers was analyzed. Whereas proinflammatorx
cytokines were elevated in macrophages stimulated wit
palmitate, enhanced M2 markers levels was detected in
macrophages stimulated with oleate. When hepatocytes
were pretreated with conditioned medium from
macrophages loaded  with  palmitate  (CM-P)
phosphorylation of stress kinases and endoplasmic
reticulum (ER) stress signaling was increased, insulin
signaling was Impaired and lipoapoptosis was detected.
Conversely, enhanced insulin receptor (IR)-mediated
signaling and reduced levels of the phosphatase protein
tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) was found in
hepatocytes treated with CM from macrophages
stimulated with oleate (CM-0O). In conclusion, oleate
and palmitate elicit an opposite cross-talk between
macropha?es and he]Joatoc tes. Whereas CM-P interferes
at the early steps of insulin signaling, CM-O increases
insulin sensitization by decreasing PTP1B. Therefore,
targeting PTP1B is a thera%eutic strategy to combat
hepatic insulin resistance in obesity.
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RESUMEN: La inflamacion crénica de bajo grado en el
tejido adiposo durante la obesidad se asocia a una
disminucion de la sefalizacion de la insulina. Hemos
evaluado el impacto de la estimulacion de los
macroéfagos con oleato o palmitato y el efecto sobre la
lipoapoptosis y la sefializacién de la insulina en los
hepatocitos. Los macr6fagos y las células de Kupffer se
estimularon con dichos acidos grasos para analizar los
niveles de marcadores de polarizacion M1/M2. Los
macro6fagos estimulados con oleato presentaron mayores
niveles de marcadores antiinflamatorios, mientras que
los tratados con palmitato presentaron una elevada
expresién de citoquinas proinflamatorias. Tras el
tratamiento de los hepatocitos con medio condicionado
de macréfagos estimulados con palmitato (CM-P)
detectamos un incremento en la fosforilacion de las
quinasas de estrés y marcadores de estrés del reticulo
endoplasmico (ER), junto con un aumento en la
lipoapoptosis ?/ un bloqueo en la sefializacion de la
insulina. Por el contrario, en hepatocitos tratados con el
medio condicionado de macrofagos estimulados con
oleato (CM-O) observamos un aumento en la
sefializacion de la insulina y una reduccion en los
niveles de la proteina fosfatasa 1B (PTP1B). En
conclusidn, oleato y palmitato desencadenan respuestas
opuestas entre los macrofagos y los hepatocitos.
Mientras que el CM-P bloguea las primeras etapas de la
sefializacion de la insulina, el CM-O aumenta la
sensibilidad a la insulina disminuyendo la PTP1B. Por
tanto, la inhibicion de PTP1B es una estrategia
terapéutica para combatir la resistencia a la insulina en
el higado en estados de obesidad.
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1. INTRODUCTION

Evidences from clinical and epidemiological studies
have clearly established that obesity is the most common
cause of insulin resistance, type 2 diabetes mellitus
(T2DM) and non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). In
fact, insulin resistance in peripheral tissues such as liver
and skeletal muscle is an early metabolic abnormality in
the development of T2DM (1). Although the precise
molecular mechanisms underlying insulin resistance
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associated to obesity have not been completely elucidated,
one major contributor is the chronic low-grade systemic
inflammation state which interferes with the early steps of
the insulin signaling cascade possibly through the effects
of free fatty acids (FFASs) and cytokines secreted by the
overgrowing white adipose tissue (WAT) (2-4).
Proinflammatory cytokines impair insulin action by
activating stress kinases such as c-jun (NH2) terminal
kinase (JNK), IkB kinase (IKK) and also protein kinase C
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(PKC)-mediated pathways (5, 6). In addition, cytokines
down-regulate early key mediators of the insulin signaling
cascade such as the insulin receptor (IR) or insulin
receptor substrate 1 (IRS1) (7, 8), as well as increase the
expression of negative modulators of this pathway such as
the protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) (9, 10). On
the other hand, circulating FFAs, which are usually
increased in insulin resistant states (11-13), also activate
these proinflammatory pathways boosting the defects in
peripheral insulin actions (14-16).

In addition to the inflammatory effects, the activation
of endoplasmic reticulum (ER) stress-mediated signaling
pathways by FFAs has been linked to obesity-associated
immunometabolic dysregulation and insulin resistance (17,
18). ER stress is sensed by three main proteins: X-box
binding protein 1 (X-BP1), PRKR-like endoplasmic
reticulum kinase (PERK) and activating transcription
factor-6 (ATF6), which cooperate to mitigate ER stress by
reducing protein translation, stabilizing proteins by
chaperones and activating ER-associated protein
degradation (19). Chemical chaperones
(tauroursodeoxycholic  acid  (TUDCA) and  4-
phenylbutryate) that alleviate ER stress through protein
stabilization, improve systemic glucose homeostasis,
increase glucose uptake in adipose and skeletal muscle and
reduce hepatic glucose production (20). Moreover, a study
in obese subjects has revealed that treatment with TUDCA
increases insulin sensitivity in liver and skeletal muscle by
approximately 30% compared to the placebo therapy (21).

Several studies have reported that besides adipocytes,
adipose tissue resident macrophages, which migrate and
accumulate in WAT, have a relevant role in obesity-
induced chronic inflammation (22-24) through their
polarization toward the M1-like state (25). Although the
importance of macrophages in the molecular mechanisms
triggering insulin resistance in skeletal muscle and adipose
tissue has been explored (25-27), it remains unclear
whether the inflammatory milieu from hepatic
macrophages impact insulin signaling in hepatocytes. On
that basis, in this study we have investigated for the first
time the effect of Kupffer cells activated by two distinct
FFAs, palmitate (saturated) and oleate (unsaturated), on
stress-mediated pathways, lipoapoptosis and the insulin
signaling cascade in hepatocytes.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Reagents

Fetal bovine serum (FBS) (#10270) and culture media
DMEM (#41966-029) were obtained from Invitrogen (Life
Technologies, Gran Island, NY). TRIzol reagent (#T9424),
sodium palmitate (#P9767), sodium oleate (#07501),
bovine serum albumin (BSA) (#A6003), fatty acid free-
BSA endotoxin free (#A8806) and insulin (#10516) were
from Sigma Aldrich (St. Louis, MO). Bradford reagent,
acrylamide, immunobloting PVDF membrane and
Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate
were purchased from Bio-Rad (Hercules, CA).
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2.2. Free fatty acid preparation

25 mM free fatty acid (FFA) stock solutions were
prepared by modification of Spector method (28). Briefly,
cold sodium palmitate or sodium oleate were dissolved in
0.1M NaOH by heating at 70°C while 0.5 mM BSA
solution was prepared by dissolving fatty acid free-BSA in
NaCl 0.9% by heating at 50°C (at maximum). Once BSA
and FFA solutions were completely dissolved, palmitate
and oleate solutions were diluted 10-times in the BSA
solution and mixed by pipetting to achieve a final molar
ratio of 5:1. Control BSA was prepared by adding the
same amount of 0.1M NaOH into 0.5 mM BSA solution.
All preparations were filtered, aliquoted and stored at —
20°C.

2.3. Culture of RAW 264.7 murine macrophages

Murine RAW 264.7 macrophage cell line, kindly
provided by Dr. Tarin (CNIC, Madrid, Spain), were
cultured in RPMI supplemented with 10% heat inactivated
FBS, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin and 2
mM glutamine. Confluent macrophages were treated with
BSA or FFAs solutions (750 uM conjugated oleate/BSA
or 750 uM conjugated palmitate/BSA) for 24 h to obtain
the corresponding conditioned media (CM) (27). CM were
centrifuged to remove dead cells and directly added
(without dilution) to hepatocytes for several time periods.

2.4. 1solation and culture of Kupffer cells

Kupffer cells were obtained from livers of 3 months-
old male C57/BL6 mice. All animal experimentation has
been conducted according to the Guide of the care and use
of laboratory animals (National Academy of Sciences,
USA). For Kupffer cells (KC) isolation, the supernatant
from the first centrifugation of the hepatocyte isolation
protocol was collected and centrifuged twice at 50 x g for
5 min to discard the pellet with the remaining hepatocytes.
The latest supernatant was centrifuged at 500 x g for 5 min
at 4°C and the pellet containing the KC was resuspended in
attachment media. Cells were mixed by inversion with
50% percoll and centrifuged at 1.000 x g for 30 min
without acceleration or brake at room temperature. Finally,
KC pellet was washed with PBS 1X, centrifuged twice at
500 x g for 10 min at 4°C to wash out the residual percoll
solution and cells were resuspended in RPMI
supplemented with 10% heat inactivated FBS, 100 U/ml
penicillin, 100 pg/ml streptomycin and 2 mM glutamine.
Cells were then plated on 12 well-plates and maintained
for 24 h before treatments. Conditioned media was
prepared as described in RAW 264.7 cells.

2.5. Hepatocyte cell culture.

Human hepatocytes were isolated by the two-step
collagenase procedure from non-tumor areas of liver
biopsies from patients submitted to a surgical resection for
liver tumours after obtaining patients' written consent (29).
Primary mouse hepatocytes were isolated from non-fasting
male C57BL/6 mice (10-12-week-old) by perfusion with
collagenase as described (30). Cells were seeded on 6
well-plate (Corning, New York, NY) and cultured in
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media containing Dulbecco's modified Eagle's medium
and Ham's F-12 medium (1:1) with 10% FBS,
supplemented with 2 mm glutamine, 100 U/ml penicillin,
100 pg/ml streptomycin and 1 mM sodium pyruvate
(attachment media) and maintained for 24 h before
treatments. The generation and characterization of
immortalized mouse hepatocyte cell line has been
previously described (31). Cells were grown in DMEM
plus 10% heat inactivated FBS, 100 U/ml penicillin, 100
pg/ml streptomycin and 2 mM glutamine.

2.6. Preparation of protein extracts and Western blot

To obtain total cell lysates, attached cells were scraped
off and incubated for 10 min on ice with lysis buffer (25
mM HEPES, 2.5 nM EDTA, 0.1% Triton X-100, 1 mM
PMSF and 5 pg/ml leupeptin). After protein content
determination with Bradford reagent, total protein were
boiled in Laemmli sample buffer and submitted to 8-15%
SDS-PAGE. Proteins were transferred to Immunoblot
PVDF membrane and, after blocking with 3% BSA or 5%
non-fat dry milk, membranes were incubated overnight
with several antibodies as indicated. Immunoreactive
bands were visualized using the ECL Western blotting
protocol. Densitometric analysis of the bands was
performed using Image J software. The anti-phospho-
PERK (Thr 980) (#3179), anti-phospho-elF2a (Ser 51)
(#9721), anti-phospho-JNK (#9251), anti-phospho-STAT3
(#9131) antibodies were from Cell Signaling Technology
(Danvers, MA). The anti-JNK (sc-571), anti-IR B (sc-711),
anti-elF2a.  (sc-11386), anti-CHOP  (sc-7351), anti-
phospho-p38 (sc-17852), anti-p38 (sc-9212), anti-IRS1
(sc-559), anti-phospho-IR (sc-25103), anti-phospho-Akt
(Thr 308) (sc-16646), anti-phospho-Akt (Ser 473) (sc-
7985), anti-Akt (sc-8312) and anti-PTP1B (sc-1718)
antibodies were from Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA). Anti-a-tubulin (T5168) was from Sigma
Aldrich (St. Louis, MO).

2.7. RNA isolation and qPCR

Total RNA was isolated using Trizol reagent and was
reverse transcribed using a SuperScriptTM Il First-Strand
Synthesis System for gqPCR following manufacturer’s
indications. qPCR was performed with an ABI 7900
sequence detector using the SyBr Green method and d(N)6
random hexamer with primers purchased from Invitrogen.
PCR thermocycling parameters were 95°C for 10 minutes,
40 cycles of 95°C for 15 seconds, and 60°C for 1 minute.
Each sample was run in triplicate and normalized to 18s
RNA. Fold changes were determined using the AACt
method. Primer sequences are available upon request.

2.8. Statistical analysis

Data are presented as mean = SEM, and were
compared by using the Bonferroni ANOVA test. All
statistical analyses were performed using the IBM SPSS
Statistics 21.0 (SPSS Inc. IBM, Armonk, NY) software
with  2-sided tests. Differences were considered
statistically significant at p<0.05.
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3. RESULTS AND DISCUSSION
RESULTS

3.1. Insulin signaling is opposite modulated in human
hepatocytes pretreated with conditioned medium from
macrophages stimulated with palmitate or oleate

The liver is composed primarily of hepatocytes, but
also contains blood and lymph vessels, nerves and immune
cells. Since all these cell types can potentially respond to a
high fat-mediated inflammatory environment in vivo, we
performed a cell culture-based approach to investigate the
specific cross-talk between macrophages and hepatocytes
in the context of fatty acid overload. For this goal, RAW
264.7 macrophages were treated with palmitate, a typical
saturated FFA found in western diets, for 24 h. Then,
culture media (conditioned medium) was removed.
Conditioned medium was hereafter called CM-P (collected
from RAW 264.7 cells treated with palmitate) or CM-B
(from RAW 264.7 cells treated only with BSA as a
control). We also obtained conditioned medium from
RAW 264.7 cells treated with oleate, a well-known
nontoxic monounsaturated FFA. This conditioned medium
was hereafter called CM-O (collected from RAW 264.7
cells treated with oleate). Once the conditioned media
were prepared, they were added for 24 h to human
hepatocytes and after that these cells were stimulated with
10 nM insulin for 10 min. As depicted in Figure 1, insulin
induced IR tyrosine phosphorylation and Akt
phosphorylation at both residues were enhanced in
hepatocytes preincubated with CM-O as compared to
control hepatocytes preincubated with control CM-B.
Conversely, IR tyrosine and Akt serine/threonine
phosphorylations were reduced in presence of CM-P.
Moreover, protein levels of IR and IRS1 decreased only in
hepatocytes treated with CM-P. Altogether, these results
indicate opposite effects of palmitate and oleate in
triggering a cross-talk between macrophages and
hepatocytes with relevant effects in insulin signaling.

3.2 Differential effects of palmitate and oleate in levels of
proinflammatory cytokines expressed by macrophages

In order to confirm the differential effects of oleate and
palmitate in a physiological context, we isolated and
cultured Kupffer cells from C57/BL6 mice and these
resident macrophages were stimulated with oleate or
palmitate for 24 h. The purity of Kupffer cells was
checked by the analysis of CD68 and F4/80 mRNA levels
(Figure 2).

In an attempt to characterize the molecules released by
macrophages to the CM, we assessed the expression of
proinflammatory  cytokines  characteristic of M1
macrophage polarization by real-time PCR. Treatment of
Kupffer cells with palmitate, but not oleate, increased IL6,
IL1B, TNFo and MCP1 mRNA levels. On the other hand,
treatment with oleate significantly up-regulated mRNA
levels of M2 polarization markers (IL10, Mcrl, Mgll and
arginase 1) (Figure 3).
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Figure 1. Insulin signaling is differentially modulated in human hepatocytes pretreated with CM-O or CM-P. Conditioned medium
from RAW 264.7 macrophages treated with BSA (CM-B), oleate (CM-0O) or palmitate (CM-P) was added to human primary hepatocytes
for 24 h. Then, cells were stimulated with 10 nM insulin for 10 min. Total protein was analyzed by Western blot using the indicated
antibodies. Representative blots are shown. (n=4 independent experiments performed in duplicate).

Figure 2. Purity of Kupffer cells. Kupffer cells and hepatocytes were isolated from mice as described in the Experimental Procedures
and mRNA levels of CD68 and F4/80 were determined. CD68 and F4/80 were undetectable in hepatocytes (n=3 independent experiments

performed in duplicate).

Figure 3. Expression of cytokines and markers of inflammation from Kupffer cells. Primary Kupffer cells were treated with BSA
(B), oleate (O) or palmitate (P) for 24 h. TNFa, IL-6, IL-13, MCP1, IL-10, arginase 1, Mcrl and Mgll mRNA levels were analyzed by
gRT-PCR. Results are expressed as fold increase relative to BSA condition (1) and are mean + SEM (n=3), *p<0.05, **p<0.01, O or P,

respectively, vs B.

3.3. Conditioned medium from Kupffer cells stimulated
with  palmitate activates stress-mediated signaling
pathways

Next, we confirmed data on proinflammatory cytokines
by analyzing the activation of stress kinases in primary
mouse hepatocytes treated with CM from Kupffer
macrophages stimulated with oleate or palmitate (CMK-O
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or CMK-P, respectively). As a control, hepatocytes were
stimulated with CM from Kupffer cells loaded with BSA
(CMK-B). As shown in Figure 4, phosphorylations of
STAT3, p38 MAPK, INK, PERK and elF2a were
observed exclusively in hepatocytes treated with CMK-P.
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Figure 4. Paracrine effects of primary Kupffer cells
stimulated with palmitate or oleate in stress pathways in
primary mouse hepatocytes. Conditioned medium from primary
Kupffer cells treated with BSA (CMK-B), oleate (CMK-O) or
palmitate (CMK-P) was added to primary mouse hepatocytes for
30 min. Total protein was analyzed by Western blot using the
indicated antibodies. Representative blots are shown (n=3
independent experiments.

In the light of these data, CHOP and the active
fragment of caspase 3, indicators of apoptosis, also were
detected only in hepatocytes treated with CMK-P (Figure
5).

Figure 5. Paracrine effects of primary Kupffer cells
stimulated with palmitate or oleate in lipoapoptotic pathways
in primary mouse hepatocytes. Conditioned medium from
primary Kupffer cells treated with BSA (CMK-B), oleate (CMK-
O) or palmitate (CMK-P) was added to primary mouse
hepatocytes for 24 h. Total protein was analyzed by Western blot
using the indicated antibodies. Representative blots are shown
(n=3 independent experiments.

3.4. CMK-P induces insulin resistance, whereas that
CMK-O induces insulin hipersensitivity in primary mouse
hepatocytes

Next, we analyzed the effects of Kupffer cells-derived
products on insulin signaling in hepatocytes. For this goal,
primary hepatocytes were treated with CMK-P or CMK-O
for 24 h and subsequently stimulated with 10 nM insulin
for 10 min. As depicted in Figure 6, insulin-induced
tyrosine  phosphorylation of the IR and Akt
phosphorylation at both Ser 473 and Thr 308 residues was
enhanced in hepatocytes pretreated with CMK-O whereas
these responses were decreased in hepatocytes pretreated
with CMK-P. These results also reflect an opposite
paracrine cross-talk between hepatocytes and resident
macrophages.

Figure 6. Paracrine effects of primary Kupffer cells stimulated with palmitate or oleate in insulin signaling in primary mouse
hepatocytes. CMK was added to primary hepatocytes for 24 h. Then, cells were stimulated with 10 nM insulin for 10 min. Total protein
was analyzed by Western blot using the indicated antibodies. Representative blots are shown (n=3 independent experiments.

3.5. Lower levels of PTP1B can contribute to the insulin
sensitization induced by CM-O in hepatocytes.

Next, we evaluated the possibility that changes in the
expression of negative modulators of the early steps of the
insulin signaling could account for the insulin sensitization
induced by CM-O or CMK-O in hepatocytes. Among
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them, PTP1B was a potential candidate given its ability to
directly dephosphorylate tyrosine residues of the IR (48).
Consistent with this hypothesis, we measured the
expression of this phosphatase in hepatocytes incubated
with CM-O. For these experiments we used immortalized
neonatal hepatocytes previously generated and validated in
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our laboratory (57). As depicted in Figure 7, PTP1B
protein content was decreased in hepatocytes treated with

CM-O.

Figure 7. Lower levels of PTP1B contribute to the insulin sensitization induced by CM-O in hepatocytes. Conditioned medium from
RAW 264.7 macrophages treated with BSA (CM-B) or oleate (CM-0O) was added to immortalized mouse hepatocytes for 24 h. Total
protein was analyzed by Western blot using the indicated antibodies. Representative blots are shown. After quantification of all blots,
results are expressed as percentage of protein expression relative to CM-B condition (100%) and are mean + SEM (n=3 independent

experiments performed in duplicate), ***p<0.001 CM-O vs CM-B.

As expected, insulin signaling was enhanced in
immortalized neonatal hepatocytes preincubated with CM-
O whereas impaired insuling signaling was detected in
cells pretreated with CM-P (Figure 8).

Figure 8. Insulin signaling is differentially modulated in
hepatocytes pretreated with conditioned medium from RAW
264.7 macrophages stimulated with oleate or palmitate.
Conditioned medium from RAW 264.7 macrophages treated with
BSA (CM-B), oleate (CM-O) or palmitate (CM-P) was added to
immortalized mouse hepatocytes for 24 h. Then, cells were
stimulated with 10 nM insulin for 10 min. Total protein was
analyzed by Western blot using the indicated antibodies.
Representative blots are shown (n=4 experiments performed in
duplicate).
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DISCUSSION

In obesity-associated insulin resistance, M1-like
macrophages polarization state has been associated with
the enhancement of the proinflammatory milieu by the
ability to secrete proinflammatory cytokines. This
surrounding insulin resistant adipocytes that trigger
proinflammatory signaling pathways in macrophages
trough their binding to Toll-like receptors (TLRs) (32-34).
However, we know now that beyond the interplay between
adipocytes and adipose tissue resident macrophages, these
inflammatory signals also dysregulate key metabolic
responses in other peripheral tissues, thereby exacerbating
insulin resistance (3).

The liver is a target organ of the inflammatory
mediators. In obesity, the hepatic lipid accumulation (first
hit) together with the proinflammatory input (second hit)
trigger the necroinflammatory changes that are recognized
histopahologically as steatohepatitis (NASH) (35). Of
relevance, adipose tissue inflammation has been correlated
with hepatic steatosis in humans (36). Furthermore,
activation of Kupffer cells, the hepatic resident
macrophages, to secrete proinflammatory mediators is a
key event in the initiation of NAFLD, and limiting their
polarization into an M1 phenotype is considered an
attractive strategy against chronic liver inflammation (37-
40).

In this study, we have dissected for the first time the
molecular cross-talk between signals emerging from
macrophage-derived products in response to fatty acid
overload and insulin signaling in hepatocytes. A step
further, we attempted to compare the responses of
hepatocytes to macrophage-secreted cytokines derived
from oleate or palmitate together with FFAs mimicking the
circulating proinflammatory milieu. Interestingly, an
opposite response in insulin-mediated IR tyrosine
phosphorylation, the earliest event in the insulin signaling
cascade, was found in both mouse and human hepatocytes
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exposed to the CM from macrophages or Kuppfer cells
treated with oleate or palmitate, with a significant increase
or decrease, respectively, as compared to control
hepatocytes (treated with CM-B). This opposite response
was also evidenced in Akt phosphorylation (at both Ser
473 and Thr 308), a critical node of insulin’s metabolic
actions in hepatic cells (41). Thus, these results suggested
that oleate and palmitate induce different secretory
responses in peripheral and liver resident macrophages and
this might differentially modulate insulin signaling in liver
cells. In the light of these findings, the M1 polarization
state induced by palmitate, reflected by elevated TNFa,
IL6, IL1B and MCP1 in agreement to Samokhvalov et al.
(26), was not observed in Kupffer cells loaded with oleate.
The absence of M1 polarization is critical to understand
the modulation of insulin signaling by oleate in
hepatocytes as will be discussed below. In fact, increased
arginase 1, Mrcl, Mgll and IL10 levels reflects a M2
profile of macrophages after oleate challenge in agreement
with recent results reported by Camell et al. on the role of
dietary oleic acid in M2 macrophages polarization (42).
The ER plays a central role in the determination of cell
fate under conditions of stress. Increased ER stress has
been shown to contribute to the development of NAFLD
(17). In this regard, CM-P-treated hepatocytes rapidly
activated the PERK branch of UPR by inducing PERK,
elF2a and JNK phosphorylation, resulting in increased
CHOP expression. Under these experimental conditions,
STAT3 phosphorylation was also increased, this response
is probably mediated by the proinflammatory cytokines
IL6 and IL1B. Moreover, TNFa-mediating signaling might
also boost JNK and p38 MAPK activation. The
convergence of all these proinflammatory signaling
cascades leads to a negative-cross talk with insulin
signaling resulting in the degradation of both IR and IRS1
that agrees with results reported in hepatocytes treated
with palmitate (43, 44). Therefore, lower IR and IRS1
levels detected in hepatocytes stimulated with CM-P
evidence the contribution of the early activation of stress
kinases in  the reduced insulin-mediated Akt
phosphorylation. Neither the early activation of stress
kinases nor CHOP expression were detected in
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hepatocytes treated with CM-O, highlighting the absence
of oleate-mediated proinflammatory responses in the
macrophage-hepatocyte axis.

In addition to inflammation, FFAs-induced lipotoxicity
contributes to the pathogenesis of NAFLD, being saturated
FFAs the more toxic lipid species (45-47). Although the
evaluation of the apoptotic responses under inflammatory
conditions was not the major goal of this study, we
detected cleavage of caspase 3 in hepatocytes treated with
CM-P, suggesting that the signals derived from the
macrophage M1 polarization are likely involved in
lipoapoptosis. This interesting issue deserves future
research.

Although PTP1B has been involved in obesity and
inflammation (48-50), this is the first study showing the
modulation of PTP1B protein levels by a macrophage-
derived lipid product from oleate since reduced levels of
LTB4 in CM-O paralleled with decreased PTP1B and
enhancement  of  insulin-mediated IR  tyrosine
phosphorylation in hepatocytes. These data might be of
relevance since PTP1B has emerged as a therapeutic target
against obesity-mediated insulin resistance by its ability to
regulate peripheral (muscle and liver) insulin sensitivity
(49, 51-56) as well as the central control of appetite and
energy expenditure (48, 57, 58). Based on that, our
ongoing research is focused on the modulation of PTP1B
expression by bioactive lipid species (eicosanoids) in
hepatocytes.

In summary, we have demonstrated a paracrine cross-
talk from macrophages/Kupffer cells to hepatocytes, which
bears opposite differences depending on the polarization
state of the macrophages and the factors secreted by these
immune cells as it has been manifested upon treatment
with palmitate or oleate. To our knowledge and as
summarized in Figure 9, this is the first study providing
data of the beneficial effects of oleate in switching
macrophages polarization to increase insulin sensitization
in hepatocytes through decreasing PTP1B. Therefore,
targeting PTP1B is a therapeutic strategy to combat
hepatic insulin resistance in obesity.
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Figure 9. A. Schematic representation of palmitate-induced M1 polarization of macrophages that leads to a negative cross-talk with
hepatic insulin signaling through decreasing IR and IRS1. B. Schematic representation of the beneficial effects of oleate in switching
macrophages polarization by inducing M2 state to enhance insulin sensitivity in hepatocytes.

4. CONCLUSIONS

- Palmitate treated macrophages/Kuppfer cells have
increased expression of proinflammatory cytokines.

- The CM-P/ICMK-P leads to activation of stress
pathways and result in insulin resistance in human and
murine hepatocytes.

- Oleate treated macrophages/Kuppfer cells express
markers of antiinflammatory activity.

