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ARCO Y JUSTIFICACION

En colaboracién con la Fundacion Ted6-
filo Hernando (FTH), la Real Academia
Nacional de Medicina (RANME) creo el
Foro Tedéfilo Hernando de Jovenes In-
vestigadores. Nacié con este nombre
para honrar la memoria del adelantado
de la farmacologia espanola, don Teo6-
filo Hernando Ortega, quien introdujo
en la Universidad espanola la farma-
cologia como materia docente y cien-
tifica en el primer tercio del siglo XX.
Su formacion farmacolégica se hizo al
lado de Osswald Schmiedeberg, crea-
dor de la moderna farmacologia en
el Estrasburgo aleméan de finales del
Siglo XIX y principios del XX. Obtuvo
la Catedra de Terapéutica y Arte de
Recetar de la madrilena Universidad
Central en 1912, que transformd en
una disciplina que trataba del mane-
jo clinico de los medicamentos y sus
riesgos, anticipandose asi a hoy lla-
mada farmacologia clinica. Cred una
amplia escuela de farmacdlogos que
a su vez extendieron sus ideas sobre
la farmacologia basica y clinica por
todas las wuniversidades espanolas.
Algunos de sus discipulos también
fueron profesores e investigadores en
centros extranjeros. Hace 100 anos en
1922, don Tedfilo Hernando ingreso en
la RANME como académico de numero.

La ciencia en general, y las ciencias
biolégicas y médicas en particular, no
tienen en Espana el nivel de apoyo so-
cial y econdmico del que gozan en pai-
ses de nuestro entorno europeo como
Alemania, Francia o el Reino Unido,
por no hablar de los EEUU o Japdn. Por
otra parte, ademas del apoyo social e
institucional antes mencionado, el de-
sarrollo de las ciencias biomédicas en
Espana exige dar el maximo protago-
nismo a los jévenes que han enfocado
su vocacion y carrera profesional ha-
cia la practica de la ciencia.

Para la redaccién de los manuscritos y una correcta definicién de la términologia médica, ANALES RANM
recomienda consultar el Diccionario de términos médicos de la Real Academia Nacional de Medicina de
Espafa




Por otra parte, cabe destacar que en
Madrid se organizan numerosas con-
ferencias y simposios cientificos so-
bre temas biolégico-médicos. A estas
actividades suele invitarse a cientifi-
cos y médicos consagrados, que tie-
nen una confortable posicién social
a nivel nacional e internacional. Sin
embargo, con ser relevantes, estas
actividades no ponen en contexto la
enorme importancia que tienen los
jovenes cientificos para el desarrollo
de una ciencia acorde con la posi-
cion socioecondmica de Espana en el
contexto europeo y mundial. Por ello,
la creacion del Foro podria sin duda
contribuir a la mayor visibilidad so-
cial de los jovenes investigadores vy
de la ciencia competitiva internacio-
nalmente que practican. También con
esta actividad se reforzarda la figu-
ra histérica de don Tedrilo Hernando,
que fue académico de nUmero de la
RANME, en 1922.
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4 de julio de 2024

10.00-12.00 Inscripcién y recogida de documentacion
12.00 Bienvenida

Eduardo Diaz-Rubio (Presidente de la RANME)
Antonio Garcia Garcia (Presidente FTH)

Sesion | - Neurociencia e inflamacion
Moderadores: Santiago Ramén y Cajal Aglieras * Sandra Jurado Sanchez

12.30 Entendiendo el inmunometabolismo en sindromes autoinflamatorios
Pablo Pelegrin Vivancos
Instituto Murciano deinvestigacion Biosanitaria (IMIB). Universidad
de Murcia

12.50 Desentrafnando las complejidades del dolor postoperatorio: un
estudio preclinico
Enrique J Cobos del Moral
Universidad de Granada

13.10 Ppatrones de conectividad y actividad en el cerebelo en desarrollo
Juan Antonio Moreno Bravo
Instituto de Neurociencias, CSIC-UMH, Alicante

Sesion Il - Nuevas metodologias fundamentales

y estrategias terapéuticas
Moderadores: Juan Tamargo Menéndez - Rafael Le6n

13.30

13.50

Cooperatividad en macrociclos derivados de bases de ADN unidos
por enlaces por puente de hidréogeno

Jordi Poater Teixidor

Instituto de Quimica Tedrica y Computacional, Universidad de Barcelona
Desarrollo de anticuerpos conjugados terapéuticos en céancer
Alberto Ocana

Hospital Clinico San Carlos, Madrid



Sesion lll - Envejecimiento y enfermedad de Alzheimer
Moderadores: José Obeso Inchausti - Guadalupe Sabio Buzo

16.00

16.20

16.40

17.00

Oxitocina: Neuromodulacién y Oportunidades Terapéuticas para Tras-
tornos Sociales Asociados al Envejecimiento

Sandra Jurado Sanchez

Instituto de Neurociencias, CSIC-UMH, Alicante

Impacto del tejido adiposo en la progresion de la enfermedad de
Alzheimer

David Baglietto

Universidad de Mdlaga

Ampliando el concepto de la enfermedad de Alzheimer genéticamente
determinada.

Juan Fortea

Hospital de la Santa Creu i Sant Pau

Diseno de farmacos multidiana basados en la red patoldgica de la En-
fermedad de Alzheimer: Potenciacion colinérgica, inhibicion de AChE y
guelacién de metales.

Rafael Ledn

Instituto de Quimica Médica, CSIC, Madrid

Sesion IV - Alimentacion, tejido adiposo y salud
Moderadores: Monica Marazuela Azpiroz - David Baglietto

17.30

17.50

Actualizacion en fibra alimentaria y salud: una asociacién
infraconsiderada

Jara Pérez Jiménez

Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos y Nutricion (ICTAN-
CSIC) CIBER de Diabetes y Enfermedades Metabdlicas, ISCII

Adipose tissue controlling whole body homeostasis

Guadalupe Sabio Buzo

Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares, ISCIII

Mondlogo ganador en la fase nacional del certamen iberoamericano “Solo
de Ciencia” (FECYT/Ministerio de Ciencia, Innovacién y Universidades)
Moderador: Enrique J Cobos del Moral

18.15

No estaba el horno para bollos
Jara Pérez Jiménez




5 de julio de 2024

9.30 Defensa de pdsters

11.30 Entrega de premios a los 3 mejores posteres
Eduardo Diaz-Rubio (Presidente de la RANME)
Antonio Garcia Garcia (Presidente FTH)

Conferencia de clausura y bienvenida al nuevo miembro
del Foro “Teodfilo Hernando” de Jévenes Investigadores

11.50

El efecto de matrices sintéticas bioactivas en el modelado vy la
regeneracion neurona

Zaida Alvarez Pinto

Ramdn y Cajal Junior Group Leader. Biomaterials for Neural Rege-
neration Group. Institute for BioEngineering of Catalonia (IBEC)
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Libro de abstracts

ENTENDIENDO EL INMUNOMETABOLISMO EN SINDROMES
AUTOINFLAMATORIOS

Cristina Molina Ldpez', Laura Hurtado-Navarro',
Pablo Pelegrin’?

1. Instituto Murciano de Investigacién Biosanitaria (IMIB),
Murcia

2. Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular B
e Inmunologia, Facultad de Medicina, Universidad de
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Variantes monoalélicas de ganancia de funcién
en el gen NLRP3 desencadenan los Sindromes
Periédicos Asociados a la Criopirina (CAPS), una
afeccion autoinflamatoria que comienza de forma
temprana en la vida y que cursa con brotes inflama-
torios asociados a una exacerbada produccién de la
citocina pro-inflamatoria IL-1beta. Los sindromes
CAPS se caracterizan por presentar episodios
recurrentes de fiebre, erupcién cutdnea, conjunti-
vitis e inflamacién articular, y se tratan satisfacto-
riamente mediante el uso de bloqueantes de IL-1.
Existen distintos fenotipos clinicos de gravedad
en CAPS, que se clasifican en el sindrome autoin-
flamatorio familiar inducido por frio (FCAS),
en el sindrome de Muckle-Wells (MWS), y en la
enfermedad inflamatoria multisistémica de inicio
neonatal/sindrome neurolégico cutdneo articular
infantil crénico (NOMID/CINCA). La afeccion
FCAS es la mas leve, el NOMID/CINCA el fenotipo
mads grave, y el MWS el intermedio. Las variantes de
NLRP3 asociadas a CAPS presentan una activacion
constitutiva formando de forma espontdnea inflama-
somas, induciendo una elevada produccién de IL-1b
tras el cebado celular. En este trabajo, se utilizaron
macrofagos  modificados  genéticamente  que
expresaban diferentes variantes de NLRP3 asociadas
a CAPS para evaluar la funcién de NLRP3 sobre el
metabolismo celular. Empleando estos macréfagos
hemos descubierto que las variantes de NLRP3
asociadas a CAPS modifican el perfil metabolo-
mico de la célula, induciendo cambios en metabo-
litos relacionados con los nucledtidos, los lipidos o
los amino acidos. Todos estos cambios se revirtieron
cuando las células se trataron con MCC950, un
inhibidor especifico de NLRP3. Ademas, la expresiéon
de NLRP3 con variantes asociadas a sindromes CAPS,
pero no NLRP3 silvestre, redujeron la expresion
de genes relacionados con la glucoélisis. A nivel
funcional, la expresiéon de NLRP3 con mutaciones
ganancia de funcién redujo tanto la glucolisis basal
como la glucolisis compesnatoria de los macréfagos,
siendo este efecto revertido por el uso de MCC950.
La expresion de NLRP3 con variantes asociadas a
sindromes CAPS también resulté en una disminu-
cion de la producciéon de piruvato y lactato, asi como
en la producciéon de ATP glicolitico. No obstante, la
expresion de NLRP3 con variantes no afect6 signifi-
cativamente el metabolismo mitocondrial. El bloqueo
de la glicolisis por NLRP3 limité la produccién basal
de IL-1b, ya que el tratamiento con piruvato para
compensar el defecto de la glicolisis aumentd la
produccion de IL-1b pero no afectd la produccién de
IL-18. Estos resultados demuestran que las variantes

de NLRP3 asociadas a CAPS inducen una produc-
cion basal de IL-18, pero no de IL-1b, aumentando
la expresion de genes relacionados con la respuesta
inflamatoria y de respuesta a virus, sin causar brotes
inflamatorios. La induccién de la glicolisis con el
cebado celular aumenta la produccion de IL-1b,
sugiriendo que los brotes inflamatorios en CAPS
pueden estar regulados por el metabolismo celular.
capaz de revertir el efecto del SIRA. Nuestros datos
sugieren que el antagonismo sigma-1 incrementa la
analgesia opioide de las células inmunitarias para
inducir un efecto antialodinico. Sin embargo, el
SIRA no fue capaz de revertir el dolor en reposo o
el dolor producido por el movimiento tras la cirugia.
También evaluamos la administracién conjunta de
SIRA y morfina, y encontramos un marcado efecto
sinérgico, revirtiendo completamente la alodinia
mecanica, el dolor en reposo y el dolor inducido por
el movimiento. En conclusion, nuestros hallazgos
sugieren que el antagonismo del receptor sigma-1
podria ser una valiosa herramienta terapéutica como
potenciador de la analgesia opioide (proveniente
de las células inmunitarias, asi como de farmacos
opioides) en el dolor postoperatorio.
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DESENTRANANDO LAS COMPLEJIDADES DEL DOLOR
POSTOPERATORIO: UN ESTUDIO PRECLINICO

Enrique J Cobos’

1. Departamento de Farmacologia, Centro de Investi-
gacion Biomédica e Instituto de Neurociencias, Univer-
sidad Granada e Instituto de Investigacion Biosanitaria
ibs.GRANADA.

La mayoria de los pacientes postquirurgicos
sufren dolor moderado o intenso, a pesar del
tratamiento analgésico. Por tanto, es intere-
sante estudiar el dolor postoperatorio y profun-
dizar en sus mecanismos de produccion. Como
modelo de dolor postoperatorio, hemos realizado
una laparotomia en el ratén, en la que incisiéon
se ha producido de manera perpendicular a la
linea alba. Hemos estudiado la hipersensibilidad
cutdnea mediante la medicién del umbral de von
Frey, el dolor en reposo mediante el analisis de las
expresiones faciales de dolor (usando un algoritmo
de inteligencia artificial), y el dolor inducido por
el movimiento mediante el andlisis de la actividad
exploratoria. Realizamos todos los ensayos dentro
del periodo postoperatorio inmediato, a las 3.5h
tras la cirugia.

Como parte de la caracterizacién farmacoldgica
del modelo, usamos la administracion del opioide
morfina y del antiinflamatorio no esteroideo
(AINE) ibuprofeno. Mientras que la morfina
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Alodinia mecanica Dolor en reposo Dolor inducido por el
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Figura 1. Resumen de las diferencias encontradas en los diferentes aspectos del dolor postoperatorio en el raton.

revirti6 de manera mds potente las expresiones
faciales de dolor que la alodinia mecanica, no
fue capaz de revertir el dolor inducido por el
movimiento. Ibuprofeno mostré una potencia
superior en la reversion de la alodinia mecanica
comparada con el dolor en reposo, y pudo revertir
significativa (aunque parcialmente) el dolor
inducido por el movimiento. La asociacién de
ambos farmacos produjo un efecto sinérgico,
alcanzando una reversion completa de los tres
parametros evaluados. Estos resultados encajan
perfectamente con sus efectos en pacientes postqui-
rurgicos, puesto que es habitual asociar farmacos
opioides con AINEs precisamente por sus efectos
sinérgicos. Ademads, hemos valorado dos farmacos
experimentales: el olcegepant y el gefapixant. El
olcegepant es un antagonista del receptor del CGRP,
desarrollado como antimigraioso, mientras que
el gefapixant es un antagonista de los receptores
P2X3, el cual se ha desarrollado como antitusigeno.
Estos dos farmacos modulan subtipos diferentes
de neuronas nociceptivas periféricas. Mientras que
las neuronas peptidérgicas expresan el CGRP, las
neuronas P2X3+ son aquellas que pueden marcarse
con la lectina IB4 y que no expresan neuropép-
tidos. Estas poblaciones neuronales estan comple-
tamente separadas en el ganglio de la raiz dorsal
que inerva la pared abdominal (situado en posicion
T12). Mientras que el olcegepant y el gefapixant
revirtieron la alodina mecanica, s6lo el gefapixant
revirtié el dolor en reposo. Ninguno de los dos
revirtio el dolor inducido por el movimiento.

