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UNAS PALABRAS DE BIENVENIDA...

Decia Claude Bernard que “el Arte es yo, la Ciencia es nosotros”. Qué duda cabe de que
uno de los aspectos mas caracteristicos de nuestra actividad como cientificos es compartir
y diseminar nuestros hallazgos, pero también expresar la duda, comentar de manera
constructiva el trabajo de los compafieros y contribuir de manera conjunta al incremento
paulatino pero imparable del saber colectivo. De esta manera, las reuniones, congresos,
conferencias, cumbres, simposios, seminarios, congregaciones de estudiosos de todo tipo
cumplen la funcion fundamental de promover el debate y el pensamiento critico, tan
necesarios en nuestra sociedad. Farmadrid tiene ya una larga historia, y este tipo de
empresas solo perduran en el tiempo gracias a una combinacidon de elementos simple, la
ilusién, el teson, y el trabajo bien hecho. Es “marca de la casa” reconocida por todos la
grandisima calidad de los trabajos y presentaciones que constituyen el nucleo fundamental
de Farmadrid, calidad que surge por una lado de la sabia direccién de los investigadores
mas senior y por otra, del trabajo inquebrantable y la ilusién sin limites de los
investigadores jovenes (y a veces no tan jovenes) que pasan horas incontables en los
laboratorios. En este contexto, la organizacion de esta reunion nuestra, lejos de verse
como una obligacién aparece mas bien como un honor, una gran responsabilidad y si se
nos permite, hasta un lujo. Os damos la bienvenida a la Facultad de Psicologia de la UNED,
vuestra casa. Esperamos fervientemente que os sintdis a gusto, que el debate y la
discusion cientifica sea excelente, que disfrutéis de la comida y de los compaferos y que
volvais a vuestros laboratorios y despachos, con energias y fuerzas renovadas, con nuevas
preguntas y sugerencias para responderlas, con nuevas propuestas de colaboracién vy
sinergias establecidas. Si esto, aunque sea en parte, se cumple, nos daremos por
satisfechos.

Recibid un abrazo muy fuerte de,

Emilio Ambrosio Flores, Alejandro Higuera Matas vy el resto del Comité Organizador de
Farmadrid27.
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Conferencia plenaria

Mindfulness en la Psicologia Occidental

Resumen

En Occidente, el anglicismo mindfulness hace referencia a una muy antigua practica de
meditacion budista basada en la forma correcta de prestar atencidn y, también, al movimiento
que en la psicologia occidental ha incorporado esta técnica en el ambito psicoterapéutico.
Revisamos, en primer lugar, el concepto de mindfulness y su contextualizaciéon en su ambito
original, el budismo, a fin de tener un conocimiento basico de en qué consiste. En segundo
lugar, abordamos, también la psicobiologia de mindfulness a través del conocimiento
neurocientifico de las redes neurales de la atencion implicadas en esta practica y de algunos
de los experimentos claves que nos han permitido conocer los efectos de la meditacion basada
en mindfulness en el Sistema Nervioso, el Sistema Endocrino y el Sistema Inmune. Por ultimo,
nos centramos en la incorporacion de mindfulness en el ambito de la intervencion
psicoterapéutica, especialmente de la mano de las llamadas Terapias de Tercera Generacién,
en numerosos trastornos psicoldgicos y fisicos, asi como en la evaluaciéon que los meta-

analisis han venido realizando sobre su eficacia terapéutica.

Santiago Segovia Védzquez

Licenciado por la UCM, doctor en Psicologia por la UAM y catedratico de psicobiologia en la UNED desde 1989 hasta
2011. Investigador principal de numerosos proyectos y coautor de alrededor de un centenar de publicaciones cientificas
con lineas de investigacion como el dimorfismo sexual en el SNC o las conductas reproductoras. Ha sido director del
Departamento de Psicobiologia, decano de la Facultad de Psicologia y director del Instituto Universitario de
Investigacion de la UNED. Desde 1999 dirige talleres y cursos de meditacion basada en mindfulness, siendo uno de los
pioneros en introducir esta practica en el ambito de la psicologia académica.
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PRESENTACIONES ORALES

FUNCIONALIZACION DE NANOPARTICULAS
DERIVADAS DE VIRUS DE PLANTAS CON ALERGENOS
DE MELOCOTON

CLEMENCE MARGAIN®, CARMEN YUSTE CALVO", ARACELI DIAZ
PERALES, JAIME TOME”, JOSE MARIA SANCHEZ MONTERO?,
FLORA SANCHEZ', FERNANDO PONZ ASCASO"

! Centro de Biotecnologia y Gendmica de Plantas (CBGP, UPM-INIA).
Universidad Politécnica de Madrid (UPM) - Instituto Nacional de
Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA). Campus de
Montegancedo, Pozuelo de Alarcén, Madrid 28223.

? Facultad de Farmacia. Plaza de Ramén y Cajal sn, Ciudad
Universitaria, 28040 Madrid (Espafia). Dpto. Quimicaen Ciencias
Farmacéuticas. Grupo de Biotransformaciones.

Las alergias a los alimentos son un problema creciente en el
campo de la medicina. De hecho, todavia no hay
tratamientos definitivos, sino meramente sintomaticos. La
alergia al melocotdn (Prunus persica) es la mas comun en los
pacientes adultos del area mediterranea. El alérgeno es Pru p
3, una proteina de transferencia de lipidos. Generalmente
lleva un ligando lipidico derivado de la camptotecina unido a
la fitoesfingosina, parte del ligando que tiene la actividad
inmunogénica. A partir del virus del mosaico del nabo (TuMV
por sus siglas en inglés) desarrollamos nanoparticulas
proteicas, functionalizando la proteina de la capsida (CP) con
el alérgeno mediante conjugacion quimica y fusién genética.
Estas nanoparticulas funcionalizadas tendran aplicacion
tanto en el tratamiento como en el diagndstico precoz de
este tipo de alergias. La idea del tratamiento seria modificar
la sensibilizacidon de los pacientes potenciales a Pru p 3. Con
eso objetivo, proponemos un complejo Pru p 3-ligando con
la CP que dirigiria la produccion de anticuerpos a IgG anti-Pru
p 3 en lugar de los IgE producidos en una persona alérgica
por Pru p 3. Eso ayuda a producir una respuesta inmune igual
a la de una persona sin alergia. Entonces, en la siguiente
toma de contacto con el alérgeno, no desarrollaria sintomas.
En lo que concierne al diagnéstico precoz de esas alergias, las
nanoparticulas de virus recubiertas de Pru p 3 deberian
aumentar significativamente la deteccion de los anticuerpos
especificos de esa proteina. Asi se puede bajar el umbral de
deteccidn de los anticuerpos anti-Pru p 3 en el suero de los
pacientes potenciales y realizar un diagndstico temprano de
la alergia al melocotdn. En nuestro grupo de investigacion
hemos producido mediante expresion genética proteinas de
fusién Pru p 3-CP en planta, que gracias a su capacidad de
autoensamblado han dado lugar a nanoparticulas virales. El
proximo objetivo es ligar la Pru p 3 presente en las
nanoparticulas in-vitro con el ligando para desencadenar la
respuesta inmunogénica. La funcionalizacidon gracias a la
conjugacion quimica todavia estad en proceso de desarrollo.
Todas estas caracteristicas ofrecen un nuevo abordaje de
diagndstico y tratamiento con el potencial de mejorar la
calidad de vida de las personas alérgicas.

Palabras clave: Nanobiotecnologia - Nanoparticulas virales -
Funcionalizacion - Alergia alimentaria

Agradecimientos: Agradecer especialmente la asistencia técnica de
Lucia Zurita, técnico de laboratorio. El trabajo de desarrollo de las
VINPs en el laboratorio ha sido financiado durante varios afios por
distintos proyectos del INIA.

¢PUEDE LA ELECTROENCEFALOGRAFIA MEDIANTE
MICROESTADOS CEREBRALES VALORAR CAMBIOS
TERAPEUTICOS EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON?

CORTES VERONICA. MD.", SERRANO J. IGNACIO PHD.?, MENDES
NUNO BSC.?, DEL CASTILLO M. DOLORES PHD.?, ARROYO AIDA
MSC.', ANDREO JORGE1, ROCON EDUARDO PHD.’, DEL VALLE

MARIA MD.*, HERREROS JAIME Mll)és, ROMERO JUAN PABLO MD.
PHD."

1 Faculty of Experimental Sciences, Francisco de Vitoria University,
Pozuelo de Alarcén, Madrid, Spain.

2 Neural and Cognitive Engineering group, Centre for Automation
and Robotics (CAR) CSIC-UPM, Arganda del Rey, Spain.

3 Faculty of Sciences, University of Lisbon, Lisboa, Portugal.

4 Department of Neurology, Fuenlabrada University Hospital,
Madrid, Spain.

5 Department of Neurology, "Infanta Leonor" Hospital, Madrid,
Spain.

6 Brain Damage Unit, Beata Maria Ana Hospital, Madrid, Spain.

La enfermedad de Parkinson idiopatica (EPI) es la segunda
enfermedad neurolégica mds comun en la tercera edad. Es
un trastorno crénico degenerativo caracterizado por un
déficit dopaminérgico. Caracterizado por sintomas motores
(temblor de reposo, rigidez, bradicinesia e inestabilidad
posturall y no motores (trastornos cognitivos y
emocionales). La respuesta a la dopamina es una condicion
indispensable para el diagndstico ya que hay varios subtipos
"atipicos" que, aunque tienen sintomas muy similares no
responden adecuadamente a la levodopa y tienen una
progresion muy diferente. El diagndstico de EPI basado en
sintomas clinicos y su respuesta al tratamiento es
indispensable pero dificil en la etapa inicial debido escaso
margen de mejoria motora y dificultad para evidenciar
mejoria no motora asi como a la intolerancia digestiva a
dosis altas de dopamina. El electroencefalograma (EEG)
puede ser de ayuda, estudidndose mediante microestados
cerebrales (ME) los cambios producidos por la medicacién en
los pacientes con EPI. Se incluyeron 21 sujetos sanos y 14
con Parkinson < HYIII, sin fluctuaciones evidentes (evolucion
6,5+1,74anos), en tratamiento con medicacién dopaminérgia
(MD) (576+475,0 equivalentes levodopa totales). Se realizé
EEG en reposo antes de MD (condicionPRE), con 64
electrodos (Sistema 10-20). Tras una hora de MD
(condicionPOST) se repiti6 EEG. Se procesd la sefial con
MATLAB y LORETA. Se calcularon las variables de tiempo y
frecuencia por ME. La diferencia de promedios entre
condicion PRE y POST se verific6 mediante prueba t para
medidas repetidas con bootstrapping (n=2000).En condicion
PRE se encontraron ME: A(19.55%) asociado con
procesamiento fonoldégico, B(20.34%) con la red visual,
C(18.55%), con la red de relevancia, D(19.58%) con la red
atencional y E(19.58%) con la inhibicidn. La arquitectura
estaba alterada en ME B y C. En condicién POST: ME
A(20.12%), B(18.39%), C(20.00%) y D(16.67%) con patrones
normales. ME E no estaba presente. Pero, se encontré ME
G(15.39%) relacionado con comportamiento motor. Entre
sujetos control y pacientes en condicion POST no hubo
diferencias significativas. Los cambios de MS descritos con el
uso de medicacion se han correlacionado con fatiga
cognitiva, atencion y cambios en la funciéon ejecutiva,
sintomas no motores de EP. El EEG puede ser util para
caracterizar la respuesta farmacolégica de sintomas no
motores de EPI y descartar atipicidad. Esto abre un nuevo
campo para la caracterizaciéon de la enfermedad, y la
variacion de su respuesta al tratamiento. Se requieren
estudios adicionales para cuadros atipicos de EP y en
diferentes fases farmacocinéticas de la administracion del
medicamento.

Palabras clave: Parkinson, electroencefalograma, microestados,
sintomas no motores, medicacién dopaminérgica.
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Agradecimientos: £/ Dr. Romero cuenta con el apoyo del Ministerio
de Economia y Competitividad (beca DPI2015-68664-C4-3-R
(MINECO / FEDER). E. Rocén, MD del Castillo, JI Serrano cuenta con
el apoyo del Ministerio de Economia y Competitividad (concesion
DPI2015-68664-C4-1-R (MINECO / FEDER), NeuroMOD

INFLUENCIA DE LA ENZIMA HEMOXIGENASA | (HO-1)
EN PROCESOS DE NEUROINFLAMACION: REGULACION
DIFERENCIAL CON EL ENVEJECIMIENTO

CRISTINA FERNANDEZ-MENDIVIL1, ENRIQUE LUENGO1, PAULA
TRIGO-ALONSO1, I1ZASKUN BUENDIA1, SERGIO CANO-PEIRO1, JOSE
LOBARDIA1, RAFAEL LEON1 Y MANUELA G. LOPEZ1

Instituto Tedfilo Hernando del Medicamento. Departamento de
Farmacologia. Facultad de Medicina Universidad Auténoma de
Madrid. Espania.

Instituto de Investigacion La Princesa. Hospital Universitario La
Princesa. Madrid, Espafia.

Las enfermedades neurodegenerativas (ENDs) comparten
mecanismos patoldgicos comunes como el estrés oxidativo,
la agregacion proteica o la neuroinflamacidon croénica,
proceso en el cual estan involucradas las células microgliales,
qgue son las células del sistema inmune innato del sistema
nervioso central. Se ha descrito que la enzima HO-1
microglial, presenta efectos anti-inflamatorios, anti-
oxidantes y neuroprotectores. Sin embargo, en pacientes con
Alzheimer y durante el envejecimiento los niveles de HO-1 se
encuentran elevados con respecto a sujetos sanos, y existen
elevados depdsitos de hierro derivados de la actividad de
HO-1, que son toxicos. Por tanto, se planted profundizar en
el conocimiento del papel de esta enzima en la toxicidad
inducida por el LPS (estimulo inflamatorio) en ratones
jovenes (3 meses) y envejecidos (15 meses) C57/BL6 (WT) y
LysMCreHmox1AA (HO-1 KO), carentes de HO-1 en la
microglia. Inicialmente, se trataron ratones WT y KO HO-1
adultos y envejecidos con 0,5 mg/Kg de LPS. Los resultados
de parametros de comportamiento muestran que los
animales adultos HO-1 KO tratados con LPS presentan una
recuperacion significativamente mas tardia que los ratones
WT tratados con LPS. Ademas, la ausencia de HO-1 microglial
se relaciona con una mayor liberacién de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a e IL-1B) y con un aumento en la
expresion de enzimas proinflamatorias y prooxidantes. Sin
embargo, en los animales envejecidos, observamos que la
delecion genética de esta enzima resulta beneficiosa,
basandonos en los resultados de comportamiento vy
bioquimica. Estos resultados se han corroborado mediante
una aproximacion farmacolégica, empleando la
protoporfirina de zinc (ZnPP, 20 mg/Kg) como inhibidor de
HO-1. Estos resultados ponen de manifiesto la importancia
de la enzima HO-1 microglial, asi como su regulacion
diferencial, ya que su ausencia en individuos jovenes, se
relaciona con una recuperacién mas lenta de los animales
sometidos a un estimulo inflamatorio, mientras que en
animales envejecidos su ausencia se relaciona con una mejor
recuperacion. Por tanto, su regulacion desempefia un papel
critico para resolver el estado inflamatorio subcrénico que
subyace a muchas ENDs.

Palabras clave: neuroinflamacion, hemoxigenasa I, microglia.
Agradecimientos. Este trabajo ha sido financiado por el MINECO
(ref. SAF2015-63936R) y ha sido posible gracias a una beca FPU
concedida a CFM por el Ministerio de Educacion, Cultura y Deporte
(ref. FPU15/03269). También apreciamos el continuo apoyo del
Instituto Fundacion Tedfilo Hernando.

EL POLIMORFISMO p.P888L DE SAP97 ACORTA LA
DURACION DEL POTENCIAL DE ACCION CARDIACO Y EL
INTERVALO QT

DAVID TINAQUERO", RAQUEL G. UTRILLA?, PALOMA NIETO-
MARIN®, SILVIA ALFAYATE", SANDRA SACRISTAN', MARIA
TAMARGO?, JUAN TAMARGO®, RICARDO CABALLERO”, EVA
DELPON'

1Departamento de Farmacologia y Toxicologia. Facultad de
Medicina. Universidad Complutense de Madrid. CIBERCV. Instituto
de Investigacion Sanitaria Gregorio Marafion. Consorcio ITACA.
28040-MADRID.

2Departamento de Cardiologia. Hospital General Universitario
Gregorio Marafion. CIBERCV. Instituto de Investigacion Sanitaria
Gregorio Marafion. 28007-Madrid.

El gen DLG1 codifica la proteina de anclaje SAP97, que
interacciona con los canales idnicos que generan las
corrientes cardiacas de sodio (INa), de potasio con
rectificacién interna (IK1) y transitoria de potasio (Ito).
Mediante  secuenciacion masiva, identificamos un
polimorfismo (p.P888L) en DLG1l (5.3% en la poblacidn
europea) en un varén y en dos hermanas diagnosticados con
Sindrome de Brugada (SBr), en dos hermanos con fibrilacion
auricular familiar, y en dos pacientes con fibrilacion
ventricular idiopatica v repolarizacion precoz,
respectivamente. El objetivo de este trabajo fue determinar
las consecuencias electrocardiograficas y electrofisioldgicas a
nivel celular de este polimorfismo en SAP97. Los ADNc de las
formas nativa (WT) y p.P888L de SAP97 junto a ds-red se
co-transfectaron o no con las subunidades alfa y beta de los
canales que generan la INa, la corriente de calcio tipo-L
(ICaL), la IK1 y la Itol humanas en células de ovario de
hamster chino (CHO). Ademas, mediante transferencia
génica con virus adeno-asociados se generaron ratones
transgénicos que sobreexpresaban SAP97 WT o p.P888L
especificamente en miocardio. Las corrientes y los
potenciales de accion (PAs) fueron registrados mediante la
técnica de "patch-clamp". La coexpresion de SAP97 WT
aumento significativamente la densidad de la INa, IK1 e Itol
y redujo la de la ICaL en células CHO y en los miocitos
ventriculares disociados a partir de los ratones transgénicos.
Los efectos producidos por SAP97 p.P888L sobre la INa y la
ICaL fueron idénticos a los de SAP97 WT. Sin embargo, el
polimorfismo no aumentd la IK1 en ninguno de los dos tipos
celulares. SAP97 p.P888L aumentd el pico de la Itol, pero
ademas produjo un retraso significativo de la cinética de
inactivacion que condujo a un incremento muy marcado de
la densidad de la carga que atraviesa la membrana en células
CHO (126%) y en los miocitos procedentes de los ratones
transgénicos (74.4%). Como consecuencia de este efecto,
SAP97 p.P888L acortd significativamente la duracidn de los
PAs registrados en los miocitos ventriculares. Estos efectos
se correlacionaron con un acortamiento del intervalo QT del
electrocardiograma en los ratones que sobreexpresaban
SAP97 p.P888L. El polimorfismo p.P888L de SAP97 acorta la
duracién del potencial de accién y del intervalo QT como
consecuencia del marcado aumento en la carga de la Itol.
Por lo tanto, los portadores de este polimorfismo podrian ser
mas propensos al desarrollo de arritmias por reentrada.
Palabras clave: corriente transitoria de potasio, SAP97,
electrocardiograma, corazon.

Agradecimientos: Ministerio de Economia y Competitividad
(SAF2017-88116-P), Instituto de Salud Carlos Il (PI16/00398),
Comunidad de Madrid (B2017/BMD-3738), Fundacién BBVA y S.
Espaiiola de Cardiologia.



ALTERACIONES CONDUCTUALES, METABOLICAS Y
ESTRUCTURALES IMPLICADAS EN LA COMORBILIDAD
ENTRE ESQUIZOFRENIA Y ADICCION A COCAINA

ROBERTO CAPELLAN®, JAVIER ORIHUEL", MARTA OTEO VIVES2,
MARTA IBANEZ MORAGUES?, NATALIA MAGRO CALVO?, MIGUEL
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AMBROSIO" Y ALEJANDRO HIGUERA-MATAS'

1. Departamento de Psicobiologia, Facultad de Psicologia, UNED.
Madrid, Espania.

2. CIEMAT — Centro de |Investigaciones Energéticas,
Medioambientales 'y Tecnoldgicas, Unidad de Aplicaciones
Biomédicas y Farmacocinética. Madrid, Espafia.

3. Instituto de Investigacion Sanitaria Gregorio Marafién, Madrid,
Espaiia.

4. CIBER de Salud Mental (CIBERSAM), Madrid, Espafia.

La infeccidn prenatal y las experiencias traumaticas en torno
a la pubertad son factores de riesgo para el desarrollo de
esquizofrenia en la edad adulta, siendo mas frecuente en
hombres que en mujeres. Ademas, hay una alta incidencia de
trastornos adictivos entre pacientes esquizofrénicos. En este
estudio, se utilizd un modelo de doble impacto para analizar
la relacién entre sintomas cognitivos y positivos de la
enfermedad y la propensiéon a consumir cocaina en ratas
macho, asi como las alteraciones conductuales, metabdlicas
y estructurales subyacentes. Se inyectd intraperitonealmente
lipopolisacarido (LPS, 100 ug / kg) o solucién salina en los
dias gestacionales 15 y 16. Ademas, durante los dias
postnatales (PNDs) 28 a 38, las ratas se expusieron a cinco
factores estresantes diferentes o handling en dias alternos.
Una vez se alcanzo la edad adulta (PND70), se estudié la
activacion sensorimotora mediante la prueba de inhibicion
por prepulso (PPI). Posteriormente, a partir del PND90, se
analizaron la impulsividad motora y diferentes aspectos de la
autoadministracion de cocaina en busca de caracteristicas
cardinales de la adiccion a esta droga. Ademads, se utilizd
resonancia magnética (RM), espectroscopia in vivo / ex vivo y
tomografia por emision de positrones (PET) para evaluar los
posibles cambios volumétricos y metabdlicos existentes en
diferentes dreas cerebrales. El estrés peripuberal aumenté el
PPl y disminuyé la autoadministracidon de cocaina, asi como
la impulsividad motora, sin embargo, la exposicién a LPS
aumento la motivaciéon para la cocaina en un cronograma de
razén progresiva. El consumo compulsivo de cocaina
(castigado) se vié potenciado en ratas expuestas a LPS y
estrés, asi como durante el acceso extendido. Los resultados
de RM mostraron un volumen estriatal aumentado, asi como
niveles de N-acetil-aspartato y N-acetil-aspartil-glutamato
disminuidos en ratas expuestas a LPS y estrés. Los niveles de
glicerofosforilcolina cortical y fosforilcolina disminuyeron en
las ratas expuestas a estrés. También encontramos evidencia
de algunas alteraciones en el metabolismo cerebral medidas
por PET entre los grupos. Nuestros resultados sugieren una
interaccién compleja entre la activacion inmune prenatal y
las experiencias traumaticas en la pubertad, sin embargo,
parece que existe una sinergia entre ambos factores en el
consumo compulsivo de la droga, una caracteristica clave de
la adiccion.

Palabras clave: Esquizofrenia, Adiccion, Cocaina, Doble impacto.
Agradecimientos: MINECO (SAF2013-47520-P y PSI2016-80541-P);
MSSSI (RTA-RD12 / 028/0020 del ISCIIl y PNSD, 20121057); CM (S-
2011 / BMD-2308; CANNAB-CM); UNED; UE (JUST / 2013 / DPIP /
AG / 4823-EU MADNESS). RF, LC, GM y AM por su excelente
asistencia técnica.
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NIVELES PLASMATICOS Y CEREBRALES DE CLUSTERINA
EN DOS MODELOS ANIMALES DE DOLOR
NEUROPATICO

CARMEN RODRIGUEZ-RIVERA®, ROCiIO GIRON MORENO?, EVA M2
SANCHEZ-ROBLES?, = CARMEN  GONZALEZ-MARTIN!,  LUIS
FERNANDO ALGUACIL MERINO", CARLOS GOICOECHEA GARCIA®

1 Farmacologia y Toxicologia, Universidad CEU San Pablo, Madrid.
2 Farmacologia, Universidad Rey Juan Carlos, Madrid.

Estudios previos sugieren que clusterina (CLU) podria tener
un papel regulador en las alteraciones funcionales del
sistema nervioso central consecuentes a neurodegeneracion,
adiccion o dolor. El presente trabajo pretende abundar en
este conocimiento utilizando dos modelos diferentes de
dolor neuropatico. Asi pues, estudiamos comparativamente
los niveles plasmaticos y la expresiéon de CLU en nucleo
accumbens (NAC) y corteza prefrontal (CPF) de animales
tratados con paclitaxel (PCTX) o sometidos a una ligadura
parcial del nervio ciatico (CCl). Dado que la dieta parece
influir tanto en el dolor como en los niveles de CLU, se ha
estudiado ademas la posible modulacién de estos efectos
por una dieta grasa (high fat, HF). Se utilizaron ratas Wistar
macho (250-300 g) que fueron tratadas con PCTX (1 mg/kg
i.p., 4 dias) o sometidas a CCl, ademds de los
correspondientes controles (vehiculo de PCTX, cirugia
SHAM). Durante 28 dias se realizaron evaluaciones
semanales de la alodinia mecdnica (test de von Frey),
hiperalgesia térmica (plantar test) y concentraciones
plasmaticas de CLU (ELISA). Al finalizar el protocolo se realizé
un test de ansiedad (laberinto elevado en cruz) y se
determind la expresion de CLU en las fracciones mitocondrial
(m-) y citosdlica (c-) de homogenados de NAC y CPF (western
blot). En el modelo de CCl se afiadieron ademas grupos de
animales alimentados con HF. PCTX y CCl provocaron alodina
mecanica el dia 7, efecto que se mantuvo hasta el dia 28, y
también conductas indicativas de ansiedad. No modificaron
sin embargo los niveles plasmaticos de CLU (contrariamente
a la dieta HF, que los disminuyd). PCTX incrementd la
expresion de CLU tanto en m-NAC como en m-CPF, aunque el
efecto solo fue significativo en este uUltimo caso
acompanandose ademas de una disminucién paralela en c-
CPF. De forma aparentemente opuesta al modelo anterior,
CCI disminuy¢ significativamente CLU en m-CPF. La dieta no
modificd la expresion cerebral de CLU. Ambos modelos
causan alodinia y ansiedad, pero sus efectos sobre los niveles
cerebrales de CLU son diferentes. La translocacién de CLU
desde el citosol a las mitocondrias inducida por PCTX
concuerda con lo descrito en la bibliografia, y se puede

interpretar como parte de una respuesta celular de
neuroproteccién ante el efecto tdxico directo del
antitumoral. Por el contrario, en el modelo CCl la

disminucién de CLU en m-CPF podria estar mas relacionada
con la reorganizacién funcional que provoca el dolor
neuropatico en esta zona del cerebro.

