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MARCOY JUSTIFICACION

La Real Academia Nacional de Medicina de Espana (RANM) y la
Fundaciéon Tedfilo Hernando (FTH), firmaron un convenio para
dar voz a los jovenes investigadores. Se cred, para ello, el Foro
“Teofilo Hernando” de Jévenes Investigadores (FJI). El foro se
bautizé con el nombre de don Tedfilo Hernando, el adelantado de
la farmacologia espafola, que la introdujo en las universidades
como materia docente y cientifica en el primer tercio del siglo XX.
Fue académico de numero de la RANM.

Los requisitos para incorporase a este Foro incluian disponer
de medios suficientes para mantener un grupo de investigacion
independiente y haber hecho estancias posdoctorales en centros
de relieve internacional. Asimismo, la seleccidn se hizo en base a
la practica de ciencia de calidad en Espafa, competitiva a nivel
internacional. Los jévenes seleccionados (alrededor de 35-40
anos de edad) debfan impartir en la RANM una conferencia sobre
su trabajo original de 45 minutos seguida de un amplio debate.
A los investigadores se les otorgaba una medalla de la RANM vy
un diploma.

En el periodo 2018-2020 se han incorporado al Foro 11 jévenes
investigadores, cuyos trabajos se desarrollan tanto en ciencias
basicas como en especialidades médicas. Trabajan en temas muy
diversos, desde la biologia estructural de proteinas pasando por
la identificacién de dianas con interés farmacoteréapico, hasta
enfermedades en distintos campos médicos.

Llegados a este punto, parece oportuno y deseable que esta
rica gama de conocimientos, expuesta en las sesiones del Foro,
celebradas en la RANM en el periodo 2018-2021, se integren de
forma mas proxima en el “I Simposio de Jovenes Investigadores”
de la RANM. Ello facilitard& el encuentro de esos jévenes
investigadores que trabajan en distintos temas biomédicos
y lugares, lo que facilitard el establecimiento de posibles
colaboraciones entre ellos y con la RANME.

El Simposio se celebrara el miércoles 17 y jueves 18 de noviembre
de 2021. El programa se estructura en breves ponencias de los
nueve miembros del Foro (15 minutos + 5 minutos de discusion)
y 1 hora para el café, visita y discusién de los pdsteres. Los
posteres los presentaran los colaboradores de los miembros del
Foro y se resumiran en una sesion oral. Habra 3 premios para
los mejores posteres.

Para la redaccion de los manuscritos y una correcta definicion de la términologia médica, ANALES RANM
recomienda consultar el Diccionario de términos médicos de la Real Academia Nacional de Medicina de
Espaiia
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Miércoles, 17/11/2021

Inscripcion y recogida de documentacion

Bienvenida
Eduardo Diaz-Rubio Garcia
Presidente de la RANME

Sesion |. Nuevos desarrollos en neurociencia
(Moderadores: Francisco José Rubia Vila, Antonio G. Garcia,
Enrique Cobos)

La enfermedad de Alzheimer asociada al sindrome de Down
Juan Fortea Ormaechea
Hospital de la Santa Creu i Sant Pablo, Barcelona

Mecanismos de plasticidad y neuromodulacién sinaptica:
Implicacion en enfermedades neurolégicas

Sandra Jurado Sanchez

Instituto de Neurociencias, CSIC-UMH, Alicante

Desarrollo de farmacos multidiana para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas.

Rafael Leon Martinez

Instituto de Quimica Médica, CSIC, Madrid

Fin de la Sesion |

Sesion Il. Aproximaciones transversales al dolor y la
inflamacion

(Moderadores: José Manuel Ribera Casado, Manuela G. Lopez,
Sandra Jurado)

Implicacién del inflamasoma NLRP3 en sepsis
Pablo Pelegrin Vivancos
Hospital Virgen de la Arrixaca, Universidad de Murcia

Interacciones neuroinmunitarias en el dolor créonico: modulacién
por los receptores sigma-1

Enrique Cobos del Moral

Universidad de Granada

Reconstruccién quirdrgica del nervio periférico
Andrés Maldonado
Hospital Universitario de Getafe, Madrid

Polifenoles de la dieta como potenciales coadyuvantes en
patologias cardiometabdlicas

Jara Pérez Jiménez

Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos y Nutricién, CSIC,
Madrid

Sesion de Posteres (10 comunicaciones)
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Jueves, 18/11/2021

Sesion lll. Nuevas metodologias fundamentales y estrategias
terapéuticas

(Moderadores: José Miguel Garcia Sagredo, Pedro Sdnchez Garcia,
Pablo Pelegrin)

Mecanismo de reconocimiento molecular de la trimetil-lisina a
partir de sistemas aromaticos fluorados

Jordi Poater Teixidor

Instituto de Quimica Teodrica y Computacional, Universidad de
Barcelona, Barcelona

Crio-microscopia electronicay su papel eninvestigacion biomédica
Rafael Fernandez Leiro
Centro Nacional de Investigacién Oncolégica, CNIO, Madrid

Modulacion terapéutica del factor anti-envejecimiento Klotho
Maria Dolores Sanchez Nifo
[IS-Fundacién Jiménez Diaz. Dpto. Farmacologia, UAM, Madrid

Desarrollo de nuevas estrategias para superar la resistencia a los
farmacos antitumorales

Eva Maria Galan Moya

Centro Regional de Investigaciones Biomédicas (CRIB), UCLM,
Albacete.

Sesion de Posteres (10 comunicaciones)
Entrega de premios a los 3 mejores pdsteres y clausura

Eduardo Diaz-Rubio Garcia
Presidente de la RANME
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Libro de abstracts

MECANISMO DE RECONOCIMIENTO MOLECULAR
DE LA TRIMETILLISINA MEDIANTE PROTEINAS
LECTORAS EPIGENETICAS

MECHANISM OF BIOMOLECULAR RECOGNITION
OF TRIMETHYLLYSINE BY EPIGENETIC READER
PROTEINS

Jordi Poater
Departament de Quimica Inorganica i Organica & IQTCUB,
Universitat de Barcelona

La comprension del reconocimiento biomolecular
de proteinas histonas modificadas postraduccio-
nalmente es de vital importancia para la hipotesis
del codigo de histonas. A pesar de los extensos
estudios estructurales y de unidn sobre la lectura
de histonas, el lenguaje molecular mediante
el cual se leen las modificaciones postraduc-
cionales en las proteinas histonas sigue siendo
poco conocido. Aqui presentamos estudios de
quimica fisico-organica sobre el reconocimiento
de la trimetillisina cargada positivamente por un
sistema aromatico rico en electrones. El caracter
aromatico de dos residuos de triptéfano que
constituyen unicamente el sistema aromadtico de
KDMS5A se modific6 mediante la incorporacion
de sustituyentes de fluor. Este trabajo demuestra
que el reconocimiento biomolecular de trimetilli-
sina mediante distintos sistemas aromaticos esta
asociado con interacciones cation-m mas débiles
que son compensadas por la liberacién mediada
por trimetillisina energéticamente mas favorable
de moléculas de agua.

Por otro lado, buscamos establecer si la trimetil-
tialisina, un analogo de la trimetillisina generado
a través de la alquilacion de cisteina, es un buen
mimico de la trimetillisina para estudios sobre
reconocimiento molecular por proteinas lectoras.
Ambos péptidos de histona que contienen trimetil-
tialisina y trimetilisina se han examinado para
determinar su unidén con cinco proteinas lectoras
humanas empleando una combinaciéon de analisis
termodinamicos, simulaciones de dindamica
molecular y analisis quimico-cuanticos.

Colectivamente, nuestros hallazgos experimentales
y computacionales revelan que la trimetiltialisina y
la trimetilisina exhiben caracteristicas de unién muy
similares para la asociacion con proteinas lectoras
humanas, lo que justifica el uso de trimetiltialisina
para estudios dirigidos a diseccionar el origen del
reconocimiento biomolecular en procesos epigené-
ticos que desempefian papeles importantes en
humanos.