Las interacciones entre las células inmunitarias
y las neuronas sensoriales juegan un papel clave
en la generacién del dolor de etiologia diversa.
Encontramos que la inhibicién de la infiltracion
neutrofilica (la célula inmunitaria principal en el
periodo postoperatorio inmediato), mediante la
administraciéon de un anticuerpo frente al Ly6G,
tuvo un efecto marginal en el desarrollo de la
alodinia mecanica, mientras que tuvo un efecto
muy marcado en el dolor en reposo y en el dolor
inducido por el movimiento.
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En conjunto, nuestros resultados indican que las
distintas facetas del dolor postquirargico difieren
en su respuesta a firmacos analgésicos y en el papel
de las células inmunitarias en sus mecanismos de
produccion.
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PATRONES DE CONECTIVIDAD Y ACTIVIDAD EN EL CEREBE-
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El desarrollo de los circuitos cerebelosos es un
proceso crucial que se extiende desde las etapas
prenatales hasta las primeras etapas posnatales. Las
alteraciones cerebelosas durante este periodo critico
suelen asociarse con disfunciones en comporta-
mientos motores, cognitivos y sociales. A pesar de
los avances en la comprension de la especificacion
y funcién del cerebelo, los mecanismos precisos que
subyacen al desarrollo y la integracion del cerebelo
en circuitos cerebrales funcionales siguen siendo
poco conocidos.

Las proyecciones a larga distancia del cerebelo juegan
un papel clave en la transmisién de la informacion
de las funciones motoras y no motoras asociadas a
esta estructura. La comprension de los mecanismos
basicos implicados en el desarrollo y la organiza-
cion de estas conexiones neuronales es esencial para
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entender su impacto en la funcién global del cerebro.
En particular, se conoce poco sobre los periodos clave
de desarrollo de estos circuitos y se requiere de una
descripcion exhaustiva de los eventos de actividad
que ocurren durante el desarrollo temprano del
cerebelo. Esta es una cuestiéon crucial, ya que las
alteraciones transitorias en estos circuitos y/o su
actividad durante periodos criticos de desarrollo
podrian llevar a cambios persistente en la conecti-
vidad estructural y funcional del cerebro, contri-
buyendo potencialmente al desarrollo de diversas
condiciones fisiopatoldgicas complejas originadas
en el cerebelo.

Nuestro trabajo se ha centrado en estudiar el
desarrollo de estas proyecciones y la emergencia
de actividad espontdnea de calcio en el cerebelo.
Utilizando  modelos de ratones transgé-
nicos y técnicas avanzadas de imagen, investi-
gamos los patrones caracteristicos de conecti-
vidad a larga distancia y de la actividad cerebe-
losa durante el desarrollo embrionario y posnatal
temprano. Nuestros hallazgos resaltan que las
conexiones entre el cerebelo y sus principales
dianas se establecen principalmente durante
las etapas perinatales. Ademds, coincidente con
esos periodos, emergen patrones dinamicos de
actividad espontdnea en el cerebelo sugiriendo
un papel potencial de esta en el establecimiento y
refinamiento de los circuitos cerebelosos durante
el desarrollo posnatal temprano.

Estos hallazgos proporcionan una base solida para
investigar el impacto de las disrupciones del cerebelo
y su actividad en el desarrollo y maduracién de las
redes cerebrales distantes, cuya alteracion podria
estar implicada en la fisiopatologia de los trastornos
asociados al cerebelo.
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COOPERATIVIDAD EN MACROCICLOS DERIVADOS DE
BASES DE ADN UNIDOS POR ENLACES POR PUENTE DE
HIDROGENO
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El reconocimiento molecular y el autoensamblaje
se emplean en la quimica supramolecular con el
objetivo de desarrollar materiales innovadores a
partir de bloques de construccién moleculares
que estan unidos por interacciones no covalentes.
En particular, este campo utiliza motivos que
presentan enlaces de hidrogeno robustos yreversi-
bles, como en los sistemas bioldgicos. La icdnica
doble hélice del ADN ejemplifica esto, donde los
enlaces de hidrégeno entre los pares de bases de
Watson-Crick dictan su estructura. Posterior-
mente, se descubrié que el ADN también puede
adoptar configuraciones alternativas de enlaces
de hidrégeno, como el cuarteto de guanina.

En este trabajo, hemos analizado la cooperati-
vidad en una serie de cuartetos derivados de la
guaninaunidos porenlacesdehidrégeno mediante
experimentos de quimica cudntica. Los sistemas
estan construidos a partir de dos bloques: un
lado donador de enlaces de hidrégeno y un lado
aceptor de enlaces de hidrégeno conectados con
moléculas con conjugacién m, lineales y rigidas,
de diferentes longitudes (Figura 1). Todos los
macrociclos muestran un efecto cooperativo,
pero su magnitud disminuye, o sea, se vuelve
menos estabilizante al aumentar el tamano del
conector de acetileno. Esto surge de nuestros
calculos de la teoria del funcional de densidad
con correccion de dispersion (DFT-D) basados
en la teoria cuantitativa de orbitales moleculares
de Kohn-Sham y analisis de descomposicién de
la energia.

La cooperatividad en estas estructuras macroci-
clicas surge de la transferencia de carga desde los
orbitales 0 ocupados de los aceptores de enlaces
de hidrégeno a los orbitales o desocupados de los
donantes de enlaces de hidrdgeno, lo que lleva
a una mayor separacion de cargas en el sistema.
Esta separacidon hace que el aceptor del enlace de
hidrégeno se cargue mas negativamente, mientras
que el donante del enlace de hidrégeno se cargue
mas positivamente. Esta transferencia de carga
disminuye cuando se introduce un conector de
acetileno mas largo debido a la capacidad del
conector para abstraer la densidad electrénica
tanto del grupo donante como del aceptor del
enlace de hidrégeno terminal.

Las conclusiones anteriores se extienden a los
macrociclos con enlaces de hidrégeno previa-
mente sintetizados basados en nucledsidos de
guanosina y citidina, con el objetivo de establecer
principios de disefio de macrociclos cooperativos
para diferentes aplicaciones en quimica supramo-
lecular (texto adaptado de la publicaciéon: D.
Almacellas, S. C. C. van der Lubbe, A. A. Grosch,
I. Tsagri, P. Vermeeren, C. Fonseca Guerra, J.
Poater, Eur. J. Org. Chem. 2024, €¢202301164).
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Figura 1. Representacion esquemdtica del cuarteto que consta de mondmeros con un lado aceptor de enlaces de hidrégeno, pyrimidin-
2(1H)-one (Py2one; rojo), y un lado donante de enlaces de hidrogeno, 2-amino-3,4a-dihydro-4H-cyclopenta[d]pyrimidin-4-one
(Py4one; azul) con un conector lineal conjugado 7 (conector; verde). Figura extraida de Eur. J. Org. Chem. 2024, e202301164.

OXITOCINA: NEUROMODULACION Y OPORTUNIDADES
TERAPEUTICAS PARA TRASTORNOS SOCIALES ASOCIADOS
AL ENVEJECIMIENTO
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Los trastornos neurodegenerativos como la enfermedad
de Alzheimer (EA) son una preocupacidon creciente
en la sociedad actual, en las que los avances médicos
y tecnologicos auguran un prometedor aumento en
la esperanza de vida, con el esperado aumento en la

incidencia en enfermedades neurodegenerativas.

Tradicionalmente, la mayoria de los estudios centrados
en enfermedades neurodegenerativas se han centrado
en comprender los mecanismos neuronales asociados a
la pérdida de memoria, prestando menor atencién a los
sintomas emocionales caracterizados por alteraciones
de la personalidad y el comportamiento social (p.ej.,
ansiedad social y agresividad).

En respuesta a la necesidad de nuevas perspectivas en el
estudio del envejecimiento cerebral, nuestro laboratorio
explora el impacto del envejecimiento natural y patold-
gico en el comportamiento social, un factor fundamental
en el mantenimiento del bienestar y la salud mental.

En particular, nuestra investigaciéon se centra en
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Figura 1. Andlisis tridimensional de los circuitos de oxitocina en el cerebro del ratén. El protocolo de clarificacion iDISCO+ permite
obtener cerebros transparentes que pueden tratarse con anticuerpos especificos para su posterior visualizaciéon mediante microscopia
de hoja de luz (Light Sheet) y reconstruccién con el software Imaris (Bitplane) para generar mapas de conectividad tridimensionales
con alta resolucién celular. Figura modificada de Madrigal y Jurado, 2021.
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entender como el envejecimiento saludable y la neurode-
generacion afectan al sistema oxitocinérgico, un circuito
neuronal clave para la regulaciéon de la conducta social
en mamiferos.

Con este objetivo hemos implementado novedosas
técnicas de transparentado de tejido (iDISCO+) y
microscopia Light Sheet, electrofisiologia y compor-
tamiento, para analizar las potenciales alteraciones del
circuito de oxitocina durante el envejecimiento natural
y patoldgico. Nuestros resultados indican que durante el
envejecimiento saludable se producen minimas altera-
ciones en los patrones de comportamiento social, que
sin embargo se encuentran significativamente alterados
en ratones transgénicos modelo de la EA (linea transgé-
nica APP/PSEN1). La reconstruccion 3D del circuito de
oxitocina (Figura 1) en animales envejecidos demuestra
una disminucién del ntimero de células de OXT en
nucleos hipotaldmicos especificos, encontrandose los
cambios mas significativos en animales hembra.

Nuestros estudios contribuyen nueva informacion
basica para comprender como el envejecimiento afecta
a los circuitos neuronales implicados en el compor-
tamiento social, lo que supone un primer paso para el
desarrollo de nuevas terapias para paliar los efectos de
los trastornos sociales en la poblacion geriatrica.
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La enfermedad de Alzheimer (EA) es un proceso
neurodegenerativo progresivo, complejo y multifac-
torial, y es sumamente importante descifrar los
mecanismos que subyacen al inicio y la progresion de
este tipo de dolencia. A pesar del avance significativo
en las dltimas décadas para entender y comprender
la etiopatogenia de esta enfermedad, actualmente no
existen terapias efectivas para modificar su curso.
En este sentido, estudios en modelos animales y en
pacientes indican que esta enfermedad presenta un
fuerte componente metabdlico y, consecuentemente,
se han identificado varios procesos alterados en el
cerebro de pacientes de la EA como la resistencia a la

insulina, el hipometabolismo y otras multiples altera-
ciones de cardcter metabdlico. Ademas, estudios relati-
vamente recientes subrayan que tanto la diabetes como
la obesidad son dos factores de riesgo importantes que
participan en la progresion de la EA. Estas dos enferme-
dades metabdlicas periféricas tienen como caracteris-
tica comtn un incremento en tamafo y una altera-
cién funcional del tejido adiposo blanco. Por lo tanto,
hipotetizamos que este proceso patoldgico sistémico
asociado a ambos trastornos metabolicos influye en
la progresion del EA. De hecho, datos relevantes del
grupo de investigacién indican que el trasplante de
tejido adiposo visceral de animales db/db (diabéticos y
obesos) y animales mantenidos con dieta hipercalérica,
inducen un incremento en la patologia de tau cerebral.
Este incremento en la patologia de tau se encuentra
asociado con la activaciéon de la via Cdk5/p25 que
esta mediada por un incremento en los niveles de la
citoquina IL-1p y una activaciéon microglial. Por lo que,
este estudio pone de manifiesto que alteraciones perifé-
ricas son sumamente importantes y pueden afectar al
cerebro para predisponer o participar de forma signifi-
cativa en la progresion de la EA. Estudios de esta
naturaleza son transcendentales ya que nos permitira
determinar nuevos mecanismos patogénicos de la EA,
que, a su vez, pueden dar lugar a posible futuras dianas
terapéuticas para modular esta enfermedad.
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La enfermedad de Alzheimer (EA) es el trastorno
neurodegenerativo mas prevalente, caracteri-
zado por la pérdida de memoria que impone una
carga significativa a pacientes y sus cuidadores. La
compleja etiologia de la EA incluye la formacién
de placas extracelulares de [-amiloide (Ap),
ovillos neurofibrilares intracelulares (NFTs) de
proteina tau hiperfosforilada y la pérdida masiva
de neuronas colinérgicas. No obstante, la investi-
gacién mas reciente apunta a la participacion
de la disfunciéon mitocondrial, el desequilibrio
del calcio, el estrés oxidativo y la neuroinflama-
cion crénica en el inicio y la progresion de la EA.
La disfunciéon colinérgica en la EA implica una
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reduccion de acetilcolina (ACh), disminucion de la
expresion de los receptores nicotinicos (nAChR),
un aumento de la actividad de la acetilcolinesterasa
(AChE) y la muerte neuronal. Los subtipos a7 y a42
de nAChR estdn sobre-expresados en el cerebro,
siendo los a7-nAChRs vitales para la memoria y el
aprendizaje. En la EA, la expresién de a7-nAChRs
disminuye significativamente debido a la neurode-
generacion inducida por AP, a través de la internali-
zacion del receptor y la acumulacién intracelular de
AB. Este proceso perjudica la funcién del receptor
y la transmisién colinérgica aumentando la fosfori-
lacién de tau. La activacién de nAChRs, particular-
mente de los a7, puede reducir la internalizacién de
AP y aliviar la disfuncién colinérgica. Ademads, se
ha relacionado la activaciéon de a7-nAChRs con la
neuroproteccidn a través de la senalizacién metabo-
trépica.

Los signos tempranos de la EA estan cada vez mas
vinculados al estrés oxidativo (EO), la disfuncion
mitocondrial y la disfuncién metabolica. E1 EO surge
de un metabolismo celular deteriorado, acumulacion
de iones metdlicos redox-activos (Fe?**, Cu®*, Zn?*")
y la formacién de complejos con AP, provocando la
formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
nitrégeno (RNS) que oxidan lipidos, membranas y
proteinas, desestabilizando los sistemas neuronales,
contribuyendo a la neurodegeneracién.

Basandonos en resultados previos, disehamos un
compuesto multidiana dirigido a cuatro dianas
patologicas de la EA: 1) Agonismo selectivo de
a7-nAChR para mejorar la neurotransmision
colinérgica y activar vias neuroprotectoras; 2)
Inhibicién de AChE para potenciar la funcion
colinérgica y el procesamiento de memoria; 3)
Potente efecto secuestrador de radicales libres para
reducir el estrés oxidativo y prevenir la muerte
neuronal; 4) Quelacién de metales para mitigar el
estrés oxidativo, la agregaciéon de proteinas y los
bucles de retroalimentacién patoldgicos. Si bien
existen moléculas con doble y algunas con triple
actividad, la combinacidén de cuatro actividades es
poco comun. Tras la sintesis y evaluaciéon de una
familia de nuevos derivados, seleccionamos un lider
que demostro eficacia in vitro y en un modelo de EA
in vivo, surgiendo como un prometedor candidato a
farmaco multidiana con potencial para modificar el
avance de la enfermedad.
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La fibra alimentaria es un constituyente de los
alimentos, fundamentalmente de origen vegetal, que
no es no absorbida en el tramo superior del tubo
digestivo llegando intacta al colon, donde puede ser
sometida a fermentacidn por la microbiota. Aunque
conocida desde mucho antes, fue en los afios 70 del
siglo XX cuando se comprobaron sus efectos benefi-
ciosos, sobre todo en relacién con patologias intesti-
nales y cardiovasculares (a las que posteriormente
se sumo la diabetes tipo 2). Sin embargo, a pesar de
la evidencia contrastada sobre su relevancia para
alcanzar un estado dptimo de salud, en la préctica
esta asociacidn sigue estando infraconsiderada.