Palabras clave: Clusterina, dolor neuropdtico, paclitaxel, ligadura
nervio cidtico
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En un probando con Sindrome de Brugada (SBr), en el cual
tras un cribado genético no se encontraron mutaciones en
los genes previamente asociados a la enfermedad, se
identificé una mutacidn de cambio de sentido en el factor de
transcripcion Tbx5 (p.F206L). Se ha descrito que Tbx5,
ademas de dirigir la cardiogénesis, controla la expresion de
los canales Nav1.5 en el corazén del ratéon adulto, aunque su
papel en el miocardio adulto humano es desconocido. Dado
qgue el SBr se asocia a mutaciones que producen la pérdida
de funcién de los canales Navl.5, en este trabajo analizamos
los efectos de Thx5 p.F206L sobre la corriente de sodio (INa)
con el objetivo de determinar si dicha mutaciéon podria dar
lugar al SBr. La forma nativa (WT) y mutada de Tbx5,
marcadas con proteina verde fluorescente (GFP), se
transfectaron en células HL-1 o se introdujeron en particulas
lentivirales con las que se infectaron cardiomiocitos
humanos derivados de células madre pluripotentes inducidas
(hiPSC-CM). El registro de la Iy, en estas células se realizd
mediante la técnica del parche de membrana. Las sobre-
expresion de Tbx5 WT en células HL-1 duplicé la densidad
maxima de la INa comparada con la registrada en células sin
transfectar (de -37.5%5.1 a -62.6%8.2 pA/pF, n=6, P<0.05),
mientras que la transfeccion con Tbx5 p.F206L produjo una
disminucién marcada de la densidad de la INa (-6.7%0.2
pA/pF; n=6; P<0.01). Estos efectos se reprodujeron en hiPSC-
CM, de modo que la infeccién con Thx5 WT incrementd
significativamente la densidad maxima de la INa (desde -
19.4+2.8 hasta -27.6+1.9 pA/pF; n27; P<0.05) mientras que la
infeccion con Tbx5 p.F206L produjo una disminucion
significativa de la misma (-9.5+1.9 pA/pF). En células HL-1 y
en hiPSCCM la expresion de Tbx5, tanto en su forma WT
como mutada, no modificé la dependencia de voltaje de
activacién e inactivacién de la INa. Los ensayos de luciferasa
utilizando el promotor minimo del gen humano que codifica
los canales Navl.5 (SCN5A) demostraron que Tbhx5 p.F206L
anulaba la actividad pro-transcripcional producida por Thx5
WT. Los resultados demuestran que la mutacién p.F206L
disminuye de forma marcada la densidad de la INa como
consecuencia de la supresion de la actividad pro-
transcripcional de Tbx5 sobre el gen SCN5A. Estos resultados
sugieren, por primera vez, que mutaciones en el gen TBX5
podrian asociarse con el SBr.

Palabras clave: corriente de sodio, Tbx5, Sindrome de Brugada,
corazon.
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En un probando diagnosticado de Sindrome QT Largo (SQTL),
en cuyo analisis genético no se identificaron mutaciones en
los genes relacionados con la enfermedad, se encontré una
mutacién de cambio de sentido (p.D111Y) en el factor de
transcripcion Tbx5, perteneciente a la familia T-box. En el

miocardio adulto de ratén Tbx5 regula la expresion de los
canales Nav1l.5 que generan la corriente de entrada de sodio
(INa). El objetivo de este trabajo fue analizar los efectos de
p.D111Y Thx5 sobre la INa e identificar el mecanismo por el
cual dicha mutacién puede causar el SQTL. Para ello, el factor
Tbx5 humano en su forma nativa (WT) o mutada, unido a
GFP, se transfecto transitoriamente en células HL-1. La INa y
la corriente tardia de sodio (INalL) fueron registradas
mediante la técnica del parche de membrana. Ademas, se
realizaron ensayos de luciferasa para analizar los cambios
producidos por la mutacién sobre la actividad transcripcional
de Tbx5. Tbx5 tanto en su forma WT como mutada, aumento
significativamente la densidad de la INa desde -52.6+5.5 a -
78.7411.3 y -71.0+11.0 pA/pF, respectivamente [n>15,
P<0.05 vs Tbx5(-)]. Tox5 WT y p.D111Y no modificaron la
dependencia de voltaje de la activacidn e inactivacion de la
INa. Tbx5 WT tampoco modificé la densidad de INaL medida
al final de pulsos de 500 ms de duracién (-2.9+0.5 pA/pF).
Por el contrario, Tbx5 p.D111Y aumentd la densidad de la
INaL de forma significativa (-4.6+0.8 pA/pF) [n>15, P<0.05 vs
Tbx5 WT]. La densidad de la INaL cardiaca es regulada por la
Ca calmodulina cinasa Il (CaMKIl) que forma un complejo
tripartito con el canal y la B-espectrina IV. Por tanto, se
realizé un ensayo de luciferasa utilizando los promotores
minimos de los genes humanos que codifican la CaMKII
(CAMKIID) y la B-espectrina IV (SPTBN4), respectivamente,
en los cuales se identificaron los sitios consensos de unién de
Tbx5. Los resultados demostraron que Thx5 WT reprime la
expresion de ambos genes. Por el contrario, p.D111Y Tbhx5
carece completamente de la actividad represora por lo que
aumenta la expresion de ambas proteinas. Estos resultados
demostraron que p.D111Y Tbx5 aumenta la INalL
incrementando la expresion de CaMKIl y B-espectrina IV lo
gue puede dar lugar a una prolongacidn de la duracién de los
potenciales de accién ventriculares y del intervalo QT del
electrocardiograma. Por tanto, describimos por primera vez,
gue mutaciones en el gen TBX5 pueden ser responsables de
la apariciéon de SQTL.
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EL ANTAGONISTA DE GLUCOCORTICOIDES
MIFEPRISTONA NO PREVIENE EL HIPOMETABOLISMO
NI EL DANO HIPOCAMPAL INDUCIDO POR EL STATUS
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EN RATA

AGATA SILVAN"", RUBEN FERNANDEZ DE LA ROSA', MERCEDES
DELGADO", DEBORAH LOPEZ", FRANCISCA GOMEZ"?, MIGUEL
ANGEL POZ0O™, LUIS GARCIA-GARCIiA'?

1. Unidad de Cartografia Cerebral, Instituto Pluridisciplinar, UCM,
Madrid.

2. Dpto. de Farmacologia, Farmacognosia y Botdnica, Fac.
Farmacia, UCM, Madrid.

3. Dpto. de Fisiologia, Fac. Medicina, UCM, Madrid.

* Direccion actual: Dpto. de Ciencias Bdsicas de la Salud, URJC,
Alcorcon, Madrid.

La epilepsia del I6bulo temporal (ELT) es la forma mdas comun
de epilepsia focal, asociandose a dafio y alteraciones en la
actividad metabdlica en el foco, presentando ademas un
elevado grado de resistencia al tratamiento farmacolégico. El
modelo de status epilepticus (SE) por administracion de litio-
pilocarpina en rata es uno de los modelos de ELT mas
extendidos en la actualidad. Este modelo se caracteriza por
la aparicién radpida de SE a las que le sigue una fase silente en



el que hay hipometabolismo y dafio cerebral, signos que
ocurren también en la ELT. Estd ampliamente aceptado que
una elevacion mantenida de los niveles circulantes de
glucocorticoides (GC) potencia el dafio neuronal inducido por
multiples insultos. Estudios previos de nuestro grupo
muestran que el pretratamiento con metirapona, un
inhibidor de la sintesis de corticosterona (principal GC en
rata), previene frente a las crisis epilépticas y al dafio
asociado a éstas. El objetivo del presente trabajo fue
estudiar el eventual efecto neuroprotector del bloqueo de
los receptores de GC (GR) en el modelo de litio-pilocarpina
en rata. Para ello se administr6 el antagonista GR
mifepristona (RU-486; 25 mg/kg, i.p.) 45 min antes de la
administracion de pilocarpina (25 mg/kg, i.p.). La actividad
metabdlica cerebral se evalué in vivo mediante tomografia
por emisidn de positrones (PET) 3 dias después del SE. Al dia
siguiente, las ratas se sacrificaron y se midieron diferentes
parametros de dafio cerebral. Los resultados muestran que
el SE indujo una reduccidon del metabolismo cerebral de
forma generalizada (ej. SUVVEH+SAL=4,71 % 0,27 vs
SUVVEH+PILO=2,48 + 0,17, p<0,001 en hipocampo). Este
hipometabolismo fue acompafiado de neurodegeneracion,
muerte neuronal, neuroinflamacién y gliosis reactiva a nivel
del hipocampo. Por otra parte, el tratamiento con
mifepristona no previno el hipometabolismo hipocampal
(SUVMIF+PILO= 2,74 + 0,12 vs SUVVEH+PILO= 2,48 + 0,17;
n.s.) ni el dafio inducido por el insulto epileptogénico. En
conjunto nuestros resultados muestran que mientras la
inhibicion de la sintesis de GC mostré efectos
neuroprotectores, el bloqueo agudo de los GR no ha
mostrado capacidad proteccion efectiva frente al SE. Todo
ello sugiere que los efectos anticonvulsivantes y
neuroprotectores de la metirapona estan mediados
principalmente por la desviacidn de la ruta de sintesis de GC
hacia la formaciéon de esteroides neuroactivos (moduladores
alostéricos del GABA) mds que por la reduccién de la
actividad de los GC sobre los GR cerebrales.

Palabras clave: glucocorticoides, status epilepticus, pilocarpina, PET,
neurodegeneracion
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Las enfermedades neurodegenerativas (ENDs) se
caracterizan por el desarrollo de diversos mecanismos
patolégicos como la neuroinflamacion, el estrés oxidativo, la
disfuncion mitocondrial o la formacion de agregados
proteicos. Ante esta situacidn, el desarrollo de farmacos
multidiana supone una estrategia muy prometedora, pues
ofrece la posibilidad de combatir, de manera simultanea,
varios procesos responsables del empeoramiento de la
homeostasis. Este trabajo presenta un estudio farmacolégico
de compuestos capaces de inducir la via de sefializacion de
Nrf2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2), factor de
transcripcion intimamente relacionado con la expresién de
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genes con capacidad antioxidante y anti-inflamatoria. Para
su estudio, se han empleado diferentes modelos in vitro de
la enfermedad de Alzheimer. Los compuestos han
demostrado ser protectores frente a acido okadaico (AO:
inhibidor de fosfatasas, que genera hiperfosforilacion de la
proteina Tau) en la linea celular de neuroblastoma SHSY-5Y.
Ademds, hemos observado que en cultivos primarios de glia
tratados con LPS como estimulo inflamatorio, estos
compuestos fueron capaces de modular la liberacién de
nitritos (medida directa de neuroinflamacion). De entre ellos,
seleccionamos aquellos que presentaron un mejor perfil
protector y antiinflamatorio, como el compuesto K. En
rodajas de hipocampo tratadas con AO (1 uM) durante 6
horas, este compuesto fue capaz de aumentar la viabilidad
celular (medida mediante la sonda fluorescente ioduro de
propidio (IP) y por MTT) y disminuir el estrés oxidativo
(medido mediante la sonda fluorescente DCFDA).Los
resultados obtenidos parecen indicar que el compuesto K
presenta un perfil neuroprotector y antiinflamatorio
adecuado para profundizar en su estudio farmacoldgico en el
tratamiento de ENDs, debido a su capacidad multidiana.
Palabras clave: multidiana, enfermedades neurodegenerativas,
Nrf2.
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La respuesta inflamatoria es un mecanismo necesario para
hacer frente al estrés. Sin embargo, numerosas evidencias
experimentales sugieren que una respuesta
neuroinflamatoria desregulada podria ser un elemento
central en la fisiopatologia de multiples patologias

neuropsiquidtricas relacionadas con el estrés, afectando
tanto a la estructura como a la funcién cerebral. Los
macroéfagos perivasculares (PVMs) son células
hematopoyéticas con una tasa de reemplazo constante y
actividad fagocitica basal, que migran al espacio perivascular
cerebral modulando las interacciones entre el sistema
inmune y el parénquima cerebral. Se ha demostrado que,
tras la deplecion selectiva de los PVMs, se produce un
aumento en la produccion de la prostaglandina
proinflamatoria E2, sobre-activando el eje hipotalamo-
hipofisis-adrenal y otras respuestas de fase aguda tras la
administracidn sistémica de LPS. Otros estudios sugieren que
el papel de los PVMs en la sefializacién entre ambos sistemas
puede variar en funcién de la naturaleza del estimulo
inmune. Nuestro estudio tiene como objetivo describir el
posible papel regulador de los PVMs en diferentes vias de
sefializacidon pro/antiinflamatorias y oxidativas en muestras
de corteza frontal de ratas Wistar macho expuestas a un
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modelo de estrés crénico de 21 dias conocido como “chronic
mild stress CMS”. Las muestras han sido analizadas a
siguiendo un curso temporal (12, 22 y 32 semana de estrés).
El estudio del papel de los PVMs se realiza mediante su
deplecidn selectiva a través de la administracion icv de la
molécula pro-apoptdética clodronato encapsulado en
liposomas. Los resultados corroboran el papel regulador de
los PVMs en condiciones de activacion inmune, al mostrar
una expresion reducida de los elementos de la via de
sefializacion del receptor de inmunidad innata Toll-like
receptor a los 21 dias de estrés en los animales sin PVMs en
comparacién con los animales con células intactas.

Palabras clave: neuroinflamacion, estrés créonico, macrdfagos
perivasculares, clodronato.
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Pleiotrophin (PTN) is a cytokine involved in nerve tissue
repair processes and in the survival and differentiation of
dopaminergic neurons. Its expression levels are upregulated
in the nigrostriatal pathway of Parkinson’s disease (PD)
patients and in animal models of PD. In addition, it has been
proposed as a modulator of neuroinflammation after
different stimulus, such as lipopolysaccharide (LPS).
Specifically, LPS-induced microglial activation significantly
increased in mice that overexpress PTN (PTN-Tg mice)
compared to Wild type (WT) mice. We aim to characterize
the dopaminergic denervation in the Striatum after
intraestriatal injections of the Parkinsonian toxin 6-
hydroxydopamine (6-OHDA) in PTN-Tg mice, and classify the
microglial and astrocytic population in this process. Due to
the known relevance of Toll-like receptors (TLRs) in
inflammation, we also Aim to characterize the influence of
TLRs in this process pre-treating the animals with TAK242 (a
TLR4 inhibitor). The injection of 6-OHDA induced a significant
decrease of tyrosine hydroxylase (TH) staining in the
Striatum of WT mice. However, this dopaminergic
degeneration induced by 6-OHDA was totally absent in mice
overexpressing PTN (PTN-Tg). Pre-treatment with TAK242 did
not affect 6-OHDA effect in PTN-Tg mice, however, caused a
higher impact of 6-OHDA damage in WT mice. Regarding
neuroinflammation, an extremely high reactive astrocytosis
was found in WT mice treated with 6-OHDA, specifically in
the area where the dopaminergic axons where degenerated.
Microglia was also activated, but in a lesser extent than
astrocytes. In PTN-Tg mice, the glial activation induced by 6-
OHDA was significantly reduced, matching the areas that
lacked dopaminergic denervation. These evidences
demonstrate that PTN overexpression protects against the
damage on dopaminergic nigrostriatal pathway, and suggest
an involvement of neuroinflammation in the protective
actions of PTN.

Key words: Neuroinflammation, 6-hydroxydopamine, Microglia,
Astrocytes, Parkinson’s disease.
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El transportador vesicular de monoaminas 2 (VMAT2) se
expresa en la membrana de vesiculas secretoras
presindpticas del SNC. Su bloqueo por tetrabenazina (TBZ)
causa el agotamiento de la dopamina en los ganglios basales
estriados; debido a este mecanismo se usa desde hace afos
en el tratamiento de la corea de Huntington y otros
trastornos hipercinéticos tardios. En este contexto, hayamos
que la TBZ facilitaba la exocitosis, por lo que usamos células
cromafines bovinas (CCBs) que fueron estimuladas con
pulsos de 5 segundos a intervalos de 1 minuto con 35 mM de
KCl (K+), observando que la liberacion de catecolaminas
disminuia. Sin embargo, cuando las células se superfunden
con TBZ (1-3 uM), la secrecidon aumenta. La facilitacion de la
exocitosis no se debid a una entrada de Ca2+ por los canales
plasmaticos de Ca2+ voltaje dependientes (CCVDs), ya que la
TBZ bloqued la corriente de Ca2+ y ademas no observamos
efecto sinérgico junto a Bayk8644 (1uM), activador de los
CCVDs del subtipo L. Explorando el RE, observamos que la
TBZ aumento las respuestas secretoras a la cafeina pero no a
histamina, planteando la hipdtesis de que la TBZ estd
facilitando la exocitosis mediante la movilizaciéon de Ca2+ a
través del receptor de rianodina del reticulo endoplasmico.
Palabras clave: Secrecion de catecolaminas, Tetrabenazina,
Receptor de Rianodina, Célula cromafin.
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Una caracteristica del sistema nervioso central de mamiferos
es la capacidad limitada de regeneracién después de una
lesién, lo que se debe al escaso niumero de precursores
neuronales existentes en la edad adulta. Estudios recientes
sugieren que células gliales localizadas en el cerebro y la
médula espinal pueden ser convertidas directamente a
neuronas, mediante la expresién de factores neurogénicos,
mediada por vectores virales. Esta posibilidad abre nuevas
expectativas terapéuticas basadas en la regeneracion de
poblaciones neuronales a partir de células gliales residentes
del area lesionada. A pesar de ser un campo prometedor,
aun existen limitaciones para la aplicacion de esta tecnologia
a la medicina regenerativa. En nuestros estudios anteriores
observamos que factores neurogénicos capaces de inducir



conversion neuronal en astrocitos cultivados in vitro, son
inefectivos in vivo, en el contexto de la lesidon cerebral. Esto
indica que no todas las células gliales son susceptibles de ser
reprogramadas a neuronas, al tiempo que sugiere que un
ambiente de gliosis post-traumatica podria dificultar el
proceso de reprogramacion. Para investigar estas hipdtesis
hemos establecido un nuevo modelo de cultivo de células
gliales, reactivas, aisladas de corteza cerebral de ratodn
adulto, previamente lesionada por la técnica de “stab
wound”. Los cultivos asi obtenidos estan constituidos por
una poblaciéon mixta de astrocitos (GFAP+), oligodendrocitos
(O4+) y microglia (CD45+). Posteriormente, confirmamos la
presencia de estas estirpes celulares en nuestros cultivos
mediante lineas de ratéon modificados genéticamente para
expresar moléculas reporteras bajo el control de los
promotores génicos GLAST/GFAP (astrocitos), Sox10/Ng2
(oligodendrocitos), y Ccr2 (microglia). Finalmente utilizamos
técnicas de seguimiento con video-microscopia de
florescencia para evaluar la eficiencia de reprogramacion,
mediada por los factores Neurog2 y Bcl2, en cada estirpe

celular. Observamos que, tanto astrocitos como
oligodendrocitos, respondieron favorablemente a Ia
conversiéon neuronal directa, mientras que células de

microglia no lo hicieron.
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The consumption of high-fat diets (HFD) is associated with
hippocampus-dependent cognitive deficits, mainly in
adolescent individuals. HFD used in most studies contain
elevated amounts of both palmitic and oleic acids, together
with large amounts of sucrose, making very difficult to
properly identify the relative influence of each fatty acid
within the hippocampus. Our study aimed to investigate the
lasting effects of diets enriched with either oleic (OHFD) or
palmitic acids (PHFD) on hippocampal-dependent spatial
memory in adolescent and adult mice. Adolescent (4-week
old) and adult (8-week old) male C57BL/6 mice fed either
standard rodent diet (SD), OHFD (60% SD + 40% high-oleic
sunflower oil), or PHFD (60% SD + 40% palm kernel oil)
during 8 weeks. Spatial memory was evaluated by analyzing
the spontaneous alternation in the Y-maze. The effect of
these diets on glutamatergic transmission-related genes such
as glt1, gluA 1-2 and grin2 A-D was evaluated by RT-qPCR.
Our results show that both OHFD and PHFD induced a
greater increase of body weight than SD in adolescent as
well as in adult mice. Nevertheless, adolescent mice, but not
adult mice, that consumed PHFD displayed impaired spatial
memory in the Y-maze test compared to the other two
groups. Moreover, modifications in hippocampus gene
expression in this cohort were compatible with the above
mentioned behavioral impairment. Our study shows that the
exposure to PHFD, but not to OHFD, during the adolescence
impairs  hippocampus-dependent memory processes.
Furthermore, our findings further support the concept that
the neurobehavioral vulnerability to this kind of diets is more
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prominent during the adolescent that during the adult
period.

Key words: Kernel palm oil, high-oleic oil, high fat diet, memory.
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La comprensién de los mecanismos que controlan eventos
bioldgicos criticos para distintas poblaciones neurales, tales
como proliferacidon, migracién y diferenciacion hacia un
determinado destino celular, resulta de crucial importancia
en el disefio de estrategias terapéuticas para numerosas
patologias que afectan al sistema nervioso. Los métodos
actualmente empleados a tal fin se basan en un andlisis a
tiempo final, por lo que no proporcionan una resolucion
temporal  suficiente como para caracterizar el
comportamiento de las poblaciones neurales. Ademas,
alteraciones en la muerte celular, la heterogeneidad en el
seno de una misma poblacién neural o la baja eficiencia de
los marcadores moleculares empleados habitualmente
suponen importantes limitaciones que conducen a una
interpretacién incompleta o incluso incorrecta de los
resultados. Por el contrario, la videomicroscopia en tiempo
real combinada con un seguimiento a nivel de célula Unica
bajo las condiciones apropiadas constituye una potente
herramienta para monitorizar cada uno de los eventos
mencionados, lo que hace posible un conocimiento mas
exacto y detallado del comportamiento de las distintas
poblaciones neurales. En esta presentacion describiremos un
protocolo desarrollado para el estudio a tiempo real de las
mismas.

Palabras clave: neurociencia, videomicroscopia timelapse a tiempo
real, seguimiento a nivel de célula unica, células madre adultas
neurales, progresion de linaje.
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MEJORIA EN EL iNDICE DE PROTEINAS TIOLADAS TRAS
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El indice de proteinas tioladas (PTI) ha sido estudiado como
un marcador de estrés oxidativo en pacientes
hemodializados'. Por otro lado, la dronedarona es un agente
antiarritmico que actua sobre multiples canales idnicos.
Nuestra hipdtesis fue que el PTI podria ser también un
biomarcador de dafio oxidativo en la hipertrofia ventricular
izquierda (HVI) en un modelo experimental de hipertension e
HVI. El animal empleado en el estudio fue la rata
espontaneamente hipertensa (SHR), macho, adulta. Se
establecieron dos grupos experimentales randomizados de
ratas SHR segun el tratamiento recibido: ratas tratadas con
dronedarona (SHR-D, n=9) and ratas que recibieron placebo
(SHR, n=9). Las ratas Wistar Kyoto (WKY, n=9) fueron usadas
como controles normotensos. Tras 14 dias de tratamiento,
se obtuvo plasma mediante puncidon intracardiaca y
centrifugacion de la sangre y se analizd la concentracion de
tioles y proteinas tioladas. El PTI se calculd segln se indica™:
[proteinas tioladas] / [tioles]. El analisis de los datos se
realizé mediante el test ANOVA de un factor con correccidn
de Bonferroni. Todos los datos fueron expresados como
mediazSEM y se considerd significativa P< 0.05. Todos los
procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica del
Hospital General Universitario Gregorio Marafidn. Los
controles hipertensos mostraron un aumento del PTI en
comparacién con los controles normotensos. De forma
interesante, tras tratamiento con dronedarona, se produjo
un descenso del PTI en comparacion con el grupo SHR
(p<0.01), sin encontrar diferencias entre SHR-D y WKY. El
tratamiento con dronedarona mejora el estrés oxidativo en
un modelo experimental de hipertension arterial.
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dronedarona, hipertrofia ventricular izquierda, hipertension Arterial
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La taurina, un aminodcido muy abundante en el sistema
nervioso central, aplicada a altas concentraciones (3-10 mM)
provoca una potenciacién duradera de la transmisidon
sindptica y de la excitabilidad axonal probablemente
mediada por un sistema de transporte. Para encontrar el

sistema de transporte implicado en este efecto, hemos
realizado experimentos en rodajas de hipocampo de rata,
utilizando técnicas electrofisioldgicas y de analisis de
aminoacidos por HPLC. Hemos encontrado que 11
aminoacidos o andlogos de aminodacidos aplicados a altas
concentraciones (10 mM) son capaces de producir un efecto
potenciador similar al de la taurina (aminoacidos
potenciadores), mientras otros 7 aminodcidos no tuvieron
efectos duraderos sobre la transmision sindptica
(aminoacidos no potenciadores). Esta variedad de
aminoacidos potenciadores implica que el efecto sobre la
transmision sinaptica ha de estar mediado por al menos dos
sistemas diferentes de transporte de aminodcidos, que aun
no hemos identificado. Hemos observado que la cantidad
acumulada del aminodcido aplicado se correlaciona
positivamente con el grado de potenciacién sindptica
provocada. Esta acumulacién intracelular de particulas, que
da lugar a la potenciacién del potencial postsinaptico
excitatorio (fEPSP por sus siglas en inglés) y de la
excitabilidad axonal, parece provocar un incremento del
volumen intracelular, ya que se ha detectado un aumento de
la resistividad del tejido producida por los aminoacidos
potenciadores pero no por los no potenciadores. La
utilizacion de una mezcla con siete de los aminoacidos
potenciadores a sus concentraciones plasmaticas (siendo 2,1
mM la concentracién final de la mezcla) fue capaz de
potenciar la transmision sinaptica y la excitabilidad axonal.
Estos resultados sugieren que la activacion prolongada de los
sistemas de transporte de aminodcidos de baja afinidad y
alta capacidad puede reducir el volumen del compartimiento
extracelular en el tejido cerebral y en consecuencia influir en
su funcionalidad.
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LA INHIBICION DEL INFLAMASOMA NLRP3 REDUCE EL
VOLUMEN DE INFARTO, LA INFLAMACION Y MEJORA
LA PERDIDA DE LA FUNCION DE LA BARRERA
HEMATOENCEFALICA EN ISQUEMIA CEREBRAL
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La isquemia cerebral es una de las lesiones cerebrales agudas
con mas incidencia, representa el 10% de muertes a nivel
mundial y es una de las principales causas de discapacidad
en la tercera edad. El Unico tratamiento farmacoldgico actual
es el activador tisular del plasminégeno recombinante (r-
TPA), que se aplica tan solo a un 10-15% (PMID: 26508752).
El inflamasoma NLRP3, que promueve la liberacién de IL-1p,
es un componente clave del sistema inmune innato. El
objetivo de este estudio es validar el inflamasoma NLRP3
como una nueva diana terapéutica en isquemia “in vivo”.
Para ello hemos utilizado un potente inhibidor selectivo de la
activacién del inflamasoma, el MCC950. Como modelo de



isquemia cerebral, hemos utilizado el modelo de oclusién de
la arteria cerebral media (MCAO) durante 1 hora mediante el
filamento intraluminal. El compuesto se inyectd i.p. a las
dosis de 1, 3y 10 mg/kg, 1 hora tras la reperfusidn del tejido.
En estas condiciones, el MCC950 ofrecié un efecto
neuroprotector a las dosis de 3y 10 mg/kg (53,23% y 50,57%
respectivamente) evaluado 24 h después de la isquemia.
Ademads, se observa una mejora funcional significativa a la
dosis de 3 mg/kg, dato que concuerda con la reduccién del
volumen de infarto. Para establecer la ventana terapéutica
se inyecté MCC950 3mg/kg a las 2 horas de la reperfusion, y
no apreciamos un efecto protector en relacion con los
animales no tratados. Ademas, hemos observado una
reduccion de los niveles de ARNm de los diferentes
componentes del inflamasoma en los animales tratados con
MCC950 a 3mg/kg. A su vez, hemos evaluado el estado de la
barrera hematoencefadlica (BHE) mediante el colorante
evans-blue y, a través de la expresidon de las diferentes
proteinas que forman las uniones estrechas caracteristicas
del endotelio del SNC (Claudina-5, Z0O-1, VE-cadherina).
Como conclusién, el bloqueo de la activacion del
inflamasoma con MCC950 ofrece un efecto neuroprotector
significativo, acompafiado de una mejora funcional de los
animales, y del estado de la BHE a través de la recuperacion
funcional de las proteinas que forman las uniones estrechas.
Por ello, creemos que el bloqueo de la activacion del
inflamasoma NLRP3 produce una proteccion de la BHE y
puede ser una buena diana terapéutica en isquemia cerebral.
Palabras clave: Isquemia cerebral, inflamasoma NLRP3, barrera
hematoencefdlica.
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La malaria es una de las enfermedades parasitarias mas
importantes por su alta morbilidad, mortalidad e impacto
socio-econdmico que ocasiona. Anualmente se diagnostican
mas de 200 millones de nuevos casos, de los cuales
aproximadamente 1 milldén mueren a consecuencia de la
infeccién. Una de sus complicaciones mas graves es la
malaria cerebral (MC), causada por la extensién de la
infeccién de Plasmodium falciparum al tejido nervioso. La
MC cursa con alteraciones neurolégicas que desembocan en
la muerte del paciente en un tiempo corto si no recibe
atencién médica adecuada. Incluso con el tratamiento
correcto, la tasa de letalidad entre los nifos es alta.
Actualmente, esta forma severa se considera una de las
encefalopatias mds comunes y la infeccién parasitaria con
mayor importancia del Sistema Nervioso Central (SNC). La
MC puede causar déficits neurolégicos y de comportamiento
permanentes, haciendo que la carga sanitaria radique tanto
en el posible fallecimiento de quienes la padecen como en
las graves secuelas que ocasiona. Todo lo anterior justifica la
necesidad de buscar terapias que impidan que la
enfermedad progrese hacia la forma cerebral y que puedan
prevenir, e incluso eliminar, las secuelas neurocognitivas de
los individuos que sobreviven. Por su parte, el sistema
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endocannabinoide juega un importante papel en la
inmunomodulacion del SNC mediante el receptor CB,.
Estudios previos realizados por otros autores han puesto de
manifiesto que ratones con la delecidn del gen que codifica
para CB, mejoran la supervivencia a la MC con respecto a los
ratones wild type, proponiendo el potencial de este receptor
para el tratamiento de encefalitis inducida por parasitos.
Considerando dichos antecedentes, se procedid a evaluar el
potencial terapéutico de un antagonista del CB, en un
modelo murino de MC. Para ello, se realizaron estudios de
afinidad y funcionalidad de distintos compuestos
cannabinoides (PM475C, PM117B y SR144528), con el fin de
determinar su perfil farmacodindmico y discernir el mejor
candidato para su evaluacion en el modelo in vivo.
Posteriormente, ratones C57BL/6  infectados con
Plasmodium berghei se trataron diariamente con el
antagonista SR144528, y se procedio a la determinacién de la
parasitemia y valoracién fenotipica de las alteraciones
neuroldgicas de los animales incluidos en el ensayo.
Encontramos que un 30% de los ratones tratados con
SR144528 se recuperan de los sintomas de MC y aumentan
su supervivencia, sucumbiendo finalmente por
hiperparasitemia y anemia severa sugiriendo que la
severidad de la MC podria ser modulada mediante el
bloqueo farmacolégico de CB,.