The understanding of biomolecular recognition of
posttranslationally modified histone proteins is
centrally important to the histone code hypothesis.
Despite extensive binding and structural studies on
the readout of histones, the molecular language by
which posttranslational modifications on histone
proteins are read remains poorly understood. Here
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Libro de Abstracts
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we report physical-organic chemistry studies on the
recognition of the positively charged trimethylly-
sine by the electron-rich aromatic cage containing
PHD3 finger of KDMS5A. The aromatic character
of two tryptophan residues that solely constitute
the aromatic cage of KDMS5A was fine-tuned by the
incorporation of fluorine substituents. Our thermo-
dynamic analyses reveal that the wild-type and
fluorinated KDMS5A PHD3 fingers associate equally
well with trimethyllysine. This work demonstrates
that the biomolecular recognition of trimethyllysine
by fluorinated aromatic cages is associated with
weaker cation—m interactions that are compensated
by the energetically more favourable trimethy-
llysine-mediated release of high-energy water
molecules that occupy the aromatic cage.

On the other hand, we seek to establish whether
trimethylthyalisine, an analog of trimethylly-
sine generated through the alkylation of cysteine,
is a good mimic of trimethyllysine for studies on
molecular recognition by reader proteins. Both
histone peptides that contain trimethylthialysine
and trimethyllysine have been screened for binding
to five human reader proteins using a combination
of thermodynamic analysis, molecular dynamics
simulations, and quantum-chemical analysis.

Collectively, our experimental and computational
findings reveal that trimethylthyalisine and trimeth-
yllysine exhibit very similar binding characteristics
for association with human reading proteins, which
justifies the use of trimethyllysine for studies aimed
at dissecting the origin of biomolecular recogni-
tion in epigenetic processes that perform important
roles in humans.

INTERACCIONES NEUROINMUNITARIAS EN EL
DOLOR NEUROPATICO: MODULACION POR LOS
RECEPTORES SIGMA-1

NEUROIMMUNE INTERACTIONS
IN NEUROPATHIC PAIN: MODULATION BY SIGMA-1
RECEPTORS

Enrique J. Cobos del Moral

Departamento de Farmacologia, Centro de Investigacion
Biomédica e Instituto de Neurociencias, Universidad Granada
e Instituto de Investigacion Biosanitaria ibs. GRANADA

Las células inmunitarias y gliales juegan un papel
muy relevante en el dolor crénico. Nuestro grupo
de investigacion (y por supuesto otros muchos)
ha dedicado parte de su actividad al estudio de
las interacciones entre neuronas y otros tipos
de células en la generacién del dolor crénico, y
en particular del dolor neuropatico. Cuando se
produce un dafio en un nervio, los somas de las
neuronas sensoriales periféricas, localizados en los
ganglios de las raices dorsales (DRG, de sus siglas
en inglés), emiten seflales quimicas que impulsan
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la atraccion de las células inmunitarias. Entre
estas seflales quimicas destaca la quimioquina
CCL-2, la cual es importante para el reclutamiento
de los macréfagos al DRG. El dafo nervioso no
s6lo produce la activacion del sistema inmuni-
tario innato, sino también la del sistema inmuni-
tario adaptativo, puesto que reclutan células T a
los DRG afectados. Esto, en su conjunto, produce
un ambiente proinflamatorio muy acusado. Hemos
demostrado que el desarrollo de alodinia mecanica
en el ratébn ocurre en paralelo a la expresion de
marcadores inmunitarios en el DRG (determinados
por microarrays), y de hecho, la eliminacién de
macrofagos o de células T produce una disminu-
cion considerable de la alodinia neuropatica. Estos
resultados ponen de manifiesto la importancia de
las células inmunitarias en el desarrollo del dolor
neuropatico.

Por otro lado, el receptor sigma-1 es una proteina
chaperona, la cual, tras su activaciéon por el
incremento del Ca?' intracelular, migra desde
localizaciones intracelulares a zonas cercanas
a la membrana plasmatica, donde modula un
amplio abanico de receptores y canales ionicos
neuronales. El papel del receptor sigma-1 en el
dolor cronico ha sido estudiado en las ultimas
décadas. De hecho, en la actualidad hay un
antagonista sigma-1 en ensayos clinicos de fase
IT para el tratamiento del dolor (a cuyo desarrollo
hemos contribuido), aunque sus mecanismos de
accion analgésica no han sido totalmente diluci-
dados. Hemos demostrado recientemente que este
receptor sigma-1 se localiza en todas las neuronas
sensoriales periféricas, y que tras el dano
nervioso se externaliza (lo cual indica su activa-
cion) especialmente en las neuronas lesionadas
(ATF3+). Mediante el estudio del transcriptoma
del DRG de ratones mutantes deficientes para
el receptor sigma-1 (knockout sigma-1) tras el
dafio nervioso, determinamos que la inhibicion de
este receptor producia una disminucién notable
en transcritos indicativos de células inmunita-
rias (como macro6fagos) y de diversas quimio-
quinas (como CCL-2) y de factores proinflama-
torios. De hecho, los ratones knockout sigma-1
mostraron unos niveles marcadamente reducidos
de macrofagos en el DRG tras el dafio nervioso,
asi como una reduccion de citoquinas proinflama-
torias y de la alodinia neuropatica.

Nuestros hallazgos indican que el receptor sigma-1
periférico juega un papel muy relevante en la
interaccién neuroinmunitaria en el DRG tras la
lesion de un nervio periférico, y por lo tanto en los
mecanismos fisiopatoldgicos del dolor neuropatico,
lo cual podria tener utilidad clinica.

Agradecimientos: Agencia Estatal de Investiga-
cion (10.13039/501100011033 - SAF2016-80540R
y PID2019-108691RB-100), Junta de Andalucia
(grupo CTS-109 y proyecto P20.00132) y fondos
FEDER.

Immune and glial cells play a very important role
in chronic pain. Our research group (and of course

many others) has dedicated part of its activity to
the study of the interactions between neurons
and other cell types in the generation of chronic
pain, and in particular neuropathic pain. When
nerve damage occurs, the soma of peripheral
sensory neurons, located in the dorsal root ganglia
(DRG), release chemical signals that attract
immune cells. Among these chemical signals, it
is worth highlighting the chemokine CCL-2, as it
is important for the recruitment of macrophages
to the DRG. Nerve damage not only induces the
activation of the innate immune system, but also
the activity of the adaptive immune system, since
there is a recruitment of T cells to the affected
DRGs. This process, as a whole, results in a
pronounced pro-inflammatory environment. We
have shown that the development of mechanical
allodynia in the mouse parallels with the expres-
sion of immune markers in the DRG (determined
by microarrays), and in fact, depletion of
macrophages or T cells produces a considerable
decrease in neuropathic allodynia. These results
highlight the importance of immune cells in the
development of neuropathic pain.

On the other hand, the sigma-1 receptor is a
chaperone protein, which, after its activation by
the increase in intracellular Ca?’, translocates
from intracellular locations to areas close to the
plasma membrane, where it modulates a wide
variety of receptors and neuronal ion channels.
The role of the sigma-1 receptor in chronic pain
has been studied in the past decades. In fact,
there is currently a sigma-1 antagonist in phase
IT clinical trials for pain treatment (and we have
contributed to its preclinical development),
although the mechanisms for its analgesic actions
have not been fully elucidated. We have recently
shown that this sigma-1 receptor is located in all
peripheral sensory neurons, and that after nerve
damage it is externalized (denoting its activa-
tion), especially in injured neurons (ATF3+).
By studying the transcriptome of the DRG from
mutant mice deficient for the sigma-1 receptor
(sigma-1 knockout mice) after nerve damage, we
found that sigma-1 receptor inhibition produced
a marked decrease in transcripts from immune
cells (such as macrophages) and of several
chemokines (such as CCL-2) and pro-inflam-
matory factors. In fact, sigma-1 knockout mice
showed markedly reduced levels of macrophages
in the DRG after nerve injury, as well as a
reduction in pro-inflammatory cytokines and
neuropathic allodynia.