En primer lugar, cabe destacar que las investi-
gaciones de las dltimas décadas han mostrado la
diversidad de los procesos fisiolégicos en los que la
fibra juega un papel beneficioso: durante la digestidn,
retardando o inhibiendo la absorcién de glacidos,
lipidos e iones de sodio, a la vez que retrasando
el vaciado gastrico; de manera local en el colon,
promoviendo la eubiosis y protegiendo la integridad
de la barrera intestinal; de forma sistémica, a través
de los distintos mecanismos de accién de los acidos
grasos de cadena corta generados tras su fermen-
tacion por la microbiota. Igualmente, las investiga-
ciones desarrolladas durante este siglo muestran una
relevancia creciente de la fibra en la regulacion de
aspectos emocionales e, incluso, sobre el riesgo de
depresidn, a través de su accion en el denominado
eje intestino-cerebro.

Por otro lado, frente a la concepcion tradicional
de la fibra como constituida exclusivamente por
carbohidratos, en la actualidad se sabe que se trata
de un constituyente alimentario mas complejo, al
que se asocian diversos componentes como son los
polifenoles, fitoquimicos con reconocidas activi-
dades bioldgicas. Esto da lugar a efectos sinérgicos
y complementarios entre la fraccion de la fibra de
naturaleza fendlica y la de naturaleza glucidica
ya que, por ejemplo, los polifenoles ejercen una
capacidad antioxidante a lo largo del tubo digestivo.
Y, especialmente en el colon, la transformacién de
ambos constituyentes alimentarios por la microbiota
se ve retroalimentada cuando se presentan en forma
de un complejo intrinsecamente unido. De hecho,
resulta destacable que tanto la fibra como los polife-
noles son constituyentes caracteristicos y diferen-
ciales de la dieta mediterrdnea, frente a otros
patrones alimentarios.

A pesar de lo anterior, la ingesta promedio de
fibra en Espafna (20 g/dia), similar a la de la
mayoria de los paises occidentales, sigue estando
muy por debajo de las recomendaciones oficiales
(minimo de 30 g/dia), lo que seria visto como un
claro problema de salud publica para cualquier
nutriente pero no para la fibra al no estar dotada
de un cardcter esencial. No obstante, dadas las
evidencias sobre la relevancia de la fibra en la
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reducciéon del riesgo de patologias altamente
prevalentes en el contexto actual, se hace
necesario el desarrollo de politicas publicas que
promuevan su ingesta, junto con el de investi-
gaciones a distintos niveles que contribuyan
a esclarecer aspectos todavia pendientes en el
estudio de este constituyente alimentario.

ADIPOSE TISSUE CONTROLLING WHOLE BODY
HOMEOSTASIS

Rafael Romero-Becera’, Ayelén M. Santamans', Alba C.
Arcones' and Guadalupe Sabio’

1. Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares
(CNIC), Madrid, Spain.

The heart, once considered a mere blood pump, is
now recognized as a multifunctional metabolic and
endocrine organ. Its function is tightly regulated
by various metabolic processes, at the same time it
serves as an endocrine organ, secreting bioactive
molecules that impact systemic metabolism. In
recent years, research has shed light on the intricate
interplay between the heart and other metabolic
organs, such as adipose tissue, liver, and skeletal
muscle. The metabolic flexibility of the heart and its
ability to switch between different energy substrates
play a crucial role in maintaining cardiac function
and overall metabolic homeostasis. Gaining a
comprehensive understanding of how metabolic
disorders disrupt cardiac metabolism is crucial, as it
plays a pivotal role in the development and progres-
sion of cardiac diseases.

The emerging understanding of the heart as a
metabolic and endocrine organ highlights its
essential contribution to whole-body metabolic
regulation and offers new insights into the pathoge-
nesis of metabolic diseases, such as obesity, diabetes,
and cardiovascular disorders. In this review, we
provide an in-depth exploration of the heart's
metabolic and endocrine functions, emphasizing
its role in systemic metabolism and the interplay
between the heart and other metabolic organs.
Furthermore, emerging evidence suggests a correla-
tion between heart disease and other conditions such
as aging and cancer, indicating that the metabolic
dysfunction observed in these conditions may share
common underlying mechanisms. By unraveling the
complex mechanisms underlying cardiac metabo-
lism, we aim to contribute to the development of
novel therapeutic strategies for metabolic diseases
and improve overall cardiovascular health.

LIBERACION DE ATP DURANTE LA PIROPTOSIS: IMPLICA-
CION DE GASDERMINAS Y NINJURINA
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Pelegrin'?, Julieta Schachter’
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El trifosfato de adenosina (ATP) es un nucleo6tido
que cuando se encuentra en el medio extracelular
en elevadas concentraciones actia como seinal de
peligro activando a varios receptores purinérgicos.
La liberaciéon de ATP intracelular puede ocurrir
por diferentes procesos liticos y no liticos, entre
los que se encuentran la activacion de receptores, la
apertura de hemicanales, la exocitosis de vesiculas
o la pérdida de la integridad de la membrana
plasmatica. La activacion de los receptores purinér-
gicos P2X7 desencadena la activacion del inflama-
soma NLRP3, la subsecuente muerte celular por
piroptosis y la liberacién de citoquinas proinflama-
torias como IL-1p o IL-18.

Entre las proteinas mediadoras de la piroptosis destaca
la familia de las gasderminas, conformada por seis
miembros en humanos (A, B, C, D, E y F), siendo la
gasdermina D la mds estudiada hasta el momento. Las
distintas gasderminas estan presentes en diferentes
tipos celulares y tejidos con una expresién diferen-
cial. Tras la activacién de caspasa-1 por el inflama-
soma, la gasdermina D sufre una escisiéon proteoli-
tica liberando el dominio N-terminal, que se une a
lipidos de membrana, oligomeriza y forma poros de
entre 10-15 nm, facilitando la liberacion de contenido
intracelular, incluyendo IL-1f o IL-18. Si los poros de
gasdermina no se resuelven, la membrana plasmatica
termina perdiendo su integridad debido a la oligome-
rizacién de la proteina transmembrana ninjurina-1,
liberando contenido intracelular de mayor tamafo
como la enzima tetramérica lactato deshidrogenasa
(LDH).

En este estudio exploramos si las distintas
gasderminas o la ninjurina-1 inducen libera-
cion de ATP durante la piroptosis. Para ello,
determinamos la concentracién de ATP vy
LDH en el medio extracelular, asi como la
captacion del colorante YO-PRO-1 tras inducir
la expresion de las distintas gasderminas o de
ninjurina-1 en células humanas epiteliales de
rinén (HEK293T) tratadas o no con el aminod-
cido citoprotector glicina, un inhibidor de la
oligomerizacién de ninjurina-1.

Los resultados muestran que la liberacion de ATP
puede ocurrir tanto en condiciones subliticas como
liticas, por la accién del externo N-terminal de
gasdermina D, asi como del resto de gasderminas, o
por la ruptura de la membrana plasmatica generada
por ninjurina-1. Empleando un sistema reportero de
HEK293T que expresan luciferasa (HEKpmeLUC),
detectamos que el ATP liberado al expresar el
extremo N-terminal de gasdermina D puede ser
reconocido por células adyacentes. Nuestro estudio
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también permitié corroborar que la glicina actia
inhibiendo la proteina ninjurina-1, pero no bloquea
la permeabilizacién de la membrana mediante el
fragmento N-terminal de gasdermina.

En conclusidn, estos resultados son importantes
para entender los procesos que conllevan a la
liberaciéon de ATP durante la muerte celular
piroptotica, asi como para revelar nuevas estrate-
gias terapéuticas en el tratamiento de enferme-
dades mediante la modulacién farmacolégica de
las gasderminas y ninjurina-1.
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ausencia de nigericina y se verificdé su actividad
mediante Western blot detectando formas activas de
caspasa-1. La localizacién del punteado de NLRP3
tras activarse, se estudi6 por inmunofluorescencia
empleando marcadores de distintos organulos intrace-
lulares. En células epiteliales primarias humanas de las
vias respiratorias (HSAEC) se transfectaron construc-
ciones plasmidicas que codifican diferentes proteinas
de SARS-CoV-2 y el inflamasoma NLRP3, se evalud la
expresion de genes relacionados con el inflamasoma,
como ASC, caspasa-1 e IL-1p, y la liberacion de IL-1f
se detecté mediante ELISA en el sobrenadante celular
en presencia/ausencia de nigericina.

Resultados

EL ORF7B DE SARS-COV-2 INDUCE DISPERSION DE LA RED
TRANS-GOLGI Y FACILITA LA ACTIVACION DEL INFLAMA-
SOMA NLRP3

Julio Garcia-Villalba Ferndndez’, Laura Hurtado
Navarro', Ana Isabel Gmez Sdnchez', Diego Angosto-
Bazarra', Pablo Pelegrin™?

1. Instituto Murciano de Investigacion Biosanitarias Pas-
cual Parrilla (IMIB-Pascual Parrilla)

2. Depto. de Bioquimica y Biologia Molecular B e Inmu-
nologia, Universidad de Murcia

Antecedentes

Elvirus SARS-CoV-2 es el agente causal de la enfermedad
conocida como COVID-19. Este patégeno infecta
principalmente células del tracto respiratorio causando
diferente sintomatologia; los casos graves evolucionan a
neumonia con hipoxia y sindrome de dificultad respira-
toria aguda (SDRA) caracterizado por una inflama-
cién pulmonar persistente, y un aumento del nivel de
citocinas proinflamatorias en el torrente sanguineo
como IL-6,IL-1P e IL-18. Este fenémeno se conoce como
“tormenta de citocinas’, en la que esta implicado, entre
otros procesos, la activacion del inflamasoma NLRP3 y
una muerte celular piroptotica. De este modo, NLRP3
esta directamente relacionado con la gravedad del SDRA
producido por la COVID-19, por ello, es de gran interés
conocer cuales son las causas o vias de activacion del
inflamasoma NLRP3 en esta patologia para asi poder
proporcionar nuevas estrategias terapéuticas.

Métodos

La linea celular HEK293T con expresién consti-
tutiva de NLRP3-YFP se transfecté con construc-
ciones plasmidicas que codifican diferentes proteinas
de SARS-CoV-2, asi como con plasmidos que
expresan componentes del inflamasoma: ASC-RFP,
YFP-NLRP3-Luc y caspasa-1. Se evalu6 la activacion
de NLRP3 al observar una localizaciéon punteada de
NLRP3 tras 48h de transfeccion mediante microscopia
de fluorescencia en presencia/ausencia de MCC950
o KCI para bloquear NLRP3, o con el ionéforo de
potasio nigericina como activador de NLRP3. Ademas,
la activaciéon del inflamasoma se evalué mediante
citometria de flujo detectando oligdbmeros de ASC
intracelulares tras 24h de transfecciéon en presencia/
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La expresiéon de ORF7b fue la tdnica proteina de
SARS-CoV-2 testada que aumenté el porcentaje
de células con un punteado de NLRP3 tras 48h de
transfeccion. MCC950 disminuydé la distribucién
punteada de NLRP3 tras la expresion con ORE7b.
La expresion de ORF7b aumentd la activacion de
NLRP3 tras tratar con nigericina, aumentd el numero
de células con oligémeros de ASC y el procesamiento
de caspasa-1. En los estudios de inmunofluores-
cencia se observo que la expresion de ORF7b induce
la desestructuracion de la red trans-Golgi, siendo este
fenémeno un paso clave en la activacion de NLRP3.
Por dltimo, ORF7b aumenta la expresion de ASC,
caspasa-1, e IL-1P en células HSAEC, asi como induce
una mayor liberacion de IL-1p.

Conclusiones

Nuestro estudio muestra que la proteina ORF7b de
SARS-CoV-2 promueve la activacion del inflama-
soma NLRP3 con la formaciéon de oligémeros de
ASC vy la activacion de caspasa-1. Ademads, induce
un aumento en la expresion de genes relacionados
con la actividad de NLRP3 en células HSAEC. La
activacion de NLRP3 podria estar promovida por la
desorganizacién de la red trans-Golgi que induce la
presencia de ORF7b.

EVALUACION DEL DOLOR INDUCIDO POR ENDOMETRIOSIS:
UN DESAFi0 PRECLINICO

Aitana Rickert-Llacer’, Rafael Gonzdlez-Cano’,
Enrique Cobos', Miguel Angel Tejada’

1.  Departamento de Farmacologia, Centro de Investi-
gacion Biomédica e Instituto de Neurociencias, Univer-
sidad Granada e Instituto de Investigacion Biosanitaria
ibs.GRANADA.

La endometriosis es un trastorno inflama-
torio crénico producido por la implantacion y el
crecimiento de tejido endometrial funcional en
sitios extrauterinos. Se calcula que la enfermedad
afecta al 10% de las mujeres en edad reproductiva,
lo que representa unos 193 millones de mujeres en
todo el mundo. Alrededor del 50% de las mujeres
con endometriosis presentan sintomas asociados,
como dolor pélvico. El dolor crénico es un sintoma
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incapacitante de la enfermedad, presente en aproxi-
madamente el 50-60% de las mujeres afectadas, y
tiene un gran impacto en la calidad de vida, asi como
elevados costes socioeconémicos.

A pesar de décadas de investigacidon, la etiologia y
la fisiopatologia de la endometriosis siguen siendo
desconocidas, y las opciones terapéuticas actuales
a menudo so6lo proporcionan un alivio temporal.
Muchos farmacos que parecian prometedores en
investigacion preclinica, fracasan al llegar a la
clinica. Esto se debe a la falta de modelos en roedores
que repliquen fielmente la fisiopatologia de esta
enfermedad, asi como las pruebas comportamentales
usadas para la evaluacién del dolor. La mayoria de
los grupos que trabajan en endometriosis no evaltan
el dolor, y aquellos que lo hacen usan medidas pocos
traslacionales.