- The CM-O/CMK-O produces a hypersensitivity to
insulin in human and murine hepatocytes probably by
lower levels of PTP1B.
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ABSTRACT: The therapeutic use of cannabinoids in
the treatment of pain is as far as the knowledge we have
of the plant Cannabis sativa and yet is still in force. The
main way of action of cannabinoids, natural or
synthetic, is the activation of CB-1 or CB-2 receptors
G-protein coupled usually transmission of painful
stimuli initially dependent glutamate release in the
dorsal horn of the spinal cord and in which other
neurotransmitters and mediators such as substance P,
ATP, various interleukins and TNF, among others are
also involved. These substances, which are released by
neurons are responsible for the chronicity of pain and
play a key role in the development of neuropathic pain
component. Cannabinoids are good analgesics,
especially for chronic pain. This results from the
presence of CB1 receptors in the regions involved in the
control of nociception, both cord level and at the
supraspinal level. In the case of amyotrophic lateral
sclerosis (ALS), there has been an increased level of
endocannabinoids and of cannabinoid receptor
expression CB2. The use of selective agonists for CB2
and CB1 receptor depletion and degradation of enzymes
SCE, improve the symptoms of the disease and increase
survival in studies with transgenic mice cannabis drugs
should be considered as a treatment option more, but
other classes of drugs which, depending on the case and
the patient, may be more or less suitable. The
modificacionestructuralen molecule THC and CBN
calculations  usin molecular  orbital molecular
mechanics and molecular docking serve to know that
compounds can cross the blood brain barrier and what
not, and the energy values obtained by molecular
docking. These results give us a criterion for evaluating
potential candidates to inhibit acetylcholinesterase and
thus be potential anti-Alzheimer candidates and their
evaluation for the treatment of chronic pain.
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RESUMEN: El uso terapéutico de los cannabinoides en
el tratamiento del dolor es tan lejano como el
conocimiento que se tiene de la planta Cannabis sativa y
a pesar de ello sigue aln vigente. La principal via de
actuacion de los cannabinoides, naturales o sintéticos, es
la activacion de receptores CB-1 6 CB- 2, generalmente
acoplados a proteinas G. La transmision del estimulo
doloroso depende inicialmente, de la liberacion de
glutamato en el asta posterior de la médula espinal y en

gue también se implican otros neurotransmisores o

ediadores como la sustancia P, el ATP, diferentes
interleuquinas o TNF entre otros. Estas sustancias, que
son liberadas por neuronas son responsables de la
cronificacion del dolor y juegan un papel fundamental
en el desarrollo del dolor con componente neuropatico.
Los cannabinoides son  buenos  analgésicos,
especialmente para el dolor crénico. Esto es
consecuencia de la presencia de receptores CB; en las
regiones que participan en el control de la nocicepcion,
tanto a nivel espinal como a nivel supraespinal. En el
caso de la esclerosis lateral amiotréfica (ELA), se ha
observado un incremento del nivel de
endocannabinoides y de la expresion del receptor
cannabinoide CB2. El uso de agonistas selectivos para
CB2 y la deplecién del receptor CB1 asi como de
enzimas de degradacion del SCE, mejoran los sintomas
de la enfermedad e incrementan la supervivencia en
ensayos realizados con ratones transgenicos Los
farmacos derivados del cannabis deben considerarse
como una opcion de tratamiento mas, pero existen otras
familias de farmacos que, dependlendo del caso y el
paciente, pueden ser mas o menos adecuadas. La
modificacion estructural en la molécula de THC y CBN
aplicando calculos de mecanica molecular, orbitales
moleculares y Docking molecular servira para saber que
compuestos podran atravesar la barrera
hematoencefalica y cuales no, asi como los valores de
energia obtenidos mediante Docklng molecular. Estos
resultados nos daran un criterio para evaluar los posibles
candidatos a inhibir la acetilcolinesterasa y de esta
forma ser posibles candidatos anti-Alzheimer asi como
su evaluacién para el tratamiento del dolor crénico.
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1. INTRODUCCION

El Cannabis sativa conocido tradicionalmente como
marihuana, es una variedad del cdfiamo que ha sido
cultivado y utilizado por el hombre desde la antigiiedad,
debido fundamentalmente a sus propiedades médicas y
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psicoactivas. De hecho se han encontrado resefias de su
uso en tratados médicos chinos datados en el afio 2700 a.
C. (1) asi como referencias bibliogréficas y datos
farmacol6gicos sobre su utilizacién en paises como Egipto
e India desde el afio 3000 a. C. (2). En Europa se conoce
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su existencia desde el siglo XIIl y desde su introduccion
hasta el siglo XIX fue utilizado en medicina como
anticonvulsivo, analgésico, ansiolitico y antiemético.

Los primeros ensayos clinicos fueron realizados por el
Dr. O’Shaughnessy en 1843 para determinar, con una base
cientifica, las propiedades terapéuticas de este antiguo
remedio habiéndose propuesto en una de las indicaciones
mas claras, su utilidad como analgésico. De hecho, su uso
llegd a ser tan reconocido que en 1890, J. Russell
Reynolds, el médico personal de la Reina Victoria escribia
a proposito de las propiedades analgésicas del cannabis:
“En casi todas las enfermedades que cursan con dolor he
encontrado que el cafiamo indio es de lejos la més util de
las drogas” (3).

Posteriormente, a principios del siglo XX, cay6 en
desuso como consecuencia de la presion social ejercida ya
que debido a sus efectos adictivos se consumia en abuso
con fines recreativos. A pesar de que en 1924 fue
clasificado como narcético y a partir de entonces su
consumo se prohibid, recientemente en algunos paises, se
ha permitido su uso controlado para el tratamiento de las
nauseas y vOmitos provocados por los farmacos
quimioterdpicos y antineoplasicos. También se han
evaluado en el sindrome de anorexia-caquesia en pacientes
con sida o ciertos tipos de cancer terminal, en el
tratamiento del dolor, en el de la espasticidad muscular y
otros sintomas de la esclerosis mdltiple. Asimismo
tendrian utilidad en la recuperacion de traumatismos
craneoencefalicos Existen asimismo datos que muestran
que los cannabinoides no poseen efectos tdxicos
generalizados habiéndose descrito que los cannabinoides
podrian proteger a las neuronas frente al dafio producido
por agentes oxidantes, isquemia y ciertos neurotdxicos.

El término cannabinoide no sélo se refiere a los
productos obtenidos de la marihuana sino que hay que
distinguir entre dos nombres. Por un lado, los
fitocannabinoides se definen como los componentes
naturales del Cannabis sativa y de alguna otra especie
recientemente descrita, mientras que los
endocannabinoides son los sintetizados en el interior de los
animales, es decir, que serian los ligandos end6genos de
los receptores cannabinoides. Quimicamente los
fitocannabinoides  son hidrocarburos ~ arométicos
oxigenados en el Cannabis sativa y bibencilos en las
hierbas hepaticas (indicadas para normalizar la funcion del
higado) Radula perrottetii y Radula marginata.

Se han identificado hasta 66 cannabinoides en el
cannabis, la mayoria de los cuales pertenecen a una de las
10 subclases o tipos principales (4). Los mas abundantes
son los de los tipos cannabigerol (CBG), cannabicromeno
(CBC), cannabidiol (CBD), cannabinol (CBN) y delta-9
tetrahidrocannabinol (A9-THC) que es el principal
componente activo de la marihuana. La composicion en
cannabinoides de cada planta es diferente en funcién de la
variedad, en general cada planta contiene sélo de 3 a 4
cannabinoides en concentraciones superiores al 0,1%. El
A9-THC es el que posee una mayor cantidad de efectos
terapéuticos, aunque también presenta propiedades
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psicoactivas. EI A9-THC da lugar principalmente a dos
metabolitos, 11-OH-A9-tetrahidrocannabinol  (11-OH-
THC) (metabolito psicotropico) y el 11 nor-9-carboxi-
THC (THCCOOH) (metabolito no-psicotropico), ambos
con similar espectro de accién y perfil cinético que su
molécula madre.

Otro fitocanabinoide que cabe destacar por sus efectos
terapéuticos es el cannabidiol, CBD, un compuesto no-
psicoactivo comun en algunas variedades de cannabis y
que tiene propiedades antiinflamatorias, analgésicas,
ansioliticas y antipsicaticas.

Una de las aplicaciones en las que los cannabinoides
parecen poseer un papel muy importante es en el
tratamiento del dolor. Podemos definir la nocicepcion
como una modalidad sensorial somaética que tiene una
importante funcion protectora, ya que focaliza la atencion
en un estimulo nocivo que amenaza la integridad del
organismo y que debe, por ende, ser evitado. La capacidad
para responder a estimulos nocivos es una caracteristica
basica de todos los organismos de la escala filogenética,
por ejemplo, los pulpos tienen vias nerviosas que
conducen informacion nociceptiva. Mientras que en otros
organismos pertenecientes a los filos de platelmintos,
artropodos y moluscos se han descrito conductas que
pueden considerarse antinociceptivas.(5) Teniendo en
cuenta que los mecanismos mas complejos de respuesta a
los estimulos dolorosos se encuentran en los vertebrados,
sobre todo en los mamiferos, en los cuales procesos
analgésicos sumamente complejos producen un control
fino de la aferencia nociceptiva, el sistema cannabinérgico
parece tener un papel muy importante, ya que
cannabinoides endogenos y sintéticos producen analgesia.
Asi se ha visto, que agonistas del receptor CB1 aplicados
localmente disminuyen la nocicepcion ejerciendo su
accion de manera periférica (6). También se produce
analgesia al microinyectar cannabinoides
intracerebralmente en la zona gris periacueductal y en la
region rostral ventromedial del bulbo. Esto plantea la
posibilidad de que los cannabinoides tengan una accion a
nivel central en las zonas donde ejercen su accion
analgésica los opioides. (7) De hecho, se han localizado
receptores tipo CB1 en éareas del cerebro que procesan
informacion nociceptiva (8). Todo esto ha llevado a
proponer un sistema analgésico cannabinérgico similar al
opioide y que podria actuar de forma sinérgica o
alternativa al mediado por encefalinas (9).

El descubrimiento de receptores para el THC origind la
pregunta de si nuestro organismo produce sustancias
(endocannabinoides) que también se liguen a los
receptores  cannabinoides. Entre  los  principales
endocannabinoides se encuentra la anandamida (del
sanscrito ananda, que significa “felicidad”) y el 2-
araquidonil glicerol (2-AG). La virodhamina, un éter del
acido araquiddnico-etanolamina, se halla en el tejido
cerebral donde actuaria como un antagonista endégeno del
receptor CB1. Es una molécula inestable quimicamente
que se transforma rapidamente en anandamida en medio
acuoso. Otras moléculas extraidas de los tejidos animales y
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que acttan como lipidos bioactivos son el éter de 2-
araquidonil-glicerilo o noladin éter y la n-
araquidonildopamina (10-14) (sistema endocanabinoide
encontrado en obesidad y sindrome metabdlico). Al igual
que el THC, estas sustancias se ligan a los receptores de
CBl1ly los activan.

1.1. Receptores de canabinoides

Los cannabinoides tanto enddgenos como de C. sativa
y sintéticos actdan en el organismo mediante las mismas
dianas moleculares. Se trata de receptores especificos
localizados en la membrana plasmatica de las células,
denominados receptores CB y de los cuales actualmente
existen dos tipos bien caracterizados molecular y
farmacol6gicamente, CB1 y CB2. Entre ambos receptores,
hay una homologia de alrededor del 48%. Es posible que
existan en el organismo otros receptores, como GPR55 o
TRPV1 que medien algunas acciones de los
endocannabinoides. Los receptores CB pertenecen a la
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G vy
acoplan principalmente Gi/o caracterizados por presentar 7
dominios transmembrana. Ademas existe una variante del
receptor CB1, denominado CB1A que posee menos
aminodcidos en su extremo N-terminal que el CB1 por un
splicing diferente que posee un modelo de distribucién
muy semejante al CB1 y es hasta un 20% mas abundante
que este ultimo (15).

A través de las proteinas G, estos receptores modulan
rutas de sefializacion intracelular de gran importancia
como la via de la adenilil ciclasa (16) (AC), 3“,5"-
monofosfato ciclico (CAMP), proteina quinasa A (PKA)
cascadas de proteinas quinasas activadas por mitdgenos
como ERK (quinasa regulada por sefiales extracelulares) la
generacion del esfingolipido ceramida y la via de la
quinasa Akt activan la cascada de las MAPK, via
involucrada en la regulacion de fendémenos de
proliferacion y diferenciacion celular (17) estos y otros
mecanismos de sefializacién participan en el control por el
sistema endocannabinoide.

Como es ldgico pensar, s6lo los tejidos que presenten
receptores especificos para cannabinoides son dianas de
accion de estos compuestos.

La mayor parte de los efectos de los cannabinoides
estan mediados por el receptor CB1 (18-19). Inicialmente
llamado receptor central de cannabinoides. Pero en
realidad este receptor presenta una localizacion muy
ubicua y es especialmente abundante en areas del sistema
nervioso central implicadas en el control de la actividad
motora (ganglios basales, cerebelo), memoria vy
aprendizaje (corteza, hipocampo) | que explica también sus
efectos  anticonvulsivantes, emociones (amigdala),
percepcion sensorial (tdlamo) y diversas funciones
auténomas y endocrinas(hipotdlamo y médula) lo que
Igicamente explica que los endocannabinoides modulen
estos procesos y que el consumo de marihuana interfiera
en ellos. Se encuentra en bajos niveles en los centros
respiratorios del tallo cerebral y también se expresa en las
células gliales. Por otro lado, su baja densidad en tallo
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cerebral (zona de control de las funciones cardiovascular y
respiratoria) (20) explica la baja toxicidad y ausencia de
letalidad de la marihuana. Fuera del SNC el receptor CB1
se ha detectado en las terminales nerviosas periféricas que
inervan tanto la piel como los tractos digestivo,
circulatorio y respiratorio asi como tejidos del endotelio
vascular, hueso, testiculo, Utero, ojo, higado y bazo y
tejido adiposo y en distintas células del sistema inmune:
linfocitos B y T y monocitos y parecen modular las
propiedades inmunosupresoras del cannabis.

En el cerebro los receptores CB1 se expresan también
en astrocitos, donde podrian controlar el aporte de
nutrientes a las neuronas y mediar procesos de
intercomunicacion sinaptica entre ambos tipos de células,
asi como en células del endotelio vascular, donde su
activacion induce vasodilatacion.

El receptor CB2 inicialmente denominado receptor
periférico de cannabinoides, muestra una distribucion mas
restringida y esta presente principalmente en el sistema
inmune, tanto en células linfocitos y macréfagos como en
tejidos (bazo, apéndice y ganglios). Por ello se piensa que
estad implicado en la modulacién de la respuesta inmune
por el sistema endocannabinoide.

Los receptores CB2 actlan por los mismos
mecanismos pero a diferencia del CB1, no es capaz de
modificar las corrientes de los canales de calcio y potasio
(21).Se expresan en células de microglia, donde median la
inactivacion de dichas células y por tanto un descenso en
la liberacion de citoquinas proinflamatorias y especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno, lo que conlleva un
atenuacion de los procesos neuroinflamatorios.

Aunque se ha sugerido que los ligandos endégenos de
estos receptores (endocannabinoides) tendrian cierta
selectividad por los diferentes subtipos de receptores para
canabinoides, lo cierto es que pueden unirse y activar
ambos subtipos indistintamente (22).

Los endocannabinoides junto con sus receptores y
sistemas especificos de sintesis y degradacion constituyen
el denominado sistema endocannabinoide. Este sistema
aparece de forma altamente conservada en la gran mayoria
de animales y su funcion hasta ahora mejor establecida es
la de constituir un mecanismo de neuromodulacién en el
SNC. Asi cuando se activan receptores de
neurotransmisores en la membrana plasmatica de una
neurona postsindptica, esta sintetiza precursores de
endocannabinoides y los escinde para liberar a la
hendidura sinaptica endocannabinoides funcionalmente
activos. Este mecanismo acontece por ejemplo tras la
unién de algunos neurotransmisores como el glutamato a
sus receptores inotrépicos o metabotrépicos o el | GABA.
Es decir los endocannabinoides actian como mensajeros
quimicos retrégrados que se unen a receptores CB1 de la
neurona presinaptica, el resultado es la retro inhibicion de
la liberacion del neurotransmisor y la consiguiente
atenuacion de la transmisién glutamatérgica y gabaérgica
(20). Como es conocido la EA se caracteriza por una
hiperfuncionalidad en el sistema glutamatérgico y una
hipofuncionalidad en el colinérgico.
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La unién de los cannabinoides a los receptores CB1 de
la neurona presinaptica conlleva el cierre de canales de
Ca®* sensibles a potencial VSCCs, (voltaje-sensitive Ca**
channels) por lo que se facilita la salida de iones K* debido
a la apertura de canales rectificadores de K" sensibles a
proteinas G. Este proceso impide la despolarizacion de la
membrana y los procesos de exocitosis y asi se bloquea la
liberacion del NT.

Aunque el resultado global de la activacion de dichos
receptores es la retroinhibicién de la liberacion de NTs y la
consiguiente atenuacion de la transmision sinéptica, el
curso temporal en el que tiene lugar este proceso divide los
efectos de los endocannabinoides en 2 tipos. De accion
corta y de accion larga. La depresidn sinaptica a corto
plazo estd mediada por el cierre de canales de Ca*" y
apertura de K*, mientras que la depresion a largo plazo
depende de la inhibicién de la via AC-cCAMP-PKA y
consecuentemente de la inactivacién de algunas proteinas
blanco de esta ruta.

Los principales endocannabinoides son la anandamida
y el 2-araquidonil glicerol. Ambos cumplen las
condiciones necesarias de todo neurotransmisor ya que son
sintetizados y liberados a partir de las neuronas, son
capaces de unirse y activar receptores de membranas y ser
inactivados por recaptacion o degradacion enzimética en el
interior de la célula. Sin embargo, a diferencia de otros
neurotransmisores no se almacenan en vesiculas en las
neuronas, sino que se sintetizan a partir de un precursor
fosfolipidico presente en las membranas celulares. Los
niveles de 2-araquidonil glicerol son més altos que los de
anandamida. Las concentraciones més altas de anandamida
se encuentran en zonas que presentan altos niveles de
receptores como hipocampo, corteza o el nlcleo estriado.

A fin de demostrar la funcion moduladora que los
endocannabinoides ejercen sobre numerosas funciones
cerebrales, se ha sugerido el potencial terapéutico que la
manipulacion farmacoldgica de sus niveles o la
administracién de agonistas cannabinoides podria tener en
el tratamiento de diversas patologias que afectan al sistema
nervioso (esclerosis multiple, enfermedad de Parkinson,
corea de Huntington y enfermedad de Alzheimer).

En algunas de estas enfermedades ya se ha podido
poner de manifiesto que existen cambios en la expresion
de recetores cannabinoides y/o en los niveles de
endocannabinoides en ciertas zonas del cerebro. Hoy en
dia se sabe que bajo determinadas circunstancias, los
cannabinoides son capaces de proteger a las neuronas
frente a diversas situaciones de dafio, lo que podria tener
interés para el tratamiento de episodios de dafio cerebral
agudo y quizas de enfermedades neurodegenerativas. Su
participacién en los procesos de memoria y aprendizaje
hace pensar que los cannabinoides podrian ser de utilidad
en trastornos como la extincion de la memoria en
situaciones de estrés post-traumatico.

A pesar de todo ello la utilizacién clinica de los
cannabinoides y otros compuestos que modulen el sistema
cannabinergico es restrictiva sélo en algunos paises se
permite la prescripcion de cannabinoides. No hay que
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olvidar que aunque se trate de compuestos seguros
clinicamente hablando, su uso médico estaria dificultado
por sus efectos psicoactivos no deseados (euforia,
somnolencia, descoordinacion, lapsos de memoria, etc.
Aunque estos efectos secundarios sean transitorios y estén
dentro de los margenes aceptados para otros
medicamentos, es necesario disefiar cannabinoides que
carezcan de las acciones psicOtropas. Ya que estas
acciones dependen de los receptores CB1 centrales, los
objetivos futuros son el disefio de farmacos CB2 selectivos
0 de compuestos que no atraviesen la barrera
hematoencefalicaosetta.

2. DEFINICION DE DOLOR

El dolor se define como "una experiencia sensorial y
emocional desagradable asociada a un dafio real o
potencial del tejido, o se describe en términos de dicho
dafio” (International Association of the Study of Pain) (23-
24). La ciencia que estudia el dolor se llama algologia. El
dolor puede ser agudo, o crénico. El dolor agudo es un
dolor de corta duracion que suele tener una causa
facilmente identificable. Este tipo de dolor normalmente se
origina en el sistema nervioso periférico, es decir fuera del
cerebro, aunque se procesa e interpreta en él (por parte del
sistema nervioso central). De hecho, el dolor agudo actia
como una sefial de advertencia de un dafio actual o
préximo: es la respuesta fisioldgica normal ante un
estimulo adverso o perjudicial que causa el dolor. Este
estimulo puede ser mecanico (una fractura 6sea), térmico
(una quemadura) o quimico (debido a una reaccién
inflamatoria en el cuerpo durante una enfermedad aguda.
Suele responder bien a los analgésicos y por tanto su
duracion es limitada.

El dolor crénico suele ser independiente de la causa
original del dolor, ocurriendo que los nervios
sobreexcitados sigan enviando la sefial de dolor al cerebro.
En otras ocasiones, la causa del dolor puede seguir
existiendo sin poder ser tratada o eliminada en todos los
casos, como en las enfermedades incurables o cronicas,
con lo que en ese caso la sefial de dolor pierde su funcion
de advertencia y no ayuda al cuerpo a evitar el dafio.
También se habla del dolor crdnico, cuando unos
estimulos de dolor sin tratar provocan respuestas de dolor
adicionales. Por tanto, el dolor crénico suele ser mucho
maés dificil de tratar que el agudo; deberia considerarse una
enfermedad en si mismo. Los estados de salud que causan
este tipo de dafio se describen en causas del dolor. Un
ejemplo significativo de lo que acabamos de decir lo
podriamos ilustrar con el dolor de cabeza o cefalea que es
una de las dolencias mas frecuentes en la poblacion. La
diferencia entre dolor de cabeza y migrafia reside en el
hecho de que el dolor de cabeza comin se manifiesta de
una manera general a toda la cabeza mientras que la
migrafia afecta solo a un lado de la cabeza. La migrafia es
una enfermedad neurobioldgica, mientras que los dolores
de cabeza no son mas que un sintoma de una enfermedad.

Una de las manifestaciones singulares de la migrafia es
el “aura”, el cual consiste en un déficit neurolégico
transitorio y reversible, tanto visual como somatosensitivo,

213



motor o linglistico (25). La tipologia de aura méas comin
es aquélla en la que tiene lugar una manifestacion visual
alterada que anuncia la aparicién de un ataque migrafioso
(aura tipica); ésta se caracteriza por la percepcion de
manchas negras, centelleos luminosos y lineas brillantes en
zigzag, asi como por la presencia de areas de pérdida del
campo visual (26). Podemos diferenciar varios tipos de
migrafia:

La migrafia comln (sin aura), se caracteriza por
nauseas con o sin vémito. El dolor resulta acentuado con
movimientos como tos, estornudos, esfuerzos, asi como
exposicion a la luz. La relajacion, oscuridad y ausencia de
ruido son recomendables para aliviar los sintomas. La
duracion de los episodios es variable, pudiendo llegar
hasta los tres dias y se presenta en un lado del craneo, para
extenderse después al resto de la cabeza.

Migrafia clasica: (con aura). Se diferencia de la
migrafia comUn debido a la aparicion de algunas molestias
como: hipersensibilidad a la luz y/o al ruido,
oscurecimiento del campo visual, percepcién de lineas
centelleantes 0o moscas voladoras. La duracién de los
ataques varia de unas horas a un dia.

José Maria Sanchez Montero

Cefalea en racimos o cluster (neuralgia hemicraneal):
aproximadamente el 1% de los casos de cefalea. Se
caracteriza por una extrema intensidad, se presenta al
improviso, normalmente estd localizada alrededor de un
0jo o en la sien, en general dura pocos minutos y en 24
horas puede presentarse incluso 10 veces o0 més. El dolor
de la cefalea en racimo puede ser tan intenso que la
persona que lo sufre puede tener tendencias autolesivas e
incluso suicidas.

Esta dolencia, afecta a entre el 11 y el 13 por ciento de
la poblacion adulta en los paises occidentales. En Estados
Unidos, se estima que alrededor de 30 millones de
personas sufren de esta dolencia que suelen ir
acompafados de nauseas, vémitos e hipersensibilidad a la
luz. En Europa el 14% de la poblacién padece migrafia
cronica (27). En Espafa, se estima que, el 12,6 por ciento
de las personas de entre 18 y 65 afios, puede padecer,
segun los criterios de migrafia probable de la International
Headache Disorders. Unas de las causas propuestas por
las que se producen estas migrafias podrian deberse a
pinzamientos de la arteria vertebral tal y como se ilustra en
la Figura 1.

Figura 1. Pinzamiento de la arteria vertebral como causa posible de migrafas.

La sefial de alarma que proporciona el dolor
desencadena una serie de mecanismos cuyo objetivo es
evitar o limitar los dafios. Para ello, el organismo dispone
de los siguientes elementos:

- Detectores de la sefial nociva: Son neuronas
especializadas en la recepcion del dolor, denominadas
nociceptores.

- Mecanismos  ultrarrapidos  de  proteccién
(reflejos): son reacciones rapidas, generadas a nivel de la
médula espinal que pueden tener como efecto una reaccion
de retirada una contractura de la musculatura que bloquea
la articulacién si se ha producido una lesion articular (es el
caso del lumbago después de la lesiébn de un disco
intervertebral tras un movimiento en falso).

- Mecanismos de alerta general (estrés), por
activacion de los centros de alerta presentes en el tronco
cerebral; ello se traduce en un aumento de la vigilancia y
de las respuestas cardiovasculares, respiratorias vy
hormonales que preparan al organismo a hacer frente a la
amenaza (mediante la huida o la lucha).

- Mecanismos de localizaciébn consciente e
inconsciente de la lesion, a nivel del cerebro; la
localizacion es precisa si la lesion se produce en la piel y
difusa o incluso deslocalizada si la lesién afecta un tejido
profundo.
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- Mecanismos comportamentales para hacer frente
a la agresién: debido a la activacion de centros
especializados en el cerebro, aumenta la agresividad y
pueden producirse manifestaciones de colera; estas
pulsiones tienen como objetivo movilizar la atencion del
sujeto e iniciar los comportamientos de huida o lucha para
preservar la integridad corporal.

Mecanismos de analgesia enddgenos: en ciertas
circunstancias estos mecanismos permiten hacer frente a la
amenaza a pesar de que se hayan sufrido graves heridas.

2.1. Sistema cannabinoide y dolor

En todos los sitios donde se han localizado receptores
cannabinoides, se ha descrito su papel modulador de la
transmision de las sefiales nociceptivas. Es un hecho
conocido en la bibliografia que, por lo general, la
estimulacion del sistema cannabinoide provoca una
respuesta a un fendmeno de analgesia endogena. En efecto,
la unién de cannabinoides enddgenos a sus receptores
provoca una hiperpolarizacion de las neuronas, lo que
supone una menor frecuencia de descarga, una menor
conduccidn nerviosa y, por lo tanto, una menor activacion
de las neuronas que transmiten la sefial de dolor. Es por
ello que los cannabinoides son buenos analgésicos,
especialmente para el dolor cronico. Esto es consecuencia
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de la presencia de receptores CB; en las regiones que
participan en el control de la nocicepcion, tanto a nivel
espinal como a nivel supraespinal (28). Existe ademéas una
intensa interaccion entre la transmision endocannabinoide
y la opiodérgica (29), incluso se han demostrado efectos
sinérgicos, lo que ha llevado a sugerir que los
cannabinoides podrian ser utilizados para reducir las dosis
de morfina en tratamientos de dolor crénico, sin merma del
efecto analgésico pero con una notable reduccién del
potencial adictivo del opiéceo.

En el dolor inflamatorio se est& asimismo estudiando la
posibilidad de interferir farmacol6gicamente mediante la
estimulacion de receptores cannabinoides de tipo CB2.
Aunque los receptores de tipo CB2 estdn presentes de
forma mayoritaria en las células del sistema inmune,
también se han detectado receptores de este subtipo en
terminales nerviosos periféricos y en células gliales,
proponiéndose por ello como dianas farmacoldgicas para
el tratamiento del dolor, tanto inflamatorio como
neuropatico (31). La posibilidad de modular el dolor
inflamatorio mediante la activacién farmacolégica de este
receptor CB2 vendria dada por el hecho de que se ha
demostrado su presencia en mastocitos (32). Los
endocannabinoides, liberados en respuesta a la
inflamacion, se unirian a receptores localizados en estos
mastocitos y bloguearian la liberacion de sustancias
proinflamatorias, disminuyendo asi la  respuesta
inflamatoria y con ello el dolor (33).

3. ESCLEROSIS MULTIPLE Y SU RELACION CON
LOS RECEPTORES CANNABINOIDES

La esclerosis mdaltiple (EM) es una enfermedad que
afecta a la mielina o materia blanca del cerebro y de la
médula espinal, provocando la aparicién de placas
escleréticas que impiden el funcionamiento normal de esas
fibras nerviosas. La mielina es una capa grasa que recubre
las fibras nerviosas (axones). Los axones recubiertos de
mielina tienen un aspecto blanquecino, por lo que se
conocen en el cerebro como sustancia blanca Su mision es
aislar y proteger a los axones para que conduzcan los
impulsos nerviosos mas répida y eficazmente. La
velocidad y eficiencia con que se conducen estos impulsos
permiten realizar movimientos suaves, rapidos Yy

coordinados con poco esfuerzo consciente.

Si por alguna razon desconocida, se produce una
anomalia inmunoldgica, entonces el cuerpo produce
anticuerpos contra su propia mielina. Esto provoca, la
aparicion de lesiones de desmielinacion y, posteriormente,
cicatrices (placas) en distintos puntos del sistema nervioso
central. La desmielinacién puede afectar a zonas diversas
del sistema nervioso central y la distinta localizacién de las
lesiones es la causa de la variabilidad y multiplicidad de
los sintomas (trastornos motrices, sensitivos, del lenguaje,
del equilibrio, viscerales, etc...).

Este mecanismo inmunitario activa los glébulos
blancos (linfocitos) del torrente sanguineo, que entran en
el cerebro y debilitan los mecanismos de defensa de éste
(es decir, la barrera hematoencefalica). Una vez en el
cerebro, estos glébulos activan otros elementos del sistema
inmunitario, de forma tal que atacan y destruyen la
mielina.

En esta enfermedad, estan implicados tanto los
receptores CB; como CB,. Se han desarrollado algunos
ensayos clinicos que pretendian explicar los numerosos
datos que demuestran un efectos beneficioso de los
cannabinoides sobre algunos de los sintomas de la
enfermedad, como la espasticidad, en pacientes que se
automedicaban con cannabis (34), aunque algunos de estos
resultados no son excesivamente fiables. También existen
numerosos estudios con modelos animales de la
enfermedad en los cuales se ha demostrado como los
cannabinoides producen una notable reduccion de los
signos clinicos.