Our findings indicate that the peripheral sigma-1
receptor plays a very relevant role in the neuroim-
mune interactions in the DRG after peripheral
nerve injury, and therefore in the pathophysio-
logical mechanisms of neuropathic pain. These
results might have a future clinical utility.
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Los algdgenos quimicos producidos durante el dolor
patoloégico sensibilizan las neuronas sensoriales
periféricas favoreciendo el desarrollo de la hiperal-
gesia. Mientras que la prostaglandina E2 (PGE2) y
el factor de crecimiento nervioso (NGF) sensibi-
lizan los nociceptores C peptidérgicos (TRPV1+),
el factor neurotrofico derivado de la glia (GDNF)
sensibiliza los C no peptidérgicos (IB4+). EI
receptor sigma-1 es una chaperona sensible al
Ca’" presente en las neuronas sensoriales perifé-
ricas, el cual se une a TRPVI1 y a los receptores
opioides p (MOR), aunque la repercusion
funcional de estas interacciones es desconocida.
En este trabajo mostramos que la administracion
de los antagonistas sigma-1 SIRA y BD-1063, en
ratones, revirtié la hiperalgesia mecanica inducida
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por PGE2 y NGF, pero no la hipersensibilidad
mecanica inducida por GDNF. El efecto antihi-
peralgésico del antagonismo sigma-1 fue abolido
por el agonista sigma-1 PRE-084, asi como por el
antagonista opioide periférico naloxona metiodida
y el antagonista selectivo MOR ciprodime, pero no
por el antagonista k nor-binaltorpimina ni por el
antagonista § naltrindol. Estos resultados indican
que el efecto antihiperalgésico de los antagonistas
sigma-1 es mediado por la activacion MOR perifé-
rica. Mediante ensayos inmunohistoquimicos,
determinamos la presencia del agonista endégeno
MOR endomorfina-2 (END2) en los nocicep-
tores TRPV1+ pero no en los nociceptores 1B4+.
Dicha presencia fue confirmada usando el bisturi
molecular resiniferatoxina, que elimin6 selectiva-
mente las neuronas TRPV1+y con ello el marcaje de
END2. Ademas, la administracién de un anticuerpo
frente a END2 en la pata sensibilizada revirtio el
efecto antihiperalgésico inducido por los antago-
nistas sigma-1, indicando que la accion de este
opioide endogeno es esencial para el efecto antihi-
peralgésico de los antagonistas sigma-1. Usando
proteinas recombinantes, mostramos que el antago-
nista sigma-1 S1RA disocia al receptor sigma-1
del extremo C-terminal del TRPV1 e incrementa
su union al extremo C-terminal de MOR. En otras
palabras, el antagonismo sigma-l1 mueve a los
receptores sigma-1 desde el TRPV1 a MOR como
parte de su mecanismo de modulacion opioide. Por
lo tanto, el receptor sigma-1 podria participar en la
comunicacion entre TRPV1 y MOR. En cultivos de
neuronas de la raiz dorsal (DRG, por sus siglas en
inglés), PGE2 incremento el flujo de calcio inducido
por capsaicina, el agonista prototipo TRPV1. Este
incremento en el flujo de calcio fue revertido
por SIRA de una manera sensible al antagonista
opioide naloxona, lo que concuerda con los efectos
dependientes de la activacion opioide del antago-
nismo sigma-1 observados in vivo. En resumen,
nuestros resultados sugieren que el antagonismo
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Figura 1. Hipétesis del mecanismo de accion del antagonismo del receptor sigma-1 en la hiperalgesia inducida por la sensibi-

lizacién de las neuronas C peptidérgicas
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sigma-1 disminuye la sensibilizacion periférica
mediante el incremento del tono opioide endogeno
en las neuronas C peptidérgicas, que producen
END2, mientras que no altera la sensibilizacién
de los nociceptores C no peptidérgicos. Nuestros
hallazgos se resumen en la Figura 1.
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80540R y FPU16/03213), Universidad de Granada
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The algogenic chemicals produced during patholog-
ical pain sensitize peripheral sensory neurons,
favoring the development of hyperalgesia. While
prostaglandin E2 (PGE2) and nerve growth
factor (NGF) sensitize peptidergic C-nocicep-
tors (TRPV1+), glial-derived neurotrophic factor
(GDNF) sensitizes non-peptidergic C (IB4+)
neurons. The sigma-1 receptor is a Ca®*-sensitive
chaperone present in peripheral sensory neurons,
which binds to TRPV1 and p-opioid receptors
(MOR). However, the functional impact of these
interactions is unknown. In our present research,
we show that the administration of the sigma-1
antagonists SIRA and BD-1063, in mice, reversed
mechanical hyperalgesia induced by PGE2 and
NGF, but not mechanical hypersensitivity induced
by GDNF. The antihyperalgesic effect induced by
sigma-1 antagonism was abolished by the sigma-1
agonist PRE-084, as well as by both the periph-
eral opioid antagonist naloxone methiodide and
the selective MOR antagonist cyprodime, but not
by the k antagonist nor-binaltorpimine or by the &
antagonist naltrindole. These results indicate that
the antihyperalgesic effect of sigma-1 antagonists
is mediated by peripheral MOR activation. Using

the presence of the endogenous MOR agonist
endomorphin-2 (END2) in TRPV1+ nociceptors,
but not in IB4+ nociceptors. Using resiniferatoxin,
a molecular scalpel, we selectively ablated both
TRPV1+ neurons and END2 labeling, confirming
the presence of this opioid peptide on peptidergic
C-nociceptors. The administration of an antibody
against END2 in the sensitized paw reversed the
antihyperalgesic effect induced by sigma-1 antago-
nists, indicating that the action of this endoge-
nous opioid peptide is essential for the antihy-
peralgesic effect of sigma-1 antagonists. Using
recombinant proteins, we show that the sigma-1
antagonist SIRA dissociates the sigma-1 receptor
from the C-terminus of TRPVI and increases its
binding to the C-terminus of MOR. In other words,
sigma-1 antagonism moves sigma-1 receptors
from TRPV1 to MOR as part of its mechanism for
opioid modulation. Therefore, the sigma-1 receptor
could participate in the communication between
TRPV1 and MOR. We show that PGE2 increased
calcium flux induced by capsaicin, the prototype
TRPV1 agonist, in cultured dorsal root ganglia
neurons (DRGs). This increase in calcium flux was
reversed by SI1RA, and in a naloxone-sensitive
manner. These results are consistent with the in
vivo effects induced by sigma-1 antagonism, which
are dependent on opioid activation. In summary,
our results suggest that sigma-1 antagonism
decreases peripheral sensitization by the increase
of the endogenous opioid tone in peptidergic
C-neurons, which produce END2, while it does not
alter sensitization of non-peptidergic C-nocicep-
tors. Our findings are summarized in Figure 1.
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LA LAPAROTOMIA EN EL RATON: UN MODELO
DE DOLOR POSTOPERATORIO TRASLACIONAL