Por ello, utilizamos medidas comportamentales
novedosas, mds proximas a lo que sucede en la
clinica, usando parametros que evaltan respuestas
mas complejas, como puede ser el dolor en reposo
y la interferencia del dolor con la actividad diaria
del animal. Para ello, desarrollamos un modelo en
ratones que imita fielmente lo que sucede en mujeres,
donde sélo se implanta endometrio. La variabilidad
producida por el desarrollo de la lesién en distintas
partes de la cavidad intraperitoneal se minimizé
fijando las lesiones mediante pegamento tisular en la
cara interna del peritoneo. Una vez desarrolladas las
lesiones, los animales mostraron un claro fenotipo
doloroso en tres caracteristicas clave del dolor
inducido por endometriosis: la hiperalgesia referida,
el dolor en reposo (en ausencia de un estimulo
sensorial adicional) y la disminucién funcional. La
hiperalgesia referida evidencié mediante la disminu-
cion del umbral mecdnico medido con filamentos de
von Frey aplicados en el abdomen. Para la evalua-
cion del dolor en reposo, analizamos las expresiones
faciales de dolor usando un algoritmo de inteli-
gencia artificial, y encontramos un gran incremento
de las mismas en los animales con endometriosis.
Por ultimo, la funcionalidad de los animales se
midié usando ruedas de actividad, donde determi-
namos una disminucién en la actividad locomotora
voluntaria.

Por tanto, podemos decir que este modelo que imita
fielmente la fisiopatologia de la endometriosis,
capaz de desarrollar dolor tal y como sucede en las
pacientes. Ademas, somos capaces de medir de una
manera mas realista el dolor, evaluando distintos
aspectos del dolor inducido por endometriosis.
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Mids de la mitad de los pacientes que se someten a
cirugia experimentan dolor en el periodo postope-
ratorio inmediato, a pesar del tratamiento analgé-
sico. Es necesario desarrollar nuevas estrategias
farmacoldgicas para el tratamiento de este tipo
de dolor. El receptor sigma-1 es una chaperona
neuromoduladora, y se considera una diana
farmacoldgica prometedora para el tratamiento
del dolor neuropético. El SIRA, un antagonista
selectivo sigma-1, ha superado ensayos clinicos de
fase Il para el tratamiento de este tipo de dolor. Su
indicacién secundaria es actuar como adyuvante
de farmacos opioides, puesto que existen estudios
preclinicos en el dolor nociceptivo (en ausencia
de un proceso de sensibilizacién) en los que el
antagonismo sigma-1 potencia la analgesia de
farmacos opioides, tales como la morfina. No hay
ningun estudio previo que investigue el papel del
receptor sigma-1 en el dolor postoperatorio. Por
lo tanto, nuestro objetivo fue estudiar el efecto
del antagonismo del receptor sigma-1, sélo o
asociado a la morfina, en este tipo de dolor.

La laparotomia es el paso inicial para muchas
cirugias abdominales, las cuales se situan entre
los tipos de cirugia mds comunes. Utilizamos
la laparotomia en ratones como modelo experi-
mental. Esta consistié en unaincisiéonde 1,5 cm en
la zona abdominal, realizada de manera perpen-
dicular a la linea alba, en ratones CD-1 hembra.
Evaluamos tres aspectos del dolor postopera-
torio: la alodinia mecdnica mediante la medicién
del umbral de von Frey, el dolor en reposo
mediante la evaluacion de expresiones faciales de
dolor de los animales (utilizando algoritmos de
inteligencia artificial), y el dolor en movimiento
mediante la evaluacién de la disminucién de la
actividad exploratoria.

La administracién subcutanea de SIRA revirtio
completamente, y de manera dosis-dependiente,
la alodinia mecanica. Este efecto antialodinico
fue abolido por la administraciéon del agonista
sigma-1 PRE-084, lo que indica la selectividad del
efecto del SIRA. Ademas, el efecto antialodinico
del antagonismo sigma-1 también fue revertido
por la inhibiciéon de la infiltracién neutrofilica
(la célula inmunitaria principal en el periodo
postoperatorio inmediato), mediante la adminis-
tracion de un anticuerpo frente al Ly6G. Esto es
interesante porque se sabe que los neutroéfilos
son grandes productores de péptidos opioides
enddgenos, y de hecho, el antagonista opioide
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periférico naloxona metiodida también es capaz
de revertir el efecto del SIRA. Nuestros datos
sugieren que el antagonismo sigma-1 incrementa
la analgesia opioide de las células inmunita-
rias para inducir un efecto antialodinico. Sin
embargo, el SIRA no fue capaz de revertir el dolor
en reposo o el dolor producido por el movimiento
tras la cirugia. También evaluamos la administra-
cién conjunta de SIRA y morfina, y encontramos
un marcado efecto sinérgico, revirtiendo comple-
tamente la alodinia mecanica, el dolor en reposo
y el dolor inducido por el movimiento. En conclu-
sion, nuestros hallazgos sugieren que el antago-
nismo del receptor sigma-1 podria ser una valiosa
herramienta terapéutica como potenciador de
la analgesia opioide (proveniente de las células
inmunitarias, asi como de farmacos opioides) en
el dolor postoperatorio.
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Netrina-1 es una molécula secretable que desempefia
una funcién critica en los procesos de gufa axonal
y migracién neuronal de multitud de circuitos
neuronales. Esta molécula se expresa en numerosas
regiones del sistema nervioso central en desarrollo,
incluido el cerebelo. Estudios in vitro sugieren
que podria desempeiiar un papel fundamental en
la migracion de dos poblaciones cerebelosas, las
células granulares (GCs) y las interneuronas de la
capa molecular (INs), proceso que ocurre durante
el desarrollo postnatal. Sin embargo, la investiga-
cion sobre su funcién in vivo se ha visto limitada
por el hecho que los ratones knockout de Netrina-1
mueren tras del nacimiento.

Con la intencién de profundizar en la comprensién
de la funcién de Netrina-1 en el cerebelo, hemos
llevado a cabo una exhaustiva caracterizacién de
su patrén de expresion, junto con el de sus princi-
pales receptores, Deleted in Colorectal Cancer
(Dcc) y Uncoordinated-5 receptor C (Unc5C).
Nuestros resultados han validado la presencia de dos
fuentes predominantes de Netrina-1: los progeni-
tores de las GCs, constituyentes de la capa granular
externa (EGL), y las interneuronas (INs). Ademads,
hemos observado que estos receptores no solamente
se expresan en estas poblaciones celulares, sino
también en otros tipos celulares durante el curso del
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desarrollo. Este descubrimiento plantea la posibi-
lidad de que Netrina-1 ejerza su influencia tanto
de manera autocrina como paracrina en diversas
poblaciones neuronales dentro del cerebelo.

Para investigar sobre el papel de Netrina-1 in vivo
y comprender la contribuciéon especifica de cada
poblacién neuronal, hemos desarrollado diversas
estrategias genéticas que posibilitan la manipula-
cion condicional de su expresion. De esta manera,
evitamos la mortalidad asociada con los modelos
knockout de Netrina-1.

Nuestros resultados indican que la ausencia total o
parcial de Netrina-1 no afecta el tamano del cerebelo
nilalaminacioén final de su corteza, lo que sugiere que
Netrina-1 podria no desempefiar un papel signifi-
cativo en la regulaciéon del escalado cerebeloso. Sin
embargo, observamos una alteracién en lalobulaciéon
en ausencia completa de Netrina-1, lo que sugiere
que esta molécula podria influir en los procesos de
guia axonal y migraciéon durante el desarrollo del
cerebelo. Para analizar esto, estamos realizando
estudios histolégicos que muestran evidencia de que
la ausencia de Netrina-1 en diversas fuentes puede
impactar de manera dispar en la migracién las GCs e
INs. Todo ello sugiere una compleja regulacion de los
mecanismos de accion de Netrina-1 en el desarrollo
de estas y otras poblaciones cerebelosas.

Aun asi, es crucial profundizar en el estudio del
impacto de la ausencia de Netrina-1 en el cerebelo,
para comprender mejor los mecanismos mediante
los cuales esta molécula afecta el desarrollo de esta
estructura y su consecuente impacto en su funcidn.
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En los dltimos afos, se ha demostrado que los dafios
en el cerebelo derivan en déficits tanto en las funciones
motoras y como no motoras. Es relevante el hecho de que
cuando estas lesiones ocurren durante el desarrollo, se
vinculan estrechamente con la emergencia de trastornos
del espectro autista. Ademas, diversos estudios clinicos
muestran que las lesiones cerebelosas, en estadios perina-
tales, se asocian con un desarrollo anémalo de la corteza
cerebral. Todo ello sugiere que estas alteraciones en el
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cerebelo podrian estar afectando el correcto desarrollo
y maduracién de los circuitos corticales. Estos efectos
remotos en los circuitos corticales podrian ser criticos
en la emergencia de sintomas motores y no motores
presentes en esos pacientes. Sin embargo, se conoce poco
sobre como la corteza cerebral reacciona a una altera-
cién temprana de cerebelo y cudles son los mecanismos
implicados. Esto se debe principalmente a la falta de
aproximaciones experimentales para estudiar estos
aspectos ya que representan un desafio técnico significa-
tivo en estas fases tempranas del desarrollo.

Para abordar esta cuestion, estamos utilizando diversas
herramientas transgénicas junto con técnicas de imagen
vanguardistas para determinar si la actividad cortical se
ve afectada tras una disrupcion cerebelosa. En particular,
hemos desarrollado un conjunto de herramientas para
analizar las dinamicas de actividad cortical durante el
desarrollo, donde se incluyen algoritmos como el analisis
de componentes independientes y el uso de umbrales
adaptativos, para aislar y caracterizar de forma automati-
zada y sin sesgos los patrones de actividad del neocdrtex
que sean dependientes del cerebelo. Esta herramienta
nos esta permitiendo avanzar significativamente en el
entendimiento de cdmo la actividad cortical se ve alterada
tras una disrupcion temprana del cerebelo, abriendo asi,
una via para comprender como el cerebelo en desarrollo
puede modular el correcto maduracion y funcién de los
circuitos corticales.
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La exploracién y el descubrimiento de nuevos enlaces
quimicos es de gran importancia para la quimica,
los materiales, la catalisis y campos relacionados. Las
interacciones no covalentes han desempenado un papel
importante en muchas dreas de vanguardia de la quimica
moderna, como el disefio de materiales y la biologia
molecular. En este tltima caso, es crucial la investigacion
sobre el origen fisico y el alcance de interacciones como
los enlaces por puente de hidrégeno, o las interacciones
de apilamiento pi---pi.

En un trabajo reciente, Hirao et al. (Chem. Soc. Rev. 2020,
49, 7602-7626), propusieron y analizaron la expansion
del alfabeto genético y sus posibles aplicaciones. Ahora,

nuestro objetivo es comprender la alta selectividad que
muestran algunos de los pares de bases no naturales o
artificiales que no presentan interacciéon de enlaces por
puente de hidrégeno con el par de bases complemen-
tario, a diferencia de los pares de bases Watson-Crick.
Queremos comprender si la incorporacion en la cadena
del cebador esta determinada por el ajuste geométrico;
0 estd determinada Gnicamente por las interacciones de
apilamiento tipo pi. Un trabajo anterior del grupo (Chem.
Comm. 2011, 47, 7326-7328) mostro la fuerza impulsora
de los enlaces de hidrégeno, pero este no es el caso
cuando no estan presentes. Concretamente, examinamos
la afinidad de varias bases y complejos plantilla-cebador
con 1,3-difluorotolueno (F, un iséster de timina), que
fue encontrada experimentalmente para incorporarse
correctamente en complejos plantilla-cebador, formando
pares A-F, en presencia de la ADN polimerasa. Nuestros
calculos mostraron que la afinidad por F es claramente
mucho menor que por T. Demostramos que la incorpora-
cidn correcta de isdsteros no polares no se puede explicar
sin invocar un mecanismo adicional, como el ajuste
estérico del nuevo par de bases en el bolsillo del sitio
activo de la polimerasa. La comprension de estas interac-
ciones deberia permitir sentar las bases para el disefio
futuro de nuevos pares de bases artificiales.

o o
Fn B

Figura 1. Grupo de pares de bases artificiales analizados.
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Por lo tanto, mediante el uso de la quimica cudntica,
nuestro objetivo ha sido comprender la naturaleza electrd-
nica del reconocimiento molecular en pares de bases de
ADN artificiales para poder disefiar racionalmente otros
pares de bases con el potencial de sufrir autoorganiza-
cién de forma controlada y selectiva. El estudio se ha
centrado en la comprension de las interacciones orbitala-
rias donante-aceptor y en las interacciones electrostaticas.

En este trabajo, se seleccioné un grupo de pares de
bases de ADN artificiales (Figura 1). Todas ellas fueron
propuestas anteriormente y probadas experimentalmente
en estudios de replicacion.

El objetivo es entender su selectividad, y compararla
con aquella de los pares de bases Watson-Crick. Hemos
demostrado que, a pesar de no presentar interacciéon por
enlaces por puente de hidrogeno, su selectividad viene
determinada por las interacciones de apilamiento pi-pi
con el par de bases contiguo. Nuestro modelo computa-
cional permite obtener con gran similitud el orden de
selectividad observado en el laboratorio. Con los cual,
justifica su uso para futuros trabajos con nuevas bases
propuestas a la espera de ser sintetizadas para aplica-
ciones concretas.
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SISTEMAS DE OXITOCINA Y VASOPRESINA EN EL CEREBRO
DEL RATON

ANALES RANM

Dmrt5, se ha empleado un modelo de ratén carente
del gen Dmrt5 (de aqui en adelante Dmrt5 KO, del
inglés, knock-out). Se usaron novedosas técnicas de
transparentado de tejido (iDISCO+) y microscopia
Light Sheet, para realizar la reconstrucciéon en 3D
de los circuitos de oxitocina y vasopresina durante
el desarrollo de dos ntcleos hipotalamicos esenciales
como el nucleo paraventricular (PVN), implicado
en el comportamiento social y el area retroquiasma-
tica (RCH), crucial para la reproduccién y la regula-
cion del ciclo hormonal. Nuestros resultados prelimi-
nares muestran que la eliminacién del gen Dmrt5
produce una disminucidn en los sistemas de oxitocina
y vasopresina en el PVN y el RCH en ambos sexos por
igual.

Estos hallazgos muestran, por primera vez, la posible
influencia de Dmrt5 en la formacién de estos circuitos
hipotalamicos, que son vitales para mantener
funciones homeostaticas esenciales, y comporta-
mientos complejos como la interaccién social. Estos
datos ofrecen nuevas perspectivas sobre el potencial
impacto de Dmrt5 en la diferenciacién sexual en el
encéfalo de mamiferos afectando la especificaciéon de
circuitos sexualmente dimoérficos, como los sistemas
oxitocinérgico y vasopresinérgico.
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La familia de genes Dmrt (Factor de Transcripcién
Relacionado con Doublesex y Mab-3) es ampliamente
reconocida por su conservado papel en la diferen-
ciacion sexual. Aunque esta familia de genes ha
sido extensamente analizada en el sistema nervioso
de invertebrados, su participacién en la diferencia-
cién sexual del encéfalo de mamiferos ha recibido
menor atencion. Entre los factores de transcripciéon
de esta familia, Dmrt5/Dmrt2a se destaca como el
mas investigado, debido a su importante papel en
el desarrollo cortical tanto en humanos como en
ratones. Las mutaciones de pérdida de funcion de
Dmrt5 se han asociado con condiciones de microce-
falia y lisencefalia en humanos.