Se sabe que el SCE (Sistema Cannabinoide Endégeno)
se encuentra alterado en situaciones patoldgicas. En el
caso de la ELA, se ha observado un incremento del nivel
de endocannabinoides y de la expresion del receptor
cannabinoide CB2 tanto en médulas espinales de modelos
transgénicos de ratones asi como en muestras de tejido
post mortem de pacientes humanos.

Ademaés se ha visto que el uso de agonistas selectivos
para CB2 y la deplecion del receptor CB1 asi como de
enzimas de degradacion del SCE mejoran los sintomas de
la enfermedad e incrementan la supervivencia en el
modelo de raton transgénico SOD1.

mielin

Figura 2. Representacion esquematica de la capa de mielina en los axones de las neuronas.
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4. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER (EA)

La enfermedad de Alzheimer (EA), segin la
Clasificacion Internacional de las Enfermedades (CIE-10,
Clasificacion Internacional de las Enfermedades, 10?
Edicion, OMS 1994 -25), se define como: "un sindrome
debido a una enfermedad del cerebro, generalmente de
naturaleza crénica o progresiva, en la que hay déficit de
multiples funciones corticales superiores que repercuten en
la actividad cotidiana del enfermo".

Esta enfermedad, se caracteriza por un deterioro
progresivo e irreversible de las funciones cerebrales
superiores o cognitivas, con pérdida de memoria, juicio y
lenguaje, es decir, clinicamente se manifiesta como una
demencia. En algunos casos, en las primeras fases de la
enfermedad, se acompafia de sintomas de otro tipo de
alteraciones mentales no cognitivas (psicosis, depresion,
ansiedad, apatia, etc.) y del comportamiento (agitacion,
irritabilidad, etc.). Antes o después, segln los sintomas que
se presentan, se produce una interferencia grave en la
realizacién de las tareas diarias, origindndose una gran
discapacidad y una dependencia del cuidador, que llega a
ser total. El periodo evolutivo puede ser corto, 2 0 3 afios
en algunos casos extremos, o bastante largo. En Espafia, a
falta de datos oficiales, puede considerarse actualmente
una duracién media de 12 afios a partir del diagnéstico
definitivo.

La sociedad occidental sufre un progresivo
envejecimiento de su poblacién y consecuentemente
mayor incidencia de las patologias asociadas con la vejez.
El incremento proporcional de las enfermedades
neurodegenerativas, muy  relacionadas con el
envejecimiento, se caracterizan por una progresiva
disfuncion y muerte neuronal, con la consiguiente pérdida
de funciones nerviosas especificas y aparicién de sintomas
clinicos (35). Las patologias neurodegenerativas mas
conocidas ademés de la enfermedad de Alzheimer (EA),
son la enfermedad de Parkinson (EP), la Enfermedad de
Huntington (EH) y la Esclerosis Lateral Amiotréfica
(ELA). Se estima que mundialmente ya hay 26 millones de
personas afectadas por EA. En Espafia 800.000 personas
padecen enfermedades neurodegenerativas, de las cuales
aproximadamente el 50% sufren EA. La incidencia
mundial de demencias casi se duplicard cada veinte afios y
alcanzara los 65,7 millones para 2030 y los 115,4 millones
para 2050, segun el Informe mundial sobre EA de 2011, de
“Alzheimer’s Disease International”. EI problema
econdémico que genera la EA es de tal magnitud (por valor
de 604.000 millones de ddélares) que puede hacer cambiar
la concepcidn que tenemos hoy en dia de la sanidad si no
se encuentran recursos terapéuticos que permitan limitar el
progreso de la enfermedad.

La etiologia de la enfermedad se desconoce
completamente, aunque las Ultimas investigaciones la
relacionan con un origen multifactorial en el que influye
tanto la predisposicion genética como los factores
ambientales, que influyen acelerando o retrasando el
avance de la enfermedad. El periodo evolutivo varia en
funcion de un diagnostico precoz y por consiguiente inicio
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del tratamiento farmacolégico, pero oscila entre los 2 0 3
afios en casos graves hasta bastantes afios de evolucién. En
Espafia, segin datos de 2010, la duraciéon media del
paciente es de 12 afios a partir del diagnéstico definitivo.

Desde el punto bioquimico, la EA se caracteriza, por
un lado, por la aparicidn de placas seniles extracelulares
formadas por depoésitos andémalos del péptido p-amiloide
(BA). Por otra parte, se presentan ovillos neurofibrilares
intracelulares (ONF) a partir de la hiperfosforilacion de la
proteina tau (t) (36). Ambas formaciones peptidicas se
relacionan con acciones neurodegenerativas que se
manifiestan con gran pérdida neuronal y sinaptica en las
zonas cognitivas clave (37). Otra de las consecuencias de
este acumulo proteico es la induccion de un entorno
citotoxico que potencia los procesos neurodegenerativos
agudos y croénicos (38).

Desde el punto de vista neurofisiolégico, la EA se
caracteriza por una deficiente transmision colinérgica a
nivel central, debido al déficit del neurotransmisor
acetilcolina (ACh). Esto se debe a la afectacion especifica
de las neuronas de la via colinérgica por estos depdsitos
proteicos. Dichos niveles de ACh estan regulados
principalmente por la enzima acetilcolinesterasa, por lo
que el disefio de farmacos potenciales puede ir encaminado
hacia la inhibicion o el bloqueo de la actividad de este
enzima.

La funcion primordial de acetilcolinesterasa (AChE)
(EC 3.1.1.7) es la hidrolisis del neurotransmisor de
acetilcolina (ACh) en las sinapsis colinérgicas. La reaccion
de hidrolisis se origina por un ataque nucleéfilo al grupo
carbonilo, seguido por la acilacién de la enzima y
liberacién del grupo colina, para finalmente hidrolizarse la
enzima acilada dando lugar a 4&cido acético y
regenerandose la enzima de nuevo. Se ftrata de un
mecanismo de accidn tipo de las hidrolasas.

La estructura tridimensional de AChE de Torpedo
californica, determinada por rayos-X con una resolucién
de 2,8A, ha mostrado que el centro activo de la enzima se
encuentra en el fondo de una estrecha y larga “garganta
catalitica” (de unos 20 A) (39)..

5. USOS MEDICOS DE LOS CANNABINOIDES

El uso de los cannabinoides en medicina legal esta
limitado por sus efectos psicoactivos, entre los que se
incluyen los de tipo afectivo (euforia), somatico
(somnolencia,  descoordinacién  motora),  sensorial
(alteraciones en la percepcion temporal y espacial,
desorientacion) 'y cognitivo (lapsos de memoria,
confusién).

Aungue dichos efectos secundarios estan dentro de los
margenes aceptados para otros medicamentos, pueden
tener en casos concretos una vertiente positiva (relajacion,
conciliacion del suefio, buen humor) y tienden a
desaparecer tras su administracion prolongada (proceso
que se conoce como tolerancia), esta claro que al menos
para determinados pacientes y patologias seria deseable
disefiar cannabinoides que carecieran de acciones
psicotropicas (40).
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El sistema cannabinoide puede ser utilizado en la
practica para proteger las células neuronales (accién
neuroprotectora) en diferentes enfermedades que causan
un dafio crénico o agudo, entre las que podemos citar las
enfermedades degenerativas neuroldgicas (esclerosis
multiple, enfermedad de Parkinson, corea de Huntington y
enfermedad de Alzheimer); asi como en el tratamiento del
dolor, de la dependencia a opioides, del glaucoma y del
cancer (sobre todo tumores neurolégicos). Respecto a esta
Gltima enfermedad, recientemente se ha demostrado que la
administracion de cannabinoides es capaz de detener el
avance de las células tumorales en algunos tipos de céancer
como el cerebral o el de mama, actuando ademas
selectivamente sobre las células malignas, sin dafiar a las
sanas. La proteina JunD es la responsable de la sucesion de
respuestas bioldgicas que culminan en la inhibicién de las
células tumorales. Se trata de una molécula que actla
como factor de transcripcidn, es decir, sirve como
“interruptor” bioldgico que regula la expresion de otros
genes y que, en este caso, se activa ante la administracion
de cannabinoides (41).

A pesar de los prometedores usos de los cannabinoides,
la mayoria de las pruebas clinicas sobre su uso son
anecddéticas y los ensayos clinicos disponibles hasta el
momento presentan importantes limitaciones
metodoldgicas (42-43), por lo que seria necesario poner en
marcha nuevas investigaciones que permitirdn conocer
mejor los mecanismos béasicos y desarrollar alternativas
farmacoldgicas con efectos mas especificos (44).

Como hemos apuntado anteriormente, las indicaciones
mas prometedoras del uso de estos compuestos estan
referidas al tratamiento del dolor y otras enfermedades
neurodegenerativas. Los cannabinoides disminuyen la
reactividad al dolor, tanto en modelos animales de dolor
agudo como de dolor crénico, neuropdtico e inflamatorio.
El cannabinoide més estudiado ha sido el THC
administrado por via oral, intravenosa o directamente al
cerebro y en la médula espinal en ratas. Otros
cannabinoides mas hidrosolubles que el THC, como el O-
1057 y el acido ajulémico o CT-3, algunos agonistas
cannabinoides sintéticos y ciertos endocannabinoides
también han mostrado estos efectos (45-47). En la
analgesia experimental inducida por THC habria un
componente supraespinal no relacionado con los péptidos
opioides y un componente espinal en el que estan
implicados tanto el receptor CB1 como el receptor opioide
K Yy su ligando enddgeno, la dimorfina (48). En ensayos
con animales se ha visto que los cannabinoides y los
opioides tienen una accién sinérgica en el control del
dolor. Cuando se administran dosis bajas de cannabinoides
con dosis subterapéuticas de morfina, se produce una
importante potenciacion del efecto antinociceptivo (49).

Respecto a la neurodegeneracion, los efectos toxicos
generados por la sobreactivacion de los receptores de
glutamato, es un proceso que influye en los mecanismos de
muerte celular en la neurodegeneracion aguda y cronica
(50) por lo que su estudio resulta de gran importancia para
evaluar las propiedades neuroprotectoras de los
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canabinoides naturales, modificados y sintéticos. Como
ejemplos podemos sefialar, a) el cannabinoide HU-211 que
ejerce un efecto protector para neuronas al ser expuestas al
efecto de glutamato (51); b) el endocannabinoide
palmitoiletanolamida que incrementa la supervivencia
neuronal para células granulares del cerebelo en modelos
de muerte celular inducida por glutamato (52); d) el
derivado WIN 55212-2 ejerce un efecto protector en
neuronas del hipocampo en condiciones de apoptosis (53);
d) y el compuesto natural A9-THC que protege a las
neuronas de la médula espinal contra dafio neuronal por
excitotoxicidad via actuacién CB1 (54). Ademas, estudios
in vivo revelan que el A9-THC (55) y la anandamida (56)
protegen el cerebro de ratas neonatales contra
excitotoxicidad inducida por ouabaina. El HU-210 también
ejerce efecto protector contra dafio neuronal inducido por
amino hidroxi-oxazoles en la zona cortical.

La isquemia cerebral, en términos generales, puede
comprenderse como una reduccion critica del flujo de
sangre, glucosa y oxigeno. Se ha demostrado que el
cannabinoide sintético agonista WIN 55212-2 (57) y el
endocanabinoide anandamida ejercen un significativo
efecto protector para neuronas corticales en condiciones de
hipoxia y ausencia de glucosa (58). Asimismo, el derivado
HU-211 suministrado 60 min después de producir
isquemia protege eficazmente en condiciones de oclusion e
isquemia focal permanente (59). Por otra parte el
cannabinoide sintético agonista BAY 38-7271 mostr6 una
eficaz capacidad protectora en caso de isquemia por
oclusion de la arteria cerebral media al ser administrado
durante 4 h (via intravenosa) (60). La participacién del
sistema canabinoide en el tratamiento de traumas
cerebrales se fundamenta en el incremento de los niveles
de anandamida observados en la corteza cerebral en
neonatos de ratas después de traumas craneales (61). El
derivado HU-211 es efectivo en la recuperacion motora,
memoria, reduccion del edema cerebral y reorganizacion
estructural de la barrera hematoencefalica (BHE) después
de severos traumas craneales en ratas. Este mecanismo
protector se basa en la disminucion de los niveles de Ca®*
y reduccion de los niveles de TNF-a (62). Se ha reportado
que el endocannabinoide 2-AG, administrado de manera
exdgena después de 1 hora del trauma, reduce las
dimensiones de la zona isquémica y la recuperacion
neuroldgica (47).

El andlogo BAY 38-7271 reduce en un 70 % el dafio
neuronal al ser administrado en forma de infusién
intravenosa y la recuperacion alcanza el 59 % (60).

En modelos animales de enfermedades neurolégicas
autoinmunitarias como la esclerosis multiple, tanto el THC
como algunos cannabinoides sintéticos y enddgenos, han
mostrado efectos antiespastico y sobre el control del
temblor. También se ha observado algin efecto
beneficioso que impide la progresion de la enfermedad
como la remielinizacién y la reduccion de la actividad
inflamatoria de la médula espinal. Asimismo han mostrado
efectos beneficiosos sobre la hiperreactividad de la vejiga
urinaria en estudios experimentales in vivo (62). Aunque
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el mecanismo de accion antiespéstico del cannabis y sus
derivados no se conoce con exactitud, y aun no se ha
descrito el papel de los receptores CB1 y CB2 en la
produccion de estos efectos beneficiosos ni su relacion con
la liberacién de neurotransmisores, se ha hipotetizado que
el mecanismo antiespastico podria estar relacionado con
un aumento del tono gabaérgico en la sustancia nigra como
se ha observado en modelos animales de enfermedad de
Parkinson (63). Estudios in vivo con modelos animales de
esclerosis I/11 y el Ministerio de Defensa de USA ha
comenzado su evaluacion contra agentes
neuroparalizantes. maltiple demostraron la eficacia del A8-
THC y del A9-THC incrementando la capacidad de
supervivencia neuronal ene esta enfermedad (49). En otra
enfermedad, la encefalomielitis autoinmune experimental
(EAE) el cannabinoide HU-211 ejercia un efecto reductor
en la cascada inflamatoria. Todos estos efectos parecen
estar mediados por receptores CB1 (64). Cabe destacar
también al &cido ajulémico, un cannabinoide sintético y
analogo metabolico del THC, que ademéas de no generar
efectos psicoactivos muestra actividad analgésica vy
antiinflamatoria. Su administracion intravenosa inhibe la
espasticidad en modelos de esclerosis multiple en ratones,
por lo que actualmente se encuentra en fase clinica de
investigacion.

Los cannabinoides podrian también emplearse para el
tratamiento terapéutico de desérdenes neuromusculares de
la enfermedad de Parkinson, ya que se ha demostrado que
el sistema cannabinoide inhibe la  transmisién
glutamatérgica en la zona del estriatum, asi como reduce la
transmision dopaminérgica (65).

La patogénesis de la enfermedad de Huntington
caracterizada por una selectiva pérdida de neuronas
GABA-érgicas en el estriatum que genera el tipico
desorden motor también ha involucrado al sistema
canabinoide. Asi pues en modelos animales de dicha
enfermedad, se ha observado un decrecimiento en el
niamero de receptores cannabinoides asi como
significativas  variaciones en los niveles de
endocannabinoides en el estriatum (66). Las primeras
evidencias datan de 1993 cuando se observo para esta
enfermedad una masiva pérdida de receptores CB1 en la
sustancia nigra parsreticulada, lo cual sugiri6 que los
canabinoides desempefian una funcion importante en la
progresién de la afeccién. Posteriormente, se obtuvieron
resultados contradictorios en 2 modelos animales de
neurodegeneracién causados por administracion de
malonato y acido-3-nitropropiénico respectivamente, que
involucran mecanismos bioquimicos diferentes; el
primero, actla sobre la expresion de caspasas-3, y por lo
tanto, induce apoptosis, mientras que el &cido-3-
nitropropidnico involucra a la calpaina y la muerte celular
se produce via necrosis. EI THC presentd efectos
neuroprotectores sélo en el segundo modelo animal
empleado (67). En la Tabla I se presenta un resumen sobre
los usos de los derivados de cannabis (68).

En relacion con el efecto inmunosupresor, se ha
propuesto que los cannabinoides podrian ofrecer una
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alternativa terapéutica en los pacientes con enfermedad de
Alzheimer. Experimentos con cultivos celulares y en
ratones han demostrado que el efecto inmunosupresor del
THC podria deberse en parte a la induccién de apoptosis
sobre las células inmunitarias, sin embargo, el mecanismo
exacto por el que el THC induce la inmunosupresion sigue
sin estar claro. McKallip et al. hipotetizaron que la
exposicion al THC lleva a la induccién de la apoptosis en
las poblaciones de linfocitos (69).

Un grupo de investigacion espafiol dirigido por Maria
de Ceballos del Instituto Cajal de Madrid perteneciente al
CSIC ha aportado muchos datos relevantes en la relacion
entre enfermedad de Alzheimer y el sistema cannabinoide.
Recientemente han demostrado que analogos sintéticos de
los cannabinoides reducen la inflamacion cerebral y
previenen el deterioro mental en los enfermos de
Alzheimer (70). Su hipotesis era interferir con la marcada
activacion microglial que existe en la EA que podria estar
mediada por el B-amiloide (BA). Ademas ya existian
distintas evidencias de que los cannabinoides eran
neuroprotectores frente a dafio cerebral agudo como ya
hemos comentado anteriormente (isquemia,
excitotoxicidad o trauma cerebral). Al comienzo de su
trabajo se sabia muy poco sobre la localizacién, expresion
y caracteristicas de los receptores para cannabinoides en la
EA. Este grupo encontr6 que en la enfermedad
neurologica, los receptores CB1 y el CB2 se hallaban en
las placas de BA (71) asociado a marcadores de activacion
microglial y en algunas neuronas supervivientes. Ademas,
la expresion del receptor CB1 se encontraba disminuida en
la EA, y aln mas su funcion, posiblemente debido al
aumento en la nitracién de los receptores cannabinoides
como se observé respecto a los controles sanos. Como
modelo in vivo de la EA utilizaron ratas a las que se las
inyecto por via intracerebral BA durante una semana. Estos
animales mostraron una marcada activacion microglial al
acabar el tratamiento y fueron incapaces de aprender una
tarea de navegacion espacial a los dos meses de
comenzarlo. Cuando los animales recibieron el
cannabinoide WIN 55,212-2 (WIN), junto con el BA, no
presentaron activacién microglial y aprendieron la tarea
como los animales control. Ademéas el WIN previno la
pérdida de marcadores neuronales inducida por el
tratamiento con BA. Para demostrar la implicacion de la
microglia en los efectos observados emplearon cultivos
primarios. Otro cannabinoide, el HU 210 previno la
activacion inducida por BA de las células de la microglia
en cultivo, observandose cambios morfoldgicos, un
aumento de la actividad mitocondrial (en ausencia de
proliferacién) y un aumento de la liberacion exacerbada
del factor de necrosis tumoral (TNF-a). Lo interesante es
que han podido reproducir ese Gltimo efecto con el WIN,
que carece de efectos antioxidantes, y con el JWH-133,
agonista CB2 selectivo. Los cannabinoides fueron
incapaces de prevenir la toxicidad directa de altas
concentraciones de BA sobre neuronas. En cambio si
fueron capaces de impedir la neurodegeneracion que
ocurre al exponer la microglia activada por
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concentraciones menores de BA que no eran neurotoxicas
per se en co-cultivos neurona/microglia. Ademas
demostraron que compuestos que activan selectivamente el
receptor CB2 carecen de efectos psicoactivos y ademés
son capaces de disminuir la activacion microglial y la
neurodegeneracion que le acompafia (72). Por todo ello se
puede concluir que las alteraciones en receptores para
cannabinoides son importantes en la patologia de la EA y
que los cannabinoides, que combinan efectos
antiinflamatorios y neuroprotectores, pueden sentar las
bases para nuevas estrategias terapéuticas para la
enfermedad.

Las principales entidades en las que se ha estudiado,
con ensayos controlados, la utilidad de los Cannabinoides
para paliar el dolor son: - La esclerosis maltiple comentada
en el apartado 3.

- La avulsion del plexo braquial,

- El dolor en enfermos infectados con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) y,

- Dolores neuropéticos de origenes diversos resistentes

a otros tratamientos referentes y mala respuesta a los
tratamientos tradicionales al uso que tienen en comin un
curso crénico como las mencionados anteriormente. En
este sentido indicar que el cannabis puede minimizar los
efectos de una migrafa y otros de origen no especificado.
En todos los casos los cannabinoides utilizados: extractos
naturales (73) (Wade y cols., 2003), Nabilona (74) o un
cannabinoide sintético CT3 (75) han mostrado efecto
analgésico significativamente superior a placebo y aunque,
como en los casos anteriores, su eficacia analgésica no es
alta, no se debe olvidar que se trata de pacientes en los que
otros tratamientos han fracasado. No obstante, para el
tratamiento del dolor neuropéatico de curso crdnico, en
relacién a la utilidad de los Cannabinoides es interesante
analizar:

- cudles son los compuestos que se utilizan,

- en qué patologias se ha demostrado fehacientemente
su utilidad, y

- cuél es el riesgo que puede asociarse al consumo de
estos farmacos.

Tabla 1. Usos terapéuticos del cannabis y derivados. Modificado de Cadime, 2002) (76).

Traumatismo encefalico

El dexabinol ha resultado favorable para disminuir la presion intracraneal en pacientes con

trauma e isquemia cerebral, en estudios clinicos.

Glaucoma

Antineoplésico

Se ha observado que el uso del cannabis inhalado reduce la presion intraocular un 45 %.

Hay datos que muestran el potencial de los cannabinoides para inhibir el crecimiento de

células tumorales en cultivo, asi como en modelos animales.

Sindrome de Tourette

La utilizacién de cannabis inhalado resulta en una disminucién de los tics motores y

vocales. Este efecto también se observo con THC.

Esclerosis
espasticidad muscular

multiple y En estudios controlados con THC, nabilona y cannabis inhalado se han observado mejorias
en cuanto a la espasticidad y temblor

Enfermedad de Parkinson y El cannabidiol fue moderadamente eficaz para controlar las alteraciones del movimiento

alteraciones del movimiento

Emesis
quimioterapia

6. ADICCION Y RIESGO ASOCIADO A ESTOS
FARMACOS

La drogadiccién es una enfermedad psiquiatrica que se
caracteriza por el consumo abusivo de una sustancia con el
fin de obtener una sensacién de bienestar y/o prevenir las
consecuencias negativas de su abstinencia, y que conlleva
una busqueda compulsiva de la droga, una pérdida de
control en el consumo a pesar de las consecuencias
negativas del mismo y recaidas sucesivas incluso tras
largos periodos de abstinencia (77).

Se estima que entre un 7-10% de la poblacién mundial
podrian ser consumidores regulares de cannabis, la
mayoria de ellos en regiones donde su uso es ilegal. La
droga ilicita m&s consumida en la  Union,
Aproximadamente el 16% de la poblacion de la Unidn
Europea de edades comprendidas entre los 15 y los 64
afios habrian consumido cannabis alguna vez en su vida,
Espafia es uno de los paises lideres en este consumo,
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distonico. El cannabis fue poco eficaz en el temblor causado por el Parkinson
asociada a El Dronabinol (EEUU) y nabilona estan autorizados como terapia auxiliar

pudiendo estimar que el consumo de cannabis ha
aumentado en nuestro pais en un 50% en la poblacion de
entre 15 a 64 afios.

La administracion cronica de cannabinoides induce
neuroadaptaciones en el circuito de recompensa que son
idénticas a las inducidas por las principales drogas de
abuso y que se pueden poner de manifiesto mediante el
cese de la administracion de estos compuestos.

El sistema endocannabinoide participa en las
propiedades adictivas de las principales drogas de abuso a
través de, al menos, tres mecanismos complementarios. En
primer lugar, este sistema esta involucrado directamente en
las propiedades reforzantes primarias de los
cannabinoides, la nicotina, el alcohol y los opioides a
través de los efectos de dichas drogas sobre la transmision
mesolimbica dopaminérgica (78-80).

En segundo lugar, el sistema cannabinoide participa en
la motivacion por la bulsqueda de la droga por un
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mecanismo independiente de la dopamina, como se ha
demostrado para los psicoestimulantes y los opioides.

Finalmente, este sistema estd implicado en la recaida a
la conducta adictiva asociada a los estimulos ambientales y
al nuevo contacto con la droga, actuando sobre la
plasticidad sindptica que subyace a los procesos de
memoria.

Los antagonistas CB1 podrian representar una nueva
generacion de compuestos para tratar un amplio rango de
procesos adictivos.

La posible aplicacién de antagonistas CB1 para el
tratamiento de la adiccion a otras drogas requiere ser
confirmada con nuevos ensayos clinicos que esperamos
puedan ser desarrollados en un futuro proximo.

Es inevitable, que el cannabis y sus derivados se
comparen con otras drogas de abuso y de ahi que los usos
no médicos del cannabis provocaran un alejamiento de su
utilizacion, sobre todo en los inicios del siglo XX,
considerandose como drogas de abuso. Esta actitud, que se
ha afianzado en algunos profesionales sanitarios, solo
podré& cambiarse aportando pruebas convincentes de que la
relacién riesgo-beneficio estd a favor de la utilizacion de
los derivados de cannabis como medicamento. Por
ejemplo, en el caso de la diacetilmorfina (diamorfina)
existen pruebas evidentes del riesgo de adiccion y aun asi
se comercializa como farmaco en el Reino Unido.

En el debate que existe actualmente sobre el cannabis,
se ha hablado mucho de la legalizacién y de su uso ludico
y recreativo. Aprovechar el debate sobre el uso terapéutico
para reforzar otros intereses ligados a la legalizacion y
para extender el mensaje de que el cannabis es inofensivo
es una falta de responsabilidad importante.

Aqui hay dos debates totalmente distintos, y no es justo
aprovechar la demanda y necesidades de muchos pacientes
respecto de la sustancia para defender su uso recreativo, el
cual requiere un abordaje y un debate totalmente diferente.

7. SISTEMA CANNABINOIDE E INTERACCION
CON OTRAS DROGAS

Existe una relacién clara, manifestada en numerosos
estudios acerca de la existencia de interacciones de
caracter bidireccional entre los sistemas cannabinoide y
opioide. Ademds, ambos sistemas participan en los
circuitos neuronales responsables de la mediacion de las
propiedades adictivas de las principales drogas de abuso.
Los receptores cannabinoides CB1 desempefian un
importante papel en la regulacién de las propiedades
reforzantes de los opioides. El rimonabant reduce de forma
importante la autoadministracién de heroina bajo un
protocolo en el que las respuestas requeridas para
conseguir una infusion de la droga aumentan
progresivamente durante la sesion de autoadministracion
(razon progresiva), mientras que el efecto resulta més
modesto en un protocolo de razén fija 5 (en el que se
requieren 5 respuestas para obtener una inyeccion de la
droga) y casi desaparece en un protocolo de razén fija 1
(una infusion de droga obtenida por cada respuesta en el
manipulando activo) (81). El rimonabant también inhibe el
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comportamiento de bisqueda de heroina tras un largo
periodo de abstinencia, mientras que el agonista
cannabinoide HU-210 restablece esta respuesta de
busqueda (82-83). A pesar de que los efectos reforzantes
de los cannabinoides y opioides se basan en su efecto
facilitador de la transmision dopaminérgica mesolimbica,
el rimonabant no modifica el incremento de la liberacion
de dopamina en el ndcleo accumbens inducido por la
heroina (84).

Diversos estudios también demuestran la existencia de
dependencia cruzada entre compuestos de naturaleza
cannabinoide y opioide. Asi, el rimonabant induce signos
somaticos de abstinencia en animales dependientes de la
morfina (85). De acuerdo con estos datos, el sindrome de
abstinencia a la morfina es menor en ratones que carecen
de los receptores CB1 (86). El sindrome de abstinencia
fisica tanto a los opioides como a los cannabinoides se
asocia con cambios compensatorios en la via del AMPc,
aunque las estructuras cerebrales involucradas parecen ser
diferentes segin la droga de que se trate (87). Cambios en
la actividad de la via de las MAP quinasas también se han
relacionado con el desarrollo de la dependencia fisica a
ambas drogas (88). Por consiguiente, el sistema
endocannabinoide parece ser crucial tanto para la
mediacion de las propiedades reforzantes como para el
desarrollo de la dependencia fisica de opioides. La
existencia de interacciones bidireccionales entre los
sistemas cannabinoide y opioide proporciona una base
neurobiolégica para esta funcion del  sistema
endocannabinoide. Podemos concluir por tanto que existe
una intensa interaccion entre la  transmisién
endocannabinoide y la opiodérgica (89) incluso se han
demostrado efectos sinérgicos, lo que ha llevado a sugerir
que los cannabinoides podrian ser utilizados para reducir
las dosis de morfina en tratamientos de dolor crénico, sin
merma del efecto analgésico pero con una notable
reduccion del potencial adictivo del opiaceo.