LAPAROTOMY IN THE MOUSE: A MODEL OF
TRANSLATIONAL POSTOPERATIVE PAIN
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Rafael Gonzdlez-Cano, Enrique J Cobos
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Maés de la mitad de los pacientes que se someten
a cirugia experimentan dolor moderado o intenso
en el periodo postoperatorio inmediato, a pesar del
tratamiento analgésico. Por lo tanto, es necesario
desarrollar nuevas estrategias para el tratamiento
del dolor postoperatorio. La laparotomia es el
paso inicial para muchas cirugias abdominales,
los cuales son los tipos de cirugia mas frecuentes.
Por lo tanto, seria interesante caracterizar el
dolor inducido por una laparotomia en animales
de experimentacion, y asi facilitar en el futuro
el desarrollo de nuevas estrategias farmacolo-
gicas para su tratamiento. El dolor postquirargico
puede clasificarse en tres tipos: dolor en reposo,
dolor inducido por el movimiento, y la hipersensi-
bilidad sensorial que se extiende a areas cercanas
a la herida quirurgica. De estos, solo la hipersen-
sibilidad sensorial se evalta rutinariamente en
animales de experimentacion. Nuestro objetivo fue
caracterizar las tres facetas del dolor inducido por
la laparotomia en el raton. La laparotomia consistio
en una incisién de 1,5 cm a lo largo de la linea
alba hasta alcanzar la cavidad abdominal. Usamos
una sutura discontinua para cerrar la musculatura
abdominal y el peritoneo, y un punto de colcho-
nero horizontal para cerrar la piel. Valoramos la
hipersensibilidad cutdnea mediante el umbral de
von Frey, el dolor en reposo mediante el andlisis de
las expresiones faciales de los ratones usando un
algoritmo de inteligencia artificial basado en una
red neuronal convolucional, y el dolor inducido por
el movimiento mediante el analisis de la actividad
exploratoria de los animales usando un actimetro
de infrarrojos. El umbral sensorial abdominal
disminuy6 desde 1,7g hasta 0,06g a las 4h tras
la laparotomia. Este umbral se mantuvo hasta el
dia 3, y fue restableciéndose paulatinamente hasta
normalizarse completamente el dia 10 tras la
cirugia. Nuestro algoritmo de inteligencia artifi-
cial detectdé un 13,89% de fotogramas en los que
los animales laparotomizados mostraban caras de
dolor en registros en video obtenidos a las 4h tras
la cirugia, mientras que este valor fue de sélo un
3,34% en el grupo control. Ademas, la laparotomia
indujo una disminuciéon prominente de la actividad
exploratoria de los animales (76,01 vs 41,94m
en 15 minutos de evaluacidon). La administracion
subcutanea de ibuprofeno (64 mg/kg), revirtid
casi completamente la hipersensibilidad cutanea
(76,77%; p<0,01) y el dolor en reposo (73,65%;
p<0,05). Sin embargo, el dolor inducido por el
movimiento fue resistente al efecto del ibuprofeno,
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de manera que este farmaco fue capaz de revertir
s6lo un 59,37% de la disminucion en la actividad
exploratoria inducida por el proceso quirurgico.
Por lo tanto, consideramos que la laparotomia en
el raton es un buen modelo para el estudio de las
distintas facetas del dolor postoperatorio (hipersen-
sibilidad sensorial, dolor en reposo y dolor en
movimiento), y es adecuada para la valoracion de
farmacos analgésicos.
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108691RB-100, FPU16/03213 'y PRE2020-
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More than half of the patients who undergo
surgery experience moderate or severe pain in
the immediate postoperative period, despite
analgesic treatment. Therefore, the development
of new strategies for the treatment of postopera-
tive pain are needed. Laparotomy is the initial
step for many abdominal surgeries, which are
the most common types of surgery. Therefore, it
would be interesting to characterize laparotomy
induced-pain in experimental animals, to facili-
tate the future development of new pharmacolog-
ical strategies for its treatment. Post-surgical pain
can be classified into three types: pain at rest, pain
induced by movement, and the sensory hypersen-
sitivity that develops to areas close to the surgical
wound. Among these three types of pain, only
sensory hypersensitivity is routinely evaluated in
experimental animals. Our goal was to charac-
terize these three facets of laparotomy-induced
pain in the mouse. Laparotomy consisted of a 1.5
cm incision along the linea alba to gain access
to the abdominal cavity. We use a discontinuous
suture to close the abdominal muscles and perito-
neum, and a horizontal mattress stitch to close
the skin. We assessed skin hypersensitivity using
the von Frey threshold, pain at rest by analyzing
the facial expressions of the mice using an artifi-
cial intelligence algorithm based on a convolu-
tional neural network, and movement-induced pain
by analyzing the exploratory activity of animals
using an infrared actimeter. The abdominal sensory
threshold decreased from 1.7g to 0.06g at 4h after
laparotomy. This threshold was maintained until
day 3, and was gradually restored until it was
completely normalized on day 10 after surgery. Our
artificial intelligence algorithm detected 13.89%
of frames in which the laparotomized animals
showed painful faces in recordings made at 4h after
surgery, while this value was only 3.34% in the
control group. Furthermore, laparotomy induced
a prominent decrease in the exploratory activity
of the animals (76.01 vs 41.94m in 15 minutes
of evaluation). Subcutanecous administration of
ibuprofen (64 mg / kg) almost completely reversed
skin hypersensitivity (76.77%; p <0.01) and pain at
rest (73.65%; p <0.05). However, pain induced by
movement was resistant to the effect of ibuprofen,
so that this drug was able to reverse only 59.37%
of the decrease in exploratory activity induced by
the surgical process. Therefore, we consider that
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laparotomy in the mouse is a good model for the
study of the different facets of postoperative pain
(sensory hypersensitivity, pain at rest and pain in
movement), and is adequate for the evaluation of
analgesic drugs.
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MECANISMOS DE PLASTICIDAD SINAPTICA Y
NEUROMODULACION: IMPLICACIONES EN ENFER-
MEDADES NEUROLOGICAS

MECHANISMS OF SYNAPTIC PLASTICITY AND
NEUROMODULATION: IMPLICATION IN NEURO-
LOGICAL DISEASES

Sandra Jurado Sdnchez
Instituto de Neurociencias CSIC-UMH, Alicante

Los trastornos sociales son un sintoma comoérbido
comun de varias afecciones patolégicas, como
el sindrome del espectro autista y enferme-
dades neurodegenerativas como la enfermedad de
Alzheimer. Los trastornos sociales se caracterizan

por su heterogeneidad sintomatica que incluye
déficits en la interaccidn y comunicacion social,
conductas repetitivas y alteraciones cognitivas
que tienen un alto impacto en la calidad de vida.
Debido a su amplio espectro, los déficits sociales se
consideran una preocupacion médica creciente, ya
que el numero de personas afectadas ha aumentado
rapidamente en los Ultimos afios, exponiendo un
preocupante escenario. Ademas, la agresividad y
las respuestas sociales aberrantes son sintomas
comunes de enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Alzheimer, de creciente
incidencia en sociedades cada vez mas envejecidas.
Sin embargo, los mecanismos por los cuales los
procesos neurodegenerativos afectan a la regulacion
de la interaccidn social han sido poco estudiados.

Actualmente no existen tratamientos efectivos
para los trastornos de la conducta social, aunque
la oxitocina (OXT), un neuropéptido endogeno
involucrado en el estrés y la interaccion social, se
ha identificado como una potencial diana terapéu-
tica para aliviar déficits sociales. Ensayos clinicos
basados en la administracion exégena de OXT han
producido resultados prometedores pero inconsis-
tentes, probablemente debido a la baja permeabi-
lidad de la OXT administrada exdégenamente (por
ejemplo, intranasal) a través de la barrera hematoen-
cefalica. Estos resultados indican la necesidad de
explorar estrategias alternativas para estimular el
sistema oxitocinérgico enddgeno, ya sea activando
el receptor de OXT o induciendo su liberacion en el
sistema nervioso central (Figura 1). A pesar de su
importancia para regular funciones homeostaticas
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Figura 1.
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y comportamientos complejos, atn se desconocen
muchos detalles sobre los mecanismos que regulan
la liberacion de OXT en el cerebro. Esta falta de
informacion contrasta con el amplio conocimiento
disponible sobre los mecanismos implicados
en la exocitosis de neurotransmisores clasicos
como el glutamato o GABA. En gran medida,
este escenario ha sido provocado por la falta de
herramientas moleculares que permitan la identi-
ficacion y estudio de vesiculas de nucleo denso,
que almacenan diferentes neuromoduladores como
la OXT. Nuestro laboratorio ha implementado
una estrategia multidisciplinar basada en nuevas
técnicas de clarificacion de tejido iDISCO®, imagen
de ultra resolucion 3D, electrofisiologia y optoge-
nética para analizar las propiedades y mecanismos
reguladores del sistema oxitocinérgico durante el
desarrollo y el envejecimiento. Nuestro trabajo ha
permitido identificar moléculas clave implicadas en
la secrecion de OXT. Este conocimiento constituye
la base para desarrollar nuevas herramientas para
regular la liberaciéon de neuromoduladores como
la OXT en el sistema nervioso central. Ademas,
estas nuevas herramientas permitiran analizar el
papel de la OXT en la plasticidad sindptica, una
propiedad neuronal que permite la adaptacion de
los circuitos neuronales, y que se encuentra alterada
durante trastornos neurodegenerativos.