Palabras clave: malaria cerebral, receptor
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ACTIVIDAD PROINFLAMATORIA DE LA GRANZIMA A
EN EL iLEON EN UN MODELO ANIMAL DE
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La granzima A es una serin-proteasa con actividad
proinflamatoria que se encuentra elevada en el fluido
sinovial y/o el suero de pacientes de enfermedades
inflamatorias o en infecciones por virus y bacterias.
Recientemente se ha demostrado que los animales knock-
out de granzima A estdn protegidos en modelos
experimentales de artritis reumatoide y sepsis. El objetivo de
este trabajo ha sido evaluar si la granzima A se encuentra
implicada en la inflamacion intestinal inducida por Dextran
Sulfato de Sodio (DSS). Se indujo inflamacidn intestinal aguda
en ratones B6 wild-type (WT) y knock-out de granzima A
(grAko) mediante la administracion de DSS al 2,5% (p/v) en
agua de bebida durante 7 dias. Se monitorizé diariamente el
peso, consistencia de las heces y presencia de sangre en las
mismas para establecer un score clinico. Tras el sacrificio, se
obtuvieron explantes (30 mg) del ileon terminal y se
cultivaron (37 eC, 24 h en una atmdsfera de 95% O, / 5%
CO,) en DMEM suplementado con 10 % de suero fetal
bovino, 10 mM de glutamina, 10 mM de HEPES y 100 U/ml of
penicilina/estreptomicina. A continuacién, se midieron los
niveles de granzima A y TNFa en los sobrenadantes mediante
ELISA de tipo sandwich. El score clinico de los ratones grAko
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fue significativamente menor que el de los animales WT en
los dias 5, 6 y 7 de tratamiento. En los sobrenadantes de
explantes de ileon de animales WT tratados con DSS los
niveles de granzima A aumentaron significativamente con
respecto a los controles sanos, hecho que se vio
acompanado por un aumento en los niveles de la citocina
proinflamatoria TNFa. Por el contrario, en el ileon de
animales grAko tratados con DSS los niveles de TNFa no
aumentaron con respecto a los controles sanos. Nuestros
resultados sugieren que, en el modelo de colitis inducida por
DSS, el ileon terminal se encuentra afectado. La granzima A
podria estar implicada en esta respuesta inflamatoria a
través de la citocina proinflamatoria TNFa. De confirmarse,
la granzima A podria constituir una nueva diana terapéutica
en enfermedades inflamatorias intestinales.
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Fentanilo es un opioide indicado para el manejo del dolor
gue actia como agonista de los receptores p opioides
(MORs), cuya activacién desemboca en una reducciéon de la
sensibilidad al dolor. Para estudiar si la variabilidad en la
respuesta a este fdrmaco estd asociada con la genética, se
analizaron varios polimorfismos en genes codificantes para
receptores, transportadores o enzimas metabolizadoras de
fentanilo. Los genes analizados fueron: CYP3A4 y CYP3A5,
implicados en el metabolismo de fentanilo; ABCBI,
involucrado en su transporte a través de la barrera
hematoencefalica; OPRM1, codificante para el MOR de tipo
1; el gen de la catecol-O-metiltransferasa (COMT), que
metaboliza catecolaminas; y finalmente, el gen codificante
del receptor adrenérgico 8-2, involucrado en ciertos efectos
adversos. Este estudio pretende descubrir si los
polimorfismos seleccionados sirven como marcadores
genéticos para predecir la farmacocinética, farmacodinamia
y los efectos adversos de fentanilo. Ademas, se estudid la
influencia del sexo en estos parametros. La poblacion de
estudio fue de 35 voluntarios sanos procedentes de un
ensayo de bioequivalencia que, tras recibir una Unica dosis
oral de fentanilo, fueron genotipados mediante PCR
cuantitativa. Los niveles plasmaticos del farmaco se midieron
mediante cromatografia liquida de alta eficacia combinada
con espectrometria de masas en tandem. Se recogieron
todos los posibles efectos adversos durante el estudio. En el
analisis estadistico, los factores con un valor de p < 0,05 en el
analisis univariante se incluyeron en una regresion lineal
(logistica en el caso de los efectos adversos). Las mujeres
presentaron mayores volimenes de distribuciéon corregidos
por peso (Vd/P) y menores areas bajo la curva ajustadas a
dosis-peso (AUC/dP). Los portadores del alelo CYP3A4*22
mostraron una mayor AUC/dP y un menor aclaramiento
ajustado al peso (ClI/P), al contrario que los individuos con
genotipo ABCB1 1236 CT, quienes presentaron menores
AUC/dP y mayores CI/P, asi como una menor vida media. Las
mujeres presentaron menor presidon arterial y mayor
intervalo QT corregido. Ademas, fentanilo mostré un efecto

hipotensor. Los polimorfismos en OPRM1 y COMT afectaron
a la somnolencia al tener los portadores de las variantes
alélicas menores un mayor riesgo de sufrir este efecto
adverso. CYP3A5, ABCB1 C3435T y ABCB1 G2677A/T no
tuvieron ningun efecto sobre los pardmetros estudiados. En
conclusién, el sexo y los polimorfismos en CYP3A4 y ABCB1
influyen sobre la farmacocinética de fentanilo. El sexo afecta
a la farmacodinamia. Los genes OPRM1 y COMT influyen
sobre el perfil de seguridad de fentanilo.

Palabras clave: Fentanilo, farmacogenética, polimorfismo, CYP3A4,
ABCB1.
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The P2X7 purinergic receptor is a trimeric ligand-gated, non-
selective ion channel expressed in several cell types including
macrophages, mast cells, and microglia. It is physiologically
activated by high concentrations of ATP, which are mostly
reached under pathological conditions, and induces
depolarization in excitable cells, the activation of pro-
inflammatory processes, and the promotion of cell death.
P2X7 receptors are involved in several neurodegenerative,
neurological, and psychiatric disorders and, therefore, have
been recently considered as one of the most interesting
therapeutic targets in the central nervous system.
Unfortunately, the currently available P2X7 antagonists
suffer several flaws. For instance, they are not selective for
either the various P2X subtypes or the G protein-coupled P2Y
receptors. In addition, they present relevant affinity
differences between rat and human orthologues. Also, most
of the ligands do not fulfil appropriate pharmacokinetic
parameters, such as aqueous solubility, sufficient lipophilicity
to cross the blood-brain barrier, and good stability at
physiological conditions, thus decreasing their drugability.
Hence, the aim of this work is to develop a novel series of
P2X7 antagonists or P2X7 allosteric modulators for
overcoming these limitations. First, the ligands are rationally
designed through the support of computational predictive
software, and then synthesised. In the meanwhile, we are
looking for the best cell model to evaluate the relationship
between the P2X7 blocking activity of new compounds and
neuroprotection. Among the cell lines investigated so far,
there are the SH-SY5Y cell line of human neuroblastoma,
which overexpresses the P2X7 receptor under particular
incubation conditions, and the 661W cell line from murine
retinal glaucoma. The most promising compounds will be
finally optimised to keep on further investigation and their
drug development process.

Key words: P2X7, purinergic antagonists, medicinal chemistry,
neuroprotection
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CHRONIC ETHANOL EXPOSURE ALTERS KYNURENINE
LEVELS AND PRODUCES GUT BARRIER DISRUPTION IN
MICE. ROLE OF INTESTINAL MICROBIOTA
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El microbioma intestinal constituye una comunidad de mas
de 40 billones de bacterias que juegan un papel clave en la
absorcidn de nutrientes, en el metabolismo y en la funcion
inmune. Durante los ultimos afios se han encontrado gran
cantidad de evidencias sobre la implicacidon de la microbiota,
como parte del eje intestino-cerebro, en el desarrollo de
patologias tales como la depresién, el autismo o la
esquizofrenia. La microbiota participa en la modulacion del
eje intestino-cerebro, entre otros mecanismos, mediante la
regulacion del triptéfano libre el cual puede metabolizarse
dando lugar a la formacién de serotonina o kinurenina. Esta
ultima encabeza una via metabdlica regulada por factores
inflamatorios que estd involucrada en patologias
neuroldgicas y neurodegenerativas. El consumo abusivo de
alcohol produce, entre otros muchos efectos disbiosis del
microbioma, inflamacién intestinal y neuroinflamacion,
ademds de estar estrechamente relacionado con el
desarrollo de enfermedades neuropsiquiadtricas. En el
presente estudio analizamos el efecto que el consumo
crénico y voluntario de etanol podria tener sobre la
permeabilidad e integridad de la barrera intestinal en
ratones y sobre el metabolismo del triptéfano. En primer
lugar, el consumo crénico de etanol produce un incremento
de la permeabilidad de la barrera intestinal, detectandose
traslocacién de bacterias de la micoflora a ganglios
mesentéricos y lipopolisacarido (LPS) en plasma. Este
aumento de la permeabilidad esta asociado a un incremento
en la actividad de la metaloproteinasa inducible MMP-9 y a
la disminucién en la expresion de las proteinas de las
uniones estrechas que sellan el epitelio, ocludina y ZO-1. Por
otro lado, la concentracién de kinurenina en plasma y
cerebro se encuentra elevada por el consumo crénico de
etanol, sin apreciarse cambios en los niveles de triptéfano. La
descontaminacion bacteriana mediante la administraciéon de
antibidticos no evita las alteraciones que produce el etanol
en la integridad de la barrera intestinal, si bien previene
tanto el aumento de LPS en plasma como el incremento en la
concentracion cerebral de kinurenina que se observa tras el
consumo crénico de etanol. En conjunto, los resultados
sefialan a la microbiota como un factor alterado por el
consumo crénico de etanol que a través de la liberacion de
endotoxinas a la sangre y de la modulacion de los niveles de
kinurenina podria participar en las alteraciones del SNC
producidas por el consumo crénico de alcohol.

Palabras Clave: Etanol, consumo cronico, translocacion bacteriana,
eje intestino-cerebro, kinurenina.
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El sistema nervioso es especialmente vulnerable al
envejecimiento. Esta vulnerabilidad se manifiesta por la
existencia de patologias neurodegenerativas como la
enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson
(EP) o la esclerosis lateral amiotrofica (ELA), entre otras. En
estas enfermedades, se han observado diferentes
alteraciones de los sistemas de neurotransmisores. Aunque,
también se pueden observar numerosos cambios en muchos
individuos durante el envejecimiento no patoldgico. Nuestra
hipotesis de trabajo sugiere que, con la progresién de la
edad, pueden ocurrir alteraciones en el acoplamiento
estimulo-secrecién, comprometiendo la liberacion de
neurotransmisores, causando déficits cognitivos. En este
trabajo, se han utilizado ratones propensos a la senescencia
(SAMP8) que muestran deficiencias en el aprendizaje y la
memoria, por lo que se utilizan como modelo de enfermedad
de Alzheimer que ocurre espontaneamente. En paralelo,
hemos utilizado sus hermanos resistentes a la senescencia
(SAMR1) como control. Utilizamos la célula cromafin como
modelo de neurosecrecion en ambos ratones a los 2, 6 y 12
meses de edad. Mediante la técnica de patch-clamp, hemos
estudiado las corrientes idnicas implicadas en el proceso de
secrecion de las catecolaminas y en la transmisidon del
impulso nervioso. También hemos evaluado la excitabilidad
celular al medir el potencial de membrana y los potenciales
de accién espontaneos. Ademds, hemos estudiado la
liberaciéon de los neurotransmisores mediante la técnica
amperométrica usando K" como estimulo. Hemos observado
gue se produce un aumento en todas las corrientes idnicas
con la edad en los ratones P8 y R1, pero este aumento
ocurre antes y es mas notable en los ratones P8. En cuanto al
potencial de membrana, hemos observado que existe una
hiperpolarizacién de éste en ambos tipos de ratones durante
el envejecimiento; ademas, la despolarizaciéon que produce
la ACh es menor a lo largo de la edad y nuevamente este
fendmeno ocurre antes en ratones P8. Ademas, el numero
de potenciales de accién espontaneos disminuye durante el
envejecimiento, siendo mayor la amplitud y el area de la
posthiperpolarizacidon de éstos. Sin embargo, el nimero de
potenciales de accion provocados por ACh aumenta con el
envejecimiento debido a la menor despolarizacién, siendo
mas notable en los ratones P8. Con respecto a la liberaciéon
de neurotransmisores, hemos visto que cuando estimulamos
con K" hay un aumento en la secrecién de catecolaminas a lo
largo de la edad, que ocurre antes en los ratones P8, y
también en la forma en que se liberan.
Palabras clave: exocitosis, célula cromafin,
Alzheimer.
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En los Ultimos aflos se han descrito alteraciones en la
excitabilidad, corrientes idnicas, transientes de calcio
citosdlico, liberacién de catecolaminas y en la cinética de
fusién del poro exocitdtico en las células cromafines de la
médula adrenal (CCs) de ratones transgénicos de modelos de
algunas enfermedades neurodegenerativas. Este trabajo se
centra en el estudio de cambios funcionales en las CCs de
ratdn modelo de la enfermedad de Huntington, R6/1 y
controles, a dos edades, 2 meses (2m) y 7 meses (7m),
estimulando con acetilcolina (ACh) o K'. Algunos de los
cambios  observados estdn presentes a edades
presintomaticas de la enfermedad (2m), y que luego se
acentuan en estados avanzados de la enfermedad donde los
ratones tienen un déficit motor claro (7m). Los hallazgos mas
importantes se enumeran a continuacion: (i) sobreexpresion
de la huntingtina en forma de agregados nucleares en CCs;
(ii) menor tamano de célula con una disminucion en la
expresion de dopamina B-hidroxilasa, lo que indica un menor
nimero de vesiculas secretoras iii) disminucion del
contenido de catecolaminas en tejido de médula adrenal; (iv)
hiperpolarizacién de la membrana con una reduccién de los
potenciales de accidn provocados por ACh; (v) una
disminucién de la corriente de Na®; (vi) un menor transiente
de [Caz+]c con un aclaramiento mas rdpido; (vii) una
reduccién de la secrecidén cudntica con menor carga cuantica;
(viii) una cinética del poro de fusidn, con una expansion y
cierre del poro mas rdpida. Estos cambios demuestran que la
alteracion de la liberacion de neurotransmisores que ocurre
en el cerebro de pacientes con HD también se produce en el
sistema simpatico periférico, del que forman parte las CCs.
Debido a que algunos de los cambios se observan a edades
presintomdticas, su monitorizacién podria usarse como
marcadores para un diagnodstico temprano de la
enfermedad.

Palabras clave: enfermedad de Huntington, ratén R6/1, células
cromafines, exocitosis
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El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad
autoinmune multifactorial caracterizada por la
hiperactivacion de las células B y la consecuente produccion
de una alta titulacién de autoanticuerpos. Varios estudios
han demostrado que los receptores tipo Toll (TLRs),
concretamente TLR7 y TLR9, estdn criticamente involucrados
en la patogénesis del LES. Estos receptores participan en la
activacion de células dendriticas y células B autorreactivas a
través del reconocimiento de autoantigenos nucleares
enddgenos con el subsecuente desarrollo de respuestas
autoinmunitarias. El presente trabajo se centra en el estudio
y la caracterizacién de un nuevo modelo murino basado en la
activacion del receptor TLR7 mediante el tratamiento tdpico
con su agonista, el imiquimod. El objetivo del proyecto es la
generacion de un modelo de LES inducido en ratones de la
cepa C57BL/6, una cepa a priori resistente a |la
autoinmunidad y en la que se han desarrollado numerosas
lineas de transgénicos y knockout para estudio del papel de
distintos genes implicados en la enfermedad. Para el
desarrollo de este modelo, tratamos con imiquimod ratones
C57BL/6 silvestres y monitorizamos su evolucién a lo largo
del tratamiento (8-9 semanas). La evaluacién del desarrollo
de la enfermedad se basd principalmente en dos
parametros: los niveles de anticuerpos antinucleares (ANAs)
en suero y la presencia de proteinas en orina, proteinuria,
indicativa de dafio renal. Finalmente, una vez sacrificados los
animales al final del tratamiento, también se determind la
esplenomegalia o grado de inflamacién del bazo y se realizd
un cultivo primario de esplenocitos para el analisis de la
secrecion de mediadores inflamatorios, citoquinas inducidas
tras una estimulacién in vitro. A través de los diferentes
marcadores de la enfermedad analizados obtuvimos unos
resultados preliminares que nos han permitido extraer las
siguientes conclusiones: la activacién del TLR7 inducida por
la administracién in vivo -via tdpica- de imiquimod, en
ratones resistentes a la enfermedad de la cepa C57BL/6,
desencadena manifestaciones clinicas similares a las
presentes en el LES. Concretamente, los ratones tratados
presentan sintomas de LES que se observan en pacientes
como: esplenomegalia (p < 0.001), aumento significativo de
los niveles séricos de ANAs (anti-ADNDC, anti-Sm y anti-
ENAs) y presencia de proteinas en orina (p < 0.05). Estos
resultados apoyan un mayor estudio de este modelo murino
para elucidar el papel patogénico del TLR7 en esta
enfermedad.

Palabras clave: Lupus eritematoso sistémico, autoinmunidad,
receptor tipo Toll, imiquimod.
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Los productos naturales desempefian un papel fundamental en el
descubrimiento de nuevos farmacos, particularmente evidente en
areas como el cancer, donde alrededor del 60% de los agentes
terapéuticos utilizados son de origen natural. Los terpenos son un
grupo quimico de amplia distribucién en la naturaleza a los que se
les han atribuido actividades bioldgicas diversas: antiinflamatoria,
antiviral, antiproliferativa y antibacteriana, entre otras. En este



estudio hemos evaluado el potencial anti-tumoral del a-hispanolol,
un diterpeno de tipo labdano derivado de la hispanolona, en células
de glioblastoma, uno de los tumores cerebrales mds agresivos a dia
de hoy y para el que todavia no existen terapias eficaces. Nuestros
resultados muestran que el a-hispanolol es capaz de inducir
cambios morfoldgicos caracteristicos de los procesos de apoptosis,
ademas de disminuir la viabilidad de las lineas celulares U87 y U373
de manera dosis- y tiempo-dependiente. El analisis del ciclo celular
confirmd la induccién de apoptosis, observdndose un aumento de
las células en la fase sub-Gg. Por otra parte, el a-hispanolol aumenta
la actividad de las caspasas y la expresiéon de proteinas pro-
apoptdticas (Bax y Bid) e inhibe la expresion de proteinas anti-
apoptdticas (Bcl-2 y Bcl-xl). Finalmente, este compuesto inhibe la
angiogénesis, disminuyendo la migracién y la invasividad de las
células tumorales a través de un mecanismo que parece implicar a
las metaloproteasas (MMPs). En resumen, nuestros datos sugieren
que el a-hispanolol podria tener potencial terapéutico en el
tratamiento de los glioblastomas.

Palabras clave: a-hispanolol, glioblastoma, antitumoral, apoptosis.
Agradecimientos: Este estudio estd financiado por los siguientes
proyectos: PI11/00036, PI14/00055 y PI17/00012 del Instituto de
Salud Carlos Il

EFECTOS DE LA QUIMIOQUINA CCL2 SOBRE LA
RESOLUCION DE LA INFLAMACION EN CULTIVO DE
ASTROCITOS

IRENE L. GUTIERREZ', MARTA GONZALEZ-PRIETO", ALINE SAYD?,
KARINA S. MACDOWELL", JAVIER R. CASO", BORJA GARCIA-
BUENO', JOSE LM. MADRIGAL

1. Departamento de Farmacologia y Toxicologia, Facultad de
Medicina, Universidad Complutense, Madrid, Espafia

La inflamacién es un mecanismo defensivo fundamental para
reestablecer la homeostasis y recuperar el tejido dafado. Sin
embargo, una resolucién inadecuada y su accién prolongada en el
tiempo y descontrolada presenta efectos citotdxicos contribuyendo
a la progresién de multiples enfermedades como el céancer,
enfermedades neurodegenerativas como la Enfermedad de
Alzheimer, la esclerosis multiple o el Parkinson y enfermedades
mentales como la Depresidon o la Esquizofrenia, entre otras. La
quimioquina CCL2 (C-C motif ligand 2) también conocida como
MCP1 (Monocyte Chemoattractant Protein 1) es uno de los
miembros de la familia de las citoquinas quimioatrayentes. Los
niveles de estas proteinas se elevan durante la respuesta
inflamatoria y tienen como principal funcién la induccién de la
quimiotaxis de diferentes tipos celulares, especialmente células del
sistema inmune, hacia las zonas de dafio con el fin de reparar el
tejido. Aunque sus efectos son inicialmente beneficiosos, su
sobreproducciéon favorece la cronificacion de la inflamacién
empeorando el curso de estas enfermedades. Sin embargo, la
mayoria de los mecanismos directos a través de los cuales CCL2
actla son todavia desconocidos. Por ello, en este trabajo se ha
estudiado el efecto de CCL2 sobre la resolucion de la inflamacion en
cultivo de astrocitos. Las resolvinas de la serie E y D son mediadores
lipidicos endégenos generados durante la fase de resolucién de la
inflamacién a partir de los acidos grasos poliinsaturados omega-3
como el acido eicosanoico (EPA) y acido docosahexanoico (DHA). El
tratamiento de cultivos de astrocitos con LPS (un componente
bacteriano utilizado para inducir una respuesta inflamatoria)
incrementd los niveles de las enzimas de sintesis de estos
mediadores lipidicos, las lipooxigenasas, asi como de alguno de sus
receptores a las 4-6 horas, mientras que disminuyé dicha expresién
a las 24 horas. El pre-tratamiento con CCL2 dio lugar a un aumento

de la expresiéon de estas proteinas en los cultivos controles, sin
tratar con LPS, pero tuvo el efecto opuesto en los cultivos tratados
con LPS. Estos resultados sugieren que uno de los mecanismos por
los cuales CCL2 contribuye a la cronificacion de la inflamacién es a
través de la disminucion de la sefializacion de estos mediadores
lipidicos enddégenos. Asi, CCL2 podria considerarse tanto un
interesante biomarcador, como una diana terapéutica sobre la que

desarrollar futuros tratamientos frente a enfermedades donde la
inflamacion crénica juega un importante papel.

Palabras clave: CCL2, neuroinflamacion, resolvinas, astrocitos.
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Nuestro grupo de investigacion ha demostrado que el
esmolol produce regresiéon de la hipertrofia ventricular
izquierda tras 48h de tratamiento, sin embargo, aln no se ha
estudiado la permanencia de dicho efecto a lo largo del
tiempo. El objetivo del estudio es analizar la permanencia en
el tiempo del efecto producido por el esmolol sobre la
hipertrofia ventricular en un modelo experimental
cardiopatia  hipertensiva (rata SHR, spontaneously
hypertensive rat). Material y Método. Se han empleado en el
estudio ratas SHR (n=10), machos, de 14 meses. Recibieron
esmolol durante 48h. Tras el tratamiento, a la semana vy al
mes del mismo se midid la presion arterial sistdlica,
frecuencia cardiaca y la masa del ventriculo izquierdo
mediante ecocardiografia transtoracica (modo M). Esmolol
produce disminucidon de la masa del ventriculo izquierdo
indexada por el peso del animal en SHR-E (P<0,05) a las 48h
del tratamiento, manteniéndose este efecto a la semana vy al
mes. La regresion de la HVI producida por el esmolol tras 48h
de tratamiento podria mantenerse en el tiempo. Serdn
necesarios estudios adicionales que confirmen estos
resultados.