8. FARMACOS EN EL MERCADO

La administracion del cannabis por via oral, con fines
ladicos implica la administracién de calor que
descarboxila los &cidos cannabinoides. La administracion a
través de las vias respiratorias es muy eficaz para que los
cannabinoides lleguen a la circulacién sistémica con gran
rapidez, lo que ha hecho centrar la investigacion en las
formulaciones no fumadas para las vias respiratorias.

Sativex es una mezcla quimicamente pura del
cannabidiol y del THC de origen vegetal, formulado como
un spray bucal y aprobado para el alivio del dolor asociado
al cancer, y también estd indicado como tratamiento para
la mejoria de los sintomas en pacientes adultos con
espasticidad moderada o grave debida a la esclerosis
multiple (EM) que no han respondido de forma adecuada a
otros medicamentos antiespasticos y que han mostrado una
mejoria clinicamente significativa de los sintomas
relacionados con la espasticidad durante un periodo inicial
de prueba del tratamiento. En la actualidad, diversos
paises, entre ellos Espafia, ya han aprobado el uso de un
extracto del cannabis, denominado Sativex, para la
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esclerosis multiple.

El dronabinol (Marinol®©) es la forma sintética del A9-
THC, aprobado por la FDA en 1986 para el tratamiento de
las nauseas y vOmitos producidos por quimioterapia y
sindrome de anorexia-caquexia (delgadez extrema y falta
de apetito) asociado a SIDA. Est4d comercializado en
EE.UU, pero no en Europa. Es atil en el control de
determinados tipos de dolor, ya que potencia el efecto
analgésico de los derivados de la morfina. También ha
demostrado efectos beneficiosos sobre ciertos sintomas
(dolor, rigidez, problemas urinarios) de la esclerosis
mdaltiple. Existen casos anecdo6ticos sobre su posible
utilidad en enfermedad de Alzheimer, picor por
enfermedades hepéticas, trastorno obsesivo compulsivo...

La nabilona (Cesamet®) es un analogo sintético del
THC. Esta comercializado en EE.UU, Canada, México y
Reino Unido con las mismas indicaciones que dronabinol
(nduseas producidas por quimioterapia y anorexia por
SIDA). También existen ensayos clinicos que demuestran
su eficacia en el manejo del dolor en cancer avanzado y
algunos sintomas de la enfermedad de Parkinson vy
esclerosis multiple.

El rimonabant (Acomplia®) es un antagonista
("neutralizador™) de los receptores CB-1. El farmaco fue
aprobado en la Union Europea en el 2006 para el
tratamiento de la obesidad en pacientes con problemas de
diabetes o colesterol, contando también con estudios
favorables como farmaco para ayudar a dejar de fumar. Sin
embargo, en octubre de 2008 se suspendié su
comercializacion, ante el elevado numero de efectos
adversos de tipo psiquiatrico (incluyendo suicidios)
registrados.

El spray de tetrahidrocannabinol/cannabidiol
(THC/CBD) (Sativex®) permite la administracién
sublingual de cantidades fijas de estos cannabinoides,
extraidos directamente de la planta. El farmaco esta
aprobado en Canada, para el tratamiento del dolor
producido por esclerosis multiple y cancer. En el momento
actual se estan llevando a cabo ensayos clinicos con este
farmaco para comprobar su eficacia en distintas

enfermedades (nduseas y vémitos por cancer, dolor por
lesién en la médula, rigidez por esclerosis multiple, artritis
reumatoide...). Algunos de estos estudios se estan llevando
a cabo en Catalufa, con la colaboracién de instituciones
como el Colegio de Médicos de Barcelona, el Instituto
Municipal de Investigaciones Médicas y el Departamento
de Salud de la Generalitat.

Conviene hacer algunas consideraciones sobre estos
farmacos. En primer lugar, sefalar que, como cualquier
otro, tienen sus propias indicaciones, contraindicaciones,
efectos adversos, interacciones farmacoldgicas. Los
cannabinoides se absorben mal por via oral, lo que lleva a
que, en principio, férmulas como el spray de
administracién  sublingual sean mas adecuadas Yy
produzcan mayor efecto terapéutico y menos efectos
adversos. Hay que tener en cuenta que el cannabis produce
un estado modificado de consciencia, que puede ser
agradable para algunas personas pero no tanto para otras.

Ademas pueden aparecer otro tipo de efectos
adversos (irritacion en la zona de administracion, cuadros
de mareo, hipotensidn...). Sefialar también que, hasta el
momento este tipo de medicaciones no han demostrado
que varien el curso natural de ninguna enfermedad y se
trata de farmacos destinados a aliviar sintomas (lo cual es,
en bastantes ocasiones, el objetivo principal de las
intervenciones de los médicos). En este sentido, los
farmacos derivados del cannabis deben considerarse como
una opcion de tratamiento mas, pero existen otras familias
de farmacos que, dependiendo del caso y el paciente,
pueden ser mas 0 menos adecuadas.

9. DISENO TEORICO DE FARMACOS DE POSIBLE
UTILIZACION EN EL TRATAMIENTO
PALIATIVO DEL ALZHEIMER Y DOLOR
CRONICO MEDIANTE DOCKING MOLECULAR

El THC y el cannabinol (CBN) muestran una similitud
estructural con el cloruro de donepezilo, utilizado
actualmente en el tratamiento de los pacientes con
Alzheimer en sus primeras fases, tal y como se muestra en
las Figuras 2 y 3.

Figura 2. Comparacion de distancias y geometrias del donepezilo (a) y THC (b). Geometrias superpuestas (c). Geometrias resultantes del
calculo de Docking. (d) Como puede observarse la distancias son muy similares 14,60 A para el donepezilo (a) y 14, 22 A para el THC
(b) y la superposicion forzada de las estructuras utilizando la representacion de Van der Waals proporciona una geometria muy similar

para ambos compuestos (c).
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Figura 3. Comparacion de distancia y geometrias del donepezilo (a) y CBD (b). Geometrias superpuestas (c). Geometrias resultantes del

Docking. (d).

En base a esta idea, estos compuestos y otros
cannabinoides fueron acoplados “docked” en la estructura
de la AChE de Torpedo californica (PDB ID codigo
1EVE) usando el programa Argus Lab (Marck). A modo
de ejemplo se compara el acoplamiento del THC y el
donepezilo en el centro activo de la enzima
acetilcolinesterasa. (Fig 4). EI motor de acoplamiento de
ArgusDock implementado en Aargus Lab 4.0 se aproxima
a un método de blsqueda exhaustiva, que posee
similitudes con DOCK y Glide. El acoplamiento flexible
de ligandos es posible debido a que el ligando se describe
como un é&rbol de torsién y se construyen redes que se
superponen en el sitio de unién. El nodo del ligando raiz
(grupo de atomos unidos que no pueden girar) se coloca en
un punto de bdsqueda en el sitio de unién y se crea un
conjunto de rotaciones diversas y enérgicamente
favorables. Para cada una de las rotaciones, se construyen
torsiones en la amplitud de primer orden- y para aquellos
que pasan la busqueda torsional se guardan. La
conformacion de méas baja de energia se retiene y el
conjunto  final de conformaciones sometidas a
minimizacidn, se reagrupan y clasifican.

Se llevaron a cabo 150 ciclos de célculo (33 millones
de evaluaciones de energia). El tamafio de la caja tenia las
dimensiones de 29,30 A, 30,02 A, 27,77 A cuando se
utilizé el donepezilo como sustrato en la estructura 1IEVE
mientras que el tamafio de la caja fue 29,54 A, 27,33 A,
28,73 A cuando se acopl6 el mismo sustrato en 1B41. La
resolucion fue de 0.400 A Esta caja fue disefiada para
incluir regiones del centro catalitico de la denominada
garganta “gorge” y del centro periférico anionico.

Esta configuracion es la estandar de acoplamiento que
utiliza el programa Argus Lab para los célculos, una vez
que se ha definido el sitio de unién. El programa se
implement6 en un ordenador Mac Pro de 8 ndcleos a 2,86
Hz con 16 GB de RAM DDR2 a 800 MHz, disco duro de 1
TB y procesador grafico NVDIA Quadro Fx 5600, 1,5 GB
y monitor de 30 pulgadas.

Como paso previo a los experimentos de Docking se
llevéd a cabo una optimizaciéon de la geometria de los
ligandos cannabinoides empleados con el programa
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Hyperchem 8.0. utilizando los algoritmos minimizacion
Stepeest descent y Fletcher-Reeves siendo el criterio de
convergencia utilizado de 0,01 Kcal/mol lo que en la
practica quiere decir que se realizan célculos iterativos
hasta que la energia y la estructura no cambian de un
célculo al siguiente y las primeras derivadas caen a cero.

En los experimentos realizados con la estructura de
AChE de Torpedo californica (PDB ID cédigo 1EVE) que
estd complejada con donepezilo, este fue suprimido para
calcular la energia de interaccién de este compuesto y
comparar posteriormente con otros sustratos. El
donepezilo se mantiene orientado hacia el Trp84 y Trp
279, asimismo se muestra que la energia de interaccién de
THC con la AChE considerando también el donepezilo y
fue de -9,23 Kcal/mol.

Si consideremos ambos sustratos por separado, la
energia de interaccion en este caso corresponde a un valor
de -10,55 Kcal/ mol, siendo este valor muy semejante al
que tenia con el donepezilo sélo que fue de - 10, 60
Kcal/mol. EI THC por tanto, se une a la AChE de Torpedo
californica con una afinidad comparable a otros ligandos
que se unen al PAS descritos en la bibliografia (90).

Figura 4. Interaccion de donepecilo y dronabinol en la acetil
colinesterasa de Torpedo californica (Cédigo: leve.pdb).
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Podemos comprobar que ambos sustratos compiten por
el mismo sitio (Figura 4). En la Figura 5(a), se muestra al
igual que ocurria con el THC, que ambos inhibidores
(donepezilo y CBD) compiten por el hueco, y ademas
existe una interaccion por enlaces de hidrogeno entre la
Tyr 70 y el OH del CBD (linea punteada) asi como con el
otro OH y Asp 276. En la Figura 5b se muestra la energia
de interaccion entre el CBD y la AChE que es del orden de
-8,59 Kcal/mol, siendo este valor algo menor al que se
obtenia con el THC. Este célculo fue realizado en
presencia del donepezilo, ya que la eliminacidn de este no
vario sustancialmente los resultados de afinidad.

En base a los resultados anteriormente expuestos, se
realizaron modificaciones estructurales en la molécula de
THC y aplicando célculos de mecanica molecular orbitales
moleculares y Docking molecular se obtuvieron los
valores de Log P, necesario para saber que compuestos
podréan atravesar la barrera hematoencefalica asi como los
valores de energia obtenidos mediante Docking molecular.
Estos resultados nos dardn un criterio para evaluar los
posibles candidatos a inhibir la acetil colinesterasa.

En una siguiente fase, se evaluardn también estos
candidatos para el tratamiento del dolor crdnico. Los
resultados se muestran en la Tabla 2.

Figura 5 (a) Representacion de la caja mostrando la seleccién de aminoéacidos y el inhibidor CBD (rojo) y donepezilo (amarillo).
(b) Seleccion de aminoacidos con el inhibidor CBD (amarillo) y donepezilo (naranja). Cuando se realiza el Docking considerando

solo el CBD la energia de interaccién fue de -8,63 Kcal/mol.
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Tabla 2. Anélogos de cannabinoides como posibles farmacos para el tratamiento del Alzheimer y el dolor crénico.
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10. CONCLUSIONES

El sistema cannabinoide puede ser utilizado en la
practica en el tratamiento del dolor, de la dependencia a
opioides, del glaucoma y del céncer (sobre todo tumores
neurolégicos). También para proteger las células
neuronales (accién neuroprotectora) en diferentes
enfermedades que causan un dafio crénico o agudo, entre
las que podemos citar las enfermedades degenerativas
neuroldgicas  (esclerosis  madaltiple, enfermedad de
Parkinson, corea de Huntington y enfermedad de
Alzheimer); No obstante, para el tratamiento del dolor
neuropético de curso cronico, en relacion a la utilidad de
los cannabinoides es interesante analizar también, cuél es
el riesgo que puede asociarse al consumo de estas
sustancias. El principal problema que plantea el uso del
cannabis y que limita su utilidad terapéutica es la presencia
de efectos psicoactivos. Este problema puede soslayarse
mediante el empleo de cannabinoides no psicoactivos
como el CBD o el desarrollo de analogos que no atraviesen
la barrera hematoencefélica, y de esta manera aprovechar
el potencial terapéutico de los cannabinoides. Mediante el
uso de técnicas computacionales, pueden desarrollarse
tedricamente andlogos que cumplan estos requisitos
aunque finalmente deben ser sintetizados en el laboratorio
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para demostrar su eficacia en ensayos in vitro.
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ABSTRACT: S-adenosylmethionine is a very versatile
compound known to be involved in as many reactions as
ATP. Its role as methyl donor is key for the production
of a large variety of molecules, as well as, for the
modification of proteins and nucleic acids. Therefore, it
is not surprising that impairments in the methionine
cycle are found in many diseases including liver
pathologies, Alzheimer or rare diseases. In most of these
cases, reductions in S-adenosylmethionine
concentrations correlate with the presence of oxidative
stress. This fact prompted the study of a putative redox
regulation of the methionine cycle that has been focused
especially on methionine adenosyltransferases, the
enzymes that synthesize S-adenosylmethionine. This
review is intended to provide an outline of the new
levels at which the redox control of these enzymes is
exerted and their importance for liver pathology, a field
in which we have made several key contributions.
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RESUMEN: La S-adenosilmetionina es un compuesto
muy versatil, conocido por participar en casi tantas
reacciones como el ATP. Su papel como donante de
grupos metilo es esencial para la produccion de una gran
variedad de moléculas, asi como para la modificacion de
proteinas y 4&cidos nucleicos. Por ello, no resulta
sorprendente que se hayan detectado alteraciones en el
ciclo de la metionina en una gran variedad de
ﬁatologl'as, que incluyen desde enfermedades hepaticas
asta el Alzheimer o enfermedades raras. En muchos de
estos casos la reduccion de los niveles de S-
adenosilmetionina se acompafia de la presencia de estrés
oxidativo. Este hecho ha inducido el estudio de una
posible regulacion redox del ciclo de la metionina, que
se ha enfocado principalmente a las metionina
adenosiltransferasas, que son las enzimas encargadas de
la sintesis de S-adenosilmetionina. Esta revision
Fretende dar una vision global de los nuevos niveles a
0s que se ejerce el control redox de estas enzimas y su
importancia en hepatopatologia, campo en el cual hemos
realizado importantes aportaciones.
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1. INTRODUCTION

Nature has evolved to create several essential
compounds with high versatility, so that a few molecules
can be used in a large variety of reactions. Initially, this
represents an evolutionary advantage reducing the number
of enzymes and compounds required for life. However,
this same aspect imposes a serious drawback, since
alterations affecting these few processes may lead to
disease. Among these versatile compounds two have been
shown of special relevance for the cell, ATP and S-
adenosylmethionine (SAM). This last metabolite was
described for the first time in 1951 by Cantoni as an
"active methionine" able to transmethylate in the absence
of ATP (1). Although at that moment its exact nature was
unknown, in this same paper the author indicated that
SAM was a product of the reaction between ATP and
methionine. Finally, in 1953 this researcher described the
reaction catalyzed by the "methionine activating enzyme"
and the chemical nature of SAM (2).

The number and variety of biological processes that
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involve the use of SAM has increased along the years, so
that nowadays the catalogue of reactions using this
metabolite is as large as that of the processes utilizing ATP
(3). This versatility of SAM relies in its chemical structure,
which contains a quiral sulfonium group through which
carbon-sulfur bonds with aminopropyl, methyl and
adenosine groups are established. These groups are
donated to a large variety of substrates upon nucleophilic
attack of the corresponding carbon-sulfur bond (reviewed
in (4,5)). Additionally, SAM can also transfer the rybosyl
or amino groups in processes that have been described in
bacteria or plants (3,6,7).

Methyltransferases consume the majority of the SAM
produced in any organism in reactions leading to the
synthesis of small molecules (i.e. neurotransmitters,
phosphatidylcholine, etc.), the modification of proteins
(i.e. histones) and DNA, among others. The remaining
SAM is involved in the synthesis of 5'-halogenated
derivatives in marine organisms (adenosine group),
queuosine (rybosyl group) and other hypermodified
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nucleosides (3-amino carboxypropyl group), pelargonic
acid (amino group), polyamines, molecules involved in
bacterial signaling and ethylene (aminopropyl group).
SAM can also be used both as cofactor or substrate by
SAM radical proteins, which catalyze probably the last set
of reactions involving this compound that has been
identified to date (3,8). In mammals, transmethylations
consume approximately 95% of the SAM produced and
the rest is used for SAM decarboxylation, being
decarboxylated SAM the genuine aminopropyl donor for
the synthesis of the polyamines spermidine and spermine
(4,9).

2. THE METHIONINE CYCLE IN MAMMALS

SAM synthesis is carried out by methionine
adenosyltransferases (MATSs; EC 2.5.1.6), also known as
SAM synthetases, this step being the first and rate limiting
of the methionine cycle (4) (Figure 1). Most of the
information regarding this pathway has been obtained in
liver, where a human adult processes up to 48% of the
ingested methionine (9-11), but slowly information
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concerning other organs is becoming available (i.e. the
cochlea (12)). The need for increasing the existing
knowledge in extrahepatic tissues has been emphasized
when impairments of the methionine cycle, and especially
reductions in SAM concentrations or
hyperhomocysteinemia, have been associated with
different pathologies. Most of the diseases in which
alterations of the pathway have been demonstrated concern
the liver (i.e. hepatitis, cirrhosis, acute liver failure,
hepatocellular carcinoma) (9,13), but its impairment in
cardiovascular diseases (14,15), Alzheimer (16-18),
psoriasis (19), rare diseases (i.e. Wilson disease) (20-22)
and even hearing loss (12,23) has been also shown. It is
not surprising that such a variety of pathological states
concur with an anomalous function of the methionine
cycle, given not only the large diversity of biological
processes involving SAM, but also the connections of this
pathway with additional key routes and its dependence on
the nutrient status, as will be explained below.

Figure 1. Mammalian methionine cycle and associated pathways. The scheme shows the main reactions involved in the methionine
cycle, polyamine synthesis, folate cycle, trans-sulfuration and glutathione synthesis. A discontinuous blue line indicates the methionine
salvage pathway. Enzymes and metabolites appear abbreviated as follows: MATSs, methionine adenosyltransferases; PEMT,
phosphatidylethanolamine N-methyltransferase; GNMT, glycine N-methyltransferase; GAMT, guanidinoacetate N-methyltransferase;
MTases, methyltransferases; SAHH, S-adenosylhomocysteine hydrolase; ADK, adenosine kinase; ADA, adenosine deaminase; CBS,
cystathionine p-synthase; CTH, cystathionase; GCS, y-glutamylcysteine synthetase; GSS, glutathione synthetase; GSR, glutathione
reductase; BHMT, betaine homocysteine methyltransferase; BHMT2, betaine homocysteine methyltransferase 2; MTR, methionine
synthase; DHFR, dihydrofolate reductase; SHMT, serine hydroxymethyltransferase; MTHFR, methylene tetrahydrofolate reductase;
AMD, S-adenosylmethionine decarboxylase; THF, tetrahydrofolate; DHF, dihydrofolate; MTHF, 5-methyl tetrahydrofolate; MeTHF,
methylene tetrahydrofolate; MTA, methylthioadenosine; GSSG, glutathione oxidized form; GAA, guanidinoacetate; X, any methyl

acceptor.

Methionine was discovered in 1923 by Mueller (24), and found to be essential for mammals in 1937, when
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growth retardation was detected in rats fed methionine-free
diets (25). Hence, this amino acid must be obtained from
the diet, and after absorption, needs to be distributed to the
whole organism, where requirements of each organ are not
equal, as mentioned previously. Once into the cell the use
of this amino acid is shared between protein synthesis and
the methionine cycle, and part of the methionine consumed
in these pathways can be recycled. Mammalian cells can
recover part of the methionine used in the methionine
cycle by homocysteine (Hcy) remethylation and also by
the methionine salvage pathway, which has a minor role.
Hcy remethylation requires additional methyl donors to
synthesize methionine, being those mainly 5-methyl
tetrahydrofolate (MTHF), but also betaine and S-
methylmethionine (vitamin U). These remethylation
reactions are catalyzed by a vitamin B12-dependent
methionine synthase (MTR; EC 2.1.1.13), betaine
homocysteine methyltransferase (BHMT; EC 2.1.1.5) and
BHMT2 (EC 2.1.1.10), respectively (26,27). The Hcy
required for this purpose is generated as an intermediate in
the trans-sulfuration pathway that converts methionine into
cysteine, and in which SAM synthesis by MATSs is the first
step. Transmethylations then use the methyl donor
rendering the methylated products together with
demethylated SAM, named S-adenosylhomocysteine
(SAH). Three methyltransferases in charged of the
synthesis of small compounds are the main consumers of
hepatic SAM. Namely, glycine N-methyltransferase
(GNMT; EC 2.1.1.20), phosphatidylethanolamine N-
methyltransferase ~ (PEMT; EC 21117) and
guanidinoacetate N-methyltransferase (GANMT; EC
2.1.1.2) which synthesize sarcosine, phosphatidylcholine
and creatine, respectively (13).

The byproduct of transmethylations, SAH, is a potent
inhibitor of most methyltransferases and its hydrolysis is
carried out by SAH hydrolase (SAHH or AHCY; EC
3.3.1.1) in the only reversible reaction of the methionine
cycle, which renders adenosine and Hcy (9). Elimination
of SAH is key in order to maintain an appropriate
methylation level that depends on the SAM/SAH ratio,
also known as the methylation index. Calculations carried
out in several tissues have established that the optimal
hepatic ratio is approximately 4, although this number is
higher for other tissues such as the lung, where the
preferred methylation index is around 9 (28). Preservation
of these optimal SAM/SAH ratios depends on an efficient
removal of Hcy, adenosine or both.

Hcy levels depend on its catabolism through the
remaining reactions of the trans-sulfuration pathway
leading to cystathionine and cysteine, its elimination into
the blood or, when methionine levels become low, its
remethylation. The metabolic branch point represented by
Hcy favors its use for cysteine synthesis through the
consecutive activities of cystathione p-synthase (CBS; EC
4.2.1.22) and cystathionase (CTH; EC 4.4.1.1). These two
enzymes exhibit higher Km values for Hcy than
remethylating proteins, are activated by high levels of
SAM and require vitamin B6 (26,29,30). In parallel,
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adenosine can be utilized by adenosine deaminase (ADA;
EC 3.5.4.4) or adenosine kinase (ADK; EC 2.7.1.20) to
produce inosine or AMP, respectively (26). All these
reactions connect the methionine cycle with multiple
pathways in which regulators of the former are generated,
hence creating a series of feedback loops whose
complexity is not totally understood. Moreover, all the
reactions described above do not show identical
importance in every tissue, due to differences in gene
expression patterns, and hence, on the enzymes or
isoenzymes encountered in each cell type.

Main players in the regulation of the hepatic
methionine cycle are metabolites, from the same or related
pathways, hormones and nutrients, some of their key
effects being summarized below. Among the metabolites,
SAM deserves a special consideration, since its role
includes the activation or inhibition of several enzymes
such as MATs, CBS and CTH, as well as the inhibition of
BHMT expression (29,31,32). SAM further contributes to
the inter-regulation between pathways by inhibiting
methylene tetrahydrofolate reductase (MTHFR; EC
1.5.1.20) of the folate cycle and regulating AMP Kinase
(AMPK; EC 2.7.11.31) phosphorylation (33,34). Nutrients
such as vitamins of the B group, or their derivatives, also
have a relevant role as cofactors or substrates for MTR,
CBS and CTH, but also as inhibitors of GNMT in the form
of MTHF (35-38). Moreover, methionine levels have been
shown to regulate expression of MAT genes (39), and
hormones seem to exert their role preferentially at the
expression level, as occurs with glucocorticoids and MAT
genes (40). Redox regulation is exerted by glutathione, and
the ratio of its reduced (GSH) and oxidized (GSSG) forms
(41-43), nitric oxide (44), hydroxyl radicals (45), NADP*
(46), copper (20,47), etc. on MATs and SAHH.
Additionally, oxidative stress inhibits MTR and activates
CBS through changes in the redox status of their cofactors,
vitamin B12 and the heme group, respectively (48).

3. METHIONINE ADENOSYLTRANSFERASES

MATs are a family of enzymes highly conserved
between Bacteria and Eukaryota. This conservation
expands from the amino acid sequence to the protein
structure, facts that allowed us to propose MATS as a good
phylogenetic marker back in 2004 (49). Moreover, MATSs
from Archaea despite their low sequence conservation
(~18%) still preserve the amino acid residues involved in
catalysis (50), suggesting that the mechanism for SAM
synthesis has been maintained throughout evolution (5).
This family of enzymes uses methionine and ATP as
substrates in a reaction that requires Mg®* and K* ions and
which takes place in two steps: 1) the transfer of the
adenosyl moiety of ATP to the sulfur atom of methionine,
generating SAM and triphosphate; and 2) the hydrolysis of
the triphosphate originating pyrophosphate and inorganic
phosphate and allowing SAM liberation from the active
site (4,5).

There are three MAT genes in mammals, named
MAT1A, MAT2A and MAT2B, which encode two types of
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catalytic subunits, MATal and MATa2, and the
regulatory subunit MATf, respectively (Figure 2). The
high level of identity exhibited by MATal and MATa2
(85% at the amino acid level), is not shared by MATf,
which is a non-related protein of the PFAM 04321
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oxidoreductase family (4,5). Four splicing forms of MATf
have been detected in hepatoma cells, from which the V1
form is the protein encountered in normal tissues and
which has been evaluated in most studies published to date
(51).

Figure 2. Methionine adenosyltransferase nomenclature. The scheme summarizes the nomenclature used in the field regarding genes,
subunits, splicing forms (circled in green) and the oligomeric association of the subunits to render the isoenzymes found in the cytosol

and the nucleus.

MAT subunits associate into the three isoenzymes that
have been detected in mammalian cells, named MAT I,
MAT Il and MAT Il (Figure 2). Their characterization
was carried out after their isolation from liver (MAT | and
I11) or kidney (MAT I1) and found to be homo- or hetero-
oligomers (4). Precisely, MAT | and MAT Il were
identified as homo-tetramers and homo-dimers of MATal
subunits (52-54), respectively, whereas MAT Il was
classified as a hetero-oligomer of MATa2 and MATf
subunits (55,56). The affinity for methionine of the three
isoenzymes expands the whole micromolar range
(reviewed in (4,5)), some differences being encounter
between laboratories, but mean data corresponding to the
following values: 3 uM for MAT 1I; 30 puM for MATa2
homo-oligomers; 100 uM for MAT I; and 1 mM for MAT
Il. In contrast, V. Vvalues showed the opposite trend,
MAT Il < MATa2 homo-oligomers < MAT | < MAT III.
These kinetic parameters determine the capacity for SAM
synthesis of each cell type, under normal or pathological
conditions, according to the isoenzyme expressed and the
level attained.

The classical knowledge on MATSs by the 90s can be
summarized as follows (reviewed in (4)): i) normal liver
was the solely tissue where MAT1A was expressed; ii)
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MAT2A was expressed in extrahepatic tissues,
hepatopathologies and fetal liver; iii) MAT2B expression
followed that of MAT2A, although at lower levels; iv)
MAT isoenzymes were cytosolic proteins; v) MAT Il was
probably a heterotetramer (a.2,f,); v) binding of MAT to
MATa?2 increased the affinity of the latter for methionine;
vi) SAM inhibits MAT | and Il isoenzymes, but is an
activator of MAT IllI; vii) MAT Il is activated by
dimethylsulfoxide; viii) cysteine residues were found to be
important for MAT I/I1l activity and in order to maintain
the association state; and ix) SAM was transported from
the cytoplasm to other subcellular compartments as
required. During my posdoctoral in Mato's group in the
early 90s we were able to provide additional evidences
concerning MAT | and MAT Il (reviewed in (4). Those
included results obtained both in vitro and in vivo, the
main achievements being as follows: i) further insights
into the role of the cysteine residues; ii) the modulation of
the activity by glutathione levels; iii) regulation of the
isoenzyme activity by PKC phosphorylation; iv) the
identification of the putative ATP binding site by
photoaffinity ~ labeling; v)  the regulation by
glucocorticoids; and vi) the differential expression pattern
during liver development. Based on these accumulated
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knowledge, several questions remained unanswered, being
their response the objective of our group in the last 20
years.