Este estudio explora el impacto de la ausencia de
Dmrt5 en el desarrollo hipotaldmico y particular-
mente su papel en la especificacion de los sistemas de
oxitocina y vasopresina. Para abordar la funcion de
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La oxitocina (OT) es un neuropéptido implicado
en diversas funciones, las cuales abarcan desde la
induccién del parto y la lactancia, hasta la regulacion
del comportamiento social. Se ha demostrado que la
desregulacion del sistema oxitocinérgico estd relacio-
nada con alteraciones del comportamiento social
como el trastorno del espectro autista. Sin embargo,
a diferencia de la liberaciéon de neurotransmisores
clasicos, como el glutamato o el GABA, la liberacién de
OT en el cerebro no ha sido muy estudiada.

En este trabajo se emplearon técnicas de micros-
copia electronica y confocal para estudiar la
dinamica de las vesiculas de OT en respuesta
a la actividad neuronal, asi como identificar
las proteinas SNARE implicadas en la libera-
cién somatodendritica de OT. Los resultados de
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microscopia electrénica muestran que la estimu-
laciéon neuronal produce una reducciéon en el
numero, densidad y distancia a la membrana de
las vesiculas de nucleo denso en neuronas hipota-
lamicas. En paralelo, experimentos de inmuno-
histoquimica indicaron la presencia de proteinas
SNARE no clasicas, como SNAP-23, SNAP-47 y
Syt-4 en el soma y las dendritas de las neuronas
oxitocinérgicas, sugiriendo un potencial papel en
la dindmica y liberacién de las vesiculas de OT.

Experimentos de secrecién y chasing vesicular
indicaron una estrecha relacién entre OT y SNAP-47,
que quedd demostrada mediante la realizacién de
infecciones con un knockdown especifico para eliminar
la expresion enddgena de SNAP-47, que produjo una
reduccién significativa en el numero de vesiculas de
OT, tanto en condiciones basales como en respuesta a
la estimulacién neuronal.

Nuestros resultados indican que la OT presenta
una dindmica diferente a los neurotransmisores
clasicos, y que su liberacion parece depender de
proteinas SNARE no candnicas, como SNAP-47.
Nuestro trabajo supone un primer paso para
comprender la regulacion del circuito de OT en
el cerebro, lo que permitira estudiar e identificar
alteraciones asociadas con trastornos sociales
como el autismo.
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La enfermedad de Alzheimer (EA) es una compleja
patologia neurodegenerativa responsable de la
mayoria de los casos de demencia en mayores de
65 afios. Se trata de una proteinopatia doble que
cursa con acumulacién de agregados proteicos
neurotoéxicos, por unlado, agregados de proteina tau

hiperfosforilada intraneuronales formando ovillos
neurofibrilares, y también agregados extracelulares
de proteina B-amiloide (AB) que se depositan en las
denominadas placas seniles. La formacidn de estos
depositos insolubles proteicos y el mecanismo por
el que se propagan los distintos agregados proteicos,
aun permanecen desconocidos. En relacion a esto,
nuevas evidencias cientificas sugieren que ambos
péptidos con plegamiento alternativo tienen una
alta capacidad de propagarse por el parénquima
cerebral y afectar a proteinas nativas para que éstas
adquieran una conformacién aberrante, favore-
ciendo la progresion de la enfermedad. Gracias
a estudios previos, se conoce que existen cuatro
factores principales capaces de modular el proceso
de agregacion del AP: el origen de la semilla de A,
el tiempo de incubacién con la misma, el huésped
en el que se inyecta y la ruta de administracion. El
objetivo planteado en este estudio ha sido avanzar
en el conocimiento en los procesos de agregacidn,
y determinar cémo estos factores influyen en ellos.
En este estudio nos hemos centrado en la propaga-
ciéndiferencial que ocurre enla patologiaamiloidey
tau de los animales de la linea transgénica 3xTg-AD
inyectados intracranealmente con homogenados de
cerebro de distinto origen. En concreto, se tratan
de indculos que contienen semillas de AP y tau
pertenecientes a un paciente humano de Alzheimer
y a un modelo murino de la EA de edad avanzada
(3xTg-AD de 25 meses de edad). Tras el andlisis
de los cerebros inyectados, hemos observado que
la patologia adquiere un patrén diferente segun
el indculo, siendo posible que distintos tipos
de semilla tengan un impacto diferencial en el
progreso de la EA, resaltando la importancia de
descubrir la heterogeneidad que subyace en esta
enfermedad. Ademads, hemos visto que dicho efecto
viene acompafiado de cambios neuroinflamatorios
en el cerebro, teniendo la microglia un papel muy
importante en el evento de agregacion y formacion
de placas, algo que se ha demostrado también en
investigaciones recientes. Concretamente, se ha
observado que las semillas de origen murino tienen
un efecto negativo sobre la microglia, a diferencia
de las de humano, con una disminucién del numero
de células microgliales en el parénquima cerebral y
su asociacion a las placas amiloideas, lo que resulta
en un aumento de neuritas distréficas que rodean
a las mismas. Para determinar el agente causante
de este efecto sobre la microglia, se han realizado
cultivos celulares en la linea microglial murina
BV-2 con extractos con las semillas de AP o tau.
Los resultados han revelado que ambos tipos de
agregados proteicos impactan sobre el compor-
tamiento de la microglia. En conjunto, todos los
resultados obtenidos han vuelto a resaltar que el
tipo de semilla es capaz de determinar el desarrollo
de la neuropatologia de la EA. Ademas, segun la
hipétesis de la cascada amiloide, el péptido AP
es capaz de agregar y comenzar la formacion de
depdsitos insolubles hasta 20 anos antes del inicio
de la sintomatologia clinica. Por tanto, un mayor
conocimiento y caracterizaciéon de la propaga-
cion de la patologia de la EA y los péptidos AP y
tau, puede resultar de gran valor para el diseiio de
estrategias terapéuticas efectivas en la EA.
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La Enfermedad de Alzheimer (EA) representa un
trastorno neurodegenerativo que avanza de manera
cronica y progresiva, vinculado al proceso natural
de envejecimiento y que constituye la causa de
demencia mads prevalente a nivel global. La EA
se caracteriza por su elevada complejidad y se
considera una enfermedad multifactorial. Desde
el punto de vista fisiopatoldgico se caracteriza por
la acumulacién de depédsitos de B-amiloide, ovillos
neurofibrilares, desregulaciéon de la homeostasis de
calcio, disfunciéon mitocondrial, estrés oxidativo
y neuroinflamacioén crdnica, entre otros. Actual-
mente, la mayoria de los tratamientos son sintoma-
ticos o no controlan la mayor parte de procesos
involucrados en la fisiopatologia. Esto ha motivado
la creaciéon de una nueva estrategia terapéutica
basada en ligandos multidiana.

En este marco, se han desarrollado una serie de
compuestos con accidén sobre diversas vias patogé-
nicas asociadas ala EA. Estos compuestos muestran
actividad como inductores de NRF2, moduladores
selectivosdela7nAChR,inhibidoresdeacetilcolines-
terasa (AChE), y secuestradores de radicales libres.
Este perfil farmacoldgico se tradujo en un efecto
neuroprotector in vitro en modelos de estrés
oxidativo e hiperfosforilacién de la proteina
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tau, eventos estrechamente relacionados con la
fisiopatologia de la EA. En base a este cribado
farmacoloégico, se seleccionaron los compuestos
56 y 57 como cabezas de serie para profundizar
en su perfil farmacocinético y de distribucion
en cerebro. Aunque estos compuestos seleccio-
nados puedan estar sometidos a mecanismos
de expulsion de la barrera hematoencefd-
lica, revelan pardmetros sistémicos que indican
su distribucién y wunién dentro del tejido
cerebral, con wuna acumulaciéon intracelular.
Dichos compuestos se han desarrollado con el
propdsito de dirigirse a distintas dianas terapéu-
ticas, interviniendo en vias complementa-
rias del proceso neurodegenerativo buscando
prevenir o ralentizar la progresién neurodegene-
rativa asociada a la EA. Los resultados obtenidos
muestran el potencial efecto terapéutico de esta
combinaciéon polifarmacolégica en entidades
moleculares unicas para el tratamiento de la EA.
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La enfermedad de Parkinson (EP) es el segundo
trastorno neurodegenerativo mas comun. La falta
de tratamientos efectivos para detener su progre-
sion acenttia la necesidad de nuevos enfoques
terapéuticos. Las caracteristicas patoldgicas
clave en la EP incluyen la pérdida de dopamina,
la destruccion selectiva de neuronas dopaminér-
gicas y la acumulaciéon de depédsitos proteicos
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de a-sinucleina. El estrés oxidativo es un factor
notablemente significativo en la progresién de
la enfermedad, causando la interrupciéon del
procesamiento de proteinas, la neuroinflamacion
y la disfuncién mitocondrial. Estos problemas
aumentan aun mas el estrés oxidativo, creando un
bucle patolégico que acelera la neurodegenera-
cion.

El factor de transcripcion NRF2 regula una amplia
gama de funciones fisiologicas, lo que lo convierte
en una diana atractiva para nuevos fdrmacos
dirigidos a enfermedades crénicas caracteri-
zadas por complejas redes patoldgicas. En este
contexto, hemos desarrollado una nueva familia de
inductores de NRF2 con actividades complemen-
tarias para el tratamiento de la EP. Estos nuevos
compuestos estdn disefiados para inhibir selecti-
vamente la monoamino oxidasa B (MAO-B). Esta
enzima juega un papel crucial en el control del
estrés oxidativo relacionado con el metabolismo
de la dopamina, de hecho, los inhibidores de
MAO-B se han utilizado durante mucho tiempo en
entornos clinicos para tratar los sintomas de la EP.

Basandonos en hallazgos previos, iniciamos
un programa de optimizacion hit-to-lead para
mejorar la potencia de inhibicién de MAO-B,
reducir la toxicidad celular y mejorar las propie-
dades de los nuevos compuestos, como la vida
media y la permeabilidad de la barrera hematoen-
cefdlica. Para lograr este objetivo, se establecio
una nueva quimioteca compuesta por casi 500
compuestos, la cual fue sometida a un exhaus-
tivo proceso de cribado virtual. Tras analizar los
resultados obtenidos, identificamos una familia
de 30 compuestos, los cuales fueron sintetizados y
sometidos a una evaluacion farmacoldgica exhaus-
tiva. Estos nuevos compuestos exhibieron mejoras
significativas, incluyendo una mayor potencia en
la induccién de NRF2, mayor selectividad hacia
MAO-Byunamejor capacidad de penetracién en el
sistema nervioso central mediante difusion pasiva.
Ademds, demostraron una proteccién neuronal
superior, menor toxicidad celular y conservaron
propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias
complementarias entre si. Por ultimo, mostraron
un perfil farmacocinético favorable y efecti-
vidad en un modelo de EP in vivo. En conclusién,
nuestros datos indican que los nuevos compuestos
multidiana desarrollados poseen actividades
farmacologicas prometedoras, asi como un perfil
farmacocinético favorable, posicionandolos como
potenciales candidatos para ser estudiados en
modelos in vivo de EP.
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El transporte axonal deficiente causado por la altera-
cion de la dindmica de los microtubulos (MT) es
una caracteristica comun de muchas enfermedades
neurodegenerativas, incluidas las tauopatias como
la enfermedad de Alzheimer (1). En los trastornos
mencionados, el progreso de los motores celulares
se ve obstaculizado por agregados de proteinas que
probablemente contribuyen a la pérdida de funciéon
que da lugar a un tréfico axonal aberrante.

Nuestro trabajo se centra en el desarrollo y evaluacion
de sondas peptidicas que se unen especificamente
a proteinas motoras, kinesina I y dineina citoso-
lica, como herramienta para evaluar potenciales
farmacos neuroprotectores, incluyendo farmacos
dirigidos contra el citoesqueleto (2, 3). Para ello,
hemos disefiado sondas especificas para monitorizar
el movimiento de los motores celulares mencio-
nados en células vivas basadas en péptidos marcados
fluorescentemente utilizando Quantum Dots y
Cy5 como fluordforos principales. También se han
explorado los mecanismos de entrada en la célula
para alcanzar el citosol con el fin de determinar la
técnica de permeabilidad intracelular mas eficiente.

Figura 1. Células SHSY5Y y sondas peptidicas fluorescentes
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Ademds, hemos aplicado nuestro enfoque a
diferentes modelos de enfermedades neurodege-
nerativas utilizando toxinas conocidas por simular
estas in vivo. Compuestos como el acido okadaico y
el acido etacrinico se emplean para imitar el estado
fisiopatolégico de determinadas proteinas involu-
cradas en la enfermedad de Alzheimer (4) y ELA (5)
respectivamente. La 6 hidroxidopamina (6) imita
el estado de estrés oxidativo, neurodegeneracion y
neuroinflamacion caracteristicos de la enfermedad
de Parkinson. Hemos medido el movimiento de
ambas proteinas en células pretratadas con farmacos
conocidos para cada enfermedad (TDZD8, 1GS2.7,
S14) y lo hemos comparado con células no tratadas.

ESTUDIO DE VESICULAS EXTRACELULARES EN MODELOS
DERIVADOS DE PACIENTES DE ESCLEROSIS LATERAL
AMIOTROFICA

J. Alejandro Bueso', Carmen Pérez', Rocio Bravo®,
David Otaegui®?, Valle Palomo'?

1. IMDEA Nanociencia, Calle Faraday 9, 28049 Madrid,
Spain. E-mail: valle.palomo@imdea.org

2. lIS Biogipuzkoa, Paseo Dr. Begiristain, s/n, 20014 San Se-
bastidn, Gipuzkoa Spain,

3. CIBERNED Centro de Investigacion Biomédica en Red En-
fermedades Neurodegenerativas, Calle de Valderrebollo
5,28031 Madrid, Spain.

La esclerosis lateral amiotrofica (ALS) es una
enfermedad neurodegenerativa que afecta a las
motoneuronas superiores e inferiores, que estan
relacionadas con los movimientos voluntarios.
Los modelos animales actuales no reflejan la
patologia humana y no son tan heterogéneos como
la enfermedad. La proteina TDP-43 se encuentra
gravemente desregulada y agregada en el 97%
de pacientes esporddicos (sALS), y muestra una

ANALES RANM

propagacion de tipo pridnico. La proteinopatia de
TDP-43 se observa en los modelos linfoblasticos.
En este estudio, nuestro objetivo es caracterizar
las vesiculas extracelulares (EVs) producidas por
el modelo linfobldstico en cuanto a concentracidn,
fenotipo y cargo, y ver como afectan los tratamientos
a estos parametros.