Palabras clave: ecocardiografia, esmolol, hipertrofia ventricular.
Agradecimientos: Fondo de Investigacion Sanitaria FIS 16/02069 y
Fondos FEDER.

CLUSTERINA COMO BIOMARCADOR POTENCIAL DE
DEPENDENCIA / ADICCION A TABACO

INIGO PALLARDO-FERNANDEZ"; VICTORIA IGLESIAS™; CARMEN
RODRIGUEZ-RIVERA'; CARMEN GONZALEZ-MARTIN'; LUIS
FERNANDO ALGUACIL".

[1] Grupo de Investigacion Traslacional sobre Adicciones,
Universidad CEU San Pablo, Alcorcén, Madrid, Espafia.
[2] Madrid Salud, Ayuntamiento de Madrid, Espafia.

Datos preclinicos y clinicos de nuestro grupo de investigaciéon
sugieren claramente que la proteina multifuncion clusterina
podria ser un interesante candidato como biomarcador de
adiccion. Basandonos en estos antecedentes, hemos
estudiado los niveles de clusterina en saliva de fumadores en
terapia de cesacidn, para establecer puntos de partida en el
desarrollo de nuevos métodos para el diagndstico y
seguimiento de la adiccion. Se presentan resultados
preliminares de un estudio de cohortes prospectivo con
seguimiento. Hasta hoy, 63 pacientes (24 hombres, 39
mujeres; 22-85 anos de edad) han sido reclutados para un
programa de cesacidon tabaquica ambulatoria que incluye
terapia farmacoldgica y conductual. Los sujetos se han
evaluado clinica y psicolégicamente (incluyendo el test
Fagerstrém de dependencia a nicotina, asi como los DAST-20
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y ASSIST para adiccién). Se han recogido muestras de saliva
de todos ellos al inicio del programa, asi como seis meses
después. Tras un estudio comparativo de diferentes
tecnologias analiticas, se ha seleccionado un ensayo ELISA
sandwich no competitivo (Invitrogen) para la cuantificacion
de clusterina en saliva. Sus concentraciones se han
comparado intra e inter-sujetos mediante contrastes
estadisticos de Wilcoxon y ANCOVA. Las concentraciones de
clusterina correlacionan significativamente con la duracion
de la adiccién al tabaco, desde 6.9 + 1.0 ng/ml (media
SEM) en pacientes con hasta 26 afos de consumo de tabaco,
hasta 10.7 + 1.2 en pacientes con mas de 41 afios fumando
(P < 0.05). Ademas, los niveles de clusterina decrecen en
cada paciente tras un periodo de 6 meses de cesacion
tabaquica (desde 8.6 + 1.1 ng/ml hasta 5.4+ 0.8 ng/ml, p <
0.01). Estos resultados preliminares indican que los niveles
de clusterina podrian estar asociados con el grado de
dependencia / adiccion al tabaco. El conocimiento de los
mecanismos involucrados en esta expresién diferencial de
clusterina requiere la realizacion de estudios especificos
adicionales.

Palabras clave: clusterina, tabaco, adiccion, vulnerabilidad adictiva,
biomarcador.
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La depresion es el trastorno afectivo mas comun, y los
tratamientos actuales se basan en la teoria monoaminérgica,
qgue atribuye su origen a un déficit de neurotransmisores
monoaminérgicos, principalmente serotonina y
noradrenalina. Sin embargo, a pesar de que los niveles de
estas monoaminas aumentan tras pocos dias de iniciar el
tratamiento, deben transcurrir al menos dos semanas para
que se manifieste su efecto terapéutico. Ademds, un 30% de
los pacientes no responden a los tratamientos actuales. Ante
esta problematica, en este trabajo nos hemos centrado en la
teoria colinérgica de la depresion, que considera que la
hiperactividad del sistema colinérgico observada en esta
patologia podria ser una de sus principales causas. En base a
esta teoria alternativa, nos hemos propuesto estudiar el
potencial efecto anticolinérgico de algunos antidepresivos de
uso clinico para determinar si poseen un mecanismo de
accion adicional. Concretamente, hemos seleccionado los
antidepresivos reboxetina, mirtazapina y moclobemida, y
hemos estudiado su potencial capacidad para bloquear el
receptor nicotinico neuronal de acetilcolina (nAChR),
empleando como modelo la célula cromafin bovina (CCB), y
estudiando su efecto sobre: 1) la secrecidn de catecolaminas
mediante amperometria en poblaciones celulares; 2) los
niveles de Ca’ intracelular mediante fluorescencia en
poblaciones celulares; 3) las corrientes nicotinicas y de ca™*
en célula Unica mediante técnicas de patch-clamp. De los

antidepresivos estudiados, la reboxetina fue capaz de
bloquear la secrecién de catecolaminas estimulada
fisiolégicamente por acetilcolina (ACh) de forma
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concentracion-dependiente, efecto no observado al emplear
un estimulo despolarizante (solucion de alto potasio).
Ademis, este antidepresivo bloqued la entrada de ca”*enlas
CCBs sometidas a la estimulacion fisiolégica, pero no con la
despolarizante, bloqueo también proporcional a Ia
concentracion de reboxetina. Por su parte, mirtazapina y
moclobemida mostraron un efecto bloqueante
notablemente menor en estos experimentos. Finalmente, los
tres antidepresivos, pero destacadamente reboxetina,
bloquearon la corriente nicotinica en célula Unica de forma
concentracidon-dependiente, mientras que la corriente de
calcio no se vio afectada por estos antidepresivos a voltajes a
los que se abren los canales de calcio implicados en la
secrecion de catecolaminas. Estos resultados nos permiten
concluir que la reboxetina es capaz de bloquear el nAChR
neuronal en nuestro modelo, sin actuar sobre los canales de
calcio voltaje-dependientes implicados en la secrecidon de
catecolaminas, confiriéndole un mecanismo de accién
adicional. Este estudio podria ayudar a conocer mejor la
fisiopatologia de la depresion, asi como contribuir al
desarrollo de farmacos mas efectivos para su tratamiento.
Palabras clave: depresion, antidepresivos, teoria colinérgica,
receptor nicotinico neuronal de acetilcolina, célula cromafin.
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Teniendo en cuenta el caracter multifactorial de Ia
enfermedad de Alzheimer, nos proponemos estudiar una
familia de compuestos con potencial accién farmacolégica
multidiana, relacionada estructuralmente con el alcaloide
inddlico natural gramina. Esta familia es derivada de una
anteriormente evaluada en estudios previos de nuestro
grupo, que presenté capacidad para modular tanto la sefal
neuronal de Ca’* como para activar las enzimas
Serina/Treonina fosfatasas. En esos ensayos, el derivado
ITH12657 presentd las mejores propiedades farmacoldgicas.
Por ello, la nueva familia estd basada en este cabeza de seria
al cual hemos incorporado diversas sustituciones sobre la
subestructura N-bencilica de ITH12657. En primer lugar, se
ha estudiado la toxicidad per se a diferentes concentraciones
evaluando su efecto sobre la viabilidad celular por el método
de MTT, tanto en linea de neuroblastoma humano (SH-SY5Y)
como en cultivo primario de corteza de embridn de rata. A
continuacién, se analizd su efecto sobre los incrementos de
la sefal celular de Ca”* debidas a despolarizacién y al
agonista glutamatérgico NMDA utilizando Ila sonda
fluorescente FLUO4. Nuevamente se ensayod sobre la linea
SH-SY5Y y en cultivos primarios de corteza embrionaria de
rata, respectivamente para cada estimulo. Por ultimo, se
analizé el efecto sobre la actividad fosfatasa comprometida
por la presencia del inhibidor de la fosfatasa 2A 4cido
okadaico (AQ). Se midié tanto el efecto de los compuestos
sobre la viabilidad celular (MTT) como su capacidad de
aumentar la actividad enzimatica de esta fosfatasa (pNPP)
frente al toxico AO.

Palabras clave: Alzheimer, Multidiana, Calcio, Fosfatasas.
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La fludarabina (F-ara-A) es un analogo de purina usado
comunmente en el tratamiento de neoplasias malignas de
linfocitos B que interfiere con diferentes aspectos de la
sintesis del ADN y ARN. Los canales de K" Ky1.3 son proteinas
de membrana implicadas en el mantenimiento del potencial
de reposo celular, controlando asi, los eventos de
sefializacién, proliferaciéon y apoptosis en los linfocitos. En
este trabajo hemos analizado los efectos de la F-ara-A sobre
la corriente Ky generada en linfocitos B humanos. Nuestros
datos indican que Ky1.3 se expresa en las lineas celulares de
linfocitos B BL2 y Dana, aunque los niveles totales de Ky1.3
son mas altos en las células BL2 que en las Dana. Sin
embargo, las corrientes Ky en la membrana plasmatica
fueron similares en ambas lineas celulares y fueron
derogadas por el inhibidor especifico de Ky1.3 PAP-1,
indicando que la mayoria de la corriente Ky en estas lineas
celulares es debido a Ky1.3. La F-ara-A, a una concentracién
de 3.5 uM (similar a la alcanzada en el plasma de los
pacientes tratados con fludarabina fosfato, 3 uM), inhibid la
corriente Ky1.3 en un 61.0+6.3 % y un 52.316.3 % en las
células BL2 y Dana, respectivamente. El efecto inhibitorio de
la F-ara-A fue dependiente de concentraciéon, con un valor de
Clsg de 0.3620.04 uM vy un valor de ny de 1.07%0.15, en
células BL2, y de 0.34+0.13 uM (ICsq) y 0.77£0.11 (ny), en
células Dana. La inhibicion de Ky1.3 por la F-ara-A se observo
independientemente de su efecto citotdxico en las células,
siendo las células BL2 sensibles y las células Dana resistentes
a la citotoxicidad de la F-ara-A. Curiosamente, el PAP-1, a
concentraciones tan altas como 10 uM, no afecté a la
viabilidad de las células BL2 y Dana, lo que indica que el
bloqueo de Ky1.3 en estas células no es toxico. Finalmente, la
F-ara-A no tuvo efecto en canales Ky1.3 expresados
ectopicamente, sugiriendo un mecanismo de inhibicidon
indirecto. En resumen, nuestros resultados describen el
efecto inhibitorio de la F-ara-A sobre la actividad del canal
Kv1.3. Aunque la inhibicién de Ky1.3 no es suficiente para
inducir la muerte celular, es necesaria mds investigacion para
determinar si podria contribuir a la citotoxicidad de la F-ara-
A en células sensibles o ser responsable de algunos de los
efectos clinicos secundarios del farmaco.
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El inflamasoma NLRP3, encargado de procesar y liberar la
citoquina IL-1B, participa en la fisiopatologia de multiples
enfermedades inflamatorias y es activado por diferentes
sefiales. Recientemente se ha propuesto a la mitocondria
como un elemento clave en la activacion del inflamasoma,
sin embargo, los mecanismos que regulan este proceso no se
conocen. La mitocondria regula la homeostasis del calcio
celular mediante un transporte ciclico que implica al
intercambiador Na+/Ca2+ mitocondrial (NCLX). Resultados
previos muestran que la inhibicion del NCLX por la
benzotiazepina CGP37157 ejerce un efecto protector en
modelos in vitro de neurodegeneracidon. En este contexto,
queremos estudiar si NCLX participa en la activacion del
inflamasoma NLRP3. Para ello hemos utilizado el compuesto
ITH12575, un derivado sintético del CGP37157, y hemos
estudiado su efecto en la linea celular de macréfagos
murinos J774 A.1 y en cultivos primarios de microglia de
ratén. La estimulacién de la microglia y de los macréfagos
con lipopolisacarido (LPS) 1 ug/ml durante 3’5 h seguido de
ATP 5 mM 30 min produjo la activacién del inflamasoma y la
liberacién de IL-1B. En estas condiciones, la inhibicion del
NCLX por ITH12575 redujo la liberacion de IL-1B de manera
concentracion dependiente (1, 3 y 10 uM). A continuacion,
estudiamos la produccidon de ROS mitocondriales (mROS) en
los cultivos de microglia, mediante la sonda mitoSOX®, y
observamos que con LPS+ATP se produce un aumento en la
liberacién de mROS que se ve reducido por ITH12575. Se
sabe que el factor de transcripcion inducible por hipoxia-1
(HIF-1) participa en la regulacion de la funcién de los
macréfagos mediante cambios en su metabolismo celular. La
estimulacién de los macréfagos J774 A.1 con LPS durante 24
horas produjo un aumento en la estabilizacion de HIF-1la y
en los niveles de expresién de pro IL-1B, viéndose
potenciado este efecto en condiciones de hipoxia (1%0,).
Observamos que la inhibicién del NCLX mediante ITH12575
redujo la estabilizacion de este factor, lo que sugiere un
posible mecanismo por el cual el NCLX puede estar
participando en la sefalizacion entre la mitocondria y el
inflamasoma NLRP3. De estos resultados podemos concluir
que (i) la inhibicion del NCLX por ITH12575 reduce la
liberacién de IL-1B inducida por LPS+ATP en cultivos de glia 'y
en macroéfagos, (ii) ITH12575 reduce la produccién de ROS
mitocondriales producidos en condiciones de activacion del
inflamasoma NLRP3 vy (iii) ITH12575 reduce la estabilizacion
de HIF-1a inducida por LPS en macrdéfagos.
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La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa de demencia
mas comun. En la actualidad, no existe ningun tratamiento
capaz de revertir o detener el proceso de neurodegeneracion
qgue conlleva esta enfermedad. Los cerebros de pacientes
con EA muestran dos lesiones caracteristicas: las placas
seniles 'y los ovillos neurofibrilares, formados
fundamentalmente por la proteina tau hiperfosforilada.
Durante las ultimas dos décadas, la mayoria de los esfuerzos
cientificos invertidos en desarrollar nuevos farmacos para el
tratamiento de la EA se han centrado en inhibir la
degradacién de acetilcolina y evitar la formacién de placas
seniles formadas por el péptido beta-amiloide. Por contra,
menos interés ha despertado el abordaje terapéutico
consistente en prevenir la degeneracion neurofibrilar
provocada por la anormal hiperfosforilacion de tau. En este
sentido, las estrategias farmacoldgicas se han orientado casi
completamente en inhibir la actividad de las enzimas cinasas
de tau, con resultados desalentadores. Nuestro grupo
propone abordar la aberrante fosforilacion de tau
restaurando la actividad de su principal enzima fosfatasa, la
proteina fosfatasa 2A (PP2A), que se encuentra disminuida
en cerebros de pacientes con EA, principalmente por el
aumento de sus inhibidores endégenos I1PP2Ay IZPPZA/SET.

El 4cido okadaico (AO) es una toxina capaz de inhibir PP2A
induciendo asi hiperfosforilacién de tau y conduciendo a una
formacién de ovillos fibrilares neurotoxicos. Ademas, el AO
provoca activacion de  GSK3B, estrés oxidativo,
neuroinflamacion y neurotoxicidad, todas ellas
caracteristicas de la EA. Para disefar ligandos capaces de
unirse a PP2A sin inhibir su accién, nos preguntamos si la
preparacion de analogos de AO que carecieran de la
infraestructura que induce inhibicién, podria por el contrario
promover un mantenimiento de la actividad fosfatasa, por
evitar la unién de otros inhibidores a su sitio catalitico en la
subunidad C. En este trabajo presentamos la sintesis de
dichos andlogos de AO, su evaluacién farmacolégica en
distintos modelos in vitro de caracteristicas fisiopatoldgicas
de la EA, los resultados de la medida de actividad fosfatasa, y

estudios in silico de acoplamiento molecular con la
subunidad catalitica de la proteina diana PP2A.
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Segun la Organizacién Mundial de la Salud, las enfermedades
mentales suponen una de las principales cargas tanto
econdmicas como en términos de discapacidad y en pérdida
de afos de calidad de vida. En concreto, son 21 millones de
personas las que padecen esquizofrenia en todo el mundo.
La esquizofrenia es una enfermedad discapacitante y
multifactorial caracterizada por la presencia de una
sintomatologia de diversa naturaleza. A pesar del elevado
numero de personas afectadas, su terapia de eleccion no es
eficaz, alejandose, en muchas ocasiones, de su causa

15

inmediata: se desconoce la fisiopatologia de la esquizofrenia,
lo que sin lugar a dudas dificulta su tratamiento. Es por ello
gue existe la necesidad de evaluar los posibles origenes de la
esquizofrenia y las enfermedades psicéticas, para la eleccion
y el desarrollo de terapias farmacoldgicas adecuadas, el
mejor manejo de los sintomas y el aumento de la calidad de
vida de los pacientes. Este objetivo es el que persiguen los
modelos “doble hit” en roedores: acercarnos al posible
origen de la enfermedad psicdtica, para entender en qué
punto y en qué medida se producen las alteraciones
neuroldgicas. Dichos modelos constituyen la aplicacion
practica de una de las hipdtesis sobre la fisiopatologia de la
psicosis, segun la cual, la esquizofrenia seria una enfermedad
del neurodesarrollo: diversos estresores durante las etapas
perinatal y posnatal (primer hit) contribuirian a la formacién
de un sistema nervioso defectuoso, que junto con otros
factores en etapas tempranas de la adolescencia y juventud
(segundo hit), serian la causa del desarrollo de la patologia.
Por todo ello, los modelos doble hit suponen un avance en el
estudio de la etiologia y fisiopatologia de la enfermedad
psicdtica, ya que ayudan a mimetizar la cronologia en la que
los desencadenantes se producirian. En este estudio se
emplearon ratas Wistar y se efectuaron tres modelos doble
hit: deprivacion materna como primer hit e inyeccion de LPS,
restriccion de movimiento o aislamiento como segundo hit.
Conjuntamente, se realizdé wuna bateria de test
comportamentales formada por el laberinto en cruz elevado,
el laberinto en Ty el splash test que permitieron evaluar las
diferentes alteraciones de cada modelo. Asi, se comprobd
que cada uno de los modelos provocaba afectaciones a
diferentes niveles comportamentales. En conclusion, los
modelos doble hit representan una herramienta
prometedora a nivel preclinico que permiten la investigaciéon
para el desarrollo de nuevas terapias farmacoldgicas para el
tratamiento de la enfermedad psicética.
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test comportamentales.
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La adiccion es considerada una psicopatologia crénica debido
a sus altas tasas de recaida. Por su naturaleza multifactorial,
ningun modelo recoge todas sus caracteristicas, si bien es
cierto que los modelos animales con protocolos en los que a
los animales se les da acceso a la droga durante mas de
cuatro horas al dia (acceso extendido) parecen producir
fenotipos mas parecidos a los adictivos. El ansia por la droga
(craving) inducido por la exposicion a claves asociadas a las
drogas de abusos aumenta a lo largo de la abstinencia de los
drogodependientes, fendmeno denominado incubacién del
craving, y con posible relevancia clinica, aunque dificil de
monitorizar debido a factores interferentes como el estrés.
Un fendmeno equivalente, la incubacién de la bidsqueda de
la droga (seeking), se ha logrado reproducir con animales en
los protocolos de acceso extendido. Para un correcto
tratamiento del paciente es de vital importancia conocer los
factores y momentos clave en los que éste tiene mas riesgo
de recaida. Por ello, el objetivo de esta investigacion fue
buscar biomarcadores que cambiaran en paralelo con la
incubacion del craving y que fueran monitorizables en



humanos. Para ello se utilizaron ratas macho adultas de la
cepa Lewis (N=48) a las que se implanté un catéter en la
yugular para llevar a cabo procedimientos de
autoadministracion intravenosa de cocaina, heroina y suero
salino (grupo control), 6 horas al dia durante 10 dias (acceso
extendido). Se sacrificaron la mitad tras un dia de abstinencia
y la otra mitad tras un mes de abstinencia (n=8 ratas por
grupo), momento en el que un experimento previo con las
mismas caracteristicas demostré que se observaba la
incubacion del seeking. Se extrajo plasma y tejido cerebral de
seis regiones relacionadas con el fendmeno de estudio
(amigdala basolateral, nucleo central de la amigdala,
cortezas prefrontal dorsomedial y ventromedial, nucleo
accumbens core y shell). Se analizé mediante electroforesis

capilar el contenido plasmatico de aminoacidos y de
glutamato y GABA en cerebro. Estas Uultimas son
monitorizables en humanos mediante técnicas de

neuroimagen. Se reagrupd a los individuos en tres grupos:
abstinentes tempranos de cocaina y heroina, abstinentes
tardios de cocaina y heroina (grupo incubacion) y controles.
Mediante Andlisis Discriminante se observé en cada grupo
un patrén caracteristico de las moléculas analizadas. Este
resultado apoya la idea de que estos u otros analitos podrian
ser monitorizados en humanos para conocer como el riesgo
de recaida individual varia a lo largo de la abstinencia, y
utilizar dicha informacién para redirigir el tratamiento.
Palabras clave: Incubacion del craving, biomarcador, drogas de
abuso, aminas, abstinencia
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En los cerebros de pacientes con Enfermedad de Alzheimer
(EA), la principal caracteristica histopatoldgica es la
proteinopatia. Ademas, se observa un aumento del dafio
oxidativo, neuroinflamacién entre otras alteraciones.
Actualmente se sabe que existe una marcada correlacion
entre el deterioro cognitivo evidenciado en pacientes con EA
y la carga y distribucién de la proteina Tau hiperfosforilada.
Pese a que estudios previos han demostrado que la taupatia
produce alteraciones en la autofagia, no se conoce ni el
mecanismo de accidn, ni si una modulacién de este proceso
podria constituir una potencial estrategia terapéutica para
estos pacientes. Los objetivos de este estudio han sido: (i)
estudiar la relacion existente entre la hiperfosforilacion de la
proteina tau, la neuroinflamaciéon y la alteracion de la
autofagia en distintos modelos in vivo de taupatia (ii) evaluar
los efectos neuroprotectores de la hormona anti-oxidante
melatonina en el contexto de una taupatia y su relacién con
la autofagia y la neuroinflamacién. La inyeccidon
intracerebroventricular (i.c.v) de un adenovirus que contiene
la mutacién P301L de la proteina tau humana (AAV-hTau)
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incrementd la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ERO) y un marcado componente inflamatorio tras 7 dias de
la inyeccion. Sin embargo, estas alteraciones no
repercutieron negativamente en el estado cognitivo de los
animales. Tras 28 dias de la inyeccidon, AAV-hTau no sdlo
produjo un incremento en el componente inflamatorio y pro-
oxidante, sino que desencadend un bloqueo en el flujo de la
autofagia. Estas alteraciones, provocaron un marcado
deterioro cognitivo evidenciado en el test de reconocimiento
de objetos (NOR). En este contexto, el tratamiento con la
neurohormona anti-oxidante melatonina 7 dias después de
la inyeccion de AAV-hTau, revirti6 las alteraciones
previamente descritas. Ademas, melatonina demostré un
perfil neuroprotector interesante en rodajas de tejido
cortical humano sometido al tratamiento con acido
okadaico, un inhibidor de fosfatasas que conduce a la
hiperfosforilacion de tau, a través de la modulacién de la
autofagia. Estos resultados ponen de manifiesto que la
modulacién de la autofagia y la inflamacidn, previos al
deterioro cognitivo causado por la proteina tau
hiperfosforilada, puede resultar beneficioso en el
tratamiento de la EA.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, Taupatia, Autofagia,
Estrés oxidativo, Inflamacion.
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La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) es una enfermedad
neurodegenerativa caracterizada por la rapida y especifica
pérdida de motoneuronas que cursa con espasticidad,
debilidad y atrofia muscular, y degenera en pardlisis e
insuficiencia respiratoria las cuales causan la muerte de los
pacientes. Mas de medio millbn de personas se ven
afectadas por esta enfermedad, cuya esperanza de vida
media va de los 3 a los 5 afios desde el momento del
diagndstico. La existencia de modelos animales de la
enfermedad, como el ratén S0D1%%** ha facilitado el estudio
de su patogénesis, aunque la etiologia de la misma aun es
desconocida. Procesos tales como la acumulacién de
proteinas no viables y radicales libres, y en especial la
neuroinflamacidon crénica, parecen tener un papel
importante en el desarrollo de la enfermedad. El receptor
purinérgico P2X7 (P2X7R) juega un papel critico en la
activacion de la microglia y en el proceso de
neuroinflamacidon. En este contexto, el presente estudio
pretende determinar el potencial de P2X7R como nueva
diana terapéutica en la ELA, teniendo como hipdtesis que el
antagonismo del receptor podria limitar o prevenir el
proceso de neuroinflamacidon en pacientes, mejorando los
sintomas y progresion de la enfermedad. Para ello, se
realizara la administracion crénica del compuesto de Janssen
Pharmaceutica JNJ-47965567, antagonista altamente
selectivo de P2X7R, en ratones soD1°"* desde edad
presintomatica hasta el punto final humanitario. Durante el
estudio se analizaran parametros motores funcionales,
biomarcadores y supervivencia de los ratones tratados con
respecto a un grupo control SOD1°%** no tratado. Estudios
previos llevados a cabo con diferentes moléculas
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antagonistas observaron una leve mejoria de los parametros
de estudio ligada al sexo de los ratones SoD1°**. En el
presente estudio, el uso de un antagonista mas potente y
selectivo de P2X7R junto con un aumento en el nimero de
administraciones del farmaco, podria mejorar de forma mas
significativa los pardmetros de estudio. De este modo, P2X7R
se postularia como una diana terapéutica para pacientes con
ELA.

Palabra clave: esclerosis lateral amiotrdfica, ratén SOD1693A, JNJ-
47965567, receptor P2X7
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La hipertensién arterial pulmonar (HAP) es un trastorno
crénico y progresivo caracterizado por vasoconstriccion
pulmonar, trombosis in situ y remodelado vascular en
arterias pulmonares (AP). Estos cambios aumentan la
resistencia vascular pulmonar y la presién arterial, causando
fallo del ventriculo derecho. La actividad de canales K"
desempefia un papel fundamental en control del potencial
de membrana (Em) de células de musculo liso de arterias
pulmonares (CMLAP) y, por tanto, en el control del tono
vascular. En los ultimos afios, diversos estudios han
demostrado un papel clave de los canales Kv7, codificados
por los genes Kcng1-5, en el control del tono vasculary en la
relajacion producida por la via del AMPc. Asimismo, diversos
estudios han mostrado una diminucién de los canales Kv7 en
diferentes patologias cardiovasculares como diabetes,
hipertension arterial o sindrome del QT largo. Sin embargo,
su posible alteracion en la HAP es desconocida. Por ello,
nuestro objetivo fue estudiar la posible alteracién de canales
Kv7 en un modelo de HAP. Se emplearon AP de rata Wistar
control o con HAP (expuestas a Hipoxia+Suge5416). Se
analizaron las corrientes de K en miocitos aislados de las AP
empleando la técnica de patch-clamp en su configuracién de
célula entera. El registro de corrientes de K' se realizé
utilizando un protocolo de pulsos despolarizantes de 4s para
inactivar canales de K" dependientes del tiempo, como son
los canales Kv1.5. La caracterizacidn de canales Kv7 se realizé
mediante un bloqueante selectivo de canales Kv7, XE-991.
Los estudios de reactividad vascular se realizaron en anillos
de AP de rata. La vasodilatacidn de la via del AMPc se evalud
utilizando el activador de la adenilil ciclasa, forskolina. Por
ultimo, se analizé la expresion del mRNA de KCNQ1, KCNQ4 y
KCNQ5 mediante qPCR y la expresion proteica de canales
Kv7.1, Kv7.4 y Kv7.5 mediante Western blot en
homogenados de pulmén. Los resultados electrofisiologicos
mostraron una disminucidn en la actividad de los canales Kv7
en ratas hipertensas. Estos datos fueron apoyados por una
disminucién de la expresion del mRNA KCNQ1, KCNQ4 y
KCNQS5 vy de la expresién proteica de canales Kv7.1y Kv7.4 en
homogenados de pulmones de ratas hipertensas. En linea
con estos datos, la relajacién inducida por forskolina estaba
disminuida en AP de ratas hipoxia+Suge5416. En conclusion,
la actividad y expresién de canales Kv7, asi como de la
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relajacion de la via del AMPc, estan disminuidas en un
modelo de HAP. Nuestros datos sugieren que la alteracion de
restos canales podria desempefiar un papel en la
fisiopatologia de la HAP.