4. OUR CONTRIBUTION TO UNDERSTAND
MAMMALIAN METHIONINE
ADENOSYLTRANSFERASES: FROM STRUCTURE
TO NEW REGULATORY LEVELS

The objective since we started our independent work
by 1994 was to understand several aspects of MAT
regulation that were poorly addressed, despite the intensive
work of several groups since their discovery. Some of the
limiting facts for the field at that time related to the
difficult purification procedures to obtain the isoenzymes
and the lack of good antibodies or structural information.
Therefore, our initial work was focused on these aspects to
develop better protocols and tools that allowed progress in
the study of MATSs, and which latter favored additional
studies on animal models, as will be explained below.

4.1. Association of a-subunits is required to obtain active
MATs

The first objective of our work was to understand the
need for oligomerization of MAT a-subunits, and for this
purpose we undertook the crystallization of rat MAT | and
MAT 1. Our initial attempts were based in the use of the
rat liver purified proteins, but the heterogeneity of the

sample precluded crystallization. Next, we tried to use the
recombinant protein overexpressed in E. coli (53,54), and
several important problems had to be faced: 1) the level of
soluble protein was very low; 2) it was impossible to
separate the recombinant protein from the bacterial MAT
due to their high homology and identical chromatographic
behavior; and 3) refolding of MAT I/111 from the inclusion
bodies required a protocol that had to be established.
Nevertheless, we decided to pursuit the design of a specific
refolding protocol (57), rendering large amounts of soluble
protein, and that latter revealed its use for additional
purposes. The success of this refolding protocol relied on
the use of very low protein concentrations, the addition of
Mg?" to the buffers, the utilization of two refolding steps
(fast and slow), and the maintenance of the 10 cysteines of
rat MATal in a reduced state during the whole procedure
(57). Characterization of the refolded protein showed that
both MAT | and MAT Il isoenzymes could be obtained,
and their interconversion was possible just by
concentration or dilution of the sample (57). Moreover,
kinetic parameters and circular dichroism spectra of the
refolded proteins were similar to those of the isoenzymes
purified from rat liver (57,58). These facts, together with
the large amount of refolded and purified MAT I/l
obtained, led us to use these proteins in new crystallization
attempts that were successful.

Figure 3. Structural details of MATal and its dimer. A cartoon representation of the secondary elements found in rat MATal
monomers is shown in the upper left panel. An arrow indicates the position of the flexible loop of access to the active site in the
completely folded subunit and the central domain is highlighted. The crystal structure of the MAT Il appears on the right side of the
figure, an arrow indicating the entrance to the active site located at the dimer interface. The lower part of the figure shows a magnification
of the central domain, including the five cysteine residues located in this area (C35, C61, C57, C67, C105). The position of the

intrasubunit disulfide (C35-C61) appears indicated by a circle.

The crystal structure of rat MAT | was reported in
2000, becoming the first mammalian structure solved for
this family of proteins (59). MATal monomers showed a
three-domain organization similar to that previously
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described for the E. coli counterpart (5) (Figure 3). The
domains were formed by nonconsecutive stretches of the
protein chain, each of them containing a p-sheet (59). The
three sheets made up a large hydrophobic surface that
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constituted the interaction interface between monomers in
the dimer. The two active sites of each dimer located at
this interface, opposite one to another, and their structure
required residues of both subunits for catalysis (59,60).
This organization therefore explained the need for
association exhibited by MATal subunits, and the fact
that dimers were the minimum active isoenzymes.
Production of the crystals in the presence of substrates or
certain analogues also allowed the identification of key
residues for catalysis (59,60). Precisely, F251 was
identified as key for methionine binding (59), whereas the
role in ATP binding of a P-loop previously identified by
photoaffinity labeling was confirmed (60,61). The next
level of association involved the central domains of each
monomer, which provided the few residues that allowed
tetramerization, being the resulting interaction pattern
much more limited then that previously described for E.
coli MAT (62). How these interactions contribute to the
changes in affinity and V. shown between MAT | and
MAT Il is still unknown and requires further
investigation.

4.2. Interconversion between MAT 1 and 11l isoenzymes is
blocked by an intrasubunit disulfide bond

The next question we addressed concerned the
interconversion between MAT | and MAT IIl, and
specifically what blocks this exchange, which is not
observed in the liver purified isoenzymes. The sequence of
MATal includes 10 cysteine residues and N-
ethylmaleimide modification of just one of them was
responsible for a large loss of enzymatic activity.
Moreover, modification of an additional sulfhydryl group
led to inactive dimers (63). Analysis of mutants generated
in all the cysteines confirmed the role of these residues in
activity, and demonstrated that those comprised between
C35 and C105 were involved in the control of the MAT
I11/1 isoenzyme ratio (64). Latter on, C121 was identified
as the target for inactivation by nitric oxide and
hydroxylation (44,45,65), a role explained by its location
in the loop of access to the active site (59,60). However,
our initial studies using chemical modification also
revealed that in the isoenzymes purified from rat liver two
cysteine residues remained elusive, and that only after
reduction they became accessible to N-ethylmaleimide
modification (63,66). These data suggested the presence of
a disulfide bond within MAT | and MAT IIl, which was
identified as an intrasubunit bond involving C35 and C61
in the isoenzymes isolated form rat liver (66) (Figure 3).
The crystal structure of MAT |, obtained under reducing
conditions, showed that these residues were well oriented
and at a distance short enough to form such an intrasubunit
bond (59).

The role of the disulfide was further explored taking
advantage of the available refolding procedure and
cysteine mutants prepared on MATal (62). For this
purpose, refolding was carried out under reduced (with
DTT) or mild oxidative conditions (with GSH/GSSG
mixtures). Analysis of the resulting refolded isoenzymes
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showed that interconversion between MAT | and MAT Il
could be produced only when the proteins were fully
reduced (62). Moreover, mass spectrometry evaluation of
the refolded proteins revealed that this interconversion was
blocked by the presence of the C35-C61 disulfide bond in
the isoenzymes resulting from refolding under mild
oxidative conditions (62). Once more, the use of the
available structural data allowed us to propose that the role
of this intrasubunit disulfide relies in its ability to stabilize
the B-sheet of the central domain involved in dimer-dimer
interactions. Therefore, production of the disulfide at
different steps during folding would result in stable
tetramers or dimers.

4.3. Unfolding of MAT | and MAT Il takes place through
an intermediate state

Our two-step refolding protocol suggested the
requirement of an intermediate state that must be well
populated to obtain a correct association pattern of the
MATal monomers into dimers, in order to avoid
aggregation (57). Unfolding studies carried out on MAT
111 using urea as denaturant confirmed this hypothesis, and
demonstrated a three-state mechanism that is reversible
(58). The intermediate identified by gel filtration
chromatography and sedimentation velocity was an
inactive monomer with 70% of the native secondary
structure, according to circular dichroism results.
Moreover, the instability exhibited by the dimer in the
presence of the denaturant was due to its dissociation,
probably by weakening of the interface interactions
between MATal monomers. In fact, we were able to
calculate that approximately 50% of the global
stabilization energy of MAT Il was due to subunit
association, whereas only 25% derived from the
interactions stabilizing the intermediate state. MAT |
unfolding was also studied taking advantage of the
differences in fluorescence intensity exhibited by tetramers
and dimers upon 8-anilinonaphtalene-1-sulfonic acid
(ANS) binding. The results obtained suggested that around
65% of the global free energy derives from dimer
dissociation, thus supporting a lower stability for dimer-
dimer interactions (62). On the other hand, thermal
denaturation of MAT | and MAT IIl was shown to be
irreversible, regardless of the techniques used to follow the
process. Only one transition was observed for both
tetramer and dimer denaturation, hence suggesting that
stability of MAT I is highly dependent on that of the dimer
(67). Using two-dimensional infrared spectroscopy and the
structural data it was possible to ascribe the earliest
changes to the most exposed elements, a-helices and f3-
turns.

The high level of sequence and structural conservation
among a-subunits suggested no large differences in
folding pathways for MATal and MATa2 monomers,
although association steps may diverge due to the
incorporation of MATQ into MAT Il hetero-oligomers.
However, this initial hypothesis was demonstrated to be
partially wrong when refolding of MAT a2 was performed.
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In fact, this subunit followed a similar pathway to produce
MATa2 dimers, and only in a latter step association of
MATS( takes place (46). Data regarding folding pathways
in vivo remain very limited, although E. coli MAT was
identified several years ago among the substrates for the
chaperonin GroEL (68).

All this information regarding folding and structure
could be of help to understand the impact of the different
MAT1A mutations detected in patients with isolated
persistent hypermethioninemia, and in fact we performed
this exercise in 2011 (69). Most of these patients are
asymptomatic, although demyelination and other central
nervous system manifestations have been described in
several cases (70,71). The number of patients is still small,
but newborn screenings in search for CBS defects are
aiding in the identification of hypermethioninemias due to
MAT1A mutations. Most mutations follow a recessive
autosomal inheritance trait, although a dominant pattern
has been described for the transition leading to the R264H
protein mutant (72). The presence of early stop codons
leading to shorter MATal subunits has been reported, as
well as the possibility of longer chains due to mutations in
the stop codon or splice-donor sites (70,71,73). Analysis of
some of these mutant proteins has been carried out upon
overexpression in E. coli and/or COS cells and their effects
on activity evaluated. The early stop codons identified to
date lead to proteins lacking from part (386X) or most
(350X) of the C-terminal domain, to others in which even
information for a complete domain is absent (92X and
185X). Additional early stop codons (351X) result not
only in the loss of half of the C-terminal domain, but also
in a change of sequence that affects a portion of the central
and the remaining C-terminal domains. In contrast, longer
subunits resulting from the stop codon mutation (X396Y -
464X) present with the whole wild type sequence, and
hence the information for the whole N- and central
domains plus and extended C-terminal domain. Longer
monomers due to splice-donor mutations on exon 11, will
result in proteins whose sequence is drastically altered, and
hence, their folding and structure. If not eliminated by
proteolysis, the shortest MATal subunits are expected to
result in a complete change in the folding pattern,
precluding association. However, those mutants in which
the sequences for the N- and central domains remain
intact, and even part of the C-terminal domain is
preserved, may achieve an intermediate state that allows
association (69).

This is the case for mutations leading to MATal
subunits of approximately 350 residues, which were the
first identified in patients with demyelination. In fact,
Hazelwood et al. proposed that this type of subunits might
associate with MATa2 monomers, leading to an inactive
hetero-oligomer (74). Although plausible, given the high
level of sequence identity between MATal and MATa2
subunits, the availability of new structural data showed
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that there are small differences in the orientation of the
monomers. Moreover, these mutants ~350 residues long
lack the C-terminal domain sequence involved the in
monomer-monomer interface, including the p-sheet that
participates in dimer association. These divergences
together will impose a rearrangement to avoid exposure of
amino acids that are hidden in the wild type MATal, and
hence reducing the probability of association with MATa.2
(69). Once again, additional experiments are needed for
verification of the folding pathways followed by the
mutants, their putative ability to hetero-oligomerize with
wild type subunits, etc.

4.4. Oxidative stress induced by copper accumulation
impairs SAM synthesis in early stages of Wilson disease

Several models of liver disease that induce oxidative
stress by different mechanisms have been explored along
the years regarding the alterations induced in SAM
synthesis. Just to name some, carbon tetrachloride
intoxications  (75,76), treatments with  buthionine
sulfoximine (BSO) (42), Long Evans Cinnamon (LEC)
rats (20-22), etc. all concur with a reduction in MAT
activity and SAM levels. Now that the role of cysteines in
MAT I and MAT Ill is known this is no longer a surprise,
but since most of these models were explored earlier there
was a need to revisit certain aspects. Among them, the case
of the Wilson disease model provided by LEC rats
remained underexplored, probably because of the rare
condition of this pathology. The available data referred
only to activity parameters and were determined in an
advanced stage of the disease, where hepatitis was already
present. Therefore, we decided to explore early
pathological stages to get insight into the copper effects on
SAM synthesis. For this purpose, we examined 9-week old
LEC rats, which already presented with copper deposits in
the liver, but no signs of hepatitis (20).

Hepatic copper accumulation at this early step led to
changes in expression that were unexpected for MAT
genes (20). The Matla/Mat2a expression switch was
already detected in LEC rats at this age, but Mat2b
expression was dramatically reduced, hence following an
opposite pattern to that classically described in liver
disease. These effects on Mat2b expression were prevented
by neocuproine, a chelator of Cu (I) (Figure 4). Reductions
in SAH concentrations were larger than effects on SAM
levels, probably due to the effects of copper on SAHH
(47). Activity measurements carried out under conditions
that allowed distinction between the three MAT
isoenzymes indicated a decrease in MAT Il activity,
together with an increase in the combined activity of MAT
I and MAT II. These effects on activity correlated with an
enhancement in the MAT | content together with a
reduction in that of MAT IlI, according to analytical gel
filtration chromatography (AGFC) and dot blot detection
of MATal (20).
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Figure 4. Summary of the effects detected on S-adenosylmethionine synthesis in LEC rats. The different levels at which copper
accumulation alters SAM synthesis are shown, as well as the modifications prevented by neocuproine administration.

Further analyses of copper effects on MAT proteins
were carried out in vitro taking advantage of the refolding
protocol. These experiments showed effects on folding of
MATal and MAT a2, the presence of copper reducing the
amount of soluble protein obtained, but having no effect in
the association state attained. Moreover, addition of copper
to correctly folded MATs had a direct effect on their
activity (20). MATo2 dimers were more susceptible to
inhibition than MAT | and MAT Il under reducing
conditions, whereas this pattern was opposite when
reducing conditions were milder. This effect of copper on
activity correlated with the generation of high-Mr
aggregates, further supporting its role in the folding of
MATSs. In this case, the residues affected by oxidative
stress remain unknown, and hence further studies should
be carried out to understand the mechanism of copper
effects on these proteins.

4.5. The affinity between MAT Il subunits is increased by
NADP™ binding

Several years latter crystal structures of human
MATa2 homo-oligomers became available, monomers
showing the same organization than MATal, including
three domains and a similar pattern for dimerization.
Following this achievement structures of MATB homo-
oligomers were solved and the presence of a Rossman-fold
including  NADP" demonstrated (77). However, no
explanation of the cofactor's role in the protein was
provided. Therefore, we adapted the refolding protocol of
the laboratory for human MATa2 production, and
improved the methods for recombinant human MATf
production and purification (46). Using isothermal titration
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calorimetry we were able to determine the affinity
parameters for NADP" binding to MATp, to demonstrate
that the cofactor increases the affinity of MATpR for
MATa2 subunits, and finally that MAT Il is a hetero-
trimer composed by a MATa2 dimer and a single MATf
subunit (46).

The structural data available also allowed the
preparation of models for MAT Il structure, the best
approach suggesting that the interaction between the
MATa2 dimer and MATP not only involves the NADP®
binding site, but takes place close to the protein active site.
The role of MAT residues postulated to bind the cofactor
was proven by site-directed mutagenesis, whereas
additional mutants lacking part of the N-terminal (similar
to the V2 splicing form) showed altered kinetic properties
upon their association with MATa2 dimers (46). Several
of our findings were confirmed by Murray et al. in 2014,
including the stoichiometry between MATa2 and MATR
subunits (2:1), and the fact that the N-terminal end of
MATS regulates the activity of MAT Il (46,78). However,
their crystal structures of MAT Il showed a different
interaction surface for the subunits, suggesting a role for
the C-terminal end of MAT( (in this case the V2 splicing
form) and a tunnel at the interface of the MATa2 dimer
(78). Again, and in spite of the effort already performed,
more structural work is needed to clarify the disparities
reported to date.

4.6. MAT1A expression is not restricted to the liver

Northern blots carried out on samples from animal
models or human biopsies showed MAT1A expression in
liver, together with a switch towards MAT2A expression in
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liver disease (4,13,79,80). Moreover, the Matla” mouse
developed severe hepatic pathology with age, most of
these mice showing hepatocellular carcinoma (81). In
contrast, most patients with hypermethioninemia due to
mutations in this same gene either do not develop
symptoms or those are neurological, including a few cases
showing signs of demyelination by magnetic resonance
imaging (MRI), as explained in a previous section
(70,71,82). Therefore, in our opinion, there was a need to
reexamine the tissue expression profile of MAT1A. Using
real-time RT-PCR this analysis was performed in rat
tissues, where expression was detected in almost all of
those examined. Several expression levels were found: 1)
high, shown in liver; 2) medium, exhibited by pancreas
and lung; and 3) low, found in the rest of the tissues
examined (83). This same pattern was further confirmed
by western blot using an anti-MATal antibody developed
in the last years in our laboratory using highly purified
preparations of the protein (64,83).

4.7. MATSs are cytoplasmic and nuclear proteins

Localization of MATS to the cytoplasm was a well-
established characteristic, based mainly in traditional
subcellular ~ fractionation  studies  and  activity
measurements. However, lack of good antibodies
precluded confirmation of this statement for a long time.
Again, using the new available antibody and
immunohistochemistry we were able to detect MATal in
both the cytoplasm and the nucleus, although nuclear
localization was preferred in extrahepatic rat tissues (83).
This discovery led to new questions regarding whether
there was nuclear MAT activity and which were the
isoenzymes present in that subcellular compartment. The
answer to these points required the development of
improved subcellular fractionation protocols and activity
measurements that allowed not only detection of the small
amount present in the nucleus, but also, and more
important, to guarantee lack of contamination from the
cytoplasm. In order to detect nuclear MAT activity, a
highly concentrated nuclear extract from a whole rat liver
was required, together with 4-fold increased levels of the
radioactive tracer and longer reaction times. In parallel,
LDH activity was measured to ensure complete
elimination of the cytoplasm, and even more critical, the
activity measurements (LDH and MAT) were carried out
in the supernatant before nuclear protein extraction to
ensure that the detected activity was specific of the nuclear
compartment. Following this protocol, the specific MAT
activity detected in the nucleus was approximately 250-
fold lower than in the cytoplasm (83). Regarding the
nuclear isoenzymes, AGFC followed by dot-blot detection
of MATal showed the protein as tetramers and
monomers, the amount of MAT | being small (83).
Therefore, the low nuclear MAT activity measured
correlated with the presence of equivalent levels of MAT |
in this compartment.

4.8. Overlapping areas of the C-terminal end are involved
in the subcellular distribution of MAT o1
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SAM is a small compound that can be transported
through the nuclear pore, but this structure limits the size
of the proteins that can be translocated from one side to
another of the nuclear membrane to near 50 kDa. This is
almost the size of MAT a-subunits and is far below that of
MAT | (180 kDa). Thus, understanding how MATal is
distributed between the nucleus and the cytoplasm was our
next objective. Many nuclear proteins present localization
signals (NLSs) in their sequence (84), others contain
conformational signals that mimic the classical NLSs (85),
and in other cases binding to proteins including
appropriate signals is preferred (piggy-back)(86). Among
NLSs, the best-known or classical signals are mono- and
bi-partite sequences rich in basic residues, for whose
identification several bioinformatic tools are available.
Using this software we were unable to identify a classical
NLS in the rat MATal sequence, and hence the crystal
structure was utilized to determine the existence of
exposed clusters of basic residues that could mimic such
NLSs. Our analysis revealed that the C-terminal of
MATal is abundant in basic residues, and those exposed
to the surface were selected for site-directed mutagenesis.
The subcellular distribution of the mutants was analyzed
by confocal microscopy and subcellular fractionation and
the combined results allowed the identification of two
overlapping areas in the monomer structure that were
involved either in nuclear localization or cytoplasmic
retention (83).

Subcellular localization was independent of MAT
activity, since an inactive mutant prepared on a residue
involved in methionine binding (F251D) showed the same
distribution than the wild type protein (83). Moreover,
deletions at the C-terminal end, similar to those found in
some patients showing demyelination (lacking 45
residues), favored nuclear localization of the truncated
MATal (83). Additionally, it was demonstrated that
nuclear localization of MATal correlated with increased
levels of the trimethylation of lysine 27 in histone 3
(me3K27H3) (83), a well-known epigenetic repression
mark. In contrast, other histone methylations examined
were increased by overexpression of MATal,
independently of the subcellular distribution observed for
the mutants.

In 2011, MATa2 was also found in the nucleus during
a proteomic analysis in search for protein-protein
interactions of the MafK transcription factor (87). This
study showed MATa2 acting as a transcriptional
corepressor of MafK on the heme oxygenase 1 (HO-1)
gene. Moreover, a role for MAT[ and MAT activity in this
repression system was described. This manuscript together
with an Editorial in the same issue of Molecular Cell
(87,88), supported the hypothesis, previously postulated by
our group (83), suggesting that MATSs are transported to
nuclear locations where SAM synthesis is needed, whereas
organelles such as the mitochondria use transport systems
to obtain the compound from the cytoplasm.

4.9. Nuclear accumulation of MATal is induced during
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acute liver injury

The results described in the previous section suggested
that changes in MATal subcellular distribution might be
related to disease development. In order to examine this
possibility, we choose two rat models of acute liver injury
that were previously used for partial characterization of
alterations in cytosolic methionine metabolism (89-91).
Precisely, D-galactosamine and paracetamol intoxications
were known to induce reductions in MAT activity and
SAM levels (89,90,92). These changes in the D-
galactosamine model were ascribed to an anomalous ratio
of the MAT isoenzyme activities towards enhanced MAT
Il activity (89,90). We were able to reproduce these
previous results in the cytosol, reductions in total MAT
activity being more modest for paracetamol than for D-
galactosamine treatments (92,93). The mechanism of
action of both drugs is quite different, D-galactosamine
inducing depletion of the uridine pool (94), and thus
highlighting the interest of analyzing putative expression
changes in that model. After 48 hours of D-galactosamine
treatment, changes in the mRNA levels of most genes in
the methionine cycle were evident, namely: i) the
Matla/Mat2a expression switch, followed by a more
modest increase in Mat2b expression; ii) increased mRNA
levels for Ahcy and Mtr; iii) enhanced expression of genes
involved in glutathione synthesis; and iv) decreased
expression of Gnmt and Bhmt (93). In general, genes
considered "exclusively hepatic" showed lower expression.

Additional analyses carried out showed that the
changes induced by D-galactosamine in the cytosolic
protein levels of MATal, BHMT, SAHH and GNMT
closely matched the alterations observed in their
expression (93). Focusing specifically on MATal, the
protein levels were reduced by ~50%, this decrease
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correlating with a severe alteration in the isoenzyme
pattern according to AGFC profiles, where only a small
amount of MAT Il was detected (93)(Figure 5).
Altogether these results followed the previously published
pattern detected by activity measurements in the cytosol
(89). Paracetamol intoxication produced a more modest
decrease in cytosolic MATal protein levels together with
a completely different pattern in the MAT isoenzyme
profile by AGFC, where an increase in MAT | content was
readily observed. Moreover, while the MAT 111/l activity
ratio increased in the cytosol of paracetamol treated livers,
the opposite trend was followed by the protein ratio, thus
suggesting a certain degree of inactivation of MAT | in
these samples (93).

Analysis of the nuclear effects of the treatments
revealed accumulation of MATal in this compartment
both by D-galactosamine and paracetamol intoxications
(93). AGFC revealed increased levels of MAT | and a
reduction in those of MATal monomers in nuclear
fractions of D-galactosamine-treated livers, which
correlated with the detection of enhanced nuclear MAT
activity (Figure 5). In contrast, paracetamol induced a
modest increase in nuclear MAT 1 levels, but no
significant changes in activity were measured. However, in
both models enhanced levels of the me3K27H3 repression
mark were also detected. This lack of correlation between
activity and the histone modification in paracetamol
intoxication prompted us to evaluate nuclear SAM levels.
However, the procedures needed to purify nuclear
fractions precluded this measurement, given the exchange
through the nuclear pore that takes place during the
extensive washing steps required for isolation. These
measurements will be only possible when appropriate
imaging techniques become available.

Figure 5. Summary of the effects detected in animal models of acute liver injury. A schematic representation of the hepatic changes
induced by acute D-galactosamine and paracetamol intoxications on glutathione levels, MATal subcellular localization and a repression
signal in liver are depicted. The preventive effects of N-acetylcysteine (NAC) are also shown.

4.10. Changes in the ratio between reduced and oxidized
glutathione forms controls the nucleocytoplasmic
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distribution of MAT o1.
D-galactosamine and paracetamol are known to induce
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redox stress and to reduce the GSH/GSSG ratio. Although
the mechanism by which D-galactosamine exerts this
effect seems rather indirect, this is not the case for
paracetamol, whose detoxification requires GSH
consumption, thus leading to altered GSH/GSSG ratios
(94). As mentioned previously, my own work
demonstrated in 1992 that MAT | and MAT Il activities
were modulated by the GSH/GSSG ratios and, at extreme
concentrations of GSSG, even the association state was
modified (41). Therefore, we decided to explore whether
glutathione ratios exerted an additional role in the control
of MATal subcellular distribution using a cellular system,
which allowed multiple combinations of drugs. Available
hepatic cell lines include hepatomas and iPS-hepatocytes
with low or no MAT1A expression (79,95), and primary
cultures of hepatocytes rapidly loose expression of this
gene (40,96). Therefore, transfection was needed to
explore MATal behavior in any of these systems, among
which we chose the hepatoma H35 cell line for
overexpression of tagged-MATal (93). D-galactosamine
treatment in this system reproduced the changes detected
in the rat model: i) reduction in the GSH/GSSG ratio; ii)
decreased cytosolic levels of MATal,; iii) accumulation of
MATal in the nucleus; and iv) increase of the me3K27H3
signal. Agents that serve as sources of cysteine for
glutathione synthesis, N-acetylcysteine (NAC) and SAM,
were then combined with D-galactosamine treatment and
their preventive effects evaluated (Figure 5). Among them,
only NAC was effective in preventing all the changes
induced by the drug (93).

In this same cellular system the effects induced by
paracetamol in the rat model were also reproduced,
namely: i) GSH depletion with the concomitant decrease in
the GSH/GSSG ratio; ii) nuclear accumulation of MATal;
and iii) increased levels of the me3K27H3 repression
mark. However, in this case the combination of
paracetamol with NAC only prevented effects on
glutathione levels and MATal localization, whereas
me3K27H3 levels remained elevated (93). Further
confirmation of the role of GSH/GSSG ratio in the
regulation of MATal subcellular distribution was
obtained using BSO, a compound that inhibits glutathione
synthesis. Again, BSO treatment reduced the GSH/GSSG
ratio and nuclear MATal accumulation was induced in the
cells, these effects being prevented by addition of
glutathione ethyl ester (93). Differences between D-
galactosamine and paracetamol intoxications may relay not
only in their effects on glutathione levels, but also in the
ability of the paracetamol intermediate NAPQI for protein
modification. Such modification involves again sulfhydryl
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groups, which are essential for MAT | and MAT Il
function, and hence additional studies are required to
address this aspect.

5. INTEGRATED FOR MATs AND FUTURE
RESEARCH MODEL OF REDOX REGULATION

Altogether the available data concerning redox
regulation of MATSs expand from expression to subcellular
localization and were summarized in a hypothesis recently
proposed by our group (97) (Figure 6). This new theory
expands a previous proposal that we made back in 1992
(98), by adding the accumulated knowledge obtained in
these years. Since the purpose of this review is not to
revisit these hypotheses, only a few data will be
highlighted.

Most efforts in the last decades have been concentrated
in understanding the regulation of MAT expression,
rendering information from transcription factors acting on
the promoter (i.e. NFxB), the different gene methylation
levels according to the liver state, stabilization of the
MRNAs (i.e. AUF1 and HuR binding), etc. Our own work
has been concentrated however in the proteins themselves,
our results concerning from the structure (i.e. intrasubunit
disulfide bond), to cofactor regulation (i.e. NADP*
binding) and, more recently, subcellular distribution of
MATal and its relationship with disease. Briefly, the
proposal indicates that the high SAM levels found in
normal liver depend on: 1) low methylation levels of the
MAT1A promoter allowing gene expression; 2) high
MAT2A promoter methylation levels, together with
decreased MAT2A mRNA stability by binding of meHuR,;
3) the normal ratios of GSH/GSSG preserving high MAT
I/111 activity in the cytosol and keeping MATal transport
to the nucleus at low ratios, therefore maintaining adequate
methylation levels of histones and DNA. In contrast, the
low SAM levels found in damaged liver are due to the
combination of: 1) an inversion of the promoter
methylation levels, which become high for MAT1A and
low for MAT2A promoters; 2) enhanced MAT2A and
MAT2B transcription by the action of redox regulated
transcription factors; 3) destabilization of MAT1A mRNA
by AUF binding, together with stabilization of MAT2A
transcripts by HUR binding; 4) increased oxidative stress
leading to higher levels of NADP® and reduced
GSH/GSSG ratios, which together favor cytosolic MAT I
accumulation, the low Vp, MAT; and 5) reduced
GSH/GSSG ratios induce nuclear accumulation of
MATal and MAT | providing higher nuclear SAM
concentrations for epigenetic mechanisms.
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Figure 6. Actualized version of the model proposed for redox regulation of MATSs. The proposal includes the most significant data
regarding normal liver (left) and damaged liver (right). Mean GSH/GSSG ratios in each situation are included, together with the changes
detected in expression due to gene methylation or stabilization/destabilization of the mRNAs. Effects on the proteins include those
derived from increased levels of the cofactors, altered association patterns and subcellular distribution rendering finally, high or low SAM

levels in normal and damaged livers respectively.