Los linfoblastos se obtienen a partir de la inmorta-
lizacion de linfocitos B con el virus de Epstein-
Barr. Los linfoblastos derivados de controles sanos
y de pacientes de sALS se cultivaron en medio libre
de exosomas y fueron tratados con IGS-2.7, un
inhibidor de la caseina kinasa 1 (CK1), y riluzol.
Las EVs obtenidas a partir de estas células fueron
aisladas utilizando el kit Total Exosome Isolation
Reagent (TEIR) o centrifugaciones seriadas
terminadas en ultracentrifugaciéon (UC). La concen-
traciéon de particulas se midi6 realizando un
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) utilizando
el Nanosight NS300. Después del aislamiento de
EVs, se marcaron con Quantum Dots (QD): aproxi-
madamente 1x108 EVs se incubaron con 20 n
de anticuerpo biotinilado anti-CD9/CD63/CD81
y 0.17 nM QD. Los anticuerpos y los QD se unen
mediante las interacciones de biotina-estreptavi-
dina. Las tetraspaninas CD9, CD63 y CD81 fueron
evaluadas en el ExoView. Se realizé un estudio de
identificacién masiva de proteinas (shotgun proteo-
mics) para las EVs, en el que 5725 proteinas fueron
identificadas inicialmente. Después del filtrado,
5551 proteinas fueron evaluadas. Al comparar los
métodos de aislamiento, 7 proteinas diferencial-
mente expresadas se comparten entre los grupos (p
= 0.05). Estas proteinas son AK1A1, PR38A, CKLF3,
RFA2, BMPR2, CD82, WSDUI. De las 100 proteinas
mas comunes en bases de datos de EVs, en nuestras
muestras fueron detectadas un 90%.

Existen diferencias significativas en la concentracion
de EVs producidas por linfoblastos de controles sanos
y de pacientes de sALS. Estas diferencias se modulan
con la inhibicién de la CK1 y con el tratamiento de
riluzol, lo cual afecta de forma distinta a cada linea

Figura 1. Representacion esquemdtica del aislamiento de EVs, y su utilizacién en ensayos de NTA, inmunomarcaje y deteccién de

proteinas.
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derivada de paciente. La metodologia para aislar
las EVs tiene un gran impacto en los resultados,
remarcando la importancia de una caracterizacion
exhaustiva de las EVs. El ensayo de inmunomarcaje
y el estudio protedmico confirman la presencia de
EVs en nuestras muestras.
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Introduction

In an increasingly aged and obese population,
diseases such as diabetes, cancer cardiovascular and
neurodegenerative diseases are on the rise. Recently,
a positive correlation between obesity and cognitive
decline and neurodegenerative diseases has been
described, offering a new therapeutic target. Among
the altered pathways found in obesity, chronic-low
grade inflammation stands out for its relevance, since
activation of microglia under obesogenic conditions
is known to contribute both to the peripheral and
central changes in metabolism and cognition.

In this project, we set out to explore the metabolic
and central consequences of preventing the activa-
tion of nutritional stress-related pathways specifi-
cally in microglia in conditions of dietary fatty acids
and sugar overload.

Methods

Immortalized microglial BV2 cells were treated with
a mixture of glucose, fructose and palmitate to mimic
the dietary insults caused by a fatty acids and sugar
overload; and used to characterize the mechanisms
leading to aberrant microglial activation. Functional
consequences of this pathological microglial activa-
tion were assessed in vivo feeding High Fat-High
Fructose (HFHF) diet to mice specifically depleting
in microglia the nutritional stress pathway.

Results

Under chronic dietary insults, microglia specifi-
cally activate the nutritional stress response cascade,
both in vitro and in vivo. Blunting the activation of
this pathway in mice prevents the body weight gain

and increased adiposity observed in their control
littermates when fed HFHF diet. This protection
seems to be due to microglial-mediated increase in
energy expenditure, in the absence of differences
in overall body temperature, locomotor activity
and food intake, or peripheral glucose homeos-
tasis. Microglial BV2 cells inhibited for nutritional
stress response activation preserve characteristics of
resting microglia, with decreased proliferation and
interleukin production, which could contribute to
the metabolic protection conferred in vivo.

Discussion

Preventing the activation of nutritional stress
pathways specifically in microglial cells might
reduce its inflammatory status, helping protect
relevant neuronal circuits implicated in the control
of energy expenditure, memory and anxiety from
the detrimental effects of dietary lipid and sugar
overload. Thus, under obesogenic conditions,
microglia could act as the link between peripheral
alterations and changes in the brain.
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Obesity, a condition resulting from an excess
of adipose tissue, is a serious health problem
worldwide and an important factor in the develop-
ment and progression of cardiovascular diseases. It
is well established that mitochondrial dysfunction
in adipose tissue might contribute to obesity-related
diseases. We found that adipose tissue of obese
patients showed a reduced expression of PGCla,
an important mitochondrial regulator. High-fat
diet feeding in mice also promoted a downregula-
tion in PGCla expression in adipose tissue that
was accompanied by cardiac metabolism alteration.
Echocardiographic analysis of mice lacking PGCla
specifically in adipose tissue showed that these
mice develop a cardiac dysfunction like the one
observed during obesity. However, this cardiomyo-
pathy was not accompanied by diabetes, hyperten-
sion or increased adiposity. Proteomics analysis of
plasma from these mice and obese participants from
a second human cohort revealed several promising
adipokines that could be involved in obesity
cardiomyopathy.
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La diabetes tipo 2 (DT2) es la enfermedad
metabdlica con mayor prevalencia mundial.
Por ello, existe un gran interés en el estudio de
estrategias dietéticas para retrasar o modular las
alteraciones asociadas a esta patologia, como puede
ser la suplementacidén con fitoquimicos como los
polifenoles o las metilxantinas. Dado que estas
sustancias sufren una extensa transformacién
en el organismo, resulta relevante conocer el
perfil de metabolitos circulantes tras su ingesta,
como compuestos finalmente responsables de sus
potenciales actividades bioldgicas. Esta evaluacion
puede realizarse mediante dos aproximaciones
metabolémicas diferentes: dirigida y no dirigida.

Teniendo en cuentaloanterior, se disefié unalimento
soluble que consistié en una mezcla de cacao puro
en polvo y harina de algarroba (60:40 w/w), rica
en polifenoles (fundamentalmente flavanoles)
y metilxantinas. El efecto de la suplementacién
aguda con este producto fue evaluado en un estudio
clinico nutricional aleatorizado y cruzado en
sujetos con DT2, sobrepeso/obesidad y medicados
con metformina (n=20). La intervencidon consistid
en tres tratamientos separados por dos semanas:
A) desayuno hipercaldrico acompaiado de la
mezcla (10g), B) desayuno hipercaldrico habiendo
consumido la mezcla la noche antes y C) desayuno
hipercalodrico (control). En las tres intervenciones
se recogieron muestras de sangre y orina en el
periodo 0-4 horas para anlizar diversos parametros
cardiometabdlicos en plasma sanguineo, asi como
el perfil de metabolitos en orina derivados de
compuestos fenolicos y metilxantinas mediante
metaboldémica, empleando un equipo de HPLC-MS
con analizador cuadrupolo-tiempo de vuelo. En
la aproximacién de metabolémica dirigida, se
realizd una btisqueda de 400 metabolitos descritos
a partir de estos fitoquimicos y se llevé a cabo una
semicuantificacion con patrones comerciales. En
la aproximacién de metabolémica no dirigida, las
sefiales obtenidas por HPLC-MS se cruzaron con
posibles identidades descritas en bases de datos
(www.hmdb.ca y www.foodb.ca) vy, tras realizar
un filtrado de compuestos, se llevd a cabo un
analisis de las posibles identidades asociadas a las
50 senales con mayor modificacién en cada modo
de ionizacion (top50) para identificar metabolitos
derivados de polifenoles y metilxantinas. En
ausencia de patrones, la identificacidon se basé en
masa exacta (error < 10 ppm).

El analisis de metaboléomica dirigida permitié
identificar y semicuantificar tres metabolitos
de metilxantinas (teobromina, 7-metilxantina y
acido 1-metilarico), presentes en concentraciones
superiores en las muestras de los tratamientos A y B.
Elandlisis de metabolémicano dirigida proporciond
resultados similares para dos de las metilxantinas
(teobromina y 7-metilxantina), ademas de mostrar
que la suplementacién aumenté los niveles de tres
compuestos tentativamente identificados como
metabolitos fendlicos:acido p-cumarico, catecol y
acido dihidroxifenilvalérico, aunque en este caso
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el andlisis fue cualitativo. Es de destacar que otros
trabajos han mostrado diversos efectos bioactivos
asociados a estos metabolitos

En conclusién, una tnica ingesta de una mezcla de
cacao y algarroba produce aumentos detectables de
metabolitos derivados de compuestos fendlicos y
metilxantinas asociados con actividades bioldgicas.
Ademds, la combinacién de metabolomica
dirigida y no dirigida permitié profundizar en
la caracterizacion de este perfil de metabolitos.
Estudios posteriores evaluardn sus efectos tras una
suplementacién crénica con la mezcla de cacao y
algarroba.
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Las algas pardas son un alimento caracteristico de la

dieta asiatica. Debido a sus innumerables propiedades
saludables, resulta aconsejable su introduccion en la dieta
occidental. Estos vegetales marinos contienen diversos
compuestos antioxidantes, como por ejemplo los polife-
noles, lo cuales presentan una gran actividad antiinflama-
toria. Sin embargo, su consumo directo puede ser cuestio-
nado debido a la presencia de metales pesados. El presente
estudio evalda la factibilidad de utilizar un extracto en
polvo instantdneo de algas pardas como una alterna-
tiva inocua para la ingesta efectiva de polifenoles.
Para lo anterior, se elaboré un extracto de algas
pardas chilenas, obtenidas de las costas de Concep-
cion, mediante extraccidon asistida por ultrasonido,
tecnologia limpia y escalable. Con el fin de evaluar
sus propiedades antioxidantes e inocuidad, el
extracto fue caracterizado en términos del contenido
de polifenoles totales, capacidad antioxidante y
metales pesados, y comparado con una ensalada
cocida comercial elaborada a partir de la misma
materia prima. Posteriormente, ambas matrices
fueron sometidas a un proceso estatico de digestién
gastrointestinal in vitro en condiciones de adulto
sano y se determind su digestibilidad de polifenoles
y capacidad antioxidante.

El proceso de extraccion asistido por ultrasonido
permitié la elaboraciéon de un extracto de algas
con contenido reducido de metales pesados (una
reduccién de mas del 50% para As, Cd y Se) el cual
cumple con la legislaciéon vigente. Asimismo, el
extracto instantdneo de algas pardas reconstituido
en agua en concentraciones sub citotéxicas (1% p/v)
present6 unadigestibilidad de polifenoles totales unas
20 veces superior a las de una porciéon de consumo
habitual de ensalada. Ademas, su capacidad antioxi-
dante, determinada empleando el radical DPPHo.,
también fue superior tras el proceso de digestion,
pasando de 15, 64 a 26,73 pumol equiv. Trolox/ g
producto. Por el contrario, la ensalada disminuyé
significativamente su valor alcanzando una digesti-
bilidad de sélo un 4%. Las diferencias observadas
entre ambos productos, pueden atribuirse al efecto
matriz ejercido por los polisacaridos presentes en la
ensalada. Asi, durante su elaboracion, la ensalada de
algas es sometida a un proceso de coccién hiimeda,
el cual puede favorecer la formaciéon de enlaces
covalentes o puentes de hidrdgeno entre los grupos
hidroxilo de los polifenoles y los atomos de oxigeno
unidos a los enlaces glicosidicos de los polisaca-
ridos. Esto proporciona una barrera fisica para los
polifenoles contra las condiciones géastricas acidas y
hace que las enzimas digestivas no puedan descom-
poner los polifenoles, reduciendo asi su digestibi-
lidad gastrointestinal.

Por tanto, el extracto presenta efectos promete-
dores ser una alternativa para la ingesta de polife-
noles marinos, aunque estudios posteriores deberdn
considerar su evaluaciéon sensorial y validaciéon
clinica, a través de una intervencién nutricional.
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ANALES RANM

NORMAS DE PUBLICACION

ANALES DE LA REAL ACADEMIA NACIONAL DE MEDICINA DE ESPANA

INFORMACION PARA LOS AUTORES DE ANALES RANM

ANALES RANM (nombre abreviado segin norma ISO-4 para
revistas cientificas: An. R. Acad. Nac. Med., Madrid e igualmente An.
RANM) es una revista cientifico-médica de 4mbito nacional e interna-
cional que publica contenidos en relacion con la salud, enferme-
dades y patologias que afectan al ser humano y articulos de interés en
ciencias biomédicas bésicas.

Eslarevista cientifica oficial de la Real Academia Nacional de Medicina
de Espaiia, edita 3 niimeros al afio, y acepta manuscritos en espafiol e
inglés. La Publicacion tiene dos versiones: una impresa registrada con
ISSN 0034-0634 y otra digital on-line registrada con ISSN 2605-2512
(www.analesranm.es).

La revista ANALES de la Real Academia Nacional de Medicina
de Espaiia se adhiere a las recomendaciones de uniformidad para
manuscritos enviados a revistas biomédicas elaboradas por el Comité
Internacional de Editores de Revistas Médicas, cuyo texto oficial se
encuentra disponible en: http://www.icmje.org/recommendations/

RESPONSABILIDADES Y ASPECTOS ETICOS EN LA
PUBLICACION

ANALES RANM considera que la negligencia en investigacion o
en publicacion es una infraccién ética seria y tratard este tipo de
situaciones de la manera necesaria para que sean consideradas como
negligencia. Es recomendable que los autores revisen el Committee
on Publication Ethics (COPE) y el International Committee of
Medical Journal Editors para mayor informacion a este respecto. La
revista ANALES RANM no acepta material previamente publicado.
El plagio y el envio de documentos a dos revistas por duplicado se
consideran actos serios de negligencia. El plagio puede tomar muchas
formas, desde tratar de publicar trabajos ajenos como si fueran
propios, copiar o parafrasear partes sustanciales de otro trabajo (sin
atribucién), hasta reclamar resultados de una investigacion realizada
por otros autores. El plagio, en todas sus formas posibles, consti-
tuye un comportamiento editorial no ético y, por tanto, se considera
inaceptable. El envio/publicacién duplicada ocurre cuando dos o més
trabajos comparten la misma hipotesis, datos, puntos de discusién y
conclusiones, sin que estos trabajos hayan sido citados mutuamente
uno a otro. Las citaciones seguirdn estrictamente las normas de
Vancouver** (al final del presente documento se muestran ejemplos e
indicaciones al respecto).

INVESTIGACION HUMANA Y ANIMAL

Toda informacién identificativa no deberd ser publicada en declara-
ciones escritas, fotografias o genealogias.