Palabras clave: Canales Kv7, tono vascular, células de musculo liso,
potencial de membrana, hipertension arterial pulmonar, patch
clamp.
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La esclerosis lateral amiotrdfica (ELA) se caracteriza por la
pérdida selectiva de neuronas motoras, causando paralisis y
fallo respiratorio. La hipdtesis mdas asentada tras esta
patologia es la hiperexcitabilidad y excitotoxicidad calcio-
dependiente debida a glutamato, aunque todavia existen
muchas dudas sobre su fisiopatologia. Explorando la célula
cromafin en un modelo murino de ELA familiar, el ratén
SODlG%A, hemos descrito alteraciones en el poro de fusion
exocitético (mas lento pero con mayor contenido cudantico
de neurotransmisores), una vez establecida la enfermedad
(Calvo-Gallardo et al., Am J Physiol Cell Physiol 2015;308:C1-
C19). Para buscar una explicacion y un origen a estos
cambios, nos hemos centrado en el estudio de |la
mitocondria por su relacidn con la exocitosis, dada su
capacidad de gestionar los microdominios de calcio y de
generar ATP. Hemos realizado experimentos tanto
funcionales como ultraestrucutrales a una edad
presintomatica (30 dias posnatal), y hemos encontrado que
las mitocondrias de la célula cromafin del ratén SOD1°%**
muestran las siguientes diferencias con respecto al control: i)
mayor numero y menor tamafio; ii) mayor espacio
intermembrana; iii) menor numero e hinchamiento de
crestas mitocondriales. Estos cambios ultraestructurales van
acompanados de menor produccion de ATP y mayor
produccion de radicales libres. Sin embargo, en los estudios
amperométricos de liberacién de neurotransmisores no
hemos observado diferencias significativas respecto al
control. Estas alteraciones muestran una interesante
degeneracién que no es exclusiva de la neurona motora.
También demuestran que el dafio mitocondrial precede a la
instauracion de los sintomas de la enfermedad, sugiriendo
nuevos indicios sobre su inicio y progresion. Nuestros datos
consolidan a la mitocondria como una potencial diana
terapéutica en la ELA, asi como el estudio del eje simpato-
adrenal como estrategia diagndstico presintomatica de la
enfermedad.
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LA AUSENCIA DE NOD1 PREVIENE LAS ALTERACIONES
EN EL DINAMISMO DEL CALCIO INTRACELULAR
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La enfermedad renal crénica (ERC) es una patologia compleja
caracterizada por una pérdida de la funciéon renal que
contribuye al deterioro de la funcidn cardiaca. Los
mecanismos  responsables de las  complicaciones
cardiovasculares ligadas a la ERC no han sido dilucidados
completamente. Por otro lado, un aumento de la respuesta
inflamatoria constituye una complicacién comun en la ERC y
en las enfermedades cardiovasculares. En este contexto, el
receptor citosélico del sistema inmune innato NOD1
(nucleotide-binding  oligomerization = domain-containing
protein 1) se ha relacionado con enfermedades renales y
cardiovasculares. Nuestro  grupo ha demostrado
recientemente que la ausencia de NOD1 previene el
remodelado deletéreo asociado al desarrollo de insuficiencia
cardiaca en un modelo experimental de ratén. Sin embargo,
no existen evidencias sobre la relevancia de este receptor en
el marco de la disfuncién cardiaca inducida por la ERC. Por
tanto, el objetivo principal de este estudio es evaluar el
papel que juega la ausencia de NOD1 en la progresién de la
enfermedad cardiovascular inducida por la ERC en un
modelo experimental murino. Para ello, hemos analizado el
papel que juega el receptor NOD1 en el manejo del calcio
intracelular en cardiomiocitos aislados tanto de ratones wild-
type y como knock out para NOD1 sometidos a una
nefrectomia 5/6 durante 8 semanas. Nuestros resultados
demuestran que la ausencia de NOD1 previene las
alteraciones del manejo del calcio intracelular inducidas por
la nefrectomia 5/6. La prevencidn de dichas alteraciones se
explica por una mejora de la liberacion de Ca2+ sistélico
(transitorios de calcio [Ca2+]i), asi como en la cantidad de
Ca2+ del reticulo sarcoplasmico, ademas de prevenir el
aumento de liberacidon anormal de Ca2+ durante la diastole.
Por el contrario, todos estos pardmetros se encuentran
alterados en el caso del grupo wild-type sometido a la
nefrectomia. De esta manera, nuestro estudio demuestra
qgue la ausencia del receptor NOD1 previene las alteraciones
en el dinamismo intracelular del Ca2+ asociadas a la ERC,
emergiendo como un nuevo modulador tanto de la
liberacién de calcio sistdlico como diastélico; vy
proporcionando una base sélida para el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas para el tratamiento y prevencién de
las alteraciones cardiovasculares asociadas a la ERC.

Palabras clave: NOD1, calcio, enfermedad renal crénica, disfuncion
cardiaca.
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Aunque la reprogramacién directa de células gliales a
neuronas es una alternativa prometedora para la
regeneracion cerebral después de la lesién, aun existen
limitaciones importantes en cuanto a la eficiencia de la
conversién neuronal y la supervivencia e integracién de las
neuronas inducidas. Nuestras investigaciones previas han
demostrado que la conversidén de células gliales al fenotipo
neuronal implica un incremento de los niveles de radicales
libres de oxigeno que conlleva a la muerte celular por estrés
oxidativo. En este proyecto estamos investigando Ia
hipotermia como enfoque para reducir el estrés oxidativo
durante la conversion neuronal. Para ello, utilizamos un
modelo de reprogramacién neuronal en el que cultivos
primarios postnatales de astrocitos corticales de ratén son
transfectados con vectores codificantes de genes
neurogénicos. Después, expusimos estos cultivos a
diferentes condiciones de normotermia (372C) e hipotermia
(por debajo de 362C) durante el proceso de reprogramacion
neuronal. En primer lugar, evaluamos la eficiencia de
reprogramacién para distintas condiciones de temperatura, y
observamos un incremento significativo en la proporcién de
neuronas inducidas en un rango de temperatura cercano a
349C, sugiriendo que la hipotermia permite una reduccion
efectiva de los niveles de estrés oxidativo durante la
reprogramacién. Para confirmar esta hipdtesis, en los
experimentos subsiguientes evaluaremos los niveles de
estrés oxidativo mediante el andlisis de pardmetros celulares
de disfuncién metabdlica, como, por ejemplo, el estado
redox de las células, y los niveles de oxidacidn lipidica y de
muerte celular, a distintos rangos de temperatura. Esta
aproximacion podria tener aplicabilidad clinica en el futuro,
ya que existen modelos de hipotermia adaptables a
pacientes humanos.

Palabras clave: Reprogramacion neuronal directa, hipotermia, glia
reactiva, estrés oxidativo, factores neurogénicos.
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Las enfermedades neurodegenerativas comparten
mecanismos patoldgicos comunes tales como el estrés
oxidativo o la inflamacion crénica en los que las enzimas
NADPH oxidasas (NOXs), entre otras, juegan un papel clave.
Puesto que la inhibicién de la NADPH oxidasa 4 (NOX4) ha
resultado neuroprotectora en modelos de isquemia cerebral
y su contribucion a la enfermedad de Alzheimer se
desconoce actualmente, proponemos evaluar su inhibicion
como posible diana terapéutica. Para ello hemos generado
modelos in vitro de taupatia con acido okadaico—inhibidor de
fosfatasas que genera hiperfosforilacion de Tau-, ademas de
inhibir NOX4 genéticamente, usando ratones knock-out para
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NOX4, y farmacoldgicamente, con inhibidores de NOX4.
Hemos tratado la linea celular humana de neuroblastoma
SH-SY5Y con acido okadaico y los inhibidores GKT136901 y
VAS2870 y determinado que el efecto neuroprotector
observado es mediado, al menos en parte, por la inhibicion
de NOX4. Ademas, la inhibicion de NOX4 tras el tratamiento
de 4cido okadaico en células gliales demostré una reduccion
en la produccién de especies reactivas de oxigeno.
Finalmente, la inhibicidon genética y farmacoldgica de NOX4
en rodajas de hipocampo resultd protectora contra el acido
okadaico tanto en tratamientos agudos como crdnicos.
Pensamos que esta proteccién podria estar mediada por la
ausencia de estrés oxidativo y desregulacion inflamatoria.
Consecuentemente, estos resultados ponen de manifiesto la
implicacién de la enzima NOX4 en el estado redox del
cerebro y cdmo su inhibicion podria ser una estrategia a
tener en cuenta para el desarrollo de nuevos farmacos
dirigidos a enfermedades altamente relacionadas con el
estrés  oxidativo como  son las  enfermedades
neurodegenerativas.
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La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad
degenerativa que cursa con deterioro cognitivo, pero
también con alteraciones relacionadas con el peso corporal y
la conducta alimentaria. Sin embargo, el hipotdlamo que
controla la regulacién de la ingesta y otros procesos
metabdlicos es una estructura cerebral poco estudiada en
esta patologia. Las neuronas hipotaldmicas que expresan
propiomelanocortina  (POMC) liberan la  hormona
estimulante de melanocitos alfa (alfa-MSH) para suprimir el
apetito, mientras que las que expresan el neuropéptido Y
(NPY) lo promueven. Estudios previos del grupo en el modelo
murino 5XFAD de la EA muestran que estos animales
presentan menor peso corporal pero mayores niveles de
ingesta diaria que sus correspondientes controles. Los
cambios observados en la expresién hipotaldmica de POMCy
NPY, podrian indicar que las alteraciones en la ingesta
estarian mediadas por un mal funcionamiento de la
respuesta a estimulos anorexigénicos. El presente trabajo
pretende profundizar en el conocimiento de las alteraciones
en la regulacidon de la ingesta que acontecen en el ratén
5XFAD, centrandonos en el estudio de la respuesta a
estimulos orexigénicos y anorexigénicos. Todos los
experimentos fueron realizados con los ratones 5XFAD (AD) y
sus correspondientes controles (WT) a 3 meses de edad. Se
realizaron test de tolerancia a glucosa (GTT) e insulina (ITT), y
se analizaron los niveles de insulina y leptina en plasma.
También se estudié la ingesta basal; en respuesta a estimulos
orexigénicos como la 2-deoxiglucosa (2DG) (500mg/kg, i.p.),
la insulina (0,75 U/kg, i.p.) o el ayuno; y anorexigénicos como
la glucosa (1000mg/kg, i.p.). Finalmente, se llevaron a cabo
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ensayos inmunohistoquimicos para cuantificar alfa-MSH en
el hipotdlamo. No se encontraron diferencias en los niveles
plasmaticos de insulina y leptina, ni en los GTT e ITT entre el
grupo AD y WT. Con respecto a los experimentos de ingesta,
si bien la respuesta a la 2DG, la insulina y el ayuno fue similar
en ambos grupos experimentales, la inyeccion de glucosa
redujo la ingesta en los ratones WT pero no en los AD. A
nivel histolégico, los ratones AD mostraron un menor
marcaje de alfa-MSH en los nucleos paraventricular y
dorsomedial hipotaldmicos. En conjunto, el presente estudio
muestra que en el modelo 5XFAD existen alteraciones en la
respuesta alimentaria a sefales anorexigénicas a los 3 meses
de edad, que se pueden deber, al menos en parte, a cambios
en el sistema de las melanocortinas.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, 5XFAD, hipotdlamo,
ingesta.
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Los canales dependientes de voltaje y calcio, CALHM1
(Calcium homeostasis modulator 1), constituyen una familia
de canales que se expresan en el sistema nervioso y en las
papilas gustativas de los vertebrados. CALHM1 se expresa
tanto en la membrana plasmatica como reticulo
endoplasmadtico y su apertura se encuentra regulada por
cambios de voltaje y variaciones en la concentracion
extracelular de Ca2+ ([Ca2+]o). A concentraciones fisiolégicas
de [Ca2+]o, CALHM1 se encuentra en su estado cerrado,
pero se puede abrir tras una fuerte despolarizacién. Sin
embargo, la reduccién del [Ca2+]o incrementa la
probabilidad de apertura del canal. Por tanto, tanto el
[Ca2+]o como el voltaje regulan alostéricamente la apertura
de CALHM1. Durante la isquemia cerebral se produce una
despolarizacién de la membrana plasmatica neuronal con la
consiguiente liberacién masiva de glutamato asi como una
sobreactivacién de los astrocitos y microglia residentes en el
parénquima cerebral. Estos tipos celulares, como
consecuencia de su activacién exacerbada liberan citoquinas
proinflamatorias asi como especies reactivas de oxigeno
(ERO) que alteraran la homeostasis del tejido cerebral. Este
estado inflamatorio junto con la sobrecarga de Ca2+
promovida por glutamato, desencadena muerte neuronal
durante un evento isquémico. Siendo CALHM1 un canal
permeable a Ca2+ durante una despolarizacién neuronal,
planteamos la siguiente hipotesis: CALHM1 podria promover
una propagacion de la muerte neuronal en situacion de
isquemia, contribuyendo a un estado inflamatorio y oxidante
en el tejido cerebral. Con el objetivo de validar nuestra
hipotesis, empleamos un modelo de isquemia in vitro ya
descrito: Privacion de oxigeno y glucosa seguida de
reoxigenacion (POG-Reox) en rodajas de hipocampo
extraidas de ratones wild-type (WT), heterocigotos (HT) y
knockout para CALHM1 (Calhm1-/-). Tras la realizacién de
dicho protocolo, procedimos a la mediciéon tanto de la



viabilidad celular asi como de los niveles de expresion de
diferentes proteinas implicadas en la cascada isquémica e
inflamatoria. Ademas, mediante el empleo de la sonda
fluorescente H2DCFDA procedimos a la cuantificacién de la
produccion de ERO tras el protocolo de POG-Reox. Los
resultados obtenidos muestran que la ausencia, parcial o
total de CALHM1, ejerce un efecto protector frente al
estimulo isquémico mediante una reduccién en la
produccion de ERO, asi como a través de la induccion de
proteinas como HIF-1la y el receptor a-7 nicotinico (a-7
nAChR), los cuales estdn implicados en la supervivencia
celular en situacion de hipoxia y en la activacion de rutas
intracelulares con efecto antiinflamatorio y antioxidante,
respectivamente. Estos resultados, indican que CALHM1
participa en la propagacion de la muerte neuronal en
situacién de isquemia in vitro y la delecién de CALHM1
resulta neuroprotectora.
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Agomelatina es un antidepresivo que tiene un mecanismo de
accioén atipico, actuando sinérgicamente como agonista de
los receptores melatoninérgicos MT1 y MT2 y como
antagonista serotoninérgico del receptor 5-HT2c. Estudios
demuestran que la exposicién sistémica a la agomelatina es
altamente variable, asi como su volumen de distribucién. Es
un farmaco altamente lipofilico que sufre metabolismo de
fase | mayoritariamente. Actualmente, no hay pruebas
suficientes para definir los factores que pueden predecir la
respuesta a un medicamento utilizado para tratar la
depresion. Los estudios farmacogenéticos pueden mejorar el
tratamiento antidepresivo y ser utiles para explicar la
variabilidad interindividual en la respuesta a los farmacos y
asi ayudar a predecir el resultado del tratamiento. Objetivo:
Evaluar el efecto de los polimorfismos genéticos de las
enzimas metabolizadoras del citocromo P450 (CYP) y el
transportador glicoproteina-P (codificada por ABCB1) en la
farmacocinética y farmacodinamia de agomelatina. 28
voluntarios sanos (16 hombres y 12 mujeres) que recibieron
una dosis Unica de 25 mg de agomelatina fueron
genotipados mediante de PCR a tiempo real para 11
variantes en los genes CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 y ABCB1.
Las concentraciones plasmaticas se midieron mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
en tandem. El anadlisis estadistico univariante (ANOVA, T-test)
y multivariante (regresion lineal) se realizdé con el software
SPSS 22.0, considerandose significativo p < 0,05. Los
pardmetros de farmacocinética de agomelatina fueron
similares en hombres y mujeres. Los datos mostraron que la
farmacocinética de la agomelatina se vio afectada por
diferentes grupos étnicos. Los Caucasicos mostraron 49.8%
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menor biodisponibilidad en comparacion con el grupo
Latino/Negro (p = 0.028). Polimorfismos en CYP1A2 5347 T>C
y el fenotipo metabolizador lento para CYP2C9 se han
asociado con cambios en la farmacocinética (aclaramiento y
volumen de distribucidon) y farmacodinamia (frecuencia
cardiaca) de agomelatina, pero no el gene ABCBI1. Estos
resultados demostraron la importancia de aspectos
demograficos y genéticos en la respuesta a agomelatina, que
pueden ayudar a mejorar el tratamiento antidepresivo.
Palabras clave: depresion, agomelatina, farmacogenética, CYP1A2,
CYP2C9, ABCB1.
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La insuficiencia cardiaca (IC) es una de las principales causas
de morbimortalidad en todo el mundo. En diversas formas
de IC, la sobrecarga producida sobre el corazén induce un
remodelado cardiaco para compensar la mayor demanda
hemodinamica. Aunque en un primer momento el aumento
del tamafio del corazén es un mecanismo compensador, la
sobrecarga sostenida puede conducir a una dilatacion
ventricular y una disminucion de la funcion del ventriculo
izquierdo (VI). Ademas, la densidad de algunas de las
corrientes de K+ de los cardiomiocitos disminuye,
favoreciendo la aparicién de anomalias en la repolarizacion
gue se traducen en una prolongacién del intervalo QT lo que
predispone a la aparicion de arritmias. Existe evidencia
experimental de que la vitamina D ejerce efectos
cardioprotectores, pero los mecanismos implicados son poco
conocidos. Para aportar nueva luz sobre estos mecanismos,
utilizamos un modelo experimental de hipertrofia e
insuficiencia cardiaca mediante constriccion de la aorta
transversa (TAC). Cuatro semanas después de la operacion
(IC establecida), los ratones fueron tratados por via
intraperitoneal con el andlogo de vitamina D paricalcitol (PC)
(300 ng/kg/dia) o vehiculo, 3 veces por semana durante 5
semanas. La estructura y la funcién del VI se evaluaron
mediante resonancia magnética a las 2, 4 y 9 semanas
después de la operacion. Previo al sacrificio se realizaron
electrocardiogramas a los ratones y posteriormente, se
sacrificaron y se aislaron los miocitos ventriculares para
registrar las corrientes de K+ (ltof, IKur y lIss) utilizando
técnicas de Patch-Clamp. El anadlisis de las imagenes de
resonancia magnética mostré que la operacién TAC
aumentaba significativamente la masa del VI y los volimenes
a final de diastole y sistole y disminuia la fraccion de
eyeccién. El tratamiento con PC frené significativamente el
aumento de la masa y los volumenes del VI y mejord la EF,
ademas se observé como la operacion TAC inducia una
reduccidn significativa en las corrientes de K+, mientras que
el tratamiento con PC rescatd Itof a niveles similares a los
controles y mejord significativamente lkur pero no Iss.
Finalmente, los electrocardiogramas mostraron una
prolongacion del intervalo QT en los ratones operados, que
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se veia disminuida tras el tratamiento con PC. En conclusidn,
el tratamiento con PC tiene efectos beneficiosos sobre la IC
al mejorar la funcién cardiaca y revertir el remodelado del VI,
tanto a nivel estructural como celular, reduciendo la masa y
los volumenes del VI y mejorando la densidad de las
corrientes de K+.

Palabras clave: Insuficiencia Cardiaca, Vitamina D, Paricalcitol,
Corrientes de K+.
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La infeccién tras la artroplastia es una complicacién
devastadora con pérdida de funcionalidad, riesgo de
afectacidon sistémica e incidencia creciente. El uso de

espaciadores de cemento dseo con antibidticos supone el
gold estandar terapéutico pero la adicién de determinados
antibidticos se encuentra limitada por interferir con su
fraguado. Este es el caso de la rifampicina, considerada
piedra angular para el tratamiento de infecciones de origen
estafilococico, que son las mas frecuentes, pero que al
contacto con el cemento impide su completo fraguado
disminuyendo su resistencia y haciéndolo inadecuado para
su uso en la practica clinica. Para proteger el proceso de
fraguado del cemento se ha vehiculizado la rifampicina
dentro de microcapsulas de alginato. El objetivo del presente
estudio es analizar la eficacia in vivo del cemento 6seo con
microcapsulas de rifampicina en el tratamiento de Ia
infeccién periprotésica. Se emplearon 15 conejos hembra
New Zeland White de 3kg a los que se colocd un implante
tibial de acero inoxidable que posteriormente se infectd con
105CFU de S. aureus ATCC 29213. Tras 1 semana de la
inoculacién se dividieron en dos grupos de experimentacion.
En el grupo C (7 conejos) se realizdé un recambio en dos
tiempos con colocacién de un espaciador de cemento con
gentamicina de uso habitual y en el grupo R (8 conejos) un
espaciador con el mismo cemento con gentamicina al que se
afiadié un 12,5% de microcapsulas de rifampicina. A las 4
semanas de la implantacion del espaciador se sacrifico a los
animales y se tomaron muestras para cultivo microbioldgico.
Todos los animales se recuperaron de las cirugias sin
incidencias. Se consiguid un fraguado completo del cemento
con microcapsulas de rifampicina en un tiempo comparable
a la practica clinica habitual, dando lugar a espaciadores
rigidos que permitieron la carga de la extremidad
intervenida. En los cultivos microbiolégicos no se registré
crecimiento de S. aureus en el grupo R en las muestras de
hueso y partes blandas, mostrando diferencias
estadisticamente significativas respecto al grupo C con
p=0,03 vy 0,01 respectivamente. El cemento con
microcapsulas de rifampicina es eficaz en el tratamiento de
la infeccidn periprotésica por S. aureus.

Palabras clave: rifampicina; microencapsulacion;
periprotésica.
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El efavirenz (EFV) es un inhibidor no nucleotidico de la
transcriptasa inversa, utilizado como farmaco de primera
linea en el tratamiento contra la infeccién por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH-1). Se administra junto a
inhibidores de la proteasa y/o integrasa, lo que se conoce
como terapia antiretroviral combinada. Las isoformas
CYP2B6 y CYP2A6 del citocromo p450 metabolizan EFV
principalmente (77,5% y 22,5% respectivamente) con una
contribucion minima de otras isoformas, como CYP3A4 o
CYP3AS5. Algunos polimorfismos en estas enzimas han sido
relacionados con alteraciones en su funcion, lo que podria
suponer concentraciones plasmdticas de EFV tdxicas o
insuficientes. En este estudio, hemos evaluado el impacto de
varios polimorfismos en estas enzimas, asi como en la
Glicoproteina-P  (ABCB1/P-gp) sobre la farmacocinética,
farmacodinamia y seguridad de EFV. Un total de 47
voluntarios sanos que recibieron una dosis de EFV (600 mg)
en dos ocasiones fueron genotipados mediante PCR a tiempo
real de once polimorfismos contenidos en los siguientes
genes de enzimas o transportadores: CYP2B6, CYP2A6,
CYP3A4, CYP3A5 y ABCB1. Los datos de farmacocinética,
farmacodinamia y seguridad fueron obtenidos de dos
ensayos de bioequivalencia. El andlisis estadistico se llevd a
cabo con SPSS v.21.0. Los hombres presentaron mayor area
bajo la curva (AUC) y concentracion maxima (Cmax) de EFV
en comparacion con las mujeres. Los portadores del alelo T
de CYP2B6 G516T (rs3745274) presentaron un menor
aclaramiento (Cl). Los sujetos con genotipo CYP2A6
rs28399433 A/A presentaron mayor AUC y menor volumen
de distribuciéon (vd). El genotipo T/T de ABCB1 C3435T
(rs1045642) se asocido a mayor AUC y Cmax y menor Vd en
comparacion con C/C o C/T. El aumento en la presidn arterial
diastdlica (3h después de la toma de EFV) se correlaciond
con el genotipo CYP2B6 rs4803419 C/T mientras que el
aumento en la sistdlica se asocid a CYP2A6 rs28399433 A/C.
No se describieron asociaciones entre genotipos y la
incidencia de efectos adversos. Este estudio ha permitido
subrayar la importancia de CYP2A6 rs28399433 como factor
condicionante de la farmacocinética y farmacodinamia de
EFV y ha validado la relevancia de CYP2B6 G516T, acorde con
la literatura. CYP2B6 rs4803419 podria condicionar la
farmacodinamia de EFV. En referencia a ABCB1 C3435T, los
datos obtenidos no concuerdan con trabajos anteriores,
aunque la evidencia de los mismos es baja. La falta de
reproducibilidad entre estudios implica la necesidad de
estudios con tamarfios poblacionales mayores.

Palabras clave: efavirenz, CYP2B6, CYP2A6, ABCB1, polimorfismo.
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Actualmente, no existe una terapia curativa para la
enfermedad de Parkinson (EP), por ello encontrar un
tratamiento efectivo y no sélo sintomatico constituye un
gran reto. La deplecién de dopamina y destruccion selectiva
de neuronas dopaminérgicas, junto con la presencia de
depdsitos de la proteina a-sinucleina, son algunas
manifestaciones patoldgicas tipicas. Por otra parte, el estrés
oxidativo se relaciona en gran medida actualmente con la
aparicion y desarrollo de la enfermedad y constituye una
importante diana para el desarrollo de nuevas moléculas. Se
produce como consecuencia una desregulacién en el
procesamiento de proteinas, dafio mitocondrial y
neuroinflamaciéon y estos factores, a su vez, conducen al
aumento del propio estrés oxidativo, generando un bucle
fisiopatoldgico que acelera la progresion de la EP. Teniendo
en cuenta la complejidad de esta enfermedad multifactorial,
hemos disefiado y sintetizado una pequefia biblioteca
guimica de nuevos compuestos multidiana, con el objetivo
de combinar varias actividades en una sola molécula: (i)
Induccién del factor de transcripcion Nrf2 (NF-E2-related
factor 2), dada su actuaciéon como regulador maestro de la
defensa antioxidante de las células; (ii) Inhibicidon selectiva
de la enzima monoamino oxidasa B (MAO-B), en relacion con
su notable importancia para el control del metabolismo de la
dopamina en la progresion de la enfermedad, una fuente
importante de produccidn de estrés oxidativo; (iii) Capacidad
neuroprotectora. La evaluacion farmacoldgica de las
moléculas recién sintetizadas ha mostrado un buen perfil en
términos de las actividades deseadas. Esto nos ha permitido
seleccionar un compuesto cabeza de serie para realizar
futuras modificaciones estructurales, dirigidas
principalmente a mejorar algunas de las propiedades
incorporadas en el disefio y con el objetivo de desarrollar
nuevos tratamientos efectivos para la EP.