Social disorders are a common comorbid symptom
of several pathological conditions, such as autism
spectrum syndrome and neurodegenerative diseases
such as Alzheimer's disease. Social disorders are
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characterized by their symptomatic heteroge-
neity including deficits in social interaction and
communication, repetitive behaviors and cognitive
alterations that have a high impact on quality of
life. Given their broad spectrum, social deficits are
considered a growing medical concern since the
number of people affected by social disorders such
as social anxiety has increased rapidly in recent
years exposing a concerning scenario. Furthermore,
aggressiveness and aberrant social responses are
common symptoms of neurodegenerative disorders
such as Alzheimer's disease, of growing incidence
in increasingly aging societies. However, the
mechanisms by which neurodegeneration affects the
regulation of social interaction have been scarcely
studied.

Currently there are no effective treatments for social
behavior disorders, however oxytocin (OXT), an
endogenous neuropeptide involved in stress and
social interaction, it has recently been identified
as a potential therapeutic target to alleviate social
deficits. Clinical trials based on OXT’s exogenous
administration have yielded promising but inconsis-
tent results, probably due to the low permeability
of exogenously administered (e.g. intranasal)
OXT across the blood-brain barrier. These results
indicate the need to explore alternative strategies
to stimulate the endogenous oxytocinergic system
either by activating the OXT receptor or inducing
its release in the central nervous system (Figure 1).
Despite its importance in regulating homeostatic
functions and complex behaviors, many details
about the mechanisms that regulate OXT release in
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the brain are still unknown. This lack of information
contrasts with the extensive knowledge available
on the mechanisms involved in the exocytosis of
classical neurotransmitters such as glutamate or
GABA. This scenario is partly due to the lack of
molecular tools to unambiguously identify and study
dense core vesicles, which store many different
brain neuromodulators such as OXT. Our laboratory
has implemented a multidisciplinary strategy based
on novel iDISCO" tissue clarification techniques,
3D ultra-resolution imaging, electrophysiology, and
optogenetics to analyze the properties and regula-
tory mechanisms of the oxytocinergic system during
development, natural and pathological aging. Our
work has revealed key molecules involved in OXT
secretion, which has allowed us to develop new tools
to regulate the release of neuromodulators such as
OXT in the central nervous system to analyze their
role in synaptic plasticity, a neuronal property that
allows neuronal circuit adaptation, and which is
altered during neurodegeneration.

DESARROLLO Y PLASTICIDAD DE LOS
SISTEMAS DE OXITOCINA Y VASOPRESINA EN EL
HIPOTALAMO

DEVELOPMENT AND PLASTICITY OF THE HY-
POTHALAMIC OXYTOCINERGIC AND VASOPRES-
SINERGIC SYSTEMS

M.P. Madrigal, S. Jurado
Instituto de Neurociencias CSIC-UMH, Alicante

Los neuropéptidos oxitocina (OXT) y arginina
vasopresina (AVP) juegan un papel critico en la
regulacion de funciones homeostaticas y compor-
tamientos complejos como la interaccidén social.
Alteraciones en la funcidon de estos sistemas se
han relacionado con déficits cognitivos y sociales,
sin embargo, aun se desconocen muchos detalles
sobre el desarrollo y la especificacion de estos
circuitos neuronales. Ambos neuropéptidos se
sintetizan principalmente en nucleos hipotala-
micos como el nicleo paraventricular y supraop-
tico (PVN y SON).

Nuestro estudio ha implementado novedosas
técnicas de clarificacion de tejido (iDISCOY) y
microscopia de ultraresoluciéon 3D (Figura 1A)
para analizar la formacion de estos circuitos
durante el desarrollo del cerebro del raton y las
propiedades de plasticidad celular en respuesta
a periodos criticos como la maternidad o la
experiencia sexual en el animal adulto. Nuestros
resultados indican que durante la etapa postnatal
temprana existe un elevado nimero de neuronas
hipotalamicas que coexpresan OXT y AVP, coinci-
diendo con un periodo critico para la interaccion
social. Esta poblacion mixta disminuye drastica-
mente en el cerebro adulto, lo que sugiere que
la maduracion del sistema requiere de la activa-

cion de procesos de plasticidad celular (Figura
1B). Reconstrucciones 3D del cerebro adulto han
revelado que las neuronas de OXT y AVP en el
area retroquiasmatica (RCH) y el nucleo accesorio
(AN) también experimentan fenémenos de plasti-
cidad celular en respuesta a la experiencia sexual
y la maternidad. Nuestras observaciones indican
una prevalencia de neuronas AVP en el SON de
hembras virgenes que se convierten en neuronas
positivas a OXT después de dar a luz, al contrario
de lo observado en el AN.

Por otra parte, hemos analizado otros tipos
neuronales en el hipotdlamo como neuronas inhibi-
torias positivas a GAD67 y neuronas dopami-
nérgicas identificadas mediante el marcador de
monoamina tirosina hidroxilasa (TH). Nuestros
resultados indican la presencia de neuronas
positivas para GADG67 en el hipotdlamo, pero
una minima expresion en células de OXT o AVP.
Ademas, encontramos que la experiencia sexual
induce la expresion de TH en una subpoblacion
de neuronas de AVP y OXT en el RCH. Nuestros
hallazgos proporcionan nueva informacion bésica
para comprender la especificacion de los sistemas
de OXT y AVP durante el desarrollo y sus propie-
dades plasticas durante periodos criticos en el
animal adulto.

The neuropeptides oxytocin (OXT) and arginine
vasopressin (AVP) play critical roles in the
regulation of homeostatic functions and complex
behaviors such as social interaction. Alterations
of these systems have been related to cognitive
and social deficits, however, many details about
the development and specification of these neural
circuits remain unknown. Both neuropeptides are
mainly synthesized in hypothalamic nuclei such
as the paraventricular and supraoptic nucleus
(PVN and SON).

Our study has implemented novel tissue clarifica-
tion techniques (iDISCO™) and 3D ultra-resolution
microscopy (Figure 1A) to analyze the formation
of these circuits during mouse brain develop-
ment and the properties of cellular plasticity in
response to critical periods such as maternity or
sexual experience in the adult animal. Our results
indicate that during early postnatal stages there
is a high number of hypothalamic neurons that
co-express OXTand AVP, coinciding with a critical
period for social interaction. This mixed popula-
tion decreases dramatically in the adult brain,
suggesting that the maturation of these systems
requires a switch in their internal program which
modifies neuropeptide expression via cellular
plasticity mechanisms (Figure 1B). Furthermore,
3D reconstruction of the adult brain indicates
that OXT and AVP neurons in the retrochias-
matic area (RCH) and the accessory nucleus
(AN) also undergo cellular plasticity processes
in response to sexual experience and motherhood.
Our observations indicate a prevalence of AVP
neurons in the SON of naive females that become
OXT-positive neurons after giving birth, contrary
to that observed in the AN.
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Figura 1. Formacién de los circuitos de oxytocina (OXT) y vasopresina (AVP) durante el desarrollo del cerebro de raton. A)
La técnica de clarificacion de tejido iDISCO+ permite obtener cerebros transparentes para su posterior tincion con anticuerpos
y visualizacion mediante microscopia de ultra resolucion Light Sheet y la posterior reconstruccion en 3D con una alta resolucion
celular mediante el programa Imaris. B) Mapas tridimensionales de los circuitos de OXT y AVP en la regién hipotaldmica durante
el desarrollo. Los datos indican un niimero significativo de células de fenotipo mixto (OXT+AVP) a PN7. Barra de escala indica 200
um. Figura modificada de Madrigal & Jurado, 2021.