Redox regulation is probably the best-known
mechanism controlling MAT function in disease states, but
still questions regarding how copper exerts its effects on
these enzymes remain unsolved. Additionally, the role of
other actors in redox stress, such as NAD/NADH or
NADP*/NADPH ratios, should be explored in the whole
methionine cycle and special attention should be paid on
subcellular distribution. The number of enzymes of this
pathway found in the nucleus is increasing (SAHH,
GNMT, MATSs) and their role in this compartment is
underexplored. Possibilities such as moonlighting
activities cannot be forgotten, neither the protein-protein
interactions in which they might be involved.

6. CONCLUSION

In the last 20 years our group has developed protocols
and tools for the study of MATSs and the methionine cycle
and, as a result of this effort, new data have been obtained
both in vitro and in vivo. Altogether, these results have
shown the existence of new levels of regulation for MATS
that might be key for understanding their role in disease,
but which could also be considered as putative targets for
the development of new treatments. Moreover, some
aspects uncovered during our work might be useful as
biomarkers of disease, provided the adequate tissue

242

samples and tools are available. In the near future, work in
this field will require a larger effort on the solution of
structures, the role of post-translational modifications, the
identification ~ of  protein-protein  interactions and
development of imaging techniques able to evaluate
subcellular levels of metabolites. Null mice models are
valuable tools for the development of the field, but certain
aspects concerning the proteins themselves cannot be
analyzed in animals that lack their expression. Subcellular
localization and its relationship with pathology lay within
this category.
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Durante el segundo trimestre del afio 2016 la Corporacién realiz6 un total de dieciséis sesiones cientificas, de la cuales
tres fueron dedicadas a incorporaciones de Académicos, uno de NUumero y dos de Honor; una Sesion Necroldgica; cuatro
mesas redondas, seis conferencias y dos tertulias cientificas. También tuvo lugar en nuestra sede la celebracion del 111 Curso
Avanzado sobre Obesidad. Ademés tuvieron lugar una serie de actos organizados en colaboracion con diversas
instituciones.

TOMAS DE POSESION

El pasado 11 de abril, la RANF tuvo el honor de celebrar la Sesién Solemne de TOMA DE POSESION COMO
ACADEMICO DE HONOR del Excmo. Sr. D. Michel C. Nussenzweig, M.D., Ph.D., de la Rockefeller University, New
York quien ley6 su discurso titulado "An Immunologist's View of the HIV Problem"; y fue presentado por el Excmo. Sr. D.
Mariano Esteban Rodriguez, Presidente de la RANF.

El Dr. Nussenzweig naci6 en la ciudad de S&o Paulo, Brasil, hace 61 afios y crecid en Nueva York. Es en esta ciudad
donde ha ejercido gran parte de su actividad cientifica, obteniendo primero el Bachelor in Arts (B.A) en 1975 por el New
York University College of Arts and Sciences; el doctorado por la Rockefeller University en 1981 y el titulo de Doctor en
Medicina por la New York University School of Medicine en 1982. Posteriormente entre 1982-1985 realiz6 como médico
interno la residencia sobre enfermedades infecciosas en el Massachusetts General Hospital, seguido de una etapa
Postdoctoral en el Department of Genetics del Harvard Medical School en Boston. Al culminar con gran éxito cientifico su
etapa postdoctoral se incorpora a la Universidad Rockefeller y se le nombra primero como Assistant y Associate Professor
entre 1990-1996, y del Howard Hughes Medical Institute, luego en 1996 es nombrado full Professor y desde 2013 como
Zanvil Cohn and Ralph Steiman Professor de la Rockefeller University.

Su actividad investigadora se ha centrado fundamentalmente en entender los mecanismos celulares y moleculares que
gobiernan el sistema inmune, respuestas adaptativa e innata, aplicando estos conocimientos al tratamiento de enfermedades
infecciosas, autoinmunes y tumorales. De hecho el Dr. Nussenzweig es responsable del significado de la célula dendritica
(DC) en su presentacion antigénica y de la funcidn que tiene la célula B como productora de anticuerpos. Su trabajo es
citado como pionero en la demostracion de anticuerpos neutralizantes de amplio espectro contra el VIH. Junto con Ralph
Steinman, que obtuvo el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 2011, abri6 el campo de presentacion antigénica por las
células dendriticas, desde la captura de antigenos, a su procesamiento y presentacion a los linfocitos T.

El Dr. Nussenzweig produjo el primer anticuerpo monoclonal especifico por la célula dendritica que ha sido esencial
para clonar el primer receptor endocitico expresado por la célula dendritica. Ha desarrollado métodos para llevar antigenos a
la célula dendritica, lo que le ha permitido descubrir aspectos sobre cdmo se mantiene la tolerancia y como distintas
poblaciones de células dendriticas tienen distintos procesamientos antigénicos. Ademas, el Dr. Nussenweig resolvié el
problema de cémo las DCs se relacionan y divergen de otras células mieloides incluyendo monocitos durante su desarrollo
en la médula 6sea. En reconocimiento de este trabajo, el Dr. Nussenzweig fue elegido para la conferencia que tenia que
haber pronunciado el Dr. Steinman en el discurso del Premio Nobel en Suecia, pero que desgraciadamente fallecio
prematuramente. Junto con Phil Leder y utilizando ratones transgénicos demostré que los anticuerpos unidos a membrana
regulan exclusion alélica y desarrollo linfocitario.

El Dr. Nussenzweig descubri6 un intercambio de clase de anticuerpos y que este proceso de recombinacion V(D)J activa
la respuesta al dafio del DNA, abriendo una nueva area en la biologia de la célula B. Establecié la importancia de la doble
rotura del DNA en el proceso de intercambio de clase de anticuerpos y que esta misma lesién puede resultar en
translocaciones cromosémicas entre anticuerpos y el oncogen c-myc.

Su investigacién en la formacion de los anticuerpos desde los centros germinales le ha servido para encaminar sus
investigaciones al desarrollo de vacunas. En los Ultimos afios, los anticuerpos estan jugando un papel importante como
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agentes terapéuticos frente a procesos como inflamacién y céncer. Recientemente tuvimos la oportunidad en la RANF de
celebrar una sesidn sobre inmunoterapias en cancer y de conocer cdmo el uso de anticuerpos y de moléculas inhibidoras de
los llamados "check-point inhibitors" pueden reducir e, incluso, eliminar el desarrollo tumoral en pacientes, algo que est&
revolucionado la medicina oncolégica.

La investigacién del Dr. Nussenzweig va dirigida al clonaje de los genes de anticuerpos a partir de una célula B, lo que
le ha permitido definir como se desarrolla la tolerancia en individuos normales y posteriormente aplicarlo al problema del
escape del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) a los anticuerpos. Es en esta area donde la investigacion del Dr.
Nussenzweig esta teniendo actualmente una gran repercusion global sobre el desarrollo de anticuerpos monoclonales muy
potentes con amplio espectro de accion frente a los distintos aislados del VIH. Estos nuevos anticuerpos neutralizan el 95%
de todos los aislados del VIH y los distintos subtipos. Ha establecido primero en modelos preclinicos de ratbn humanizado y
en monos que estos anticuerpos previenen y controlan la infeccion por VIH. De mayor repercusién es que estos anticuerpos
controlan la infeccion por el VIH en personas infectadas, siendo seguros.

Actualmente, el Dr. Nussenzweig estd extendiendo estas investigaciones en personas infectadas con la finalidad de
entender a nivel funcional y molecular cdmo estos anticuerpos ejercen su efecto en el organismo, duracién y actividad frente
al VIH. Ademas, pretende establecer protocolos que puedan eliminar los reservorios del VIH en el organismo, es decir
"curar”, palabra que ya no se considera una utopia si no alcanzable en el tiempo. De hecho la OMS ha propuesto el afio
2030 como limite de tiempo para lograr la erradicacion del VIH.

Los resultados de sus investigaciones representan més de 300 trabajos publicados en las mejores revistas cientificas,
como Nature, Science, Cell, Immunity, Journal Experimental Medicine, PNAS, Molecular Cell y otras. Como indicador de
su produccién cientifica resaltaré que actualmente tiene en prensa dos articulos en Science, uno en Nature y otro en Cell.
Esta destacada trayectoria cientifica se ha traducido en numerosos honores y premios, entre otros muchos reconocimientos,
Member of the National Academy of Sciences; Member of the American Society of Clinical Investigators; Member of the
Institute of Medicine of the National Academies; Member of the Brazilian Academy of Sciences; Member of Association of
American Physicians.

Ha participado como revisor en numerosos paneles del NIH, como miembro de varios comités cientificos, y ha
organizado varios congresos sobre células dendriticas y biologia de las células B, los conocidos como Keystone Symposium
y Cold Spring Harbor Symposium on Quantitative Biology. Ademas, es editor de varias revistas como Journal Experimental
Medicine, Journal of Immunological Methods, LiFe, Advisory Editor of Nature Reviews Immunology and Editorial
Committee of Annual Review of Immunology, y consultor de varias compafiias de biotecnologia.

El Prof. Mariano Esteban después de presentar resumidamente la trayectoria cientifica del Dr. Nussenzweig, entra a
mencionar el lado mas humano y entrafiable de la persona. Como dice el refran, "de tal palo tal astilla", asi que no sorprende
que la curiosidad cientifica en él venga de sus progenitores, los Dres. Ruth y Victor Nussenzweig, dos afamados,
universales e incansables investigadores que han trabajado en la New York University School of Medicine, hoy como
Emeritus Professors, y han dedicado sus vidas al estudio de la malaria y su patégeno, el parasito Plasmodium. Ambos
fueron los pioneros en demostrar que el antigeno del circumsporozoito, la proteina CS, tenia la capacidad de inducir
respuestas inmunes humorales y celulares y de controlar el pardsito en animales, lo que ha servido para que la primera
vacuna humana frente a malaria sea aprobada en fechas proximas después de los ensayos clinicos de fase 111 llevados a cabo
en Africa. Durante mi estancia en Nueva York como Profesor de la Facultad de Medicina Downstate Medical Center de
SUNY, tuve la oportunidad de colaborar con Ruth en el desarrollo de vacunas frente a la malaria, demostrando en varias
publicaciones conjuntas protocolos de inmunizacién combinada de vectores, llamados prime/boost, 6ptimos para activar las
poblaciones de células T CD8+ y controlar la infeccién por Plasmodium. Estos protocolos estan siendo ampliamente
utilizados en muchos procesos de vacunacion frente a distintos patdgenos. Del matrimonio de los Dres. Ruth y Victor
Nussenzweig nacieron tres hijos, Sonia, André, que trabaja en integridad genémica en el National Cancer Institute en
Bethesda, y Michel, todos con vocacion cientifica. Michel estd casado con Svetlana, también cientifica y descubridora de
una de las drogas "blockbusters™ con mayor rentabilidad contra diabetes. Sus dos hijos, Philip de 25 afios, estudiante de
medicina, esta trabajando sobre el proceso de edicion génica CRISPR/CAS9, y Maya, de 23 afios, es estudiante en salud
publica.

Lo que méas llama la atencién cuando uno visita el laboratorio del Dr. Nussenzweig, como Jefe del Grupo de
Inmunologia Molecular, no es s6lo que trabajan muchos investigadores, actualmente 50 mayoritariamente postdoctorales de
varias nacionalidades, si no cdmo tiene organizado el proceso de investigacion traslacional, desde la investigacion
puramente basica a la aplicacion clinica. Una vez que consiguen clonar e identificar un anticuerpo monoclonal de amplio
espectro de accion frente al VIH y demostrar su eficacia en modelos animales, lo someten a su aplicacion clinica en
pacientes infectados por VIH dentro del propio sistema de laboratorios integrados en su departamento, donde como parte de
un ensayo clinico terapéutico se trabaja desde la obtencidn de sangre periférica del paciente, a la transfusion de los
anticuerpos monoclonales al paciente y seguimiento de la evolucion del proceso terapéutico. De esta forma pueden hacer un
seguimiento mucho mas integrador y eficaz que cuando se hace en varios centros y hospitales.

Summary:
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Combination anti-retroviral therapy (ART) suppresses viremia and extends the lifespan of infected individuals, but the
daily burden of ART and its associated toxicities make HIV prevention and cure highly desirable. There are no vaccines and
current therapies are not curative because they do not eliminate a pool of long-lived cells harboring immunologically silent
but replication- competent proviruses—termed the latent reservoir. This reservoir is refractory to ART and, although not
proven, is believed to be the source of viral rebound shortly after discontinuation of standard therapy. While many
approaches ranging from gene therapy to immune modulation are being investigated, Dr. Nussenzweig will focus on the
roles that broadly neutralizing antibodies (0NAbs) might play in prevention and therapy.

In the decades after HIVV-1 was discovered, the identification of anti-HIV-1 bNAbs with extensive breadth and potency
was difficult; however, technological advances in antibody cloning from single B-cells and micro-neutralization assays have
led to the recent discovery of hundreds of naturally-arising bNAbs, referred to as "next-generation" bNAbs. Some of these
bNADbs exhibit remarkable breadth and potency in vitro, and many of these bNAbs can prevent infection in animal models
when passively administered at low doses before challenge. Therefore, it is widely believed that a vaccine that could elicit
such antibodies would be protective against infection, and the development of such a vaccine remains an important goal.
However, most next-generation bNAbs only arise after at least a year of active infection, and many show a number of
unusual features, such as high levels of somatic hypermutation, long heavy-chain complementarity-determining region 3
regions, and restricted germline use. Together, these features suggest it will be difficult if not impossible to elicit bNAbs
against HIV-1 by standard vaccine approaches. The uncertainties associated with a vaccine have led us, and others, to
explore the use of bNADbs in passive transfer experiments for HIV-1 prevention, therapy, and eradication.

El 28 de abril la Real Academia Nacional de Farmacia tuvo el honor de celebrar la Sesion Solemne de Toma de
Posesion como Académico de NUmero del Excmo. Sr. D. Sebastian Cerdan Garcia-Esteller quien leyd su discurso "LA
ERA DE LA IMAGEN" y fue contestado por la Excma. Sra. Diia. Maria Cascales Angosto, Académica de Numero de la
RANF.

El Dr. Sebastian Cerdan Garcia-Esteller es Doctor en Farmacia con Premio Extraordinario de Doctorado por la
Universidad Complutense de Madrid, Profesor de Investigacion del CSIC y responsable del Laboratorio de Imagen y
Espectroscopia por Resonancia Magnética de Alto Campo (LIERM) del CSIC desde 1989. Su trayectoria cientifica contiene
estancias postdoctorales en los Estados Unidos (Universidad de Pennsylvania, John E. Fogarty International Fellow 1980-4)
y en Suiza (Biozentrum der Universitit Basel, EMBO Long Term Fellow 1986-8). Es autor de ciento cincuenta articulos de
investigacién, mas de doscientas comunicaciones a congresos y cinco patentes. Su objetivo cientifico general es el
desarrollo y evaluacién de nuevas aplicaciones biomédicas de la Resonancia Magnética. Entre sus contribuciones mas
relevantes destacan la caracterizacion de la interaccion metabdlica entre neuronas y células de glia en el cerebro adulto, el
desarrollo de espectroscopias multinucleares para estudios metabolicos y méas recientemente el desarrollo de nuevos
abordajes para la caracterizacion de la obesidad mediante Espectroscopia e Imagen por Resonancia Magnética. En su
vertiente de gestion ha sido Director del Instituto de Investigaciones Biomédicas "Alberto Sols" CSIC/UAM, Secretario de
la Sociedad de Biofisica de Espafia (1996-2002), Vocal y Presidente de la Sociedad Europea de Resonancia Magnética
(1996-2000, 2004-10), miembro del Consejo Directivo de la Sociedad Internacional de Resonancia Magnética en Medicina
(ISMRM). y Académico correspondiente de la Real Academia Nacional de Farmacia (2010). Actualmente, forma parte de
paneles editoriales de revistas de difusion internacional de Resonancia Magnética Biomédica (NMR in Biomedicine), de
Bioenergética Cerebral (Frontiers in Neuroenergetics), y Metabolismo Cerebral (Journal of Cerebral Blood Flow and
Metabolism).

El discurso de ingreso del Prof. Cerdan, titulado "La era de la Imagen”, aborda el papel de la imagen en la sociedad
actual, incluyendo algunas consideraciones filosoficas. El discurso enfatiza el desarrollo de la imagen biomédica y su
influencia en la medicina moderna. Comienza describiendo sus aspectos historicos, como el descubrimiento de la fotografia
por Joseph Nicéphore Niepce, el de los rayos X por Wilhelm Roentgen, el de la resonancia magnética por Isaac Isador Rabi
y el de la imagen PET por Gordon Brownwell. Se describe la contribucién de los veintiddés Premios Nobel que han
permitido avanzar la imagen hasta su desarrollo actual, constituyendo una verdadera "era de la imagen” en los siglos XX y
XXI. Luego proporciona brevemente una descripcion divulgativa de las caracteristicas generales de las diversas
modalidades de imagen, de sus fundamentos y de sus aplicaciones, incluyendo; las tecnologias PET y SPECT, la
Tomografia Computerizada de Rayos X, la Imagen Optica mediante Fluorescencia o Luminiscencia, los Ultrasonidos y la
imagen por Resonancia Magnética. En todos estos casos, aborda el desarrollo de los agentes de contraste asociados, que han
proporcionado la base para el desarrollo de la imagen molecular actual y sus recientes aplicaciones en la medicina
molecular y personalizada. El discurso termina con epilogo, donde se plantean algunas avenidas para la evolucién futura del
campo de la imagen multimodal, incluyendo los abordajes mas recientes de imagen hibrida integral.

El 11 de mayo se celebro la Sesion Solemne de Toma de Posesion como Académico de Honor del Excmo. Sr. D. Juan
Carlos Izpisua Belmonte, Profesor en The Salk Institute for Biological Studies, La Jolla, California, USA quien pronuncié
su discurso titulado: “Trasplante de Organos y Células Madre: ¢Realidad o Quimera?”. Fue presentado por el Académico de
Numero de la RANF, Excmo. Sr. D. Rafael Sentandreu Ramon.

Cada afio decenas de miles de personas en el mundo pueden vivir gracias a un trasplante de 6rgano. No obstante, aunque
el conocimiento médico para la realizacion de trasplantes ha aumentando exponencialmente, el nimero de personas
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donantes sigue siendo insuficiente. Una manera de resolver este problema es tratar de desarrollar estrategias para desarrollar
6rganos en el laboratorio. Durante la Gltima década, y mediante diferentes condiciones de cultivo, se han podido obtener y
mantener in vitro un variado espectro de células pluripotentes cuyas capacidades se asemejan a las células pluripotentes
embrionarias. Las distintas caracteristicas espacio-temporales de estas células en cultivo proporcionan unas herramientas sin
precedentes para el estudio de la diferenciacion celular y la formacion de tejidos y 6érganos durante el desarrollo
embrionario humano. El descubrimiento reciente sobre la capacidad de algunos tipos de células madre para traspasar
barreras entre diferentes especies animales y formar tejidos y 6rganos quiméricos entre especies evolutivamente distantes,
incluyendo humanos, junto al desarrollo de tecnologias para la eficiente edicién del genoma en zigotos, puede abrir nuevas
fronteras en la medicina regenerativa. Entre ellas, el descubrimiento de nuevos farmacos, una mejor comprension de la
enfermedad y la posibilidad, aunque adn lejana, de generar drganos humanos en animales aptos para su trasplante en
humanos

SESION NECROLOGICA

El pasado 12 de mayo, se celebr6 en nuestra Sede una Sesién Necroldgica en memoria del Académico Numerario, en la
Medalla 35, Excmo. Sr. D. Nicolas Victor Jiménez Torres, en la que intervinieron los Académicos de Numero de la RANF:
Excma. Sra. Diia. Maria Teresa Miras Portugal: “Victor Jiménez Torres: su labor como Académico”; el Excmo. Sr. D.
Rafael Sentandreu Ramon: “Victor Jiménez Torres: compafiero, amigo y maestro"; quien inicio su intervencion sefialando
que conoci6 a Victor cuando se incorpor6 a la Catedra de Microbiologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de
Valencia en el afio 1979. Sigue su intervencion con las palabras: nuestra relacién fue intensa sobre todo durante los afios
1980 y 1981, dado que coincidieron con mi incorporacion a la Facultad y el nombramiento como Decano de la Facultad.
Victor fue un excelente amigo y compafiero en buscar soluciones de los multiples problemas que nos encontramos en una
nueva Facultad y en un edifico viejo que sé rehabilitaba como centro docente. A partir del afio 1981 y hasta 1989 Victor se
dedic6 fundamentalmente a su labor asistencial como jefe del servicio de Farmacia del Hospital Dr. Peset de Valencia. Sin
embargo nuestra relacion se recuperd plenamente en 1989 cuando obtuvo la plaza de Catedratico de Biofarmacia y
Farmacocinética del Departamento de Farmacia Galénica. Yo conoci su buen hacer tanto en la Catedra como en el Hospital
pero me van a permitir que sean sus colaboras més préximas tanto en la Facultad (Dra. Matilde Merino) como en el
Hospital (Dra. Moénica Climente) las que me presten sus palabras.

La Dra. Merino, Catedrética del Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica escribe: La participacion de
Victor en la formacion de farmacéuticos fue extremadamente dilatada, generosa, desprendida y altruista, ya que haciendo
eco del significado UNIVERSAL de la Universidad difundié y compartié sus conocimientos de forma sistematica a través
de distintos foros de debate organizados desde la Universidad. Una de sus mayores preocupaciones como ensefiante estuvo
centrada en potenciar el binomio UNIVERSIDAD-HOSPITAL.

La Dra. Ménica Climente, Profesora asociada asistencial y Jefe del servicio de Farmacia del Hospital Dr. Peset de
Valencia comenta:

Victor ha sido para muchas generaciones de farmacéuticos un referente, una figura singular que ha contribuido con su
vision y logros profesionales a ese cambio de mirada sobre nuestra profesion, orientdndola, definitivamente, hacia el
paciente. Victor manifesté siempre su orgullo por lo que es y significa ser farmacéutico y formador de farmacéuticos.

Excmo. Sr. D. Angel Maria Villar del Fresno “Victor Jiménez Torres: profesor universitario”. Coment6 que: Conoci a
Victor en la Universidad de Valencia en 1976. Era profesor de Quimica Inorgénica y Secretario de la Facultad. Fui el primer
Catedréatico de la Facultad y los que hemos vivido esa experiencia no se nos puede olvidar lo que fue una Facultad de
Farmacia, de nueva creacion. En ese contexto, Victor Jiménez fue un profesor altamente cualificado con gran teson,
inteligencia y capacidad. Docente que supo en todo momento adaptarse y adoptar las nuevas circunstancias. Aplicd sus
conocimientos de Quimica al desarrollo Clinico en el Hospital y su reciente experiencia hospitalaria, a la adecuacion de las
ensefianzas en la Facultad. Sus lineas de investigacion y de docencia, son un paradigma de interprofesionalidad. La primera
de estas lineas lo constituye la nutricion artificial, una actividad de gran prevalencia en el hospital y para lo que le sirvieron
de base sus profundos conocimientos de Quimica, siendo estos de gran utilidad en su ejercicio de Farmacia Hospitalaria. La
segunda linea de investigacién y de docencia, se ha centrado en el establecimiento de directrices fArmaco-terapéuticas a
través de la Farmacocinética Clinica y Poblacional, con el objeto de disefiar pautas posolégicas individualizadas. Una de sus
preocupaciones fue la Seguridad del Paciente desde la perspectiva de la Calidad Farmacoterapéutica que constituye su
tercera linea de investigacién proyectada también a la docencia La cuarta linea, que mide su calidad profesional y humana
se ha ocupado de la Racionalizacion del Uso de Farmacos Antineoplasicos por la variabilidad de la respuesta del paciente y
el estrecho margen terapéutico de estos farmacos. Se ha perdido a un gran hombre, pero sus escritos, ensefianzas,
reflexiones y ejemplo perduraran siempre.

Palabras del Excmo. Sr. D. Alfonso Dominguez-Gil Hurlé “Victor Jiménez Torres: farmacéutico de hospital”. Desde los
ya lejanos tiempos de estudiante, mi vida profesional ha estado muy proxima a la del Dr. Jiménez Torres. Le conoci en
Octubre de 1962, hace ya mas de medio siglo, cuando me incorporé a la Universidad de Santiago de Compostela para
iniciar los estudios de Farmacia. Alli, en el claustro del Caseron de Fonseca, donde termina el mas largo camino de la vieja
Europa cambiamos nuestras primeras impresiones. Victor formaba parte de un grupo de alumnos destacados que era para
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nosotros un referente en la iniciacion del estudio de las Ciencias Farmacéuticas. Finalizada la licenciatura y el doctorado
nuestras carreras profesionales siguieron caminos paralelos en Valencia y Salamanca. Victor se entregd, con entusiasmo, a
la formacion de profesionales y a la investigacion en diferentes &reas de la terapéutica farmacoldgica. Victor Jiménez Torres
es una figura insigne para los farmacéuticos de hospitales espafioles por su actividad docente, investigadora y asistencial
desarrollada en el Hospital Doctor Peset y en la Universidad de Valencia. Ademés ha sido uno de los méas destacados
Presidentes de la Sociedad Espafiola de Farmacia Hospitalaria que acaba de cumplir 60 afios desde su fundacién. Victor
Jiménez Torres fue capaz de crear un grupo de trabajo que abordé la innovacion y la interprofesionalidad en la Farmacia
Hospitalaria. Asi fue reconocido por diferentes instituciones como la International Oncology Pharmacy Practice al
concederle el Premio ISOPP 2004 por sus trabajos en el campo de la terapéutica oncoldgica. En el mismo sentido debe
destacarse el reconocimiento del Journal Hospital Pharmacy al citarlo entre los més destacados farmacéuticos de hospital
europeos en 2006. EI Prof. Jiménez Torres ingres6 en 2007 en la Real Academia Nacional de Farmacia. En su discurso de
ingreso descubre las principales estrategias dirigidas a mejorar la calidad de la terapéutica farmacoldgica. Tanto las dirigidas
a mejorar la efectividad clinica, como la adherencia o la seguridad del paciente. Para ello recurrid a incorporar herramientas
como la farmacocinética poblacional, la farmacogenética o la gestion de riesgos. Apostd decididamente por la practica de la
Medicina traslacional en la mejora de la Salud Publica. En la era de la Medicina de precision, la figura de Victor Jiménez
Torres se incorpora a la lista de los mas destacados profesionales sanitarios en favor de producir mejoras en la seguridad del
paciente. No quisiera finalizar mi intervencidn sin hacer una carifiosa referencia a la familia del Profesor Jiménez Torres
que nos acompafia en este acto y especialmente a su esposa Isabel. Debéis sentiros orgullosos de haber estado al lado de un
cientifico ilustre, profesional comprometido, gran docente, amigo entrafiable y ejemplo a seguir para los jovenes
farmacéuticos que inician su vida profesional.

Clausuro el acto el Excmo. Sr. D. Mariano Esteban Rodriguez, Presidente de la RANF.

MESAS REDONDAS

El 21 de abril la Real Academia Nacional de Farmacia en colaboracidn con la Fundacién José Casares Gil de Amigos de
la RANF celebraron la MESA REDONDA SOBRE EL BALNEARIO DE SAN NICOLAS (ALMERIA) con las ponencias
de los Dres.: Maria Roser Botey: "El clima del Balneario de San Nicol&s"; Dr. Juan Antonio Lopez Geta, Dr. Antonio
Ramirez Ortega, y Dr. Duran "Estudio Hidrogeoldgico de las aguas del Balneario".

El Balneario de San Nicol&s se ubica en la localidad de Alhama de Almeria, en la falda norte de la Sierra de Gador,
provincia de Almeria, sureste de Espafia. Constituye un Balneario de aguas calientes de larga tradicion histdrica, como
evidencian algunos de los restos arabes hallados en las instalaciones. El suministro de agua a los bafios, provenia,
originalmente, de un manantial, que, en el afio 1552, desaparecié6 como consecuencia de un importante terremoto cuyo
epicentro se encontrd cercano a la poblacién y que causé importantes efectos en la provincia de Almeria. En la actualidad,
las aguas proceden de tres captaciones verticales situadas en el interior de una galeria horizontal, que perfora las rocas
carbonéticas del Trias alpujarride aflorantes en el monte Milano, en cuyas faldas septentrionales y orientales se desarrolla la
poblacién de Alhama. Hacia el valle del cercano rio Andarax existen una serie de extensas plataformas travertinicas,
relacionadas con el paleodrenaje natural de las aguas que alimentan los bafios y de otros manantiales cercanos, alineados a
lo largo de dos fallas normales de direccién N75°E y N105°E, que limitan el acuifero carbonatico de la sierra de Gador con
los sedimentos mio-cuaternarios que rellenan la Depresion del Andarax. Este acuifero es explotado mediante sondeos
profundos en diferentes lugares de la sierra, en un entorno relativamente cercano al balneario, con el nivel freatico actual a
mas de cien metros por debajo de la superficie. Las aguas captadas y utilizadas por el balneario, presentan una temperatura
que superan los 40° C, con una composicién quimica, segin los andlisis disponibles, que ponen en evidencia una modesta
mineralizacion, facies bicarbonatada-sulfatada y cierta radioactividad. Estas caracteristicas han hecho que fueran
reconocidas como aguas minero-medicinales por primera vez en la Gaceta de Madrid de 26 de abril de 1928 (Decreto-Ley
743/28). La causa de estas caracteristicas fisico-quimicas de las aguas esta relacionada, por un lado, con la actividad
reciente de la falla distensiva sobre la que se sitda el lugar original de emergencia, que facilita el ascenso de aguas
profundas hacia la superficie, con un gradiente geotérmico superior al normal, evidenciado por el alto contenido en SiO2,
del orden de los 24 mg/l. Por otro lado, la presencia, en la serie estratigrafica alpujarride de intercalaciones yesiferas,
permite explicar el contenido en sulfatos, més elevado que el habitual en otros acuiferos carbonaticos.