Palabras clave: estrés oxidativo, Parkinson, multifactorial, Nrf2,
monoamino oxidasa
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We have previously investigated the contribution of the
sympathoadrenal system to behavioral manifestations of
neuropathic pain brought about by chronic constriction
injury (CCI) of the sciatic nerve. Such a contribution is
evidenced by the ability of surgical splanchnectomy and
chemical adrenomedullectomy (PNMT inhibition) to revert
mechanical allodynia in CClI rats. We presume that
neuropathic pain acts as a powerful stressor inducing
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important adaptations at the adrenal medulla level (increase
in splanchnic nerve fibers, enhanced spontaneous synaptic
activity, enlarged nicotinic currents...), which ultimately lead
to an augmented release of catecholamines possibly
affecting nociceptors to evoke pain. Here we have confirmed
well described changes occurring in isolated dorsal root
neurons from CCI rats consisting in the overexpression of
purinergic P2X3 and P2X7 receptors. In those animals, P2X3
and P2X7 receptors mediate pain as demonstrated by the
antiallodynic effect of P2X3 and P2X7 antagonists.
Interestingly, endogenous and synthetic dinucleotide
poliphosphates (AP,4A, APsA, IPsl) also activate, desensitize or
antagonize P2X2/3 receptors and modulate nocifensive
behaviour. Last, but most intriguing, functional responses
mediated by P2X2/3, P2X7 and TRPV1 receptors are
dramatically enhanced in chromaffin cells from neuropathic
animals. These observations are reminiscent of the
molecular changes characteristic of peripheral sensitization
of nociceptors in a variety of pain conditions, and suggest
that a similar phenomenon can occur in other tissues
contributing to the clinical manifestations of neuropathic
pain.

Palabras clave: neuropathic pain, chromaffin cell, DRG, purinergic
receptor.
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La prostaglandina E, (PGE;) en uno de los principales lipidos
bioactivos que se acumulan en situaciones de inflamacién o
dafo celular debido a la rapida induccién de la enzima
ciclooxigenasa 2. Este lipido activa receptores especificos de
membrana acoplados a proteinas G, los receptores EP1-EP4,
mediando respuestas pro- o anti-inflamatorias en funcién del
contexto celular. En estas situaciones se pueden liberar
también nucledtidos que incluso contribuyen a la produccion
de la prostaglandina. En estudios anteriores describimos la
inhibicion selectiva de la sefializacion de los receptores de
nucleétidos P2Y por la PGE, en macréfagos y fibroblastos, a
través de la activacion de las proteinas PKC y PKD. Teniendo
en cuenta que macréfagos y fibroblastos participan en la
regulacion de la respuesta inmune asi como en la
remodelacion tisular, un mecanismo similar podria estar
ocurriendo en los astrocitos como respuesta a la
neuroinflamaciéon y la reparacién cerebral. Analizamos la
modulacién de las respuestas celulares de los receptores
P2Y,/P2Y, por la PGE, en astrocitos de cerebelo de rata.
Demostramos que la PGE, inhibe las respuestas de calcio
intracelular provocadas por UTP y que ésta inhibicion
también modula la migracién de los astrocitos inducida por
el nucledtido. Ademas, la activacién del receptor EP3 no solo
inhibe estas respuestas sino que regula la fosforilacion de las
proteinas ERK y Akt inducidas por UTP. Sin embargo, la PGE,
requiere la transactivacion del receptor del factor de
crecimiento epidérmico para modular la sefialaciéon del
receptor P2Y. Asimismo, los efectos de la PGE, también
ocurren en un contexto proinflamatorio, como se evidencia
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en astrocitos estimulados con lipopolisacarido bacteriano

(LPS).
Palabras clave: Astrocitos, calcio, receptores EP, receptores de
nucledtidos P2Y y PGE,.
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PAPEL NEUROPROTECTOR DE TIORREDOXINA
HUMANA EN UN MODELO DE ESTRES OXIDATIVO EN
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El presente proyecto de investigacion se enmarca en un
programa de reposicionamiento de farmacos cuyo objeto es
la busqueda de un medicamento neuroprotector con
indicacién terapéutica en la enfermedad del Alzheimer (EA).
Bajo este marco emergid la estrategia de mitigar el estrés
oxidativo con tiorredoxina humana (TRX), que tiene actividad
antioxidante y forma parte de un complejo que regula el
estado redox. La TRX no generd citotoxicidad en cultivos
primarios de células cromafines bovinas (CCB), pero no
protegid a estas frente a la pérdida de viabilidad celular
inducida por veratridina. Sin embargo, si protegio a las CCB
frente a la lesién producida por una combinacidon de
rotenona y oligomicina (R/O); esta protecciéon fue
dependiente de concentracion. Sin embargo en neuronas
corticales de rata solo produjo proteccion frente a R/O a la
concentracion mas alta. Se usé como control positivo la
melatonina, un antioxidante hormonal, que también ofrecié
neuroproteccion frente a R/0. La R/O produjo una elevacidn
de radicales libres de oxigeno de 6 veces, que fue
drasticamente reducida cuando las CCB se incubaron con
TRX. Los experimentos sugieren que la TRX humana ejerce
un claro efecto neuroprotector en CCB y en neuronas
incubadas con R/O; dicho efecto estd relacionado con su
capacidad antioxidante. Estos resultados abren la puerta a
un posible uso farmacoterapedtico de la TRX en
enfermedades neurodegenerativas.

Palabras clave: tiorredoxina, rotenona, oligomicina, célula cromafin,
neuronas corticales.
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LA AUTO ADMINISTRACION DE COCAINA AUMENTA
EL TAMANO DE LAS SINAPSIS EN EL HIPOCAMPO DE
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La adiccidn a la cocaina es un trastorno recurrente crénico
gue se asocia con cambios persistentes en los circuitos
cerebrales. Se cree que los cambios duraderos en el
comportamiento, como el aprendizaje, dependen de la
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reorganizacién de las conexiones sinapticas y se ha sugerido
que la adiccién podria ser una especie de aprendizaje no
adaptativo. Se han estudiado diferentes alteraciones en los
circuitos mesocorticolimbicos debidas al tratamiento con
cocaina, pero los efectos en el hipocampo no son bien
conocidos. Por este motivo, se evaluaron los cambios
inducidos por la cocaina en el neuropilo del stratum
radiatum de la region de CA1 del hipocampo de las ratas
Lewis (LEW), una cepa de rata que ha demostrado ser
propensa a los efectos reforzadores de las drogas de abuso.
Para este propdsito, se usd la microscopia electrénica FIB /
SEM (del inglés, focused ion beam / scanning electron
microscope). Se trata de un microscopio de haz de iones
focalizados con doble columna idnica y electrénica que sirve
para estudiar posibles alteraciones en la organizacion
sindptica. La tecnologia FIB / SEM tiene la gran ventaja de
permitir la adquisicion de manera automatica de grandes
volumenes de tejido a nivel ultraestructural y por tanto, que
se pueda realizar un analisis tridimensional de diferentes
elementos presentes en la muestra. La densidad sindptica,
las caracteristicas morfométricas y la distribucion espacial de
las sinapsis se examinaron con el programa EspINA. No se
observaron cambios estadisticamente significativos en la
densidad sindptica, ni de sinapsis asimétricas excitadoras ni
de simétricas inhibidoras, tras la auto-administracién de
cocaina. Tampoco se observaron cambios en la distribucion
espacial de las sinapsis tras la auto-administraciéon de la
droga. Sin embargo, se observaron cambios en el tamario de
las sinapis después de la auto-administraciéon de cocaina,
existiendo una mayor niumero de sinapsis mas grandes tras
esta conducta. Este hallazgo es importante porque el tamafio
de la zona activa presinaptica y la densidad postsindptica se
correlaciona con la probabilidad de liberacidn sinaptica y el
nimero de receptores postsinapticos. Por lo tanto, los
cambios en la morfologia de las sinapsis estan directamente
correlacionados con los cambios en la funcidén sindptica.
Teniendo en cuenta nuestros resultados y los de trabajos
morfoldgicos, electrofisiolégicos y de comportamiento
previos, podemos especular que las conexiones entre CA3 y
CA1 podrian estar involucradas en potenciar las memorias
contextuales inducidas por la droga durante el proceso de
auto-administracién de la cocaina.
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CHOLECYSTOKININ UP-REGULATES ADIPONECTIN
GENE EXPRESSION IN WHITE ADIPOCYTES AND
ENHANCES ADIPONECTIN PLASMA LEVELS IN RATS

ADRIAN PLAZA, BEATRIZ MERINO, NURIA DEL OLMO, AND
MARIANO RUIZ-GAYO.

Department of Pharmaceutical and Health Sciences. Facultad de
Farmacia. Universidad CEU San Pablo. Madrid, Spain.

Cholecystokinin  (CCK) has been shown to regulate
postprandial triglyceride (TG) uptake by white adipose tissue
(WAT) by a mechanism involving the activation of the
angiopoietin-like protein 4/lipoprotein lipase (LPL) axis. This
newly characterized endocrine action suggests that CCK
pathways are integral to mechanisms aimed at maintaining
WAT homeostasis. Our goal was to investigate the role of
CCK in regulating the expression of adiponectin, an adipokine
endowed with auto/paracrine and endocrine functions,



pivotal for maintaining insulin responsiveness. The effect of
acute and chronic CCK-8 (a bioactive fragment of CCK) on
both adiponectin plasma levels and WAT gene expression
was investigated in rats. The specificity of CCK-8 actions was
characterized by using selective CCK-1 (CCK-1R) and CCK-2
receptor (CCK-2R) antagonists. In vitro experiments were
carried out in engineered pre-adipocytes lacking either CCK-
1R or CCK-2R. Acute treatment with CCK-8 (10 ug/kg)
enhanced adiponectin gene expression (Adipog) in
subcutaneous WAT (Sc-WAT; p<0.01), while chronic CCK-8
(10 ug/kg, twice a day, 12 days) increased Adipog expression
both in Sc-WAT (p<0.01) and visceral WAT (Vis-WAT;
p<0.05). The increment of Adipog expression was
accompanied by a raise of plasma adiponectin concentration
(p<0.05 and p<0.05 after acute and chronic treatment,
respectively). CCK-8 effects were specifically abolished by L-
365,260, a selective CCK-2R antagonist. In vitro studies,
revealed that CCK-8 (10uM), induced Adipog expression
(p<0.01). This effect was also specifically blocked when CCK-
2R expression was silenced. Our study demonstrates that
CCK-2R activation promotes adiponectin synthesis in WAT
and supports the concept that CCK-8 contributes to preserve
WAT homeostasis. Otherwise, our data lead to hypothesize
that CCK systems might be integral to mechanisms aimed at
preserving insulin responsiveness.

Key words: Adiponectin, cholecystokinin, white adipose tissue,
adipocyte biology.
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EL ANTIDEPRESIVO SERTRALINA EJERCE EFECTO
SOBRE LOS RECEPTORES NICOTINICOS NEURONALES
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Segin la teoria monoaminérgica de la depresion
(Schildkraut, 1965), esta enfermedad se relaciona con un
déficit de monoaminas, fundamentalmente serotonina y
noradrenalina, por lo que los farmacos antidepresivos tratan
de aumentar los niveles de estos neurotransmisores en la
hendidura sindptica. Dado a los considerables efectos
adversos que producian los antidepresivos triciclicos,
primeros farmacos usados para tratar la depresidén, se
desarrollé un nuevo grupo farmacoldgico mas especifico, los
denominados “Inhibidores Selectivos de la Recaptacion de
Serotonina” (ISRS). Por otro lado, la teoria colinérgica de la
depresion lleva a pensar que el bloqueo de los receptores
nicotinicos podria participar en el efecto de los
antidepresivos. En este trabajo tratamos de caracterizar los
efectos del ISRS sertralina sobre los receptores nicotinicos
neuronales usando como modelo las células cromafines
bovinas, las cuales expresan subunidades a3, a5 y a7 de los
receptores nicotinicos. Mediante el empleo de técnicas
electrofisiolégicas como la secrecién en poblaciones o el
patch clamp, hemos estudiado si la sertralina afecta a la
secrecion de catecolaminas y las estructuras celulares
implicadas en este proceso secretor. Empleamos para ello el
agonista fisiolégico acetilcolina o una solucién con alta
concentracion de potasio que produce una despolarizacion
directa de las células. Al mismo tiempo, estudiamos el efecto
de la sertralina en los incrementos transitorios de calcio
citosélico en poblaciones celulares mediante la sonda
fluorescente Fluo-4-AM. Los resultados obtenidos indican
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que la sertralina produce una disminucién en la secrecion de
catecolaminas de manera concentracidén-dependiente en
células estimuladas con el agonista fisioldgico acetilcolina,
pero no con la solucion despolarizante con alta
concentracion de potasio. Asi mismo, produce un bloqueo
concentracidon-dependiente en las corrientes idnicas a través
de los receptores nicotinicos. Por tanto, los resultados
apoyan que la sertralina esta ejerciendo un bloqueo en los
receptores nicotinicos, lo que podria suponer de interés
viendo estos receptores como una nueva diana terapéutica
para los farmacos antidepresivos.

Palabras clave: Antidepresivo, sertralina, corrientes nicotinicas,
catecolaminas, células cromafines.
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El traumatismo craneoencefadlico (TCE) es una de las
primeras causas de muerte y discapacidad en la poblacion
adulta joven de nuestra sociedad. Recientemente se le ha
llamado la “epidemia silente”, puesto que es un problema
frecuente y las consecuencias de la patologia se desconocen.
En este contexto, la neuroinflamacion que tiene lugar tras el
TCE juega un papel crucial en el desarrollo de lesiones
secundarias. Asi, el objetivo de este estudio es analizar el
efecto de compuestos que sean capaces de modular la
respuesta inflamatoria en modelos in vitro de inflamacion asi
como en un modelo in vivo de TCE. Hemos evaluado el
efecto de MCC950 (inhibidor del inflamasoma y de la
liberacién de IL-1B) en la liberacién de IL-1B y en la activacion
de la via TLR4 en cultivos primarios de glia tras estimulacion
con LPS y ATP. El compuesto redujo la liberacién de IL-1B,
mientras que no obtuvimos ningln cambio en los niveles de
TNF-a, pro-IL1B y liberaciéon de nitritos. Para evaluar el
potencial efecto beneficioso de la inhibicion del
inflamasoma, usamos el modelo murino de TCE llamado
“Closed Head Injury” (CHI). Tras la induccién de la lesion,
evaluamos las funciones neuroldgicas del animal 1y 24 horas
después del TCE mediante el test “Neurological Severity
Score” (NSS), Los animales tratados fueron inyectados
intraperitonealmente con MCC950 (3 mg/kg 6 10 mg/kg)
inmediatamente después del test de 1 hora. En animales
control obtuvimos un valor de 7 a 1 hora, mientras que al dia
siguiente descendid a 5. Las dos dosis del compuesto
mejoraron el estado de los animales, aunque solo fue
significativo a 3 mg/kg (3.8). Para evaluar el dafio de la
barrera hematoencefalica (BHE) inyectamos de forma
intraperitoneal el colorante Evans Blue, el cual tifie las zonas
del cerebro que tienen comprometida la BHE. El MCC950 3
mg/kg redujo el deterioro de la BHE tras el TCE. Finalmente,
analizamos por inmunofluorescencia el estado de la
microglia en los cerebros de los ratones con TCE. En el
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hemisferio que habia recibido el TCE observamos una
activacién de la microglia, hecho que no se producia en el
hemisferio no dafiado. Por lo tanto, teniendo en cuenta
todos estos resultados, la respuesta inflamatoria podria ser
una diana a considerar para tratar los efectos perjudiciales
del TCE.

Palabras clave: traumatismo craneoencefdlico,
biomarcadores, SAA1, inflamasoma.
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La enfermedad de Alzhéimer es la mas prevalente de las
enfermedades neurodegenerativas segun la Organizacion
Mundial de la Salud con 35 millones de casos en todo el
mundo. Actualmente no existe terapia efectiva para esta
enfermedad considerada multifactorial, por lo que la nueva
estrategia de ligandos multidiana parece prometedora. En
este contexto, hemos disefiado nuevos compuestos para
controlar el estrés oxidativo y neuroinflamacion,
combinando la induccidn del factor de transcripcién Nrf2, el
restablecimiento de la funcidon colinérgica y un efecto
antioxidante, lo cual promoveria la neuroproteccion.
Siguiendo una estrategia convergente-lineal y
enantioselectiva de siete etapas, se ha sintetizado una nueva
familia de quince moléculas con buenos rendimientos vy
excesos enantioméricos. Posteriormente, se han realizado
diversos estudios farmacolégicos incluyendo la evaluacion de
los compuestos como agentes captadores de radicales libres
mediante el test ORAC; como inductores del factor de
transcripcion Nrf2 empleando un método luminiscente en la
linea celular AREc32; como inhibidores de la enzima
acetilcolinesterasa mediante el método de Ellman y como
agentes neuroprotectores en un modelo in vitro de
hiperfosforilacion de tau en la linea celular SH-SY5Y. Todos
los nuevos compuestos resultaron ser tan buenos captadores
de radicales libres como la melatonina, asi como inhibidores
de acetilcolinesterasa. Sin embargo, sélo seis de las quince
moléculas han mostrado incluir todas las propiedades
deseadas, incluyendo la induccion de Nrf2 vy
neuroproteccioén. Por ello, siguiendo la linea del
descubrimiento de farmacos, se pretende continuar y
completar el perfil farmacoldgico para escoger el compuesto
cabeza de serie para avanzar en estudios mas complejos.
Palabras clave Quimica enantioselectiva, ligandos multidiana,
enfermedad de Alzhéimer.
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EFECTOS DE UNA DIETA RICA EN ACIDO BUTIRICO
SOBRE LA MEMORIA ESPACIAL Y LA TRANSMISION
GLUTAMATERGICA HIPOCAMPAL

A.B. SANZ*, A. CONTRERAS*, A. PLAZA, MV. CANO, B. MERINO, M.
RUIZ-GAYO Y N. DEL OLMO

Departamento de Ciencias Farmacéuticas y de la Salud, Facultad de
Farmacia, Universidad CEU-San Pablo, Madrid, Espafia.
*Estos autores han contribuido por igual al trabajo presentado

Los 4acidos grasos de cadena corta (SCFA), derivados de la
fermentacion intestinal de la fibra alimentaria y contenidos
en los productos lacteos, estdan cobrando un interés
creciente en relaciéon con sus posibles efectos beneficiosos
en enfermedades degenerativas y problemas psicoldgicos.
Los SCFA presentan receptores especificos en el cerebro v,
en concreto, el acido butirico, es ademas un inhibidor de la
desacetilacion de histonas (HDAC), mecanismo clave en
algunos procesos de mejora de la memoria. Por estas
razones, hemos estudiado el efecto a corto y largo plazo de
una dieta enriquecida en tributirina (TB; tributirilglicerol)
sobre la memoria espacial dependiente de hipocampo y los
posibles cambios inducidos por la misma sobre la expresion
de genes relevantes para la transmisién glutamatérgica
hipocampal. Se utilizaron ratones macho C57BL/6J de cuatro
semanas de edad, que fueron alimentados con una dieta
estandar conteniendo 0-3% de TB (grupo control 0%; grupo
0,5% TB; grupo 1% TB; grupo 3% TB; n=7 durante 48 h
(tratamiento agudo, a corto plazo) o durante 20 semanas
(tratamiento cronico, a largo plazo). Se evalué la memoria
espacial mediante el analisis de la alternancia espontanea en
el laberinto en Y una vez transcurridas 48 h (tratamiento
agudo), asi como al cabo de 9, 11, 13, 15, 17 y 19 semanas
(tratamiento croénico). Una vez finalizado el tratamiento, los
animales se sacrificaron y se procesaron los hipocampos para
RT-PCR (receptores AMPA y NMDA, transportadores de
glutamato Gltl1, Glast, Glutl). Nuestros resultados muestran
qgue el tratamiento crénico con acido butirico parece tener
efectos beneficiosos sobre la memoria espacial medida en el
laberinto en Y en las edades mas avanzadas de los animales
mientras que el tratamiento agudo sefiala una tendencia a la
mejoria en este tipo de memoria espacial en animales
jovenes. Ademas, tanto el tratamiento agudo como el
crénico producen la modulacion de la expresion génica
hipocampal de los receptores y los transportadores
glutamatérgicos valorados poniendo de manifiesto que este
tipo de dietas tienen efecto sobre las dianas moleculares del
hipocampo que subyacen a los procesos de aprendizaje y
memoria.

Palabras Clave: dcido butirico, dieta rica en grasa, memoria,
aprendizaje, transmision sindptica hipocampal.
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Nuestro grupo previamente demostré que la dronedarona
tiene el potencial de revertir la hipertrofia ventricular
izquierda (HVI) inducida por la hipertension arterial.' Nuestra
hipotesis fue que uno de los mecanismos implicados podria
ser la reduccién del estrés oxidativo. Para ello, desarrollamos
un indice global de estrés oxidativo (Oxy-Score) en un
modelo experimental de hipertensién arterial. El animal
empleado en el estudio fue la rata espontaneamente
hipertensa (SHR), macho, adulta. Se establecieron dos
grupos experimentales randomizados de ratas SHR segun el
tratamiento recibido: ratas tratadas con dronedarona (SHR-
D, n=9) y ratas que recibieron placebo (SHR, n=9). Las ratas
Wistar Kyoto (WKY, n=9) fueron usadas como controles
normotensos. Tras 14 dias de tratamiento se analizaron los
siguientes biomarcadores de estatus oxidativo: carbonilos,
tioles, capacidad antioxidante total (TAC), actividad de la
superoxido dismutasa (SOD) y glutation reducido (GSH).
Calculamos un score global usando metodologia ya descrita
previamente2 (analisis de la distribucion normal de las
variables mediante el test de Kolmogorov-Smirnov,
normalizacidn y estandarizacion de los parametros y calculo
del Oxy-Score usando la siguiente ecuacién: X antioxidantes
— dafio oxidativo). El analisis de los datos se realizé mediante
el test ANOVA de un factor con correccion de Bonferroni.
Todos los datos fueron expresados como mediatSEM vy se
considerd significativa P< 0.05. Todos los procedimientos
fueron aprobados por el Comité de Etica del Hospital General
Universitario Gregorio Maranén. No se observaron
diferencias significativas respecto a los valores individuales.
Sin embargo, tras analizar el Oxy-Score, se vieron diferencias
interesantes entre SHR y SHR-D. EI Oxy-Score de las ratas
SHR fue negativo, lo que implica un predominio del dafio
oxidativo. Por otro lado, el Oxy-Score de SHR-D fue positive,
indicando un predominio de la capacidad antioxidante frente
al dafio oxidativo(p<0.001). La mejoria del estado global
oxidativo tras tratamiento con dronedarona podria
contribuir al efecto protector que ejerce el farmaco en la
regresion de la HVI.

Palabras clave: Estrés oxidativo, Dronedarona,
Ventricular Izquierda, Hipertension Arterial.
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ALTERACIONES EN RASGOS RELACIONADOS CON LA
ADICCION TRAS LA EXPOSICION CRONICA DE A9-
TETRAHIDROCANNABINOL EN LA ADOLESCENCIA:
ESTUDIOS TRANSCRIPTOMICOS Y NEUROIMAGEN
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El objetivo de este estudio es realizar un perfilado de diferentes
rasgos comportamentales, presentes en la etapa adulta,
relacionados con el posterior desarrollo de trastornos de uso y
abuso de sustancias que pudieran aparecer o alterarse tras el
consumo crénico de A9-Tetrahidrocannabinol (THC) en la
adolescencia; De igual manera, nos propusimos explorar las bases
biolégicas de estos cambios, mediante técnicas de neuroimageny
secuenciacion masiva de RNA. Los sujetos experimentales fueron
ratas Wistar (machos y hembras) que recibieron 9 inyecciones de
THC (3 mg / kg) o su vehiculo cada dos dias durante su adolescencia
(PND28-42). Durante la edad adulta (PND90 en adelante) se
realizaron diferentes evaluaciones de la presencia de rasgos
relacionados con la adiccidon en tres lineas de experimentacion
diferentes: 1. La capacidad de las claves condicionadas para influir
en la respuesta instrumental (transferencia pavloviana a
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instrumental -PIT-) y la impulsividad motora (2-CSRTT). 2.
Aproximacion pavloviana condicionada y la formacién de habitos. 3.
Autoadministracion de cocaina. También examinamos los efectos a
largo plazo de esta exposicion a cannabinoides en la estructura y el
metabolismo del cerebro (MRI e in vivo [1H] -espectroscopia) y en
la expresion genética en el Nucleo Accumbens Shell (RNA-seq). Los
animales tratados con THC mostraron una facilitacién en la
adquisicidon de la autoadministracidon de cocaina. Los machos THC
mostraron un aumento de la busqueda compulsiva de la droga
(asociada a descargas eléctricas). Las hembras expuestas al THC
exhibieron un mayor consumo de cocaina durante la fase de acceso
extendido y un patrén distinto de incubacion de la busqueda de la
droga. Los machos expuestos al THC mostraron asimismo una PIT
aumentada, pero disminuyeron la aproximacién a las sefales
asociadas con la recompensa y la impulsividad motora. En cuanto a
los efectos a nivel cerebral, se observé un aumento en el volumen
del cuerpo estriado, niveles reducidos de glicerofosforilcolina-
fosforilcolina cortical y cambios evidentes de integridad
microestructural en el tidlamo, los nucleos septales y el cuerpo
estriado en animales expuestos al THC. Los andlisis del
transcriptoma mostraron que los genes diferencialmente
expresados principalmente involucrados en el desarrollo cerebral,
la axogénesis y el aprendizaje. Estos resultados muestran que una
exposicion leve al THC durante la adolescencia deja una marca
persistente en el comportamiento, la estructura y funcién del
cerebro durante la edad adulta, incluso después de un largo
periodo libre de droga. Los cambios observados tienen un fuerte
caracter sexodimorfico e implican una alteracidn de los patrones de
busqueda y consumo de drogas.
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Agradecimientos: Fundacion BBVA (Becas Leonardo), PNSD

20171042, RTA-RD16 / 020/0022 del Instituto de Salud Carlos Ili,
Proyecto S-2011 / BMD-2308, Programa de Actividades | + D + |
CANNAB-CM), Plan de Promocién de la Investigacion UNED,
Proyecto JUST / 2013 / DPIP / AG / 4823-EU MADNESS. A Rosa
Ferrado, Luis Carrillo, Gonzalo Moreno y Alberto Marcos por la
excelente asistencia técnica.