Asimismo, no se podran revelar nombres de pacientes, iniciales o
nimeros de historia clinica en materiales ilustrativos. Las fotogra-
fias de seres humanos deberan ir acompafiadas de un consentimiento
informado de la personay que dicha persona revise el manuscrito previo
a su publicacion, en el caso de que dicho paciente pueda ser identificado
por las imégenes o los datos clinicos anadidos en dicho manuscrito. Los
rasgos faciales no deben ser reconocibles.

El Comité Editorial puede requerir a los autores anadir una copia (PDF
o papel) de la aprobacién de un Comité de Etica en el caso de trabajos
con experimentacion animal o ensayos clinicos (pacientes, material
de pacientes o datos médicos), incluyendo una traduccién oficial

y verificada de dicho documento. Se debe especificar en la seccion
ética que todos los procedimientos del estudio recibieron aproba-
cion ética de los comités de ética relevantes correspondientes a nivel
nacional, regional o institucional con responsabilidad en la investiga-
cién animal/humana. Se debe anadir igualmente la fecha de aproba-
cién y niimero de registro. En caso de que no se hubiera recibido la
aprobacidn ética, los autores deberdn explicar el motivo, incluyendo una
explicacion sobre la adherencia del estudio a los criterios propuestos
en la Declaracion de Helsinki (https://www.wma.net/es/policies-post/
declaracion-de-helsinki-de-la-amm-principios-eticos-para-las-investi-
gaciones-medicas-en-seres-humanos).

AUTORIA

Todos los datos incluidos en la presentacion de un manuscrito deben ser
reales y auténticos. Todos los autores incluidos deben haber contribuido
de forma significativa a la elaboracién del documento, asi como tiene
la obligacion de facilitar retracciones o correcciones, si fuera necesario,
cuando se encuentren errores en el texto. En los articulos se recomienda
un maximo de 6 autores, aunque se aceptan sugerencias concretas para
mas de 6 autores. Cada autor deberd especificar como desea que se cite
su nombre (i.e., solo el primer apellido, los dos apellidos o unir ambos
apellidos con guion). En caso de ser necesario, se requerira que cada
autor especifique el tipo y grado de implicacion en el documento.

REVISION POR PARES

ANALES RANM publica documentos que han sido aceptados después
de un proceso de supervisiéon por pares. Los documentos enviados
seran revisados por “revisores ciegos” que no tendran ningun tipo de
conflicto de interés con respecto a la investigacion, a los autores y/o a
las entidades financiadoras. Los documentos seran tratados por estos
revisores de forma confidencial y objetiva. Los revisores podran indicar
algunos trabajos relevantes previamente publicados que no hayan sido
citados en el texto. Tras las sugerencias de los revisores y su decision,
los editores de la revista tienen la autoridad para rechazar, aceptar o
solicitar la participacion de los autores en el proceso de revision. Tanto
los revisores como los editores no tendran conflicto de interés con
respecto a los manuscritos que acepten o rechacen.

LICENCIAS

En el caso de que un autor desee presentar una imagen, tabla o datos
previamente publicados, debera obtener el permiso de la tercera parte
para hacerlo y citarla expresamente. Este permiso debera estar reflejado
por escrito y dirigido a la atencion del editor de la revista ANALES
RANM. Si la imagen, tabla o datos a publicar estin basados en otros
previamente publicados habra de mencionarse dicha circunstancia.

En caso de que una institucion o patrocinador participe en un estudio,
se requiere de forma explicita su permiso para publicar los resultados
de dicha investigacion. En caso de presentar informacién sobre un
paciente que pueda revelar su identidad, se requiere el consentimiento
informado de dicho paciente por escrito.

CONFLICTO DE INTERESES

Los autores de un manuscrito son responsables de reconocer y revelar
cualquier conflicto de intereses, o potencial conflicto de intereses, que
pueda sesgar su trabajo, o pudiera ser percibido como un sesgo en su



trabajo, asi como agradecer todo el apoyo financiero y colaboraciones
personales. ANALES RANM se adhiere a las directrices del Interna-
tional Committee of Medical Journal Editors, que estd disponible en
http://www.icmje.org, incluyendo aquellas de conflicto de intereses y
de autoria. Cuando exista conflicto de intereses, debera ser especifi-
cado en la Pagina de Titulo. De igual forma, el impreso de “Declara-
cién de Transparencia” (ver impreso en Documentaciéon Complemen-
taria) deberd ser rellenado, firmado por todos los autores y remitido
al editor de ANALES RANM. Los autores deberan mencionar el tipo
de relacion e implicacion de las Fuentes financiadoras. Si no existe
conflicto de intereses, debera especificarse igualmente. Cualquier
posible conflicto de intereses, financiero o de cualquier otro tipo,
relacionado con el trabajo enviado, deberd ser indicado de forma
clara en el documento o en una carta de presentaciéon que acompaie
al envio.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

En el ultimo parrafo de la secciéon Material y Métodos, los autores
deberdn comentar que los pacientes incluidos en el estudio dieron
su consentimiento a participar después de haber sido informados de
forma concienzuda acerca del estudio. El editor de ANALES RANM, si
lo considera necesario, puede requerir la presentacion de este consenti-
miento informado a los autores.

ENVIO DE MANUSCRITOS

Los manuscritos deberdn ser remitidos por internet a través de la
direccién www.analesranm.es en el enlace de Envio de Manuscritos
(o en su defecto entregando el material en la secretaria de la RANM),
cumplimentando debidamente todos los campos requeridos siguiendo
las normas e instrucciones que aparecen en la misma. El texto del
manuscrito (incluyendo primera pagina o pagina de titulo, resumen,
cuerpo del articulo, agradecimientos y referencias) deberan incluirse en
un unico archivo. Las figuras y tablas deberdn adjuntarse en archivos
separados, usando un archivo para cada tabla o figura.

NORMAS ESPECIFICAS PARA CADA TIPO DE ARTICULO

Todos los titulos de los manuscritos, sean del tipo que sean, deberan
ser enviados tanto en castellano como en inglés.

ARTICULO ORIGINAL DE INVESTIGACION

Se consideraran trabajos de investigacion clinica o basica todos aquellos
relacionados con la medicina interna y con aquellas especialidades
médico-quirtrgicas que representen interés para la comunidad cienti-
fica.

Los tipos de estudios que se estiman oportunos son los estudios de casos
controles, estudios de cohortes, series de casos, estudios transversales y
ensayos controlados.

En el caso de ensayos controlados deberan seguirse las instrucciones
y normativas expresadas en CONSORT disponible en www.consort-
statement.org, o en otros similares disponibles en la web. La extension
maxima del texto sera de 3000 palabras que deberan dividirse en las
siguientes secciones: Introduccion, Material y Métodos, Resultados,
Discusion y Conclusiones. Ademds, deberd incluir un resumen de
una extension maxima de 300 palabras, el cual deberd enviarse tanto
en castellano como en inglés, estructurado en Objetivos, Métodos,
Resultados, Conclusiones.
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Se acompariaré de 3 a 6 palabras clave en castellano y en inglés, recomen-
dandose para las mismas el uso de términos MeSH (Medical Subject
Headings de Index Medicus/Medline disponible en: https://meshb.
nlm.nih.gov/search) y de términos del Indice Médico Espafiol. Para
la redaccion de los manuscritos y una correcta definiciéon de palabras
médicas le recomendamos consulten el Diccionario de Términos
Meédicos editado por la Real Academia Nacional de Medicina de Esparia.
En total se admitiran hasta 40 referencias bibliograficas siguiendo los
criterios Vancouver (ver mas adelante). El nimero méaximo de tablas y
figuras permitidas serd de 6. Una figura podrd estar a su vez formada por
una composicion de varias. El manuscrito deberd enviarse en formato
Word (.doc 0 .docx), las tablas en formato (.doc o .docx) y las figuras en
formato .jpg o .tiff y con una calidad de al menos 240 dpi.

ARTICULO ORIGINAL DE DOCENCIA

Se consideraran articulos docentes originales aquellos encaminados a
mejorar y aportar nuevos datos sobre un enfoque practico y didactico
de los aspectos docentes mas importantes en las Ciencias de la Salud que
ayuden a mejorar la practica docente diaria. La extension maxima del
texto sera de 2500 palabras. Se acompanara de un resumen no estruc-
turado de hasta 250 palabras, el cual debera enviarse tanto en castellano
como en inglés. Asi mismo se incluiran de 3 a 6 palabras clave en
castellano y en inglés. El nimero maximo de referencias sera de 20. Se
podra acompariar de hasta 3 tablas o figuras en los casos precisos. El
manuscrito deberd enviarse en formato Word (.doc o .docx), las tablas
en formato (.doc o .docx) y las figuras en formato .jpg o .tiff y con una
calidad de al menos 240 dpi.

ARTICULO DE REVISION

Son articulos que de forma sistemdtica intentan mostrar las eviden-
cias mds actuales sobre un tema de interés médico o médico-quirtar-
gico, tratando de establecer una serie de pautas a seguir en determi-
nadas patologias. Los articulos de revisién podran ser solicitados al
autor de forma directa por parte del Comité Editorial (Editor y Editores
Asociados) o bien remitidos de forma voluntaria por los autores. Los
articulos de este tipo sern revisados por el Comité Editorial, por algun
miembro del Comité Asesor/Cientifico y/o por Revisores externos.

La extensién méxima del articulo serd de 4000 palabras divididas en
una Introduccion, Cuerpo o Sintesis de la revisiéon (podran usarse los
apartados y sub-apartados que se estimen oportunos) y Conclusiones.
El resumen no tendrd que ser estructurado, con un maximo de 300
palabras, el cual debera enviarse tanto en castellano como en inglés;
De igual manera se afiadirdn de 3 a 6 palabras clave en castellano y
en inglés. Se permitirdn hasta 50 referencias bibliograficas y hasta 10
tablas o figuras. El manuscrito debera enviarse en formato Word (.doc o
.docx), las tablas en formato (.doc o .docx) y las figuras en formato .jpg
o .tiff y con una calidad de al menos 240 dpi.

ARTICULO DE REVISION EXTENDIDA

Idem que el “Articulo de Revision” pero con una extensién de entre
4001 a 9500 palabras. Se considerard y evaluara tanto el Comité Cienti-
fico como por el Editorial la aceptacion y publicacion de este tipo de
articulos con caracter excepcional (como por ejemplo en situaciones de
pandemia, alerta sanitaria, etc...). Estos articulos se dividiran igualmente
en una Introduccién, Cuerpo o Sintesis de la revision (podran usarse
los apartados y sub-apartados que se estimen oportunos) y Conclu-
siones. El resumen no tendrd que ser estructurado, con un maximo
de 300 palabras, el cual debera enviarse tanto en castellano como en
inglés; Se anadiran de 3 a 6 palabras clave en castellano y en inglés. Se
permitirdn hasta 50 referencias bibliograficas y hasta 14 tablas o figuras.
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El manuscrito deberéd enviarse en formato Word (.doc o .docx), las
tablas en formato (.doc o .docx) y las figuras en formato .jpg o .tiff y con
una calidad de al menos 240 dpi.

CASOS CLINICOS

Se permitira la elaboracién y envio de casos clinicos interesantes y
que tengan un mensaje que transmitir al lector. No se contemplaran
casos clinicos habituales sin interés para la comunidad cientifica. Debe
contener el titulo del trabajo en castellano e ingles La longitud méxima
de los casos serd de 1500 palabras distribuidas en una Introduccion,
Caso Clinico y Discusion. El resumen tendra una extension maxima
de 150 palabras y no necesitara ser estructurado. Dicho resumen
deberd enviarse tanto en castellano como en inglés. De igual manera se
anadiran de 3 a 6 palabras clave en castellano y en inglés. Se permitird
un maximo de 3 figuras o tablas.

El nimero méximo de referencias bibliograficas sera de 10. El
manuscrito deberd enviarse en formato Word (.doc o .docx), las tablas
en formato (.doc o .docx) y las figuras en formato .jpg o .tiff y con una
calidad de al menos 240 dpi.

EDITORIALES

Estos articulos podran ser comentarios libres o apuntes basados en la
experiencia clinica y/o investigadora del autor sobre temas de interés
meédico, bien a propésito de algin otro articulo publicado en el mismo
numero de la revista o bien respecto a temas de actualidad médica. No
es necesario “resumen’ ni que contengan “introduccién” y/o “conclu-
siones”. Si serdn necesarias las palabras clave. La extension méxima
del texto enviado sera de 800-1000 palabras sin estructurar. Podria
contener, si el autor lo considera, 1 figura o una tabla.. Como maximo
se permiten 10 citas bibliograficas.

El manuscrito deberéd enviarse en formato Word (.doc o .docx), las
tablas en formato (.doc o .docx) y las figuras en formato .jpg o .tiff y con
una calidad de al menos 240 dpi.

CARTAS AL EDITOR

Los articulos incluidos en esta seccién podran ser comentarios
libres sobre algin tema de interés médico o bien criticas a articulos
recientemente publicados (ultimos 6 meses) en la revista ANALES
RANM. Se aceptardn de manera excepcional criticas o comentarios
publicados en otras Revistas si tienen un interés médico evidente. La
extension maxima del texto enviado serdn 500 palabras sin estruc-
turar. No es necesario incluir resumen ni palabras clave. Se podra
incluir 1 figura o tabla acompafiando a la carta. Como maximo se
permiten 5 citas bibliogréficas. El manuscrito deberd enviarse en
formato Word (.doc o .docx), las tablas en formato (.doc o .docx)
y las figuras en formato .jpg o .tiff y con una calidad de al menos
240 dpi.

CRITICA DE LIBROS

En esta seccion se permitira la critica y comentarios sobre un libro de
ambito médico o médico-quirtirgico en el que se destacardn los aspectos
formales y cientificos mds importantes, asi como las aportaciones
fundamentales del mismo a la practica clinica. Su extensién maxima
sera de 500 palabras. No es necesario resumen, palabras clave y no se
permitirdn tablas ni figuras, salvo la portada del libro. El manuscrito
deberd enviarse en formato Word (.doc o .docx), las tablas en formato
(.doc o .docx)

OTROS ARTICULOS

(Laudatios, Necroldgicas, Articulos sobre figuras de la medicina,
Articulos filosoficos, ...) Estos articulos, por su especial naturaleza,
podran tener una extension de hasta 5.000 palabras. No es necesario
resumen ni palabras clave al igual que no es obligatorio que contengan
“introduccion” y/o “conclusiones’.

Asi mismo las referencias bibliograficas, si las hubiere, no deberan de
ir identificadas a lo largo del texto y solo bastara con la correspon-
diente mencién al final del articulo. Como méximo se pueden indicar
10 referencias bibliogréficas y contener 5 tablas /figuras. El manuscrito
deberd enviarse en formato Word (.doc o .docx), las tablas en formato
(.doc o .docx) y las figuras en formato .jpg o .tiff y con una calidad de
al menos 240 dpi.