Figure 1. Formation of the oxytocin (OXT) and vasopressin (AVP) circuits during mouse brain development. A) The tissue clarifica-
tion technique iDISCO+ allows to obtain transparent brains which can be further processed by immunohistochemistry and visua-
lized with Light Sheet ultraresolution microscopy to 3D reconstruct the OXT and AVP circuits with the software Imaris. B) Three-
dimensional maps of OXT and AVP circuits in the hypothalamus during neurodevelopment. Data indicates a significant number of
cells which coexpress OXT and AVP at PN7. Scale bar indicates 200 um. Figure modified from Madrigal & Jurado, 2021.

On the other hand, we have analyzed other neuronal
types in the hypothalamus such as GAD67-positive
inhibitory neurons and dopaminergic neurons
identified by the monoamine tyrosine hydroxy-
lase (TH) marker. Our results indicate the presence
of GADG67-positive neurons in the hypothalamus,
but minimal co-localization in OXT or AVP cells.

Furthermore, we found that sexual experience
induces TH expression in a subpopulation of AVP
and OXT neurons in the RCH. Our findings provide
new fundamental information for understanding
the specification of OXT and AVP systems during
development and their plastic properties in response
to critical periods in the adult animal.
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DINAMICA Y MECANISMO MOLECULAR
DELA LIB,ERACION DE OXITOCINA EN NEURONAS
HIPOTALAMICAS

DYNAMICS AND MOLECULAR MECHANISM
OF OXYTOCIN RELEASE IN HYPOTHALAMIC
NEURONS

Aznar-Escolano B., Madrigal M.P, Jurado S.

Instituto de Neurociencias CSIC-UMH, Alicante

El sistema oxitocinérgico regula funciones homeos-
taticas vitales y distintos aspectos de la interac-
cion social como la memoria social. La desregula-
cion de este sistema se ha implicado en desérdenes
neuroldégicos caracterizados por déficits sociales
como el trastorno del espectro autista. A pesar
de su importante accién neuromoduladora, aun
se desconocen muchos detalles sobre las propie-
dades y el mecanismo de liberacion de la oxitocina
(OXT) en el Sistema Nervioso Central (SNC).

Las neuronas oxitocinérgicas del hipotalamo son las
responsables de modular los niveles de OXT en el
cerebro principalmente a través de eventos de libera-
cion somatodendritica. Sin embargo, la maquinaria
de fusion responsable de la secrecion de OXT no
ha sido caracterizada en detalle, principalmente por
la carencia de marcadores especificos. El analisis
de la expresion de proteinas SNARE y sinaptotag-
minas, revelé que dos proteinas SNARE: SNAP-47
y SNAP-23 se localizan en el compartimento
somatodendritico de las neuronas oxitocinérgicas,
sugiriendo un papel en la exocitosis de OXT (Figura
1A). Nuestros datos indican que la expresion de estas
isoformas se encuentra regulada durante el desarrollo.
Asi, mientras que SNAP-47 estd presente en el
hipotalamo desde el estadio prenatal, la expresion de
SNAP-23 no es detectable hasta la edad adulta.

Técnicas de chasing vesicular en célula Unica
han demuestrado un aumento significativo de la
probabilidad de liberacion de OXT en respuesta
a la estimulacion neuronal durante los primeros
segundos (60 s), mientras que tiempos de estimu-
lacion prolongados (p.ej. 10 min) no afectan
a la probabilidad de liberacion sugiriendo una
deplecion de vesiculas de OXT listas para ser
liberadas (Figura 1B). Nuestros resultados indican
que la exocitosis de OXT preferentemente ocurre
en regiones enriquecidas con SNAP-47 (Figura
1C), a través un mecanismo parcialmente indepen-
diente de la entrada de calcio. Paralelamente se
ha realizado un analisis exhaustivo de la dindmica
y propiedades de liberacion de OXT en neuronas
hipotalamicas en cultivo combinando novedosas
técnicas de imagen con la linea del raton transgé-
nico OXT-tdTomato (Figura 1D), que permite la
identificacion de las vesiculas de OXT. La visuali-
zacion de vesiculas somatodendriticas de OXT
ha revelado la existencia de poblaciones vesicu-
lares con diferentes dinamicas en respuesta a la
estimulacion neuronal. Se identificaron cuatro
grupos principales: i) vesiculas dindmicas, las

cuales se movilizan durante los primeros 10 s de
estimulacion, ii) vesiculas tardias, el grupo mas
abundante, con cambios de desplazamiento tras
20-40 s de estimulacion (Figura 1E); iii) vesiculas
desacopladas, las cuales experimentan cambios
de movilidad durante el periodo final de estimu-
lacién; y iv) vesiculas estables (sin movilidad
detectable). Registros electrofisiologicos prelimi-
nares indican que las neuronas oxitocinérgicas en
cultivo presentan cinéticas lentas de despolariza-
cion, lo que podria subyacer la dindmica tardia de
las vesiculas de OXT y su dependencia parcial a la
entrada de calcio. Nuestros resultados han revelado
la existencia de diferentes grupos de vesiculas
de OXT, que se movilizan de forma diferente en
respuesta al mismo estimulo, una caracteristica
hasta ahora desconocida y que puede ser relevante
para la modulacioén fina del comportamiento.

The oxytocinergic system regulates vital homeos-
tatic functions and different aspects of social
interaction such as social bonding or social memory.
Dysregulation of this system has been implicated
in neurological disorders characterized by social
deficits such as autism spectrum disorder. Despite
its important neuromodulatory action, many details
about the properties and release mechanism of
oxytocin (OXT) in the Central Nervous System
(CNS) are still unknown.

Oxytocinenergic neurons in the hypothalamus are
responsible for modulating OXT levels in the brain
mainly through somatodendritic release events.
However, the fusion machinery responsible for
OXT secretion has not been characterized in detail,
mainly due to the lack of specific markers for these
vesicles in neurons. Analysis of the expression of
SNARE and synaptotagmin proteins revealed that
two SNARE proteins: SNAP-47 and SNAP-23
are found in the somatodendritic compartment of
oxytocinenergic neurons, suggesting a role in OXT
exocytosis (Figure 1A). Our data indicate that the
expression of these isoforms is developmentally
regulated. Thus, wherecas SNAP-47 is present in the
hypothalamus from the prenatal stage, the expres-
sion of SNAP-23 is not detectable until adulthood.

Single cell vesicular chasing techniques have
demonstrated a significant increase in the probabi-
lity of OXT release in response to neuronal stimula-
tion during the first seconds of stimulation (60 s),
whereas longer stimulation times (10 min) do not
affect the release probability suggesting a depletion
of OXT vesicles ready to be released (Figure 1B). Our
results indicate that OXT exocytosis occurs preferen-
tially in regions enriched with SNAP-47 (Figure
1C), through a mechanism partially independent of
calcium influx. In parallel, an exhaustive analysis of
the dynamic properties of OXT release in cultured
hypothalamic neurons has been carried out combining
novel imaging techniques and the transgenic mouse
line OXT-tdTomato (Figure 1D), which allows the
unambiguous identification of OXT vesicles. Visuali-
zation of somatodendritic OXT vesicles has revealed
the existence of distinct vesicular populations with
different dynamics in response to neuronal stimula-
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Figura 1. Andlisis de la secrecion y dindmica de las vesiculas de OXT. A) Inmunohistoquimica en rodajas coronales del
niicleo paraventricular del hipotdlamo en cerebro adulto y PO en donde puede identificarse la expresiéon de oxytocina
(OXT) (verde), SNAP-47 (rojo) y niicleos celulares (azul). Las flechas indican co-localizacion entre OXT y SNAP-47. B)
Probabilidad de secrecion de OXT en cultivos primarios de hipotdlamo en respuesta a tratamientos durante 1 y 10 min
con medio o basal o medio de estimulacién (KCI 100 mM). C) Experimentos de chasing vesicular en donde se identifica
la liberacién de vesiculas de OXT (verde) en regiones enriquecidas con SNAP-47 (rojo). D) Neurona hipotaldmica proce-
dente de un raton OXT-tdTomato. Se observan las vesiculas de OXT (rojo). E) Clasificacion de vesiculas de OXT segiin
su respuesta a la estimulacion.