INCREASING KYNURENINE BRAIN LEVELS REDUCES
ETHANOL CONSUMPTION IN MICE BY INHIBITING
DOPAMINE RELEASE IN NUCLEUS ACCUMBENS
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El etanol (EtOH) es la droga mas consumida entre los
jovenes. En la adolescencia el consumo de EtOH se produce
principalmente con un patron de consumo intensivo
denominado “binge drinking”. Hemos relacionado la via
ginurenina, via principal de metabolismo del triptéfano, con
el consumo de EtOH, concretamente nos hemos planteado si
la inhibicién de la ginurenina monoaminooxidasa (KMO) vy el
consiguiente aumento de acido ginurenico (KYNA) puede
reducir el consumo de etanol en un modelo animal de “binge
drinking”.Utilizamos dos modelos de consumo voluntario
para estudiar el efecto de Ro 61-8048 (inhibidor selectivo de
KMO) y de ginurenina (KYN), precursor de KYNA, sobre el
consumo de EtOH. Realizamos microdialisis in vivo sobre el
nucleo accumbens para medir los cambios en la dopamina
extracelular en esta darea implicada en el consumo.
Finalmente se administr6 PNU120596, un modulador
alostérico positivo de a7nAChR, receptor para el cual el acido
ginurénico (KYNA) es un antagonista, para relacionar estos
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receptores con los cambios en el consumo.Ro 61-8048
produce un incremento de la concentracion de KYN y de
KYNA en plasma y en cerebro que se relaciona con una
marcada disminucién en el consumo y en la preferencia por
EtOH. Comprobamos mediante microdialisis in vivo que Ro
61-8048 previene el incremento en la concentracion
extracelular de dopamina inducida por EtOH en el nucleo
accumbens. Ro 61-8048 no altera el consumo de agua,
compuestos dulces y energéticos. Ademds, comprobamos,
mediante el test de reconocimiento de objeto y el test de
actividad locomotora, que Ro 61-8048 no modificaba la
actividad locomotora ni producia alteraciones en la
memoria. La modulacién farmacoldgica de los niveles
cerebrales de KYNA, podria constituir una herramienta
terapéutica eficaz para reducir el abuso en modelos de
exposicion intensiva de etanol.
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EFECTO A LARGO PLAZO DEL ESMOLOL SOBRE EL
REMODELADO CORONARIO EN UN MODELO ANIMAL
DE HIPERTENSION ARTERIAL
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El esmolol es un betabloqueante de accién ultracorta
ampliamente utilizado para tratar a pacientes con
hipertensién arterial. Nuestro grupo ha demostrado en
estudios previos que el tratamiento a corto plazo (48 h) con
esmolol produce una regresion temprana en el remodelado
vascular, aunque el efecto a largo plazo no se ha estudiado
todavia. El objetivo de este estudio es investigar si este
efecto se prolonga a lo largo del tiempo. Se estudiaron ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) macho de 14 meses de
edad, que se aleatorizaron en cuatro grupos: grupo SHR
tratado con esmolol (300 pg/kg/min IV durante 48 h) que se
estudié tras 7 dias del tratamiento, grupo SHR tratado con
esmolol que se estudié a los 30 dias del tratamiento, y los
dos grupos controles respectivos (SHR tratadas con placebo).
Tras 7 y 30 dias de finalizar el tratamiento, se obtuvieron
segmentos de la arteria coronaria descendente anterior y se
montaron en un miégrafo de alambre para el estudio de su
funcién. La funcidon vasodilatadora se evalué con
concentraciones crecientes de acetilcolina (Ach 10° a 10*
mol/L) en segmentos precontraidos con 5 hidroxitriptamina
(5-HT 3x10” mol/L). A continuacidn, se realizaron curvas
dosis-respuesta con serotonina (3x10° a 3x10” mol/L) para
evaluar la funcién vasoconstrictora. Las comparaciones entre
grupos se realizaron mediante la prueba T de Student. Las
respuestas relajantes se expresan como porcentaje de
reduccién en el estado preconstrictor de 5-HT. Los resultados
se expresaron como media + S.E.M. El esmolol mejord
significativamente la relajacién dependiente del endotelio
inducida por Ach en todas las concentraciones ensayadas
tras 7 dias de tratamiento. Se observaron también
diferencias estadisticamente significativas a altas dosis de
Ach tras 1 mes de tratamiento. El esmolol redujo
significativamente la contraccion de la arteria coronaria en
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comparacién con el control SHR a concentraciones mas altas
de 5-HT tras 7 dias de tratamiento, sin embargo, este efecto
no se mantuvo al mes de finalizar el tratamiento. El efecto de
esmolol en la funcidn de las arterias coronarias permanece a
largo plazo tras finalizar el tratamiento, tanto a la semana
como al mes.
Palabras clave:
coronario
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RELACION DE LOS PARAMETROS PUPILOMETRICOS Y
LA FARMACOGENETICA DE SUJETOS SANOS CON LA
FARMACOCINETICA DE ARIPIPRAZOL
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La pupilometria se utiliza para la deteccion de la disfuncién
autonomica relacionada con numerosas enfermedades vy la
administracidon de farmacos. Las variantes genéticas en los
genes del citocromo P450 (CYP2D6, CYP3A4), los receptores
de dopamina (DRD2, DRD3), los receptores de serotonina
(HTR2A, HTR2C) vy el transportador ABCB1 (del inglés “ATP-
binding cassette subfamily B”) se han asociado previamente
con la respuesta de aripiprazol. Evaluar si el aripiprazol
afecta a la contraccion de la pupila y la relacién de este con
la farmacocinética y la farmacogenética. Treinta y dos
voluntarios sanos que recibieron una dosis oral tUnica de 10
mg de aripiprazol fueron genotipados para 15 polimorfismos
en los genes ABCB1, CYP2D6, DRD2, DRD3, HTR2A y HTR2C
por PCR a tiempo real. Las concentraciones plasmaticas de
aripiprazol y dehidro-aripiprazol se midieron por LC-MS/MS
(del  inglés  “liquid  chromatography  tandem-mass
spectrometry”). El examen de la pupila se realizé mediante
pupilometria automatizada con el equipo “PRL 200 infrared
pupillometer” (NeurOptics, Irvine, CA, Estados Unidos). El
aripiprazol causé la constriccién de la pupila alcanzando esto
su valor maximo de Cmax. Los portadores del alelo HTR2A
rs6313 T y los sujetos con el genotipo C/T de HTR2C
rs3813929 mostraron una velocidad de constriccion maxima
(del inglés MCV) y un didmetro maximo de pupila mas altos.
Ademas, los homocigotos Gly/Gly para DRD3 rs6280
mostraron valores de MCV significativamente menores. Los
heterocigotos A/G para DRD2 rs6277 mostraron un tiempo
total mds largo que toma la pupila para recuperar el 75% de
los valores iniciales del tamafio de reposo. Los
metabolizadores intermedios de CYP2D6 mostraron un AUC,
Cmax y T1/2 mas altos que los metabolizadores normales.
Los homocigotos A/A para ABCB1 G2677T/A presentaron
mayor T1 / 2 en comparacion con los homocigotos C/C. Los
portadores del alelo C3435T T de ABCB1 vy los sujetos C/T
para C1236T mostraron un AUC mayor que los homocigotos
C/C. El aripiprazol afecta la contraccion de la pupila, lo que
podria ser un efecto secundario mediado por los receptores
de dopamina y serotonina. La pupilometria podria ser una
herramienta util para evaluar la actividad del sistema
nervioso autdonomo durante el tratamiento antipsicético.
Palabras clave: pupilometria, farmacogenética, aripiprazol, dehidro-
aripiprazol, farmacocinética
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TRITERPENES FROM CRATAEGUS AZAROLUS L.
INHIBITED LPS-STIMULATED PRO-INFLAMMATORY
RESPONSES THROUGH TLR4-NF-KB PATHWAY
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A series of triterpenes (1-14) were isolated from the leaves
of Crataegus azarolus L. (Rosaceae), a plant traditionally used
by its anti-inflammatory properties. The aim of the present
work was to investigate the effects of these triterpenes on
Toll-like receptor 4 (TLR4)-mediated inflammatory responses
in J774 macrophages. All compounds except 1, 2 and 4 were
non-cytotoxic. Compound 6 (euscafic acid), 9 (fupenzic acid),
11 (oleanolic acid), 12 (maslinic acid), 13 (arjunic acid) and 14
(alphitolic acid) inhibited nitric oxide (NO) release in
lipopolisaccharide (LPS)-stimulated macrophages, being
compounds 9 and 12 the most active triterpenes (%
inhibition 75.96 % and 63.49% at 20 pM, respectively).
Compound 9 and 12 significantly suppressed nitric oxide
synthase (NOS-2) and cyclooxygenase (COX-2) protein
expression. This inhibition was also confirmed at the
transcriptional level by PCR analysis. Inflammatory cytokines
(IL-6, 1L-12 and TNF-a) were downregulated in the presence
of both compounds. Mitogen-activated protein kinases
(MAPKs) and nuclear transcription factor Kappa-B (NF-kB)
signaling pathways were assessed by western blot assays.
Degradation of 1kB-a inhibitory protein was impaired in the
presence of compounds 9 and 12. Moreover, a marked
inhibition of p-38, ERK and JNK protein expression was also
observed with these active triterpenes. In conclusion,
triterpenes 9 and 12 significantly attenuated the pro-
inflammatory response induced by LPS through TLR4
activation in macrophages. These effects are mediated by
inhibition of MAPK and NF-kB activation.
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ESTUDIO DEL PAPEL DE LA PROSTAGLANDINA
SINTASA MICROSOMAL E1 (MPGES-1) EN EL DANO
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La prostaglandina Sintasa E1 (mPGES-1) es una isomerasa
inducible responsable de la produccién de prostaglandina E2
(PGE2) en condiciones inflamatorias. La PGE2 es un mediador
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lipidico clave en el remodelado vascular asociado a
diferentes patologias inflamatorias e implicado en la
homeostasis del tejido adiposo (lipdlisis, diferenciacion,
browning...). El tejido adiposo responde a sefales
metabdlicas, siendo a su vez un érgano secretor de péptidos,
hormonas y adipoquinas que, en situacion de obesidad,
participan activamente en alteraciones cardiovasculares
como la disfuncién endotelial y la rigidez arterial, y pueden
modular la sensibilidad a insulina. El objetivo de este estudio
es evaluar el papel de mPGES-1 en el desarrollo de obesidad
y el dafio cardiovascular asociado. Se ha desarrollado un
modelo de obesidad inducida por dieta en ratones C57BL/6)
mMPGES-1+/+ (WT) y mPGES-1-/- (KO), en el que ambos
grupos eran alimentados con una dieta estdndar o una dieta
rica en grasa (60% grasa) durante 13 semanas. Se analizaron
las ganancias de peso y la funcién y la estructura vascular. La
dieta rica en grasa indujo un incremento de peso
significativamente superior en los ratones WT respecto a los
KO. No se encontraron diferencias en la presién arterial, ni
hipertrofia cardiaca entre los grupos. Sin embargo, la dieta
alta en grasa indujo un incremento superior en los pesos de
las grasas parda, abdominal y perirrenal en los ratones WT
qgue en los KO. Ademas, en presencia de dieta alta en grasa,
los ratones KO presentaban mejor sensibilidad a insulina y
significativamente mejor tolerancia a la glucosa. Las
respuestas vasodilatadoras dependientes de endotelio de la
aorta en presencia de tejido adiposo perivascular fueron
mayores en el grupo KO Control respecto al WT Control. Sin
embargo, en presencia de dieta alta en grasa, las arterias de
los ratones KO mostraron un empeoramiento de dicha
relajacion con respecto al WT. No se han encontrado
diferencias en la relajacién independiente de endotelio entre
los grupos. El analisis de la estructura de arterias
mesentéricas de resistencia no mostré diferencias de rigidez
entre los grupos. Nuestros datos sugieren que la ausencia de
MPGES-1 mejora el mantenimiento de la homeostasis de la
glucosa, asi como en los cambios fenotipicos que acontecen
a nivel corporal, visceral o de las grasas en situacion de
obesidad.
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MONOUNSATURATED FATTY ACIDS OLEIC AND
PALMITIC PROTECT CULTURED ENDOTHELIAL CELLS
AGAINST OXIDATIVE STRESS

VERONICA GIORDANI", ELENA VEGA', MARISOL FERNANDEZ-
ALFONSO1, LUIS GOYA” AND OLGA PALOMINO"

Department of Pharmacology, Faculty of Pharmacy, Universidad
Complutense de Madrid, Madrid, Spain

zDepartment of Metabolism and Nutrition, Institute of Science and
Food Technology and Nutrition (ICTAN — CSIC), Madrid, Spain

Increased intake of monounsaturated fats has shown
beneficial effects in obese mice to improve metabolism and
cardiovascular function. This improvement in health involves
a direct anti-inflammatory effect of nutrients such as oleic
and palmitic acids on tissue inflammation. Together with
inflammation, another critical process that severely
conditions cellular response is oxidative stress; indeed, an
unbalanced redox status may be the cause or origin of many
degenerative diseases including cardiovascular disease, type
2 diabetes and several types of cancer. To test the
involvement of redox balance in the vascular health effects
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of the monounsaturated fats, cell viability and different
specific redox biomarkers were evaluated in cultured
endothelial cells; i.e. concentration of reactive oxygen
species (ROS), reduced glutathione (GSH) as the main
reducing power in cells, and the activity of glutathione
peroxidase (GPx) and glutathione reductase (GR) as main
enzymes of the antioxidant defense system. EA.hy926 (EA)
endothelial cells were used as cell culture model of vascular
cells and tertbutyl-hydroperoxide as a cellular stressor to
mimic a situation of oxidative stress. The results show that
co- and pre-treatment of EA cells with realistic doses within
the lower micromolar range (0.5 microM) of both
monounsaturated fatty acids evoked a significant chemo-
protective effect on EA cells viability against a chemically-
induced oxidative stress by reducing ROS generation,
restraining GSH depletion and regulating antioxidant
enzymes activity. It can be concluded that acute treatment
of EA cells with physiological doses of oleic and palmitic acids
practically normalizes antioxidant defense system of
endothelial cells in spite of the oxidative challenge. These
results support a higher intake of monounsaturated fatty
acids with the diet as a nutritional and pharmacological
strategy against diseases for which oxidative stress has been
implicated as a causal or contributing factor. Further
experiments are needed to assess and define the mechanism
of action of this biological activity in experimental animals
previous to the potential test in humans in order to confirm
these results in cell culture. Acknowledgements: This work
has been supported by BFU2017-82565-C2-2-R. VG is
Erasmus plus fellow.
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La expresion del receptor purinérgico P2X7 (P2X7R) en
células de neuroblastoma se asocia con una tasa de
crecimiento acelerada, angiogénesis, metdastasis y mal
prondstico. Ademas, un aumento en la expresién del P2X7R
aumenta la supervivencia de las células de neuroblastoma en
condiciones restrictivas, incluidas la privacién de suero o de
glucosa. En estudios previos se identificé a la proteina de
especificidad 1 (Spl) como el principal factor de
transcripcion implicado en la expresién basal del gen P2rx7
en células de neuroblastoma. En este trabajo se ha
caracterizado un nuevo mecanismo que regula la
transcripcion del gen P2rx7 en el que participan las
fosfatasas de especificidad dual (DUSPs). Las fosfatasas
DUSPs modulan la actividad de las quinasas activadas por
mitégenos (MAPKs) mediante la defosforilacién de los
motivos treonina-X-tirosina en sus dominios de activacidn. El
tratamiento de las células de neuroblastoma con (E)-2-
benzylidene-3-(cyclohexylamino)-2,3-dihydro-1H-inden-1-

one (BCl), un inhibidor alostérico de las fosfatasas DUSP1 y
DUSP6, produce un incremento significativo en la expresiéon
del receptor P2X7 tanto a nivel transcripcional como
proteico. Cabe destacar que DUSP6 es una fosfatasa dual
citosélica de expresidon constitutiva que principalmente
defosforila ERK1/2, mientras que DUSP1 pertenece al
subgrupo de fosfatasas nucleares inducibles por mitégenos o



estrés capaz de defosforilar principalmente p38 y JNK. El
tratamiento con BCl aumenta la fosforilacion de p38 y JNK,
mientras que curiosamente se reduce la fosforilacién de
ERK1/2, sugiriendo que el BCI inhibe principalmente la
actividad de DUSP1. Ademds, el aumento en la expresién de
P2X7 inducido por BCI se bloquea por la inhibicion de p38,
mientras que la inhibicion de JNK no parece estar implicada
en dicho fendmeno. Cabe destacar que el aumento en la
expresion de P2X7 mediado por BCl es independiente del
factor nuclear Sp1, ya que el tratamiento con mitramicina,
un farmaco que bloquea los sitios de unidn de Spl al ADN,
no modifica el efecto del BCI. De hecho, el tratamiento con
BCI reduce los niveles de la proteina Spl. En conjunto estos
resultados sugieren que las células de neuroblastoma poseen
un mecanismo alternativo a Spl, probablemente
dependiente del equilibrio p38-DUSP1, que regula a nivel
nuclear la expresion del receptor P2X7 en funcion de las
sefiales troficas que reciban de su entorno.

Palabras clave Receptor P2X7, DUSP, BCIl, MAPKs

Agradecimientos: Proyectos: MINECO (BFU 2014-53654-P),
Fundacién Ramédn Areces (PR2018/16-02). MBL ha sido financiada
por un contrato CAM-YEIl en la convocatoria de 2016.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y
CARACTERIZACION POR HPLC DE EXTRACTOS DE
LIQUENES DEL CLADO CETRARIOIDE
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Los liquenes son el resultado de una asociacién simbidtica
establecida entre un micobionte (hongo heterétrofo) y un
fotobionte (cianobacteria o/y algas verdes unicelulares). El
clado cetrarioide (familia Parmeliaceae) contiene 25 géneros
y 149 especies. Los liquenes producen metabolitos
secundarios propios, principalmente con estructuras
aromaticas, que tienen gran interés farmacolégico debido a
sus propiedades antioxidantes, citotéxicas y antimicrobianas.
El objetivo de este trabajo es evaluar la actividad
antioxidante de los extractos metandlicos de cinco especies
del clado cetrarioide y caracterizar sus principales
metabolitos secundarios. Las especies estudiadas fueron
Melanelia stygia (L.) Essl., Cetraria aculeata (Schreber) Fr.,
Nephromopsis laii (A. Thell & Randlane) Saag & A. Thell,
Tuckermanopsis chlorophylla (Willd.) Hale y Cetrariella
commixta (Nyl.) A. Thell & Kéarnefelt. La capacidad
antioxidante de estas especies se evalud mediante los
ensayos ORAC (capacidad de absorcién de radicales
oxigeno), DPPH (2, 2- Difenil-1-picrilhidrazilo) y FRAP (poder
antioxidante de reduccion férrica) y, el contenido de fenoles
totales por el método colorimétrico de Folin Ciocalteau. El
extracto metandlico de la especie Melanelia stygia mostro el
mayor valor de ORAC (1,35 umol equivalentes Trolox/mg
extracto) seguido de Cetrariella commixta (1,23 pmol
equivalentes Trolox/mg extracto). Estas dos especies
presentaron el contenido de fenoles mas alto con valores de
56,20 pg acido galico/mg y 55,05 pg acido gdlico/mg,
respectivamente. Por otro lado, el extracto metandlico de
Tuckermanopsis chlorophylla presenté la mayor actividad
antioxidante mediante el método FRAP (17.12 umol Fe+2
eq/g muestra) y el método DPPH (IC50 1116 um/ml).
Estudios mediante HPLC revelaron que estas especies
liguénicas presentan depsidonas, dépsidos y benzofuranos
como principales constituyentes. Concretamente, en la
especie Melanelia stygia se han identificado los compuestos
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acidos fumarprotocetarico y acido protocetrarico, en la
especie Cetrariella commixta los acidos alectorénico y
colatdlico y, en la especie Nephromopsis laii el acido usnico.
Los resultados de este trabajo muestran que las especies
estudiadas del clado cetrarioide son de interés por sus
propiedades antioxidantes, teniendo especial interés
farmacoldégico para la prevencion vy tratamiento de
patologias asociadas a estrés oxidativo.

Palabras clave: liquenes, clado cetrarioide, antioxidantes, HPLC.

EFFECTS OF SUB-CHRONIC DELTA-9-
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SCHEDULE-INDUCED DRINKING IN RATS
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Schedule-induced drinking (SID) reproduces an excessive
behaviour pattern that has been proposed as an animal
model to study compulsive spectrum disorders and to test
the efficacy of traditional drugs that treat related symptoms.
SID is developed when food-deprived rats are exposed to an
intermittent food reinforcement schedule with continuous
access to water. One distinctive feature that it presents is
that this excessive water consumption is limited to a specific
temporal location, immediately after food delivery. Cannabis
plant derivatives are the most consumed illicit substances
worldwide and delta-9-tetrahidrocannabinol (THC) is the
primarily component responsible for their major
psychoactive effects. Currently, there is growing interest on
its clinical application in the psychological disorders
associated to compulsivity. However, little is known about
the effects of THC on SID once it has been developed. The
aim of this study was to explore the potential therapeutic
properties of THC focusing in the effects on some of the
specific features of this compulsive behaviour model. After
SID acquisition, 0, 5 or 10 mg/kg of THC were i.p.
administered to rats 23 hours before behavioural testing for
7 days. The results showed that THC treatment produced an
increase of licking behaviour only with the 5 mg/kg dose, and
reduced magazine entries with the two doses tested.
Moreover, both THC doses affected the temporal
distribution of licking behaviour. Thus, we conclude that THC
treatment seem not to be a good approach to reduce
compulsive behaviour, assessed with the SID task. Moreover,
it could also have side effects such as alterations on
temporal discrimination.

Key words: THC, schedule-induced behaviour, compulsivity,
temporal discrimination
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Los liquenes, simbiontes entre hongos y algas y/o
cianobacterias, son uno de los organismos vivos menos
estudiados desde el punto de vista farmacoldgico. Las
especies cripticas son aquellas morfoldgicamente similares,
pero que presentan diferencias genéticas entre ellas.
Estudios previos han demostrado que pueden existir
diferencias cuali- y cuantitativas en la actividad de especies
cripticas. Este trabajo se realiza sobre una nueva especie del
género  Canoparmelia  (C. “keniana”)  identificada
recientemente  empleando  marcadores  moleculares
nucleares como Internal transscribe spacer (ITS) y Large
subunit (LSU), y mitocondriales como Short subunit (mrSSU).
Esta nueva especie C. “keniana” presenta caracteristicas
morfoldgicas similares a Canoparmelia carolinana. El
objetivo de este estudio es evaluar la actividad antioxidante
y citotdxica de ambas especies (C. “keniana” y C. carolinana),
a fin de determinar si existen también diferencias en su
actividad derivadas de cambios en su composiciéon quimica.
La actividad antioxidante se ha evaluado mediante los
ensayos in vitro de capacidad de absorcién de radicales
oxigeno (ORAC), de 1,1-difenil-2-pricrilhidrazil (DPPH) y de
poder antioxidante reductor del hierro (FRAP). Ademas, se
ha determinado el contenido total de compuestos fendlicos
por el ensayo Folin-Ciocalteu. En cuanto a la actividad
citotdxica, se ha empleado el ensayo del Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), basado en Ia
actividad de las deshidrogenasas mitocondriales de las
células vivas, en células HepG2 (cancer de higado) y MCF-7
(cdncer de mama). De ambas especies, C. “keniana” ha
mostrado mayor actividad antioxidante en todos los ensayos.
Asi, los valores para el ensayo DPPH fueron ICsq de 452.4
pg/mL y 1004.3 ug/mL para C. “keniana” y C. carolinana,
respectivamente, para el ensayo ORAC fueron 5.3 umol
TE/mg de extracto versus 1.3 pmol TE/mg de extracto y para
el ensayo de FRAP 21.6 umol de Fe™* eq/g muestra versus
10.8 umol de Fe** eq/g muestra. La nueva especie C.
“keniana” resultd tener mayor contenido de compuestos
fenodlicos que la especie C. carolinana (109,6 pg acido
galico/mg versus 4.9 pg acido galico/mg). Por otro lado, C.
“keniana” también ha mostrado presentar mayor actividad
citotdxica en las dos lineas celulares empleadas siendo los
valores de ICsq 34.3 pug/mL para C. “keniana” y 45.3 ug/mL
para C. carolinana en las células HepG2, y de ICso 38.2 pug/mL
y 43.3 pg/mL, respectivamente, en las células MCF-7. En
conclusién, la especie C. “keniana” tiene un mayor potencial
antioxidante y citotéxico que C. carolinana. Estudios futuros
irdn encaminados a determinar los metabolitos secundarios
responsables de esta actividad y a profundizar sobre los
mecanismos de accion.

Palabras clave: liquen, especie criptica, antioxidante, citotoxicidad.

PAPEL DE LA KINASA SGK 1.1 EN EL DOLOR
NEUROPATICO
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La proteina SGK1.1 es una quinasa que actla exclusivamente
en el Sistema Nervioso, modulando la corriente M de los
canales de potasio. Ratones transgénicos SGK 1.1 expresan
de forma constitutiva esta proteina, presentando una
excitabilidad neuronal reducida y una menor sensibilidad a
las convulsiones en un modelo de Epilepsial'z. Valoramos las
respuestas de estos ratones a estimulos nociceptivos agudos,
con el fin de estudiar posteriormente el papel de esta
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proteina en el dolor neuropatico, como posible diana
farmacoldgica. Caracterizar los umbrales basales a
diferentes estimulos nocivos en ratones transgénicos SGK 1.1
Ratones SGK 1.1 y Wild Type (C57BL/6) machos y hembras de
2-3 meses de edad. La mediciéon de umbrales nociceptivos a
estimulos térmicos y quimicos se realizd con los siguientes
tests: Placa caliente a 50, 55 y 58 C, Placa fria a 4 2C y Acido
acético 0,6% i.p. También se evalud la actividad locomotora
espontanea con un actimetro, durante 30 min. Los ratones
SGK 1.1 muestran una nocicepcion basal similar a los ratones
control y una mayor actividad locomotora. Experimentos
futuros irdn encaminados a valorar la nocicepcién en un
modelo animal de dolor neuropatico.