Estos tipos de articulos no serdn publicados en la edicién ordinara
de la revista ANALES RANM. Su difusion se realizara mediante un
Suplemento Extraordinario editado anualmente.

CARACTERISTICAS FORMALES EN LA REDACCION DEL
MANUSCRITO

Cada trabajo, en funcion del tipo de articulo anteriormente expresado,
deberd estar estructurado segtin se ha comentado. De forma general los
trabajos deberan ir escritos en folios tamanno DIN A4 con una letra 10,
tipo Times New Roman, con unos margenes de 2.5cm y un interlineado
de 1.5 con una justificacién completa. Los articulos podran enviarse en
Espafiol o Inglés, que son los dos idiomas oficiales de la revista.

Durante la elaboraciéon del manuscrito podran realizarse abreviaturas,
previamente especificadas y aclaradas durante la primera aparicion de la
misma. Se recomienda uso de abreviaturas comunes en el lenguaje cienti-
fico. No se permitird el uso de abreviaturas en el titulo ni el resumen,
unicamente en el cuerpo principal del manuscrito. Se deberd hacer
especial hincapié en la expresion correcta y adecuada de las unidades de
medida. Se considera fundamental y norma editorial la elaboracion de
un manuscrito que siga las instrucciones anteriormente mencionadas
en cuanto a la estructura de cada uno de los tipos de articulos. La estruc-
tura general de envio de los articulos serd la siguiente:

Pdgina inicial o Pdgina de Titulo
Deberd incluirse un Titulo sin mas de 90 caracteres que sea lo suficien-
temente claro y descriptivo (en castellano e inglés).

Nombre y Apellidos de los autores - Indicar las Instituciones en las que
Trabajan o proceden los autores - Incluir el nombre completo, direccién,
e-mail y teléfono del Autor para la correspondencia.

Titulo breve: Sin superar los 50 caracteres - Afadir el nimero de
palabras sin incluir el resumen y el nimero de tablas y figuras si procede.

Segunda pdgina o Pdgina de Resumen y palabras clave

Se deberd incluir un Resumen si procede segun el tipo de manuscrito
elegido, en el que debera incluirse unos Objetivos (indicar el propdsito
del estudio de forma clara y breve), Métodos (indicando el disefio del
estudio, pruebas realizadas, tipo de estudio, seleccién de pacientes y
estudio estadistico), Resultados (los mas significativos con su estudio
estadistico correspondiente) y Conclusiones (énfasis en lo mds
importante de lo obtenido en el estudio). A continuacién, se incluiran
de 3 a 6 palabras clave.

Tercera pagina o Pdgina de Resumen y palabras clave en inglés
Siguiendo las mismas recomendaciones anteriormente descritas en el
punto anterior, pero en inglés.



Cuarta pdgina y siguientes

Texto y Cuerpo del manuscrito con sus diferentes apartados -Introduc-
cién: Se incluirdn los antecedentes mdas importantes, asi como los
objetivos del estudio a realizar.

Material y Métodos: Esla parte fundamental y més critica del manuscrito.
Es conveniente especificar el periodo de estudio, el tipo de poblacion, el
diseno del estudio, los procedimientos e instrumentos utilizados en el
estudio, asi como especificar los criterios de inclusion y de exclusion en
el estudio. Debera incluirse el tipo de estudio estadistico realizado segun
las caracteristicas de las variables analizadas y estudiadas. Ademas, se
anadira si cumple con los requisitos éticos del comité del centro donde
se ha llevado a cabo el estudio.

Resultados: Deben ser claros, concisos y bien explicados. Se intentara
resumir parte de ellos en tablas para evitar confusion durante su lectura.
Se recomienda no repetir informacion de las tablas o graficos en el texto.

Discusion: Deberan discutirse los resultados obtenidos con respecto a
los datos existentes en la literatura de una forma clara y cientificamente
adecuada. Se evitara repetir comentarios o datos contemplados en los
apartados anteriores en la medida de lo posible.

Conclusiones: Se deberan destacar los aspectos mds importantes de los
datos obtenidos de forma breve y con mensajes directos.

Agradecimientos

Referencias o Bibliografia: Se incluirdn las citas que el autor o autores
hayan utilizado en la elaboracion del manuscrito y quede constancia de
ellas en el texto. Deberan ser ordenadas segtin su aparicién en el texto y
ser incluidas dentro del mismo entre paréntesis y con nimeros arabigos.
Las referencias seguirdn estrictamente las normas de Vancouver* (al
final del presente documento se muestran ejemplos).

Tablas Deberan realizarse siguiendo los mismos criterios en cuanto a
tamano y tipo de letra, asi como interlineado. Cada tabla sera incluida
en una pagina en solitario y deberd ser numerada de forma correlativa
a su aparicion en el texto con niimeros arabigos. Debera llevar un titulo
explicativo del contenido de la misma de manera clara y concisa. El
formato de realizacion de las tablas serd .doc o .docx.

Figuras Tanto graficos como fotografias, dibujos o esquemas se
consideran figuras. Deberdn numerarse segtin el orden de aparicién
en el texto. Cada una de las figuras llevara un titulo explicativo de las
mismas, que deberd incluirse en el cuerpo principal del manuscrito tras
las Referencias o Bibliografia. Cada figura debera enviarse en un archivo
individual principalmente en formato .tiff o .jpg con una calidad de al
menos 300 dpi. Se afiadird ademds un pie de figura explicativo.

DERECHOS DE PROPIEDAD INTELECTUAL Y PROCESO
EDITORIAL COPYRIGHT

La Real Academia Nacional de Medicina de Espafia, como propie-
taria de la revista ANALES RANM serd responsable de custodiar los
derechos de autoria de cada manuscrito. Los autores seran requeridos
a completar un documento en lo que concierne a derechos de autoria y
la transferencia de estos derechos a la revista ANALES RANM (mirar
documento). El autor corresponsal estd obligado a declarar si alguno
de los autores es empleado del Gobierno de Reino Unido, Canada,
Australia o Estados Unidos de América o si tiene algtin tipo de relacién
contractual con estas instituciones. En el caso de que un autor sea
empleado de Estados Unidos de América, deberd especificar el nimero
de contrato, asi como si la investigacion ha recibido fondos de Estados
Unidos. Igualmente, si alguno de los autores pertenece al Instituto
Médico Howard Hughes, debera especificarlo.

ANALES RANM

La firma y acuerdo de copyright incluye:

Responsabilidad y garantia del autor: El autor garantiza que todo el
material enviado a ANALES RANM es original y no ha sido publicado
por otra revista o en otro formato. Si alguna parte del trabajo presentado
ha sido previamente publicada, debera especificarse en el manuscrito.
El autor garantiza que ninguno de los datos presentados infringe los
derechos de terceras partes y autoriza a ANALES RANM a usar el
trabajo si fuera necesario.

Transferencia de derechos de uso: El autor transfiere a la Real Academia
Nacional de Medicina de Espana todos los derechos concernientes al
uso de cualquier material derivado del trabajo aceptado para publica-
cion en ANALES RANM, asi como cualquier producto derivado
respecto a la distribucion, transformacion, adaptacion y traduccion, tal
y como figura en el texto revisado de la Ley de Propiedad Intelectual.

Por tanto, los autores no estaran autorizados a publicar o difundir
trabajos aceptados para publicacion en ANALES RANM sin la expresa
autorizacion escrita de la Real Academia Nacional de Medicina de
Espafia.

PROCESO EDITORIAL Y REVISION

Los manuscritos enviados son recibidos a través de un sistema de envio
mediante pagina web (o email en su caso) y, una vez recibidos ANALES
RANM informara a los autores si el manuscrito es aceptado, rechazado o
requiere de un proceso de revision. El proceso de revision comienza tras
la recepcion y una evaluacion formal del Editor o Editores Asociados.

Posteriormente, el manuscrito serd enviado a un minimo de dos
revisores externos o miembros del Consejo Rector o del Comité Cienti-
fico sin que aparezca el nombre de los autores, datos personales ni
filiacion de los mismos para asegurar un proceso de revisiéon apropiado
y objetivo. Una vez que el informe del revisor externo se ha recibido,
el Comité Editorial emitird una decisiéon que serd comunicada a los
autores.

El primer proceso de revision no durard mds de dos meses. Si un
manuscrito requiere cambios, modificaciones o revisiones, sera notifi-
cado a los autores y se les dara un tiempo para que realicen dichos
cambios. La cantidad de tiempo dependera del nimero de cambios que
se requieran. Una vez que la version revisada sea enviada, los autores
deberan resaltar los cambios realizados en un color diferente y adjuntar
una carta de respuesta a los revisores donde se argumentan de forma
clara dichos cambios realizados en el manuscrito.

El Comité Editorial de ANALES RANM se reserve el derecho de hacer
cambios o modificaciones al manuscrito con el consentimiento y
aprobacion de los autores sin hacer cambios en el contenido. El objetivo
de estos cambios serd mejorar la calidad de los manuscritos publicados
en larevista. Tras la aceptacion de un articulo, este serd enviado a prensa
y las pruebas seran enviadas al autor.

El autor debera revisar las pruebas y dar su aprobacion, asi como indicar
cualquier error o modificacion en un plazo de 48 horas. Pasado este
tiempo, no se admitirdn cambios en el contenido cientifico, el nimero
o el orden de los autores.

En caso de que aparezca errores tipograficos u otros errores en la
publicacién final, el Comité Editorial junto con los autores publicaran
una aclaracion apropiada en el siguiente nimero de la revista. En el caso
extremo en que los autores insistieran en hacer cambios no autorizados
antes de la publicacion final del articulo o violar los principios previa-
mente mencionados, el Comité Editorial de ANALES RANM se reserva
el derecho de no publicar el articulo.
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comentarios expresados en el contenido de los manuscritos por parte
de los autores.

LISTADO DE COMPROBACION

Este listado es muy util ala hora de realizar la ltima revision del articulo
previa a su envio a la Publicacion. Revisar y comprobar las siguientes
tareas:Nombrar un autor de correspondencia y su correo electrénico.
Preparar todos los archivos que debera incluir el envio.

Sobre el Manuscrito verificar:e Que contiene la lista de palabras clavee
Que se incluyen todas las figuras y sus titulos correspondientese Que
estan todas las tablas (con el titulo, descripcion y notas pertinentes)e
Que todas las referencias a tablas y figuras en el texto coinciden con
los archivos de tablas y figuras que envia.e Indicar si alguna de las
figuras requiere impresion a color.e Que las imagenes tienen calidad y
la adecuada resolucion.

También tener presente:e Realizar una correccién ortografica y
gramatical. Todas las citas del texto se hallan en el listado de referencias,
y viceversa.e Obtener los permisos necesarios para el uso de material
sujeto a derechos de autor, incluyendo el material que provenga de
Internet. Realizar las declaraciones de conflicto de intereses.e Revisar
la normativa de la revista detallada en la presente Guia.e Citar explicita-
mente las fuentes y origen de contenidos externos.

* Ejemplos de referencias bibliograficas Normas Vancouver:

Libro:Autor/es. Titulo. Volumen. Edicién. Lugar de publicacion:
Editorial; afo.

Lain Entralgo P. Historia de la medicina. Barcelona: Ediciones cienti-
ficas y técnicas; 1998.

Fauci AS, Kasper DL, Braunwald E, Hauser SL, Longo DL, Jameson JL,
Loscalzo J, editors. Harrison’s principles of internal medicine. Vol 1.
17th ed. New York: McGraw Hill; 2008.

Longo DL, Fauci AS, Kasper DL, Hauser SL, Jameson JL, Loscalzo J,
editores. Harrison principios de medicina interna. Vol 2. 18a ed.
Meéxico: McGraw-Hill; 2012.

Si el Libro o Revista posee codigo DO, por favor indicar.

Capitulo de libro Autor/es del capitulo:

Autor/es. Titulo del capitulo. En: Director/Coordinador/Editor literario
del libro. Titulo del libro. Edicion. Lugar de publicacion: Editorial; afio.
Pagina inicial del capitulo-pégina final del capitulo.

Rader DJ, Hobbs HH. Trastornos del metabolismo de las lipoproteinas.
En: Barnes PJ. Longo DL, Fauci AS, et al, editores. Harrison princi-
pios de medicina interna. Vol 2. 18a ed. México: McGraw-Hill; 2012.
p. 3145-3161.

Si el capitulo del Libro posee codigo DO, por favor indicar.

Articulo de revista Autores del articulo:

Articulo de revista Autores del articulo (6 autores maximo, si mas de 6
autores, poner los 3 primeros et al.):

Titulo del articulo. Abreviatura de la revista. Afio; Volumen (nimero):
paginas.

Lyons RM, Marek BJ, Paley C et al (8 autores). Comparison of 24
months outcomes in chelated and no-chelated lower-risks patients with
myelodysplastic syndromes in a prospective registry. Leuk Res 2014;
38(2):149-154.

Kautz L,Yang G, Vafre EV, Rivella S, Nemeth, Ganz T. Identification of
erythroferrone as an erythroid regulator of iron metabolism. Nat Genet
2014; 46(7):678-684.

Griesshammer M, Gisslinger H, Mesa R. Current and future treatment
options for polycythemia vera. Ann Hematol 2015 [Internet]. https://
doi.org/10.107/s00277-015-2357-4

Si el articulo de la Revista posee cédigo DOI, por favor indicar.

** Ejemplos de citas de texto Normas Vancouver:

Las citas en el texto han de realizarse mediante “llamadas” con nimeros
arabigos entre paréntesis.

Cada trabajo citado debera tener un numero tnico asignado por
estricto orden de citacién. Aunque una obra sea citada en mas de una
ocasion mantendra el mismo nimero en todas las citaciones.

Ejemplo: este tipo de neoplasia se observa en la imagen histologica de
un modo evidente (1)...

Si se realiza una cita directa, ésta deberd de ser breve no mds extensa de
5 renglones ¢ 50 palabras. Se insertara dentro del texto del manuscrito
entre comillas, y el numero de la citacién entre paréntesis junto a la
paginacion que corresponda se colocard al final, después de las comillas
y antes del signo de puntuacion.

Ejemplo: “..el proceso neurodegenerativo se habrd ya manifestado
clinicamente” (2, p.14).

Cada autor citado tendrd igualmente un niimero tinico aunque también
puede integrarse el nombre del autor seguido por el nimero que le
corresponda. Si el autor no es nombrado el nimero entre paréntesis
aparecerd al final de la frase. Si la obra tiene mas de un autor, citar en el
texto el primer autor et al.

Ejemplo: Como indicé Tamames (3) este tipo de cirugia ha de plantearse
Para citar una obra que no tiene un autor concreto se debe usar lo que se
denomina “autor corporativo”

Ejemplo: La Organizacién Mundial de la Salud (4) estima que el

incremento de esta patologia...
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