Figure I. Analysis of the dynamics and secretion of OXT vesides. A) Immunohistochemistry in coronal slices of the para-
ventricular nucleus of the hypothalamus in adult brain and PO where the expression of oxytocin (OXT) (green), SNAP-47
(red) and cell nudei (blue) can be identified. Arrows indicate co-localization between OXT and SNAP-47. B) Probabi-
lity of OXT secretion in primary hypothalamic cultures in response to treatments for 1 and 10 min with basal or stimulation
medium (KCI 100 mM). C) Vesicular chasing experiments revealed the release of OXT vesides (green) in regions enriched with
SNAP-47 (red). D) Hypothalamic neuron from an OXT-tdTomato mouse. OXT vesides are identified in red. E) Classification of
OXTvesides according to their response to stimulation.
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tion. Four main groups have been identified: i)
dynamic vesicles, mobilized during the first 10 s of
stimulation, ii) delayed vesicles, the most abundant
group, with displacement changes after 20-40 s of
stimulation (Figure 1E); iii) uncoupled vesicles,
which undergo mobility changes during the final
period of stimulation; and iv) stable vesicles (no
detectable mobility). Preliminary electrophysiolo-
gical recordings indicate that cultured oxytocinergic
neurons show slow depolarization kinetics, which
could underlie the slow dynamics of OXT vesicles and
their partial dependence to calcium influx. Our results
revealed the existence of different groups of OXT
vesicles, which are distinctly mobilized in response to
the same stimulus, exposing an unknown feature that
may be relevant for the fine tuning of behavior.

POLIFENOLES DE LA DIETA COMO POTENCIA-
LES COADYUVANTES EN PATOLOGIAS CARDIO-
METABOLICAS

DIETARY POLYPHENOLS AS POTENTIAL
COADJUVANTS IN CARDIOMETABOLIC
PATHOLOGIES

Jara Pérez-Jiménez

Departamento de Metabolismo y Nutricidn, Instituto de
Ciencia y Tecnologia de Alimentos y Nutricién (ICTAN-CSIC),
Madrid

Las patologias cardiometabdlicas, como la diabetes
mellitus tipo 2, las enfermedades cardiovascu-
lares o el higado graso no alcoholico han mostrado
un enorme incremento durante las ultimas décadas,
convirtiéndose en un importante problema de salud
publica. Aunque son patologias multifactoriales, que
involucran multiples procesos bioquimicos, se han
mostrado a asociaciones fuertes y consistentes (tanto
directas como inversas) entre su aparicion y determi-
nados habitos alimentarios. Por esta razon, existe un
gran interés en esclarecer de qué manera determi-
nados componentes de la dieta pueden contribuir a la
prevencion o modulacion de estas patologias.

Los polifenoles son un amplio grupo de compuestos
quimicos presentes en los alimentos de origen
vegetal. Son potentes antioxidantes que inicial-
mente se conocian solo por esa actividad, pero
investigaciones posteriores han demostrado que,
de hecho, exhiben multiples mecanismos de accion
una vez ingeridos: inhibicidon enzimatica, acciones
epigenéticas, modulacion de vias de sefalizacion.
Globalmente, estos efectos conducen a mejoras
en la homeostasis de los glucidos, la inflamacion
o el estrés oxidativo. Ademads, los polifenoles han
presentan fuertes interacciones con la microbiota
colonica en dos sentidos: estimulacion del
crecimiento de especies beneficiosas y generacion,
debido a la accidon de las mismas, de nuevos metabo-
litos fendlicos biodisponibles, que son agentes clave
en los efectos sobre la salud de los polifenoles.

Nuestro grupo de investigacion se dedica al estudio
de los polifenoles no extraibles, que son compuestos
fenolicos o bien de alto peso molecular o bien de bajo
peso molecular asociados a macromoléculas como
la fibra dietética. Hemos estudiado estos compuestos
desde varias perspectivas: caracterizacion analitica de
alimentos y subproductos ricos en polifenoles no extrai-
bles, evaluacion de su ingesta en diferentes poblaciones,
estudio de su metaoblismo y evaluacion de sus efectos
en la salud. En este sentido, hemos realizado varios
ensayos clinicos en sujetos con riesgo cardiometabo-
lico, encontrando que estos compuestos son capaces de
mejorar el perfil lipidico en sujetos con hipercolestero-
lemia, o la insulina en ayunas en sujetos con al menos
dos factores de sindrome metabdlico. Ademas, hemos
explorado el papel potencial del perfil de la microbiota
y los miARNSs circulantes en la respuesta a la suplemen-
tacion con polifenoles no extraibles, con objeto de poder
explicar la alta variabilidad interindividual observada.
Nuestro objetivo actual es determinar si la suplemen-
tacion aguda con polifenoles no extraibles, utilizando
materiales alimenticios seleccionados ricos en estos
compuestos, es capaz de mejorar la homeostasis de la
glucosa postprandial en sujetos con diabetes tipo 2.

Por tanto, la evidencia cientifica actual, obtenida
por nuestro grupo de investigacion y muchos otros
que trabajan en el tema, muestra que los polifenoles
son constituyentes dietéticos prometedores que
pueden ser utilizados como coadyuvantes en patolo-
gias como la diabetes tipo 2, permitiendo un retraso
en las multiples alteraciones bioquimicas asociadas
con la progresion de la enfermedad.

Agradecimientos: Agencia Estatal de Investigacion
(AGL2014-55102-JIN,  RTI2018-095059-B-100),
con cofinanciacion de fondos FEDER (UE).

Cardiometabolic pathologies, such as type 2 diabetes
mellitus, cardiovascular diseases or non-alcoholic
fatty liver disease have widely increased during
last decades, becoming a major public health
problem. Although they are multifactorial patholo-
gies, involving several biochemical processes, they
have shown strong and consistent associations (both
in direct and inverse modes) with certain dietary
habits. For this reason, there is a wide interest in the
elucidation on how specific dietary constituents may
contribute to the prevention or modulation of these
pathologies.

Polyphenols are a wide group of chemical
compounds present in food of vegetal origin.
They are potent antioxidants abut, although they
were initially known just because of that activity,
further research has shown that, indeed, they
exhibit several mechanism of action once ingested:
enzyme inhibition, epigenetic actions, modulation
of signalling pathways. Overall, these effects lead
to improvements in glucid homeostasis, inflamma-
tion or oxidative stress. Additionally, polyphenols
have strong interactions with colonic microbiota in
two senses: stimulation of the growth of beneficial
species and, due to the action of these microbes,
generation of new bioavailable metabolites, which
are key agents in the health effects of polyphenols.
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Our research team is devoted to the study of
non-extractable polyphenols, which are either
high molecular weight or low molecular weight
phenolic compounds associated with macromole-
cules such as dietary fibre. We have studied these
compounds form sevearl perspectives: analytical
characterization of foods and byproducts rich in
non-extractable polyphenols, evaluation of their
intake in different populations, characterization
of their metabolic fate and assessment of their
health effects. In this sense, we have conducted
several clinical trials in subjects at cardiomet-
abolic risk, finding that these compounds are
able to improve lipid profile in hypercholes-
terolemia subjects or fasting insulin in subjects
with at least two factors of metabolic syndrome.
Moreover, we have explored the potential role
of microbiota profile and circulating miRNA
in the response to non-extractable polyphenol
supplementation, with the aim of understanding
the a high inter-individual variability which was
observed. Our current aim is to determine whether
the acute supplementation with non-extractable
polyphenols, using selected food materials rich
in these compounds, is able to improve postpran-
dial glucose homeostasis in subjects with type 2
diabetes.