El Académico y profesor D. Antonio Lopez Lafuente intervino con el titulo: "Caracteristicas generales de los suelos
circundantes al Balneario"; la Dra. Dfia. Carmen de las Heras Ifiiguez y Dra. M? Antonia Simén Arauzo: sobre: "Analisis de
la Radiactividad en las aguas del Balneario".

En el estudio de la radiactividad en las aguas del balneario de San Nicolds en Alhama de Almeria, se han tomado
muestras en los puntos de surgencia de Sillero, San Mateo y Alsina. Se ha analizado la actividad de los isdtopos
pertenecientes a las series naturales del 238U, 235U y 232Th, y los de origen cosmogénico 40K y tritio. En una primera
aproximacion se determinaron los indices de actividad alfa total, beta total y la concentracién de Rn-222, posteriormente se
han analizado los isétopos més caracteristicos de las distintas series. Como puede observarse en la tabla 1, en los tres puntos
de surgencia, los indices de actividad alfa y beta total son altos en relacién con los que se establecen para las aguas de
consumo (1 y 0,1 Bg/L respectivamente). Segun el Vademécum de las aguas mineromedicinales espafiolas, estas se
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clasifican como aguas radiactivas cuando contienen més de 67,3 Bg/L de 222Rn, por lo que estas aguas no se considerarian
como tales. El andlisis de is6topos del radio, uranio y torio, sugieren que los altos niveles de actividad alfa total se deben a
la contribucion de los is6topos de las tres series naturales, pero sobre todo de la serie del U-238 por los altos niveles
detectados de 226Ra y 210Po. Y finalmente, D. José Maria Morcillo. Propietario del Balneario diserté sobre: "Estudio de la
accion terapéutica de las aguas del Balneario".

El dia 19 de mayo la Real Academia Nacional de Farmacia y la Fundacion José Casares Gil, de amigos de la RANF
tuvieron el honor de celebrar la Mesa Redonda sobre: “Polen y Polinosis: Botanica, Aerobiologia, Epidemiologia y
Relevancia Clinica”. El Coordinador fue el Excmo. Sr. D. Mariano Esteban Rodriguez, Presidente de la RANF vy la
Presentacion corrid a cargo del Ilmo. Sr. D. Daniel P. de la Cruz Sdnchez Mata, Académico Correspondiente de la RANF.
Actuaron como ponentes los Dres.: Patricia Cervigobn Morales, Coordinadora de la Red Palinoldgica de la Comunidad de
Madrid-RED PALINOCAM y Consejeria de Sanidad de la Comunidad de Madrid con su conferencia titulada “El polen
como diaspora aerovagante: Aerobiologia”

Para conocer mejor la variacion estacional de las concentraciones polinicas es necesario conocer SUS
CARACTERISTICAS BOTANICAS: origen del grano de polen, formacion en las anteras, asi como y SU
AEROBIOLOGIA: los procesos de emision, dispersion y comportamiento en la atmésfera como particula aerovagante. Las
concentraciones de polen dependen fundamentalmente de 2 aspectos: Emisidn. El polen en la atmdsfera procede de depende
las plantas anemdfilas, aquellas cuya dispersion del polen se hace a través del aire y que producen gran cantidad de polen.
La cantidad de polen dependera de caracteristicas boténicas propias de cada especie, de su fenologia y la floracion anual, lo
que esté condicionado a su vez por las condiciones meteoroldgicas de cada estacion.

Dispersion. El grano de polen tiene un comportamiento en la atmésfera variable segdn las condiciones meteoroldgicas
de cada momento; y éste se explicaria con modelos de dispersion y dinamica atmosférica. Una vez conocido los datos de las
muestras de las concentraciones de polen es de gran importancia el poder realizar prondsticos y previsiones de las
concentraciones diarias esperadas y del inicio de los periodos de polinizacién por otro. La utilizacién de prediccion de las
concentraciones diarias de polen debe ser una herramienta méas a la hora de dar informacion aerobioldgica. Se emplean
diversos modelos de prediccién basados en las propias series de polen, los factores meteorolégicos y las predicciones
meteorolégicas. Los modelos empleados son: » Modelos estadisticos basados en las series de polen « Modelos estadisticos
complejos basados en las series de polen y en las series meteoroldgicas. « Modelos geoestadisticos que utilizan las series de
polen y sistemas de informacion geogréfica « Modelos de dispersién y de dindmica atmosférica.

En Madrid la a Red PalinoCAM que comenz6 a generar datos en 1994, y fue la primera red en Espafia que se desarrollé
inserta en una estrategia de Salud Publica. Ademés de su utilidad en estudios ambientales, fenoldgicos y aerobioldgicos
tiene varios fines, uno de los cuales es la difusion de la informacién. Esta difusion cumple un doble objetivo en el caso de
los alérgicos: informacion y posibilidad de adopcién de medidas preventivas, cuando procede. Por tanto, la vocacion de la
salud publica, en relacion a la vigilancia aerobiolégica, es poner la informacion que genera a disposicién de dos sectores
fundamentales, que son: 1. El Sistema sanitario asistencial para que conozca de primera mano si se estd produciendo
impacto en la salud poblacional con los valores de polen ambiental existentes en cada momento. 2. La poblacion diana, los
pacientes afectados de polinosis, que deben conocer dichas concentraciones polinicas para adoptar las medidas individuales
necesarias.

Todo ello a través del establecimiento de niveles de polen en cada época del afio y region peninsular: 4 niveles siguiendo
las lineas generales de la Red Espafiola de Aerobiologia y la Asociacion Internacional de Aerobiologia, adaptandose en cada
lugar a las series de polen locales, establecidas segun criterios aerobioldgicos. Por lo que es importante: 1). Categorizacion
de tipos polinicos teniendo en cuenta la alergenicidad de cada uno de ellos, considerando la mayor o menor incidencia en la
poblacion alérgica, y en base a los datos de prevalencia epidemiolégica. 2). Identificacion de la poblacion de riesgo y
colectivos especiales. La poblacion especialmente sensible es aquella: a. Con asma alérgico diagnosticado, b. Con Polinosis
Rinitis/rinoconjuntivitis. ¢. Con patologias respiratorias previas. Las redes aerobiolégicas han demostrado ser una
herramienta Util en salud publica de incuestionable interés para las administraciones sanitarias y la poblacién general. 3). La
informacion aerobiol6gica acumulada y generada tiene una utilidad demostrada en campos medioambientales, en estudios
fenoldgicos, agroalimentarios, y debe ser enmarcada en este contexto. 4). Deben aunarse esfuerzos para que ambas, redes e
informacion aerobiolégica formen parte de las actuaciones sanitarias, medioambientales y en las futuras estrategias que se
lleven a cabo en esta direccion.

El Dr. Angel Javier Moral de Gregorio, Médico Adjunto del Servicio de Alergologia del Hospital Virgen del Valle
(Toledo) y Presidente del Comité de Aerobiologia de la Sociedad Espafiola de Alergologia e Inmunologia Clinica, con su
conferencia titulada: “Polinosis: Epidemiologia y Relevancia Clinica”

Las enfermedades alérgicas en Espafia afectan a un 33% de la poblacién, por lo que sobre una poblacién de 48 millones
de espafioles, estariamos hablando de una patologia que afecta a 16 millones. Entre los alérgicos aproximadamente la mitad
van a serlo a los pélenes de plantas, por tanto unos 8 millones de espafioles. En Espafia las plantas mas alergénicas en orden
decreciente son: gramineas (primavera), olivo (primavera), cupresaceas (invierno), quenopodiaceas (verano), platano de
sombra (primavera temprana) y parietaria (primavera y verano). En determinadas zonas geograficas pueden ser importantes
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otros pélenes como la palmera en el levante ibérico o el abedul en Galicia. Existe una relaciéon directa entre las
precipitaciones del otofio e invierno y los recuentos de pélenes de gramineas durante la primavera siguiente. La recopilacién
de estos datos, junto con otros factores climatoldgicos como la temperatura y la humedad, permite establecer unos modelos
predictivos del nivel de intensidad de la primavera, en diferentes zonas geogréficas. Atendiendo al nimero de gramineas
anuales recogido, podemos clasificar una primavera como: leve (menos de 4.000 granos/m®), moderada (4.000-6.000
granos/m®) o intensa (més de 6.000 granos /m3). Las zonas geograficas con mayores niveles de pélenes de gramineas son
Extremadura y Andalucia. El aumento en las temperaturas y otros efectos del cambio climético, estd dando como resultado
un adelanto en la floracién de las plantas alergénicas y como consecuencia un aumento del periodo de polinizacion, lo que
ocasiona un aumento de la exposicién a los pélenes; si a esto se suma el incremento polinico inducido por los gases con
efecto invernadero y los efectos de la contaminacién sobre la alergenicidad de los pélenes, no son buenas noticias para la
poblacion implicada en Espafia.

El 9 de junio La Real Academia Nacional de Farmacia y la Fundacién José Casares-Gil celebraron la MESA
REDONDA titulada: "Educacién-Investigacién para el futuro : La Academia Joven de Espafia”. Presentada por el Excmo.
Sr. D. Mariano Esteban Rodriguez, Presidente de la RANF y con la presencia de la Secretaria de Estado de 1+D+i, Dfia.
Carmen Vela, la Sesion fue coordinada por la Excma. Sra. Dfia. Ana Maria Pascual-Leone Pascual, Académica de Nimero
de la RANF: “Academia Joven de Espafia :Presente y Futuro”.

Actuaron como ponentes: el Excmo. Sr. D. David Rios Insta: “El mecanismo de asesoria cientifica y las Academias
Jovenes”, el Prof. Dr. Javier Martinez Moguerza: “Academia Joven: Mundial y Nacional” y el Prof. Dr. Juan Antonio
Gabaldon Estevan: “La Academia Joven de Europa”. Se trata de exponer y difundir el contenido de la posible Academia
Joven de Espafia (AJE) y todas las cuestiones que justifican y avalan su creacion. Y también de la Global Academia Joven
Mundial (GYA") , ya creada en 2010 en Berlin , que soportaria y englobaria a la AJE. Existen seis jovenes espafioles de
excelencia cultural que pertenecen a la GYA, de los cuales se dard conocimiento de su extracto biogréafico y curricular. Dos
de ellos intervienen como ponentes en la Mesa Redonda. También actlan la coordinadora de la Mesa Dra. Diia. A.M.
Pascual-Leone y el Dr. D. David Rios. Ambos Académicos de NUmero respectivamente de la RANF y de la Academia de
Ciencias. Como todas las sesiones, esta de igual modo fue retrasmitida en directo por la web de la RANF.

El 28 de junio la Real Academia Nacional de Farmacia y la Sociedad Espafiola de Farmacia Hospitalaria celebraron la
Mesa Redonda: ESTANDARIZACION DE DOSIS DE ANTINEOPLASICOS PARENTERALES EN ONCOLOGA:
MODELOS Y BENEFICIOS. Presidida por el Presidente D. Mariano Esteban Rodriguez, quien dio la palabra primero al
Coordinador Excmo. Sr. D. Bartolomé Ribas Ozonas, Secretario de la RANF posteriormente al Dr. Miguel Angel Calleja.
Jefe de Servicio de Farmacia Hospitalaria, del Hospital Universitario Virgen de las Nieves, Granada; y Presidente Sociedad
Espafiola de Farmacia Hospitalaria, y posteriormente al Excmo. Sr. D. Alfonso Dominguez-Gil, quien pronunci6é unas
palabras en homenaje al Académico fallecido D. Nicolas Victor Jiménez Torres. Actu6 como moderadora la Dra. Mdnica
Climente Marti, Jefa de Servicio de Farmacia. Hospital Universitario Dr. Peset.

Palabras de presentacion del Coordinador Académico D. Bartolomé Ribas Ozonas, en la Sesién conjunta RANF con la
Sociedad Espafiola de Farmacia Hospitalaria, del martes, 28 junio 2016. Excmo. S. Presidente de la RANF Mariano Esteban
Rodriguez. Presidente de la Soc. Esp. de Fa. Hosp. Miguel Angel Calleja. Excmas. Sras y Sres. Académicos. Moderadora de
la Sesion es la Dra. Moénica Climente Marti. Sras y Sres. miembros de la SEFH. Sras y Sres. Agradezco al Presidente y a la
Junta de Gobierno haberme elegido como Coordinador de esta Jornada; y mis primeras palabras son para recordar a nuestro
entrafiable compafiero y buen amigo Académico D. Nicolés Victor Jiménez Torres, quien debiera estar aqui en mi lugar,
ausente por su inesperado fallecimiento, “que esté en la paz del Sefior”. Tenemos el gusto en la Real Academia Nacional de
Farmacia de reunir en esta Sesion especialistas de primera fila, que nos hablaran sobre “Estandarizacién de dosis de
antineoplasicos parenterales en oncologia: modelos y beneficios”.

El buen funcionamiento del Sistema Nacional de Salud en Espafia, ha proporcionado una mayor esperanza de vida,
descenso de la mortalidad, disponibilidad de medicamentos, la higiene y la actividad social y sanitaria, nos ha llevado al
envejecimiento de la poblacion, lo que nos atafie a todos a una dispensacién del medicamento en la Farmacia social y
sanitaria. Es esencial un enfoque y programa integral de la Sanidad y no separar lo social de lo sanitario.

Y por otra parte tendremos que hacer frente a una nueva situacién social: (como la de Alemania), causada por la
avalancha de refugiados, 5 millones en la U.E., lo que significa una carga social y sanitaria para Europa. Lo que
incide en los farmacéuticos de Hospital, de Ambulatorio, de Atencion primaria y Comunitaria, y también de Oficina de
Farmacia, mas alla del marco especifico de cada uno de nosotros. Puede significar un cambio sanitario radical que se nos
avecina. Tenemos que ser realistas: dos palabras clave: “formacidon y trabajo”, para dispensar los medicamentos y conocer
su uso, y efectos secundarios, con seguridad, responsabilidad y eficacia. Trabajar en colaboracién y derribar barreras, segun
el Documento 2009, sobre el concepto integrador en conjuncion y cooperacién de todos los eslabones sanitarios, en
beneficio del paciente, y no en compartimentos estancos.

Futuro del farmacéutico.

Voces predictivas en las Naciones Unidas han manifestado que para el afio 2030 se necesitaran 40 millones de nuevos
empleos. Segin Ban Ki Moon, Secretario General de las N.U. ha sefialado que FRANCIA y SUDAFRICA como banco de
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prueba, tienen que invertir en recursos humanos. Estas iniciativas sirven como modelos educativos, de cémo debe avanzar
la profesién farmacéutica, como nuevo perfil de trabajo del farmacéutico. No quedarse quieto, aplicando el refran de “quien
se para retrocede”.

El dmbito farmacéutico constituye una masa critica de educadores para el objetivo comin formacion, necesaria e
imprescindible para el futuro farmacéutico, no podemos perder el tren de la futura profesion farmacéutica. El
farmacéutico debe estar presente y formar parte del eje de la Investigacion traslacional: desde el cientifico, el médico de
atencidén primaria al paciente. Un nuevo modelo del farmacéutico asistencial, para cada uno de nosotros y a nivel colectivo.

Se disefia un modelo educativo del farmacéutico de atencidn domiciliaria para el futuro. Del Hospital al domicilio; y del
ambulatorio al domicilio. Ampliar el Sistema Nacional de Salud, uno de los mejores del mundo, y dentro de éste el Sistema
de Farmacia, como disertd recientemente en esta Real Academia Nacional de Farmacia, la Académica Dfia. Carmen Pefia
Lopez, Presidenta de la Federacion Internacional de Farmacéuticos,

La Farmacia Hospitalaria es una de las salidas més sobresalientes, sino la de mayor prestigio para los farmacéuticos. Co-
responsable de que del nacimiento en el dia de hoy, de 2 bebés. uno de ellos llegara a los 100 afios. EI mayor azote, la
enfermedad cardiovascular ha disminuido de forma manifiesta. EI 55 % de las estancias hospitalarias son de mayores y
ancianos, con el 70% del gasto sanitario y prestaciones sociales y sanitarias. Espafia es el 5° pais de mayor porcentaje de
poblacidn anciana, detras de Japon y otros paises orientales.

En Espafia existen 22.000 Oficinas de Farmacia, con 45.000 farmacéuticos con una extraordinaria capacidad de
aconsejar y formar a los 3 millones de visitas diarias de la poblacion espafiola. Tarea que esta Real Acad. Nal. de Farmacia
realiza de la mano de la Académica Dfia. Maria Cascales Angosto, iniciadora de los cursos de Obesidad (hace tres afios); y
de Anticonceptivos iniciado este afio; y un tercero en ciernes por el que les habla sobre Fertilidad y regeneracién de tejidos,
en conexion con la Cétedra Pedro Guillén de Medicina Regenerativa. Porque ante el inquietante descenso de natalidad y
crecimiento de la poblacién anciana pues nuestros mayores viven mas, y justificado por los trabajos de nuestra eminente
investigadora espafiola Maria Blasco, reflejadas en su libro “Morir joven, a los 140", se hace imprescindible aconsejar,
formar y promover en el crecimiento de la natalidad en Espafia, para que el relevo generacional se cumpla.

Los tiempos han cambiado siempre, hay que ser valientes y hacerles frente, pero més ahora y debemos estar preparados.
Es la integracion de los inmigrantes, el modelo de sociedad en libertad para el ““homo sapiens™, lo que esta en juego, y
conservar nuestro sistema democratico. Una de las tareas cotidianas es el paciente con cancer que requiere una colaboracion
conjunta de profesionales sanitarios, es decir “multidisciplinariedad”, lo que se recoge en la estrategia del cancer del S:N:S.
Y el farmacéutico contribuye en el equipo multidisciplinar en conseguir un tratamiento seguro y eficiente.

Es bien conocido que en la totalidad de los Hospitales con Servicios de Oncologia, los farmacéuticos dedicados a esta
actividad de forma exclusiva, son ayudados por el Grupo de Farmacia Oncolégica de la Soc. Esp. de Farm. Hospitalaria
(GEDEFO), constituyen un eslabon indispensable en la atencién a los pacientes. Segin el BOARD CERTIFIED
ONCOLOGY PHARMACIST (BCOP) Espafia tras EE.UU. ocupa el segundo lugar con profesionales con la acreditacion de
farmacéuticos expertos en oncologia.

Finalmente, este admirable afan de superacion continua, del farmacéutico de Hospital, va en beneficio del paciente, su
curacion, eficacia del tratamiento y calidad de vida, ligadas a medicamentos de alto riesgo, como son los farmacos
antineoplasicos. La idoneidad de esta mesa redonda, se desarrolld en beneficio del paciente, su seguridad, y eficacia de los
tratamientos. Se expresaron las diversas facetas del buen y encomiable trabajo que realizan los farmacéuticos de Hospital en
la posologia y tratamiento del paciente oncolégico, y por ello se felicito al Presidente de la SEFH, a su Junta Directiva 'y a
la moderadora, por la eleccion de los temas, y se agradecié la presencia de todos.

Palabras del Académico D. Alfonso Dominguez-Gil Hurlé, sobre el trabajo de organizacién y trayectoria del Académico
D. Nicolas Victor Jiménez Torres en la SEFH. Al Aceptar la propuesta de nuestra Corporacién para participar en este acto
de reconocimiento publico a la figura del Excmo. Sr. D. Victor Jiménez Torres ha sido, para mi, mas que un compromiso en
mi actividad como Académico, una responsabilidad que acepté con el respeto que merece nuestro compafiero Victor,
desaparecido de forma inesperada.

Son varias las razones que justifican mi presencia en este acto. Conoci Victor Jiménez Torres en Octubre de 1962, hace
maés de 50 afios, cuando coincidimos en el caserén de Fonseca, alli donde termina el méas largo de los caminos de la vieja
Europa. En la Universidad de Santiago realizamos la Tesis Doctoral e iniciamos unas carreras profesionales paralelas
comprometidas con la Farmacia Hospitalaria.

Victor Jiménez Torres es una figura insigne para los farmacéuticos de hospitales espafioles por su actividad docente,
investigadora y asistencial desarrollada en el Hospital Doctor Peset y en la Universidad de Valencia. Ademas ha sido uno de
los més destacados Presidentes de la Sociedad Espafiola de Farmacia Hospitalaria que acaba de cumplir 60 afios desde su
fundacion. Durante su presidencia (1985-1987) se dio un gran impulso a las actividades de la SEFH destacando la creacion
de grupos de trabajo en areas especializadas como nutricion artificial, farmacovigilancia, oncologia, etc. y un apoyo
decidido por la docencia. En este aspecto Victor Jiménez Torres quiso fortalecer la relacién con los departamentos
universitarios para dar un impulso a la actividad asistencial. Me gustaria destacar dos hechos muy relevantes que se
producen en este periodo: la concesion de los primeros titulos de especialistas en farmacia hospitalaria y la integracion de

254 @Real Academia Nacional de Farmacia. Spain



nuestra Sociedad en la Asociacion Europea de Farmacéuticos de Hospital.

Para Gary Aamel, uno de los grandes expertos en gestion de recursos, "la tarea més importante para cualquier gestor
del conocimiento consiste en crear un ambiente de trabajo que inspire una contribucién excepcional que justifique un flujo
de pasién, imaginacidn e iniciativa". Este es sin duda una de las grandes cualidades de nuestro compafiero Victor que supo
transmitir a sus discipulos para crear un grupo de trabajo que abord6 la innovacién y la interprofesionalidad en la Farmacia
Hospitalaria. Asi fue reconocido por diferentes instituciones como la International Oncology Pharmacy Practice al
concederle el Premio ISOPP 2004 por sus trabajos en el campo de la terapéutica oncoldgica. En el mismo sentido debe
destacarse el reconocimiento del Journal Hospital Pharmacy al citarlo entre los més destacados farmacéuticos de hospital
europeos en 2006.

La vinculacidn de los servicios de farmacia hospitalaria a las universidades llevé un soplo de aire fresco a la formacion
de los estudiantes de farmacia. Por primera vez los alumnos de los Gltimos cursos de la licenciatura conocian las actividades
clinicas que desarrollaban los farmacéuticos en los hospitales espafioles. EI Dr. Jiménez Torres les trasmitia los logros
alcanzados en nutricion artificial, en la optimizacién de los regimenes de dosificacion de medicamentos, en los programas
de farmacovigilancia, etc. En las unidades de pacientes externos se avanzaba en la relacion farmacéutico-paciente y se
desarrollaban programas para mejorar la adherencia a los tratamientos y reducir su toxicidad en patologias como el cancer,
la infeccion por el VIH o la hepatitis C.

La ensefianza de estas actividades desarrolladas en los ultimos 40 afios en los hospitales espafioles adquieren ahora gran
importancia cuando se trata de potenciar las actividades asistenciales de los farmacéuticos comunitarios. La formacion de
calidad, es la clave precisa para dar la adecuada respuesta a las demandas que nos exige la sociedad a los farmacéuticos en
el cuidado de la salud. EI Dr. Jiménez Torres tuvo la habilidad para incorporarse en equipos interprofesionales con médicos
y enfermeras. De esta forma el farmacéutico puede aportar sus conocimientos en terapéutica para mejorar la calidad de los
tratamientos y adquiere corresponsabilidad en la toma de las decisiones clinicas. Los equipos de fluidoterapia, nutricion
artificial y oncologia son algunos ejemplos representativos de esta actividad.

En su discurso de ingreso en esta Real Academia Nacional de Farmacia el 21 de noviembre de 2007, el Dr. Jiménez
Torres sefialaba "la variabilidad en la préctica asistencial ha sido analizada desde la utilizacion de los servicios de salud
de manera que cualquier actuacion que mejore la calidad de los tratamientos farmacolégicos debe focalizarse hacia
aquellos con mayor umbral de incertidumbre y poner en evidencia el valor afiadido a las propuestas disponibles”. Este
comentario expresa el interés del Dr. Jiménez Torres al desarrollar estrategias dirigidas a mejorar la calidad de la terapéutica
farmacol6gica. Tanto las dirigidas a mejorar la efectividad clinica, como la adherencia o la seguridad del paciente. Para ello
recurrié a incorporar herramientas como la farmacocinética poblacional, la farmacogenética o la gestion de riesgos. Apostd
decididamente por la practica de la Medicina Traslacional a la mejora de la Salud Publica.

En la era de la Medicina de Precisién, la figura de Victor Jiménez Torres se incorpora a la lista de los mas destacados
profesionales sanitarios en favor de producir mejoras en la seguridad del paciente. Como sefiala en el prdlogo de su libro
Calidad Farmacoterapéutica, publicado en 2006, "representamos aqui una vision interdisciplinar sobre la mejora continua
en el proceso de atencidn al paciente en el que se incluyen conceptos, métodos y sistemas de identificacion de pacientes con
morbilidad farmacoterapéutica prevenible". Los acontecimientos adversos prevenibles comprometen la calidad de la
terapéutica farmacolégica, aumentan la morbimortalidad y generan costes adicionales para el sistema publico de salud. Los
errores asistenciales constituyen, después del cancer y las enfermedades cardiovasculares la tercera causa de muerte
prematura en EE.UU. como se recoge en un estudio publicado recientemente en el British Medical Journal.

En Noviembre de 2015 la Revista Nutricién Hospitalaria publicd una referencia "In Memoriam" del Dr. Jiménez Torres.
Permitidme ahora reproducir un parrafo del documento: "Victor Jiménez Torres trazd una trayectoria larga e intensa,
caracterizada por tres principios: talento, compromiso y generosidad. Talento para facilitar ese cambio en la mirada sobre
nuestra profesion en beneficio de los pacientes. Compromiso, pues concibid su profesion como una forma de vida, como
una auténtica vocacion. Generosidad porque su tendencia innata a la docencia hizo que nos regalara su conocimiento y
experiencia para aprender, mejorar y crecer”. No siempre somos plenamente conscientes de que la actividad cientifica no
es Unicamente una actividad intelectual personal, sino que tiene una dimension social muy importante. La trayectoria de
Victor Jiménez Torres en esta Real Academia de Farmacia demostrd, no solo sus profundos conocimientos, sino también un
compromiso social a través de la docencia universitaria y de la actividad asistencial en la farmacia hospitalaria. Que Dios le
bendiga,

Los ponentes de Farmacia Hospitalaria actuaron sucesivamente iniciando el turno la Dra. Angels Royo, Especialista en
Oncologia Médica del Servicio de Oncologia Médica. Hospital Universitario Dr. Peset: “Criterios actuales de dosificacion y
estrategias de estandarizacion de dosis en Oncologia”; La Dra. Begofia Porta, Especialista en Farmacia Hospitalaria del
Servicio de Farmacia Hospitalaria del Hospital Universitario Dr. Peset: "Fuentes de variabilidad en la respuesta terapéutica
en Oncologia”; La Dra. Azucena Aldaz, Especialista en Farmacia Hospitalaria del Servicio de Farmacia Hospitalaria en la
Clinica Universitaria de Navarra: “Individualizacion posolégica en Oncologia: modelos farmacocinéticos vy
farmacodinamicos”; Y la Dra. Asuncion Albert Mari, Especialista en Farmacia Hospitalaria del Servicio de Farmacia
Hospitalaria del Hospital Universitario y Politécnico la Fe, Valencia: “Beneficios de la estandarizacién de dosis en
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Oncologia. Experiencias y casos de éxito”.

CONFERENCIAS.
Celebradas todas en colaboracién con al Fundacién José Casares Gil de Amigos de la RANF.

El 7 de abril tuvo lugar la conferencia titulada: "La microbiota intestinal. Papel en la Obesidad", como colofén y cierre
de la Tercera Edicién del Curso Avanzado sobre Obesidad, que fue pronunciada por el Dr. J. Alfredo Martinez Hernandez,
Académico Correspondiente de la RANF quien fue presentado por el Excmo. Sr. D. Francisco José Sanchez Muniz,
Académico de Numero de la RANF.