Palabras clave: SGK1.1, dolor agudo, ratén transgénico.
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Se ha demostrado que los aceites vegetales ricos en acidos
grasos saturados de cadena media (AGSCM), como el de
coco (Cocos nucifera), que contiene un 59-62% de AGSCM,
pueden mejorar el perfil lipidico y reducir el riesgo
cardiovascular (Babu et al. 2014). Por otro lado, aceites con
alto porcentaje en acidos grasos poliinsaturados w-6 (AGPI)
como el aceite de onagra (Oenothera biennis), aunque
pueden ser beneficiosos para ciertas dolencias como el
sindrome premenstrual, si se consumen en altas cantidades
pueden ocasionar un aumento de la sintesis de moléculas
proinflamatorias que puede desembocar en patologias como
la aterosclerosis (Christie., 1999, Montserrat-de la Paz et al.,
2014, Saini y Keum, 2018). Por ello, el objetivo de este
estudio es conocer los efectos que el consumo de dietas con
mayor contenido en aceite de coco y/o aceite de onagra
ocasiona sobre diferentes parametros cardiometabdlicos, asi
como sobre la funcién cardiovascular. Se utilizaron ratas
macho Wistar adultas de 250-300 g de peso. Los animales se
dividieron en tres grupos experimentales (N=8 ratas/grupo),
gue se alimentaron durante 4 semanas con dieta control
AIN93G (grupo control), dieta AIN93G con grasa
parcialmente sustituida por aceite de coco (grupo coco) y
dieta AIN93G con grasa parcialmente sustituida por aceite de
onagra (grupo onagra). En estos tres grupos se valord
semanalmente peso corporal, ingesta de comida y agua. Al
finalizar las cuatro semanas, se determiné el IMC y se valoré
la presién arterial directa, se sacrificaron los animales, se
recogio la sangre, y se realizaron experimentos in vitro en
aorta para valorar la funcion arterial. Los parametros
valorados en plasma son glucosa, triglicéridos, colesterol
total, colesterol HDL y colesterol LDL. Los animales de los dos
grupos experimentales (coco y onagra) tuvieron un



comportamiento alimentario, ganancia de peso corporal e
IMC similar a los del grupo control. Respecto a los
parametros valorados en plasma, mientras los niveles de
glucosa, colesterol total, HDL y LDL fueron similares en todos
los grupos, los triglicéridos fueron ligeramente superiores en
el caso de los grupos coco y onagra, resultando en este
ultimo caso significativamente mayores. No hubo diferencias
significativas en los niveles de presién arterial ni en la
reactividad vascular de los tres grupos experimentales. El
consumo de dietas con mayor contenido en aceite de coco o
de onagra durante un corto periodo de tiempo no parece
suponer un riesgo importante para la salud cardiovascular.
Palabras clave: Cardiovascular, perfil lipidico, aceite de coco, aceite
de onagra.
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La disfuncion endotelial y la rigidez vascular son las
manifestaciones mds tempranas de disfuncién vascular en
hipertensién. Diversos estimulos, como la angiotensina Il
(Angll), activan las células T CD4+, lo que desencadena la
produccion de citoquinas proinflamatorias productoras de
prostanoides o estrés oxidativo que contribuyen al dafio
vascular asociado a esta patologia. Numerosos estudios
sugieren que una resolucion de la inflamacién ineficaz, junto
con la presencia de estimulos inflamatorios, podrian ser los
responsables de la inflamacién crénica asociada a un
importante numero de enfermedades. La administracion de
mediadores lipidicos pro-resolutivos ha demostrado efectos
beneficiosos a nivel metabdlico y en modelos de inflamacion,
sin embargo, existe muy poca informacion acerca del efecto
de las resolvinas en la funcién vascular. Se utilizaron arterias
mesentéricas de resistencia, aorta, y corazén de ratones
C57BL /6J) hipertensos por infusion de Angll (1,44mg/Kg/dia
durante 14 dias) y sus correspondientes controles
normotensos, tratados o no con resolvina D2 (100ng/25gr de
ratén, ip, cada dos dias). La presion sanguinea se midié por
pletismografia de la arteria caudal. La reactividad vascular se
midié mediante un midgrafo isométrico. El tratamiento con
RvD2 previno el aumento de la presidn arterial inducida por
Angll. Asimismo, mejord la hipertrofia cardiaca, la hipertrofia

de la aorta y la incrementada respuesta contrdctil a
fenilefrina en aortas, en comparacion a los ratones
hipertensos inyectados con vehiculo. Sin embargo, no

mejord las respuestas vasodilatadoras dependientes de
endotelio en aorta, aunque mostré una tendencia a
mejorarlas en arterias de resistencia. Nuestros datos
apuntan al posible papel protector de las resolvinas en el
remodelado, e incrementada rigidez vascular y la hipertrofia
cardiaca asociadas a la hipertension.

Palabras clave: hipertension, dafio vascular, inflamacion, resolvinas.
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LOS ANTIESPASMODICOS ANTICOLINERGICOS
OTILONIO Y PINAVERIO PROVOCAN APOPTOSIS VIA
MITOCONDRIAL EN NEURONAS CORTICALES DE RATA
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En el marco de un programa de reposicionamiento de
medicamentos colinérgicos en uso clinico en busca de
propiedades neuroprotectoras, encontramos
sorprendentemente que los espasmoliticos antimuscarinicos
otilonio y pinaverio exhibieron efectos neurotdxicos en
cultivos neuronales. Decidimos caracterizar dicha accién
inesperada en cultivos primarios de neuronas corticales de
embriones de rata. Como era de esperar, el glutamato causé
neurotoxicidad que se previno completamente por el
bloqueador del receptor NMDA MK801; sin embargo, tanto
el otilonio como el pinaverio aumentaron las acciones
neurotoxicas del glutamato, un efecto que era insensible a
MK801. Ni la catalasa antioxidante, el glutation, la n-
acetilcisteina ni la melatonina protegieron contra |la
neurotoxicidad del otilonio o el pinaverio. La neurotoxicidad
fue dependiente del tiempo y de la concentracidn,
exhibiendo CEs, aproximada de 5 uM para ambos farmacos.
Siete farmacos antimuscarinicos dotados de un amonio
cuaternario, y otros 10 farmacos con diferentes actividades
colinérgicas, que llevan en su molécula un amonio ternario
no mostraron neurotoxicidad. Ambos farmacos causaron un
bloqueo dependiente de la concentracion de los transitorios
de [Caz)']c promovidos por K, que lo que sugiere que otilonio
y pinaverio estaban bloqueando los canales de calcio
activados por voltaje (CCAV). La ciclosporina A, un
bloqueador del poro de transicidn de permeabilidad
mitocondrial, evitd los efectos neurotdxicos, expresados en
funcion de la fraccién de células que sufren apoptosis.
Ademas, el inhibidor de caspasa-9 y caspasa-3 Ac-LEHD-CHO
mitigd la muerte neuronal apoptética de ambos farmacos en
aproximadamente un 50%. Los datos son compatibles con la
hipotesis de que el otilonio y el pinaverio provocan la muerte
neuronal al activar la via de sefalizacion intrinseca de la
apoptosis mediada por la mitocondria. De interés fue el
hecho de que no exhibieron citotoxicidad en células
cromafines de tipo simpatico ni en células de neuroblastoma
humano SH-SY5Y. Clinicamente, el efecto neurotdxico de
otilonio y pinaverio podria tener consecuencias de seguridad
en su uso clinico en enfermedades gastrointestinales. Sin
embargo, el hecho de que ambos farmacos poseen un
amonio cuaternario y de que se administran por via oral para
tratar el sindrome del intestino irritable y otros procesos
entéricos, apenas se absorberdn y no cruzaran la barrera
hematoencefalica. Ademas, el otilonio y el pinaverio se
pueden usar como herramientas quimicas para estudiar la
apoptosis neuronal relacionada con el bloqueo de CCAV y
con la via intrinseca mediada por mitocondrias.
Palabras clave: otilonio, pinaverio, neuronas
neurotoxicidad, apoptosis.
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La resolucidn cinética enzimatica es una alternativa eficaz
gue cumple con los principios de la Quimica Sostenible que
estd en pleno auge, actualmente reconocida por su alta
selectividad y reproducibilidad y que permiten obtener
principios activos enantiopuros. El estado en que se
encuentra la enzima, preferentemente soélido, conlleva una
etapa de inmovilizacién previa y es crucial para asegurar la
estabilidad durante el proceso catalitico y por tanto obtener
el resultado esperado. En nuestro trabajo describimos una
nueva estrategia de inmovilizaciéon de enzimas que consiste
en incorporar las particulas cataliticas dentro de un polimero
sin danar sus formas funcionales y sus propiedades
cataliticas relativas a la resolucién de mezclas racémicas. El
catalizador obtenido se ha usado para la resoluciéon cinética
del ibuprofeno y ketoprofeno racémicos como sustratos
modelo y asi acceder a su forma enantiopura.

Palabras clave: inmovilizacién de enzimas, agregados enzimdticos
reticulados, resolucion cinética enzimdtica, catalizadore, forma
enantiopura.
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El canal de Potasio regulado por Calcio/Calmodulina de
conductividad intermedia (KCa 3.1) esta expresado en el
epitelio intestinal donde supuestamente regula el potencial
de membrana y asi la secrecidon de cloro y agua hacia el
lumen. Alteraciones en la funcién del canal se ha implicado
en varias patologias inflamatorias intestinales. Es por ello
que el canal KCa3.1 podria ser una diana farmacoldgica
interesante para el tratamiento de patologias intestinales,
incluso alteraciones en la motilidad gastrointestinal. Pero se
desconoce si el canal KCa3.1 y sus funciones epiteliales
regulan la motilidad intestinal. La hipotesis de este trabajo es
qgue una sobre-funcién del canal en el epitelio causa un
defecto en la secrecidn y contenido luminal afectando a la
motilidad. Para llevar a cabo este estudio se utilizaron
ratones WT (n=12-16, grupo control) y ratones transgénicos
sobre-expresando el canal KCa3.1 de forma condicional en el
epitelio del duodeno intestino (n=12-16, grupo doxiciclina
(dox)). Tras un tratamiento con dox (1mg/ml) en agua de
bebida durante 10 dias, para la induccién del gen, fueron
sacrificados. Se realizé un estudio morfolégico de los érganos
y se recogieron segmentos de duodeno y colon para
comprobar mediante  miografia las  contracciones
espontaneas e inducidas sin o con el inhibidor de KCa3.1,
TRAM-34 (10_4M). Los resultados del analisis morfoldgico
mostraron un aumento en el drea del duodeno (251%) y en
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su volumen de contenido intestinal (72%) en el grupo dox
frente al grupo control. Esta diferencia no se observd a nivel
del colon. La miografia mostré una disminucién en la
amplitud (p=0,074) y en la frecuencia (p<0.01) de las
contracciones espontaneas del duodeno de los animales
transgénicos respecto al grupo control. Sin embrago, a nivel
del colon los animales del grupo dox mostraron una
disminucién de la frecuencia (p<0.05) y un incremento en la
amplitud (p<0.05) de la motilidad basal. La inhibicion del
canal KCa3.1 por TRAM-34, no modificd la motilidad basal en
los animales control y normalizé las contracciones
espontaneas de los animales sobre-expresados tanto a nivel
de duodeno como de colon. En conclusién, la funcién
excesiva del canal KCa3.1 en el epitelio duodenal aumenta el
contendido de liquido intestinal y disminuye gravemente la
motilidad de forma indirecta. Moduladores de KCa3.1 como
SenicapocwI pueden ser de utilidad de tratar enfermedades
caracterizado por excesiva secrecion epitelial o diarreas,
como en enfermedades infecciosas del intestino o en colitis
ulcerosa.
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Helichrysum stoechas es una planta utilizada en medicina
tradicional, a la que se le atribuyen propiedades
antiinflamatorias, antimicrobianas, neuroprotectoras,
antidiabéticas y antioxidantes. El objetivo de este estudio ha
sido evaluar el efecto de Helichrysum stoechas en el sistema
cardiovascular y determinar su mecanismo de accién. Para
llevar a cabo este estudio se prepard un extracto metandlico
mediante maceracién en frio de Helichrysum stoechas (EHS)
y se realizaron miografias, en un bafo de érganos, a partir de
aorta de rata. Se realizaron curvas dosis respuesta de EHS
(0.01-3 mg/ml) sobre anillos de aorta precontraidos con
fenilefrina (Phe, 10° M) y con cloruro de potasio (KCl, 80
mM). Para estudiar el mecanismo de accion del EHS
incubamos diferentes sustancias antes de la adicién de Phe y
del EHS. Las sustancias ensayadas fueron: L-NAME (10_5 M),
inhibidor de la 6xido nitrico sintasa, indometacina (10'6 M),
inhibidor de la ciclooxigenasa, H-89 (200 nM), bloqueante de
la proteina cinasa A (PKA) y Rp-8-Br-cGMPS (10'5 M),
inhibidor de la proteina cinasa G (PKG). Por otro lado, se
estudid el papel del calcio extracelular en el efecto del EHS,
para lo cual, los anillos de aorta se incubaron en un medio
sin calcio y con el solvente, el EHS o el verapamilo (V, 10°
M). Posteriormente se realizd una curva dosis respuesta de
CaCl,. Para investigar el papel del calcio intracelular, se
incubaron los anillos con V y con la combinacidon de V mas
rutein rojo (10° M) o con heparina (50 mg/ml). El EHS
produjo una respuesta relajante, dosis dependiente, en los
anillos precontraidos con Phe y con KCI. La indometacina y el
H-89 no tuvieron efecto sobre la respuesta del EHS. El L-



NAME y Rp-8-Br-cGMPS bloquearon la respuesta relajante
del extracto. Por otra parte, el EHS bloqued los canales de
calcio dependientes de voltaje tipo L y los canales IP3
localizados en el reticulo sarcoplasmatico. En conclusion,
nuestro trabajo sugiere que el EHS produce una respuesta
relajante en el musculo liso de aorta de rata. Este efecto esta
mediado por la via NO/PKG/GMPc y por su capacidad para
bloquear la entrada de calcio a la célula o su salida desde el
reticulo sarcoplasmatico. Por tanto, el EHS podria tener un
gran valor terapéutico para el tratamiento de la hipertension
arterial u otras patologias cardiovasculares.
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Depression is a disorder that was reported to affect around
7% of the world’s population. Major depressive disorder
(MDD) is one of the most prevalent out of all of the
depressive manifestations and affects many people in
today’s society. According to the World Health Organization,
it affects over 300 million people of all ages and is one of the
leading causes of disability across the world. Emerging
evidences point out that inflammatory hypothesis seems to
play a role in the pathophysiology of MDD. Among the
different triggers of the molecular pathway of inflammatory,
we focus the present research on the purinergic receptors,
specifically the P2X7R. P2X7R is a ligand gated ion channel
found peripheral monocytes, macrophages and microglia in
the nervous system. These receptors have been shown to be
involved in the inflammatory pathway via: (i) intracellular
Ca2+ signaling; (ii) activation of the inflammasome and (iii)
the interleukin 1B release. The current study investigated the
relationship between the activated P2X7R and selected
patients with MDD. Taking into account that P2X7R is
involved in the inflammasome activation and its activation
induces an elevation in the amount of intracellular Ca2+
concentration, we have started studying the Ca2+ entry in
monocytes derived from patients with MDD and healthy
controls. For this purpose, we have isolated peripheral blood
mononuclear cells (PBMC’s) using a Ficoll gradient and
seeding them into RPMI-1640 media. Using the intracellular
Ca2+ probe, Fura-2, we determined the Ca2+ entry into the
cytosol of ATP stimulated monocytes of the participants
mentioned above. Preliminary results suggest that
monocytes from MDD patients display lesser permeability of
Ca2+ after ATP stimulation when compared to healthy
controls. This suggests the alteration in P2X7R activation and
dysregulation in Ca2+ homeostasis, in populations affected
with MDD. For future studies, it would be interesting to see
the role of the inflammatory cytokines in the
pathophysiology of MDD.

INHIBICION DEL CANAL KV1.3 EN CELULAS DE
LEUCEMIA LINFATICA CRONICA POR UNA FAMILIA DE
COMPUESTOS INDOLICOS
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La leucemia linfatica crénica (LLC) es la leucemia mas comun
en paises occidentales y se basa en la expansion clonal de
células B. Esta enfermedad no dispone de cura y es muy
comun la aparicion de resistencias farmacoldgicas.
Previamente, hemos identificado el compuesto indol-3-
carbiniol (13C) y su principal metabolito 3,3’-diindolilmetano
(DIM), como compuestos activos con actividad farmacoldgica
contra la LLC. El canal de potasio KV1.3 esta implicado en la
funcion de las células B y T controlando el potencial de la
membrana plasmatica, la entrada de Ca2+ y la proliferacién
celular. Por ello, estos canales representan una nueva diana
terapéutica contra la LLC. En este estudio hemos analizado si
estos compuestos pueden actuar en parte modulando la
funcion de KV1.3. Hemos medido la actividad y el efecto de
los compuestos inddlicos en los canales KV1.3 en las células
LLC que son sensibles o resistentes a la citotoxicidad del 13C.
Las corrientes fueron registradas por la técnica patch-clamp
en su configuracion de célula entera. Las comparaciones se
realizaron mediante una prueba t-Student o Mann-Whitney,
no paramétrica. La amplitud de la corriente KV1.3 en células
LLC se correlaciona con su sensibilidad al efecto citotoxico
del I13C; las células LLC resistentes al I3C (LLC-R) muestran
una amplitud de corriente aproximadamente 2.5 veces
mayor que las células sensibles (LLC-S). Tanto el I3C como el
DIM inhibieron la corriente KV1.3 en las células LLC, siendo el
DIM 4 veces mas potente que el compuesto original. Sin
embargo, el acido indol-3-carboxilico (I3CA, compuesto no
citotdxico) no inhibid la corriente KV1.3. Las células LLC-R
muestran una amplitud de corriente KV1.3 mayor que las
células LLC-S, lo que puede ser debido a la presencia de
diferentes canalosomas en estas células. El efecto inhibitorio
medido de los compuestos indélicos sobre la corriente KV1.3
correlaciona con su efecto citotoxico en las células LLC.
Nuestros resultados sugieren que el canal KV1.3 podria estar
implicado en los mecanismos de resistencia farmacolégica de
las células LLC y su inhibicién podria estar relacionada con el
efecto citotéxico de 13C y DIM, lo que abre nuevas vias al
tratamiento de esta enfermedad.
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BIG-DATA COMO HERRAMIENTA EN LA EXPLORACION
EPIDEMIOLOGICA DEL ABUSO DE DROGAS
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Internet y las tecnologias TICs han abierto un campo con nuevas
aplicaciones y oportunidades, de las que el area de la salud lleva
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beneficidndose varias décadas. Se abren, por ejemplo, nuevas
fuentes donde obtener informacion y asi poder tomar decisiones
politicas o técnicas mdas fundamentadas. Las redes sociales y los
términos empleados en los buscadores de internet pueden tener
validez y ser un buen complemento a los datos procedentes de
historias clinicas. En el 4rea de la salud los sistemas de vigilancia
todavia no han desplegado un gran panel de aplicaciones basadas
en el Big Data, como si han hecho sectores como el marketing. Se
cuenta con un campo todavia no suficientemente abordado que
ofrece multiples posibilidades para desarrollar en los préximos
afnos. Por otro lado, actualmente nos encontramos ante una
constante y cambiante incorporaciéon a la sociedad de nuevas
sustancias psicodctivas con uso recreativo, asi como de cambios en
los patrones de consumo de las drogas de abuso en general. Los
sistemas de alerta a veces no cuentan con tiempo suficiente para
valorar los riesgos, toxicidad y/o potencial adictivo derivados de
estas transformaciones. Detectar con una mayor anticipacién la
aparicion o cualquier variacion en el patrén de consumo de estas
sustancias podria apoyarse en técnicas de analisis de datos como el
Big Data o la mineria de datos. Es de gran interés, por tanto,
identificar y explorar las posibles herramientas y fuentes de
informacién de tipo social o epidemiolégico para su posterior
andlisis e interpretacidn. El objetivo general ha sido identificar y
describir las posibles fuentes de datos, herramientas o iniciativas ya
implantadas, que sirviéndose de metodologias basadas en la ciencia
del andlisis de datos, pudieran ser muestren utilidad en cualquier
aspecto practico en el campo de las drogas de abuso. En particular,
describir posibles aplicaciones, tanto de tipo predictivo, descriptivo
o de busqueda de tendencias, que ante la aparicién de nuevas
sustancias o variacion de patrones de consumo de drogas ya
presentes en un espacio geogrifico determinado, permitan
adelantar las alertas sanitarias.

NOVEL HISPANOLONE DERIVATIVES WITH POTENTIAL
ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY
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Diterpenes are bioactive natural products with great
therapeutic potential and are considered very promising
starting points for the development of new therapeutic
agents. In this study, a series of seventeen novel hispanolone
derivatives (N1-N17) were synthesized and evaluated for
potential anti-inflammatory activity in J774A.1 macrophages.
We focused on their potential as inhibitors of classical
inflammatory pathways (NF-kB/MAPKs) and/or
inflammasome activation. All compounds except N2 and N5
were non-cytotoxic, as revealed the MTT assay. To evaluate
NF-kB pathway, macrophages were activated with
lipopolysaccharide (LPS) in the absence or presence of
diterpenes. Inhibitory effects of the non-toxic compounds on
nitric oxide (NO) production were evaluated. Derivatives N1
and N12 were the most active (ICso in the range 10-20 uM)
and were selected for further evaluation. A significant
inhibition of NOS-2 and COX-2 expression was observed by
Western blot. NOS-2, COX-2 and inflammatory cytokines
were also downregulated at the transcriptional level in the
presence  of  both compounds. Moreover, the
phosphorylation of mitogen-activated protein kinases
(MAPKs) ERK1/2, p38 and JNK was also reduced by pre-
incubation with N1 and N12. We also investigated their
potential as regulators of NLRP3 inflammasome. Cell
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treatment with diterpenes N12, N13, N16 and N17 at 20 uM
significantly reduced IL-1B secretion in LPS/ATP or
LPS/Nigericin  stimulated macrophages. Western blot
analyses also showed that these compounds inhibited IL-1p
and cleaved caspase-1 protein expression. In conclusion,
these results show the promising anti-inflammatory effects
of some hispanolone derivatives, in particular N12, acting on
a dual level. This diterpene not only inhibits NF-kB/MAPKs
pathways, but also regulates inflammasome activation.
Keywords: Inflammation, diterpenes, NF-kB, MAPKs,
inflammasome.
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Dysfunctional adipose tissue, characterized by a deregulation
of its lipogenic and lipolytic activities together with an
altered pattern of adipokine production, is associated to the
intake of highly saturated fat diets. In this study we aim at
comparing the influence of two diets, containing either high
or low saturated fat/unsaturated fat ratios, on the
expression of adipocyte-specific genes. Otherwise the age-
dependent impact of these diets was also investigated.
Methods: The study was carried out in adolescent (4-week
old) and adult (8-weeek old) C57BL/6J male mice, that
received either a standard rodent chow (SD), a palmitic acid-
enriched diet (PHFD; 60% SD + 40% palm oil containing 48%
palmitic acid and 35% oleic acid), or an oleic acid-enriched
diet (OHFD; 60% SD + 40% high-oleic sunflower oil containing
80% oleic acid and 4% palmitic acid) during either 48 h or 8
weeks. The expression of adipocyte-specifc genes
(adiponectin, leptin, aquaporin 7, hormone sensitive lipase,
lipoprotein lipase, and PPARy) was analysed in both
subcutaneous and visceral WAT by means of RT-PCR. Results:
1) In adolescent mice, 48 h PHFD repressed the expression of
adiponectin, aquaporin 7, hormone sensitive lipase,
lipoprotein lipase, and PPARy genes in both subcutaneous
and visceral WAT, while 48 h OHFD only down-regulated
PPARy and LPL gene expression in these tissues. Eight-week
dietary treatment,both diets reduced adiponectin, hormone
sensitive lipase, and PPARy gene expression. Leptin gene
expression was up-regulated by OHFD and repressed by
PHFD. 2) In adult mice, 48 h PHFD only repressed adiponectin
and PPARy expression in visceral WAT, while OHFD was
without effect regardless the WAT deposit analysed. After 8-
week treatment, both PHFD and OHFD triggered similar
effects. Thus adiponectin gene expression was down-
regulated in both subcutaneous and visceral WAT, while
PPARy was only down-regulated in visceral WAT. Leptin
expression was up-regulated in both tissues. Our data show
that gene expression is more sensitive to short-term dietary
treatments in adolescent than in adult animals. In contrast,
an 8-week treatment seems to modulate gene expression in
both adolescent and adult mice. In regard to diet
composition, PHFD appears to be more aggressive than
OHFD after short-term treatment. Nevertheless, 8-week
PHFD and OHFD triggered similar effects. Our findings
support the concept that the vulnerability of WAT to HFD is



more prominent in adolescent than in adult individuals.
Moreover, PHFD seems to be more effective than OHFD
during short-term treatment, although both diets have
similar effects after long-term treatments.
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Cyanidin is an anthocyanin whose derivatives are present in
many berry-like fruits (blueberries, cherries, grapes,
blackberries). Numerous studies have shown that cyanidin
has antioxidant activity, as well as effects related to the
prevention of diabetes and obesity. This study consists of
assessing the effects of cyanidin in two cellular models of the
central nervous system subjected to oxidative stress and
inflammation. The cyanidin used for the different studies
was acquired through Extrasynthese. The antioxidant activity
of cyanidin was determined by oxygen radical absorbance
capacity (ORAC). The cytotoxicity of cyanidin was evaluated
in the two cellular models (SHSY-5Y and U-373) using the
MTT and XTT methods. The response to inflammation in glial
cells U-373 was obtained through a lipopolysaccharide (LPS)
assay providing a concentration of 20 puM to astrocytes
previously treated with different concentrations of cyanidin.
On the other hand, the SHSY-5Y neuronal cells were pre-
treated with the same concentrations of cyanidin and the
oxidative stress was generated by exposing said cells to
hydrogen peroxide (H,0,) with a concentration of 100 uM.
Different parameters such as cell viability, TBARS, ROS and
cytokines were measured in the cells. The data analysis was
performed using the GraphPad Prism v.6 program. The ORAC
assay showed that cyanidin exerted high antioxidant activity
and, therefore, justified the studies in both neuronal models.
SHSY-5Y cells treated with the different concentrations of
cyanidin showed a clear increase in viability and a decrease
in oxidative stress with respect to the cells treated with the
toxic. Cyanidin also had a protective effect on the astrocytes
subjected to LPS toxicity, increasing its cellular viability and
decreasing the production of pro-inflammatory cytokines (IL-
6 and MCP-1). In conclusion, it can be confirmed that
cyanidin has great neuroprotective potential due to its
antioxidant and anti-inflammatory actions.
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neuroprotection.
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CANNABIDIOL TREATMENT REVERSES CHANGES IN A
MODEL OF SCHIZOPHRENIA BASED ON ANTAGONISM
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Aims: To evaluate whether repeated 7-day treatment with
cannabidiol (CBD), a non-psychotomimetic phytocannabinoid
with antipsychotic properties, could reverse the impairment
in social interaction (SI) and novel object recognition (NOR)
induced by MK-801 treatment for 14 days. We also
investigated if CBD effects would be blocked by
pretreatment with AM251, a CB1 receptor antagonist,
AMG630, a CB2 receptor antagonist, or WAY100635, a 5-HT1A
receptor antagonist. Methods: C57BL/6J mice received i.p.
injections of MK-801 (0.5 mg/kg, twice a day) for 14 days.
CBD (15, 30 or 60 mg/kg/daily) treatment began 24h after
the end of the MK-801 treatment and lasted for 7 days.
Forty-eight hours after the last injection animals were
submitted to Sl and, one day later, to the OR test. In another
experiment the same protocol was used but the animals
received an injection of AM251 (0.1 or 0.3 mg/kg), AM630
(0.1 or 0.3 mg/kg) or WAY100635 (0.1 or 0.3 mg/kg) 10 min
before each CBD administration. Results: CBD (15 and 30 mg
/ kg) attenuated the impairments in the IS and RO tests
induced by MK-801. This effect was blocked by WAY100635,
but not by AM251 or AM630. Conclusion: These data suggest
that CBD has antipsychotic properties by activating SHT1A
receptors and indicate that CBD could be an interesting
alternative for the treatment of negative and cognitive
symptoms of patients with schizophrenia.
Key words: Cannabidiol, schizophrenia,
impairments
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