El 14 de abril se celebr6 la conferencia titulada "Evaluacion de la aterogénesis mediante tecnologia de imagen: Nuevas
aproximaciones" a cargo del Dr. Lisardo Bosca Gomar, Académico Correspondiente de la RANF, quien fue presentado por
la Excma. Sra. Dfia. M? Teresa Miras Portugal, Académica de Numero de la RANF. La tomografia por emision de
positrones (PET), en combinacién con 18F-fluoro-2-desoxi-D-glucosa (18F-FDG”; FDG), ha demostrado ser Gtil para la
identificacion de los tejidos inflamados. En los ultimos afios, el uso clinico de FDG PET/CT de imagen (tomografia
computarizada) ha estado en continuo aumento en el campo cardiovascular para evaluar sindromes tales como fiebre de
origen desconocido, sarcoidosis cardiaca, endocarditis protésica y la infeccion de dispositivos implantados.

Recientemente, FDG PET/CT ha sido clave en el diagnéstico de la enfermedad cardiovascular aterosclerdtica. Sin
embargo, el uso més generalizado de esta técnica se ha visto limitado debido a la sefial relativamente modesta que se
obtiene. Enfoques para mejorar su localizacion en tejidos inflamados podrian mejorar la utilidad clinica de estas iméagenes
basadas en PET/CT en patologia vascular. Asi, avances en las imagenes FDG-PET han llevado a su uso para la
cuantificacién de la actividad inflamatoria de la pared vascular ya que la captacion de 18F-FDG se ha demostrado que se
correlaciona fuertemente con la infiltracion de macrofagos en la pared arterial junto con biomarcadores pro-inflamatorios
sistémicos, la expresion génica de células inflamatorias y el aumento del riesgo de eventos aterotromboticos posteriores.

Por tanto, el estudio del diagndéstico de la aterogénesis exige técnicas de imagen que identifiquen la presencia de placas
‘activas', es decir, reclutando macrofagos y otros tipos celulares como consecuencia de un evento aterogénico. En
colaboracién con el grupo del Dr. J. Narula de la Mount Sinai Med School, NY, probamos diferentes trazadores basados en
emisores PET, ya que el clasico FDG ofrece bajos niveles de visualizacion. Uno de los mas prometedores era aprovechar la
captacion de fluoro-desoximanosa para aumentar la '‘carga’ intracelular de marca. Nuestro grupo identifico el mecanismo por
el que esta marca de manosa supera ampliamente a la de glucosa, permitiendo un aumento significativo en la calidad y
especificidad de la imagen PET, sin afectar costes, toxicidad o mecanismo de deteccion. Ademas, se puede combinar con
otras estrategias destinadas a evaluar la estabilidad de la placa y por tanto identificar la existencia de riesgo de accidente
vascular mediante el uso de trazadores complementarios de elementos especificos de la placa. Este trabajo ha permitido
abrir nuevas vias para la caracterizacion de moléculas alternativas a la FDG como trazadores de aterogénesis, con una clara
aplicacion a la imagen biomédica. Estos estudios se han realizado en roedores, conejos y estan en fase de aplicacion en
humanos con un coste de 5-10 € por administracién en humanos y un aumento de hasta 3 veces en la relacion sefial vs.
ruido.

El 5 de mayo tuvo lugar la conferencia titulada "De la formulacion magistral a la del medicamento personalizado” a
cargo del Dr. Vicente Bauxauli, Ex-Miembro de la Comisidn Nacional de la Real Farmacopea Espafiola, Ex-Miembro de la
Comisidn que redactd el Formulario Nacional de la AEMPS, quien fue presentado por el Excmo. Sr. D. Rafael Sentandreu,
Académico de Numero de la RANF.

El Dr. Bauxauli es Licenciado en Farmacia por la Universidad de Granada y Doctor en Farmacia por la Universidad de
Valencia. Especialista en Anélisis Clinicos, en Farmacia Industrial y Galénica y en Anélisis y Control de Drogas. Ha sido
miembro de la Comisién Nacional de la Real Farmacopea Espafiola y de la Comisién que redact6 el Formulario Nacional de
la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios. Ha sido director del laboratorio de Sanidad Exterior de
Valencia del Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad. Es miembro de la Sociedad Espafiola de Farmacéuticos
formulistas y de la Sociedad Espafiola de Farmacéuticos de Atencion Comunitaria, siendo ademas Farmacéutico titular en
Mislata (Valencia) Ha publicado varios libros sobre nuevos Medicamentos y la formulacion magistral. Miembro de la
Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de Letras y Artes y Académico de nimero de la Real Academia Hispénica de
Filatelia.

Los medicamentos al inicio del siglo XX consistian basicamente en pociones y extractos bastante simples. En los afios
siguientes mediante la investigacion desarrollada en las universidades se produjo el descubrimiento de sustancias tan
importantes como la insulina, las vitaminas, la penicilina, las sulfamidas. Paralelamente la industria farmacéutica realiz6
una actividad significativa en la busca de nuevas sustancias de interés farmacolégico obteniéndose logros importantes que
revolucionaron el ejercicio de la medicina y de la farmacia. Como consecuencia se ha conseguido mejorar la calidad y la
expectativa de vida que ha pasado de los 35 a 40 afios de principio de siglo XX a més de los 80 actuales.

La farmacia deja de preparar las medicinas “secundum artem” y la industria las convierten en medicamentos de “talla
Gnica”. Sin embargo con los afios se demuestra que los producidos por la industria farmacéutica presentan limitaciones
importantes como en el caso de pacientes que requieren dosis diferentes a las estandar. La farmacia industrial funciona
perfectamente en porcentajes significativamente altos, pero se producen casos en los que no se obtienen los efectos
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deseados. Ello se debe a que necesariamente el medicamento debe ser el adecuado a las caracteristicas y circunstancias
particulares y Unicas de cada paciente. Hoy sabemos que el comportamiento aparentemente anémalo de los farmacos de
“talla Gnica” se debe a dos razones basicas: la genética y al medio ambiente en que se desarrolla el paciente. En estos casos
lo mé&s aconsejable puede ser volver a la férmula magistral. EI medicamento del que nos hemos servido durante los Gltimos
afios deja paso a una terapia adaptada a cada paciente.

El 26 de mayo tuvimos el honor de celebrar la Sesién Publica en la que intervino el Excmo. Sr. D. José Antonio Cabezas
Fernandez del Campo, Académico de Numero de la RANF quien pronuncié su conferencia titulada: “Funciones biolégicas
de los &cidos N-acetilneuraminico y N-glicolilneuraminico en procesos fisiol6gicos, inmunitarios, infecciosos, dietéticos y
cancerosos, y sus aplicaciones farmacéuticas”

En 1954, E. Klenk en colaboracion con H. Faillard, en Colonia (Alemania), prosiguiendo sus trabajos anteriores,
establecieron la estructura correcta del 4cido N-acetilneuraminico (Neu5Ac). En 1962, H. Faillard y J. A. Cabezas, también
en Colonia, separaron y cuantificaron por primera vez los 4cidos NeuS5Ac y Neu5Gc (&cido N-glicolilneuraminico) de
sueros de mamiferos (terneras) y aves (gallinas). En 2011 se habian identificado por varios autores, ademéas de estos dos
&cidos sialicos (que son los mayoritarios), otros {53! a partir de diversos materiales bioldgicos. Esta peculiaridad relativa a
la gran diversidad estructural de un mismo compuesto no ocurre con ningln otro monosacarido. Asimismo, otra
peculiaridad es la de no haberse encontrado &cidos siélicos en el reino vegetal, como demostr6 J. A. Cabezas por primera
vez en 1964; aunque si se han hallado en algunos invertebrados y en algunos tipos de bacterias y virus. Entre 1960 y 2004,
J. A. Cabezas y colaboradores identificaron y valoraron las concentraciones de dichos dos &cidos y, en ocasiones, las de
otros dos &acidos N,O-diacetilneuraminicos, en los siguientes materiales, cuyos resultados han dado origen a 21
publicaciones: En lagrimas humanas ha sido detectado, identificado y cuantificado el Neu5Ac (por primera vez, en 1962,
por J. A. Cabezas); y por él y otros en orina, leche, calostro y bilis de esta procedencia; en leche, calostro y plaquetas de
ganado vacuno; en suero e higado de rata; en leche, calostro, higado, eritrocitos y cerebro de cabras; en eritrocitos, leche y
calostro de ovejas; en eritrocitos, leucocitos y bilis de cerdos; en eritrocitos, plaquetas y cerebro de asnos, caballos y mulos;
y en huevas e higado de lamprea. La proporcidon de Neu5Gc respecto a la de Neu5Ac en estos materiales varia segun la
especie, el 6rgano y la edad (aumentando la de NeuGc con ésta). Dos peculiaridades mas son: la practicamente carencia (0
insignificante presencia) de Neu5Gc en la especie humana, y también la misma carencia pero sélo en el cerebro de los otros
mamiferos antes indicados.

Tanto el NeuSAc como el Neu5Gc ejercen importantisimas funciones biol6gicas, cuyo estudio se ha intensificado
recientemente, después de conocerse su estructura quimica, metabolismo y localizacion. Tales funciones son debidas
principalmente a: a) su carga negativa; b) ser antigenos; c) ser sitios de reconocimiento celular o, por el contrario, factores
de enmascaramiento; d) modular las interacciones de su entorno celular. Ambos acidos participan en procesos bioldgicos
como los siguientes: A/ Fisiol6gicos: EI NeuSAc de la zona pellcida del évulo facilita la union y penetracion en €l del
espermatozoide. B/ Inmunitarios: EI Neu5Gc ocasiona la "enfermedad del suero™ y el rechazo a los xenotrasplantes o
heterotrasplantes. C/ Infecciosos: Ambos acidos se comportan en relacién con la malaria de forma muy diferente, y tienen
vinculacidn con la gripe y otras enfermedades. D/ Dietéticos: El NeuSAc de la leche humana actla favorablemente como
agente anti infeccioso, mientras que el Neu5Gc se cree es potencialmente téxico; por lo que el aporte que se recibe de este
(principalmente por las carnes rojas u otros alimentos) se elimina en el caso de los seres humanos. E/ Cancerigenos: El
Neu5Gc es un "antigeno onco-fetal" que se expresa en tejidos fetales y desaparece en la vida adulta, pero que puede re-
expresarse durante la transformacién maligna. Entonces, se produce una hipersialilacion en la superficie celular,
incrementandose la concentracién de Neu5Gc que favorece la inflamacidn.

Por otro lado, varios antigenos sialilados han sido detectados en distintos tipos de cancer, en los que no es este sino el
Neu5Ac el &cido sialico integrante de los mismos. También otras enfermedades como la sialuria, la esquizofrenia, la
diabetes tipo Il, y la de Alzheimer se hallan relacionadas con este 4cido. F/ Aplicaciones farmacéuticas son algunas como
las derivadas de la glicosilacién de numerosas proteinas terapéuticas obtenidas por glicoingenieria; ejemplo de las cuales es
la eritopoyetina, en la que el aumento de su concentracién en NeuSAc mejora sus propiedades; asi como los anticuerpos
glicosilados.

El 2 de junio se celebré la Conferencia titulada: “Desarrollo y Fabricacién de Medicamentos en el Siglo XXI.
Implementando la Calidad por Disefio (QbD)”, a cargo del llmo. Sr. D. José Martinez Lanao, Académico Correspondiente
de la RANF, quien fue presentado por el Académico de NUmero de la Real Academia Nacional de Farmacia, Excmo. Sr. D.
Alfonso Dominguez-Gil Hurlé.

El Acad. Prof. Martinez Lanao es Doctor en Farmacia. Premio extraordinario de Doctorado. Catedratico de Farmacia y
Tecnologia Farmacéutica de la Universidad de Salamanca. Director del Laboratorio de Investigacion y Desarrollo (1+D)
Farmacéutico de la universidad de Salamanca. Director del Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica de la
Universidad de Salamanca (1993-2008). Presidente (2004-2008) y Vicepresidente (1999-2002) de la Sociedad Espafiola de
Farmacia Industrial y Galénica (SEFIG). Ha publicado mas de 180 trabajos de investigacion, capitulos de libros y
documentos cientificos, la mayoria a nivel internacional y es coeditor de cuatro libros en los campos de la Biofarmacia,
Farmacocinética experimental y Farmacocinética clinica. Director y co-director de mas de 20 tesis doctorales. Ha
presentado mas de 200 ponencias y comunicaciones en Congresos cientificos Nacionales e Internacionales. Premio de
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investigadores jovenes de la Sociedad Espafiola de Farmacologia (1988). Premio Maria de Maeztu de la Universidad de
Salamanca a la Excelencia Cientifica (2009). Ha sido miembro del Council of the International Pharmaceutical Federation
(FIP) y del Committee on Training and Education (CTE) of the European Federation of Pharmaceutical Sciences
(EUFEPS). Miembro del comité editorial de diversas revistas cientificas internacionales. Académico correspondiente de la
Real Academia Nacional de Farmacia (RANF). Académico de nimero de la Academia de Farmacia de Castilla y Ledn.
Evaluador en el “7th Framework programme of the European Union (UE)”.Miembro de los Comités organizador y
cientifico de numerosos congresos nacionales e internacionales.

Los nuevos avances en medicina como la biotecnologia, la farmacogendémica y la medicina personalizada, la
nanomedicina o las terapias celulares entre otras, suponen cambios en los sistemas de administracion de medicamentos.
Actualmente se esté& produciendo importantes avances en la utilizacion terapéutica de nanosistemas como las nanoparticulas
metalicas o nanotubos de carbono, entre otros, con importantes implicaciones a nivel de diagndstico y tratamiento de
diversas patologias. También se estan produciendo avances en el desarrollo de medicamentos destinados a la medicina
personalizada, utilizando nuevas tecnologias como las basadas en la impresion 3D.

Asimismo se estd produciendo una evolucion en los métodos tradicionales de fabricacion de medicamentos para
conseguir una mayor eficacia operacional, desde los métodos convencionales de fabricacion por lotes hacia los métodos de
fabricacion en continuo con monitorizacion de procesos en tiempo real. También estamos asistiendo a una evolucion en los
sistemas de calidad farmacéutica buscando la eficacia y seguridad de los medicamentos y de ahi la importancia de la calidad
por disefio (QbD) o la tecnologia analitica de procesos (PAT). En resumen, la moderna fabricacion de medicamentos esta
evolucionando hacia nuevas tecnologias con gestién de la calidad basada en los principios de la QbD y la PAT que permiten
garantizar la calidad desde el inicio del desarrollo del medicamento mediante una adecuada gestion del conocimiento y del
anélisis del riesgo que contribuye a la calidad del producto final.

El 16 de junio se celebr6 la Conferencia “Ver para creer: Visualizacion y tratamiento de nichos pre-metastéasicos en el
melanoma” a cargo de la Dra. Maria S. Soengas, Jefa del Grupo de Melanoma del CNIO, Spanish National Cancer Research
Centre, quien seré presentada por la Académica de NUmero de la Real Academia Nacional de Farmacia, Excma. Sra. Dfia.
Maria Teresa Miras Portugal.

En esta conferencia, Maria S. Soengas, Jefa del Grupo de Melanoma del CNIO, presentard avances en su laboratorio
orientados a visualizar las fases mas tempranas en la metéstasis de este tipo tumoral, como plataforma para la identificacion
de marcadores de progresion y validacién de nuevos farmacos. El punto de partida de estos estudios es una de las
peculiaridades més distintivas de los melanomas: su capacidad intrinseca para diseminarse por el organismo a partir de
lesiones de un grosor aparentemente fino (2 mm de profundidad). Por otra parte, los melanomas son los cénceres con el
mayor indice mutacional descrito hasta la actualidad. Este hecho, y la falta de modelos experimentales que permitan seguir
el desarrollo metastasico in vivo han supuesto un gran reto en la oncologia cutanea. Para resolver estas cuestiones, el equipo
de Soengas integra estudios histopatolégicos en muestras clinicas, con modelos animales altamente sofisticados que
permiten el seguimiento del tumor mediante técnicas de imagen no invasivas. Esta presentacién resumird como estas
estrategias les han permitido descubrir rutas de metéstasis relacionadas con neo-linfangiogénesis, y desarrollar agentes
terapéuticos con nuevos mecanismos de accion en las células tumorales y el sistema inmune.

CURSOS

La Real Academia Nacional de Farmacia celebro entre el 4 y el 7 de abril de 2016 el "Il Curso Avanzado sobre
Obesidad". Dirigido por el Académico Dr. D. Francisco José Sanchez Muniz, con la Coordinacion de los también
Académicos Dres. Bartolomé Ribas Ozonas y Antonio L. Doadrio Villarejo.

El primer dia comenz6 con la INTRODUCCION a cargo del Director del Curso el Académico de la RANF el Dr. D.
Francisco José Sanchez Muniz quien dio la bienvenida a los asistentes y disertd sobre los objetivos del curso. A
continuacién el Dr. S&nchez Muniz impartié la vision de LA OBESIDAD UN GRAVE PROBLEMA DE SALUD
PUBLICA, le siguio la conferencia sobre UNA VISITA A LA HISTORIA de la Dra. Rosa Basante, la jornada continué con
GENES CLOCK. RITMOS CIRCADIANOS Y PREDISPOSICION A LA OBESIDAD a cargos de la Dra. Marta Garaulet;
Tras el descanso el curso prosigui6 con la videoconferencia con la Dra. Carolina Palmeros de México quien abordé el tema
LA OBESIDAD EN MEXICO. PROGRAMAS EN MARCHA, el Dr. Manuel R. Benito de las Heras tratd el tema sobre le
TEJIDO ADIPOSO Y RIESGO CARDIOVASCULAR, concluyendo la primera jornada con la conferencia RESTRICCION
CALORICA Y LONGEVIDAD a cargo del Dr. Bartolomé Ribas Ozonas.

El dia 5 de abril cont6 con REGULACION NEUROHORMONAL DE LA OBESIDAD a cargo de la Dra. Evangelina
Palacios; a continuacion el Dr. Francisco José Sanchez Muniz analizé el tema HIDRATACION Y DIETA EN LA
PREVENCION Y TRATAMIENTO DE LA OBESIDAD; el primer bloque del dia concluyé con GENETICA Y
EPIGENETICA DE LA OBESIDAD a cargo de la Dra. Dolores Corella. Tras el descanso la Dra. Esperanza Torija diserto
sobre ALIMENTOS FUNCIONALES Y OBESIDAD. INTERES Y REALIDAD. La jornada acabd con la charla de la Dra.
Ascension Marcos sobre LA OBESIDAD UNA ENFERMEDAD DE LA INFANCIA Y ADOLESCENCIA.

El tercer dia de curso los alumnos pudieron asistir a las ponencias de la Dra. Marcela Gonzalez sobre ACTIVIDAD
FISICA: ALGO MAS QUE GASTO ENERGETICO; a continuacion volvimos a conectar con México, en este caso con el
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Dr. Javier Villanueva quien nos acercé ESTRATEGIAS DE PREVENCION TEMPRANA. Tras la discusion y descanso el
Dr. José A. Gutiérrez tratd la OBESIDAD Y RIESGO CARDIOVASCULAR; OBESIDAD: UNA ENFERMEDAD
INFLAMATORIA fue tratada por el Dr. Manuel Serrano Rios; terminando la jornada con la Dra. Irene Breton Lesmes,
UNA VISION CRITICA DE LAS DIESTAS DE MODA.

El dia 7 de abril, ltimo dia de curso, las conferencias se trasladaron el sal6n de Sesiones Solemnes donde el Dr. Antonio
L. Doadrio disert6 sobre OBESOGENOS: OTRA PIEZA MAS EN EL ROMPECABEZAS DE LA OBESIDAD; a
continuacion el Dr. Juan Tamargo trat6 el tema FARMACOTERAPIA DE LA OBESIDAD y la Dra. Gema Frilhbeck. Tras
la discusion atendimos a la Conferencia de Clausura a cargo del Dr. J. Alfredo Martinez Hernandez quien disertd sobre LA
MICROBIOTA INTESTINAL. PAPEL DE LA OBESIDAD.

El curso resulté un éxito abrumador con una demanda de inscripciones que llend nuestro sal6n de actos.

TERTULIAS

El 7 de abril la Real Academia Nacional de Farmacia, en colaboracién con la Fundacion José Casares Gil de Amigos de
la RANF, celebro la Tertulia Cientifica "ZIKA, virosis emergente”. A cargo del Dr. D. José Manuel Echevarria Mayo,
Licenciado en Ciencias Quimicas (Bioguimica), Doctor en Farmacia (Microbiologia), Quimico Especialista en
Microbiologia y Parasitologia. Jefe de Area de Virologia (2011), Centro Nacional de Microbiologia (CNM), Instituto de
Salud Carlos Il (ISC-I11). Moderada por el Excmo. Sr. D. Antonio R. Martinez Fernandez, Académico de NUmero de la
RANF.

La virosis zoonética Zika se llama asi por el lugar de su aislamiento. En las cercanias de Entebbe, la capital de Uganda,
a orillas del Lago Victoria, en un bosquecillo vecino al laboratorio de vigilancia de Fiebre Amarilla, se colocé dentro de una
jaula a un mono Rhesus como control (monitor) de procesos viricos transmitidos por mosquitos (Fiebre amarilla). EI mono
contrajo un proceso febril, con conjuntivitis y de su sangre, era 1948, se aislé un agente infeccioso filtrable, un virus, que se
bautizé Zika, el nombre del bosquecillo donde se aisl6. Posteriormente se aislé de un mosquito de tronco de arbol y se
comprob6 su difusion al hombre en Africa en direccion occidental desde Uganda, con olas epidémicas de los afios 50 a 80
que alcanzaron los paises de la costa occidental africana y Golfo de Guinea. Recorri6 toda Africa al Sur del Sahara y Egipto
y se detect6 en Asia. El 2007 alcanza Yap en la Micronesia; en 2013-2014 el Sudeste asiatico y los archipiélagos de
Oceania: Polinesia francesa, Cook, Nueva Caledonia. En el 2015 llega al Caribe y América del Sur, adquiriendo caracter
pandémico.

El virus Zika pertenece al grupo Spondwany de los flavivirus (arbovirus, es decir virus transmitidos por artrépodos)
como los de la fiebre amarilla, las encefalitis, el dengue, etc. Son virus con genoma formado por una sola hebra de RNA
positivo, encerrado en una cépside hexagonal y conformacidn externa icosaédrica, cada cara formada por tres haces de tres
dimeros de proteina. Trasmitidos por especies de Aedes, mosquitos diurnos como los tropicales ubicuos Aedes aegypti y A.
albopictus. Parece que al menos hay dos variedades de virus, la africana y la asidtica, siendo esta Gltima la que alcanz6
América. Ocasiona la fiebre Zika caracterizada por dolor de cabeza, erupcién maculo-papulosa, fiebre, malestar, artralgias y
conjuntivitis que aparece después de un periodo de incubacion de 7 a 10 dias. En muchas personas la infeccién pasa
desapercibida detectandose sélo los anticuerpos especificos si se analiza su sangre. Parece que puede transmitirse persona
apersona a través del semen y de transfusiones. Aunque el virus ha viajado por la amplisima faja intertropical donde
progresa Aedes aegypti, su adaptacion a A.albopictus y la continua expansién de este mosquito hacia los climas templados,
asi como su adaptaciéon mdaltiple a otras especies de culicidos, suscitan una justificada precaucion sanitaria. Por otra parte,
las posibles implicaciones en la transmision materno/fetal y su relacién con abortos y lesiones del sistema nervioso central
del neonato. La frecuencia de trastornos neurolégicos post-infeccién, autoinmunes, en adultos como el sindrome de
Guillain-Barré aumentan el interés por esta pandemia, a nuestras puertas ahora ya que también en nuestra costa
mediterranea ha llegado para quedarse A. albopictus.

El 16 de junio se celebrd la Tertulia Cientifica coordinada por el Excmo. Sr. D. Antonio R. Martinez Fernandez en la
que se tratard el tema: "Nuevos enfoques para retrasar o revertir la vejez. ;Se puede “curar” la vejez?" a cargo de la
Académica de Nimero, Excma. Sra. Diia. Maria Cascales Angosto.

El aumento de la esperanza de vida calcula que en 2050 la poblacién de mas de 80 afios superara los 400 millones. Esto
afectard a la mayoria de los paises con enormes problemas econémicos y sociales debidos a los achaques propios de esa
poblacion. Para paliar estos problemas estan surgiendo estudios para retrasar o revertir el fenotipo senescente. Asi, el
geront6logo britanico Aubrey de Grey, propone para la reduccion de la senescencia, siete estrategias que hay que superar si
se quiere vencer la vejez. Por otro lado Maria Blasco, manejando la telomerasa y supresores del cancer, ha conseguido
alargar la vida y la juventud en su super-ratdn. También la tan recomendada y discutida restriccion calérica da las pautas
dietéticas para conseguir una vejez saludable y con la mejor calidad de vida. Por Gltimo, estudios en el modelo de parabiosis
heterocrénica (la induccién quirdrgica de una circulacién sanguinea compartida en ratones de edad diferente, viejo y joven),
han conseguido demostrar que la sangre del raton joven es capaz rejuvenecer al ratdn viejo. Ante este hecho los cientificos
se han preguntado: ¢qué es lo que tiene la sangre del animal joven? o ;qué es lo que no debe tener la sangre del animal
viejo?
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OTROS ACTOS EN LA RANF

El Martes 12 de Abril MSD y la RANF celebraron los 30 afios la Jornada Cientifica "LEY GENERAL DE SANIDAD.
30 afios de vigencia y retos para el futuro". Actué como moderador el Dr. Honorio-Carlos Bando, Profesor Honorario en la
Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Madrid y Académico Correspondientes de la Real Academia
Nacional de Farmacia.

La presentacion corrié a cargo del Excmo. Sr. D. Mariano Esteban Rodriguez, Presidente de la RANF. Actuaron como
ponentes: la Dra. Regina Revilla, Director Policy & Comm. MSD., D. Julio S&nchez Fierro, Vicepresidente Primero de la
Asociacién Espafiola de Derecho Sanitario. AEDS, Dr. Pedro Sabando, Ex-Jefe de Servicio de Reumatologia Hospital de la
Princesa y el Profesor Emérito Dr. Félix Lobo, Catedratico de Economia Universidad Carlos 111, Madrid. Clausuré el acto el
Presidente RANF.

El 25 de abril la Real Academia Nacional de Farmacia y la Universidad CEU San Pablo tuvieron el honor de celebrar la
Sesion Pdblica titulada: CELEBRANDO EL DIA DE LA INMUNOLOGIA: LA IMPORTANCIA DE LAS VACUNAS.
La presentacion fue realizada por el Excmo. Sr. D. Mariano Esteban, Presidente de la RANF, y la Dra. Beatriz de Pascual-
Teresa, Académica Correspondiente de la RANF y Decana de la Facultad de Farmacia de la Universidad CEU San Pablo.

Actuaron como ponentes el Dr. Mariano Esteban, Presidente de la Real Academia Nacional de Farmacia, Jefe del Grupo
de Poxvirus y Vacunas del Centro Nacional de Biotecnologia CNB-CSIC. “La vacuna del SIDA”; Dr. Francisco Javier
Moreno, Responsable de la Unidad de Leishmaniasis y Enfermedad de Chagas del Centro Nacional de Microbiologia CNM-
ISCIII. “Avances en el desarrollo de una vacuna para la leishmaniasis humana”; Dra. Charo Cambronero, Jefa de Asuntos
Médicos, Area de Vacunas, Departamento Médico de Glaxo SmithKline GSK “Los antigenos vacunales pueden necesitar
ayuda ¢Cuéndo y por qué?” Clausurd el acto el Dr. Mariano Esteban.

NOMBRAMIENTOS Y DISTINCIONES

El 14 de abril continuando con el esfuerzo del Presidente de la RANF al frente de la Junta de Gobierno, por abrir la
Academia e incrementar la actividad en los medios, D. Mariano Esteban concedi6 una nueva entrevista, en este caso, al
diario "El Médico".

El 2 de junio nuestro compafiero, el Académico Correspondiente, Ilmo. Sr. D. Enrique Villar Ledesma (Catedrético,
sucesor del Prof. José Antonio Cabezas en la Cétedra de Bioguimica de la Facultad de Biologia de la Universidad de
Salamanca) fue nombrado "Editor Invitado™ para un nimero especial de la prestigiosa revista "Virus Research", dedicado a
la respuesta celular a la infeccidn virica.

A la Excma. Sra. Dfia. Maria Teresa Miras Portugal, le ha sido concedida la Medalla Castelao; asimismo, ha sido
nombrada Vocal del Consejo de Ciencia y Tecnologia de la Comunidad de Madrid. Lo que eleva el prestigio de la Real
Academia Nacional de Farmacia y de todos los Académicos.

El Académico Correspondiente de la RANF, llmo. Sr. D. Alfredo Martinez ha sido galardonado con el premio
HIPOCRATES por la Real Academia de Medicina y Cirugia del Principado de Asturias.

En la Junta General Extraordinaria, celebrada el 23 de junio, ha resultado elegida para ocupar la vacante de Académico
de NUmero en la Medalla 3 la Excma. Sra. Dfia. Mercedes Salaices.

Bartolomé Ribas Ozonas
Académico Secretario RANF
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