Therefore, current scientific evidence, obtained
by our research team and many others working
on the topic, show that polyphenols are promising
dietary constituents able to be used as coadjuvants
in pathologies such as type 2 diabetes, allowing
a delay in the multiple biochemical alterations
associated with the progression of the disease.

Acknowledgments: Spanish Research Agency
(AGL2014-55102-JIN, RTI2018-095059-B-100),
with co-funding from FEDER funds (EU).

PAPEL DE LOS MICRORNAS EN LA RESPUESTA
A UNA SUPLEMENTACION CON ORUJO DE UVAEN
EL CONTROL GLUCEMICO

INVOLVEMENT OF MICRORNAS IN THE
RESPONSE TO GRAPE POMACE SUPPLEMENTATION
REGARDING GLUCOSE HOMEOSTASIS
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El sindrome metabdlico (SM) es un conjunto de
sintomas caracterizado por hipertension, niveles
altos de triglicéridos y bajos de HDL, obesidad
e hiperglucemia. Aunque no se trate de una
enfermedad per se, es un importante contribuyente
al desarrollo de otras patologias como la diabetes
de tipo 2 o los eventos cardiovasculares, presen-
tando una prevalencia estimada del 30% en la
sociedad occidental. Los mecanismos que originan
el SM no han sido descritos en su totalidad. Se
sabe que algunas moléculas bioactivas presentes
en la dieta tienen efectos beneficiosos en el debut
y el pronostico de este sindrome. Entre dichas
moléculas cabe destacar los compuestos fendlicos
presentes en uvas.

Los microRNAs (miRNAs) son fragmentos (18-22
nucelotidos) de RNA no codificantes que actian
modificando el proceso de traduccion o degradando
el mRNA. Pueden regular hasta el 30% de las
reacciones metabdlicas del organismo y se pueden
encontrar en la circulacion sanguinea, consideran-
dose por ello biomarcadores de facil acceso.

Por tanto, el objetivo de este estudio fue analizar
el posible papel de los miRNAs en los mecanismos
de accion que median en los efectos beneficiosos
del orujo de uva (subproducto de vinificacidn rico
en polifenoles) en el control glucémico de pacientes
con riesgo cardiometabolico y su papel en la variabi-
lidad interindividual de la respuesta al producto.

Para ello, se llevd a cabo un estudio de interven-
cién aleatorizado y cruzado en el que se suplemento
con orujo de uva la dieta habitual de 49 sujetos con
al menos dos factores de SM durante un periodo de
6 semanas. A continuacion, los participantes fueron
clasificados entre respondedores y no respondedores
segun la mejora observada en los niveles de insulina
(Figura 1). Se extrajeron muestras de sangre antes y
después de la suplementacion, se aislé el mRNA de
las muestras y se determiné la expresion de miRNAs
mediante secuenciacion de nueva generacién en una
submuestra. Los cambios observados se confir-
maron en todas las muestras mediante RT-PCR y se
buscaron dianas de los miRNAs mediante analisis
bioinformatico.

Se observo que el miR-222 y el miR-30c, que estan
relacionados con la resistencia a la insulina y la
diabetes tipo 2, disminuyeron su expresion tras la
suplementaciéon en sujetos respondedores, conside-
randose importantes mediadores en el aumento de
la glucolisis, captacion de glucosa y captacion de
glucosa por el musculo (Figura 2). Ademads, los
respondedores presentaron mayores concentra-
ciones de miR-122 y consecuentemente, lo que se
traduciria en menores niveles de piruvato kinasa y
receptor de la adiponectina 1 (Figura 3).

Por tanto, se puede concluir que los miRNAs
miR-222 y miR-30c tienen un papel fundamental en
los efectos beneficiosos de una suplementaciéon con
extracto de uvas en el control glucémico de personas
con SM. Ademas, el miR-222 se puede considerar
un biomarcador de respuesta de estos pacientes al
tratamiento con orujo de uva.
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Figura 1. Disefio experimental del estudio de intervencion aleatorizado y cruzado. Modificado de Léniz A et al. Foods 2021,
10, 2059.
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Figura 2. Diferencias en la expresion de miRNAs antes y después de la suplementacion en respondedores y no respondedores,
en funcién de la reduccion de los niveles de insulina basal tras la suplementacién.
*P<0,05. Modificado de Léniz A et al. Foods 2021, 10, 2059.
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Figura 3. Diferencias en la expresion de miR-222 entre sujetos respondedores y no respondedores, segiin su reduccion de la

insulina basal tras la suplementacion.
*P<0,05. Modificado de Ramos-Romero S, Léniz A et al. Mol Nutr Food Res.2021 Jan;65(2):e2000113.
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Metabolic syndrome (MetS) is a cluster of risk factors
characterized by hypertension, high triglyceride
and low HDL levels, obesity and hyperglycaemia.
Despite the fact that it is not a disease by itself, it is
a major contributor to the appearance of cardiovas-
cular diseases or type 2 diabetes mellitus, presen-
ting an estimated prevalence of 30% in Western.

Mechanistic processes underlying the develop-
ment of MetS have not been fully elucidated. Some
bioactive molecules naturally present in the diet
have demonstrated to have beneficial effects in the
management of the progression of the MetS; such
is the case of phenolic compounds, which can be
found in grapes.

MicroRNAs (miRNAs) are small (usually 18-22
nucleotides long) non-coding RNAsable either to
modify the translation process or to degrade mRNA.
Almost 30% of human biochemical processes are
estimated to be regulated by miRNAs. They can
be found in peripherical blood, being considered
easily accessible biomarkers.

Thus, the aim of this study was to analyse
the potential involvement of miRNAs in the
mechanisms of action underlying the positive
effect of a grape pomace (a polyphenol-rich
byproduct from wine making) supplementation in
patients with cardiometabolic risk and their role
in the inter-individual variability in the response
to that supplementation.

To achieve that objective, an intervention
randomized cross-over study was carried out,

ANALES RANM

where the habitual diet of 49 subjects with at least
two MetS factors was supplemented with grape
pomace for 6 weeks. Then, participants were
classified between responder and non-responders,
according to the reduction in fasting insulin after
the treatment (Figure 1). Blood samples were
extracted before and after the supplementation
and were frozen until further analysis. mRNA was
isolated from the samples and miRNA expression
was determined through Next Generation Sequen-
cing in a reduced number of individuals (n=6
per group). Differential expression of miRNAs
changes where confirmed by RT-PCR in the whole
cohort, and miRNAs" targets were assessed by
bioinformatics analysis.

It was observed that miR-222 and miR-30c, which
are known to be related to insulin resistance and
type 2 diabetes mellitus, were downregulated
after the supplementation in responder subjects,
being important contributors to the increase of
glycolysis and glucose uptake in skeletal muscle
(Figure 2). Furthermore, patients who showed
a positive response to the treatment presented
higher concentration of miR-222, and thus, lower
levels of pyruvate kinase and adiponectin receptor
1 (Figure 3).

Therefore, it can be concluded that mR-222 and
miR-30c play a pivotal role in the beneficial
effects in glucose homeostasis of a grape pomace
supplementation in subjects with MetS. Moreover,
miR-222 can be proposed as a biomarker to predict
the response of these patients to the nutritional
treatment with grape pomace.

Acknowledgements: Spanish Ministry of Economy
and Competitiveness (MINNECO-FEDER, grants
AGL2014-55102-JIN), University of the Basque
Country (GIU18-173) and Carlos III Research
Institute (CIBERobn).
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Figure 2. Differentially expressed miRNAs before and after supplementation in responder and non-responder subjects based

on fasting insulin reduction after supplementation..

*P<0,05. Modified from Léniz A et al. Foods 2021, 10, 2059.
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Figura 3. Differences in the expression of miR-222 between responder and non-responder subjects based on fasting insulin

reduction after supplementation.

*P<0,05. Modified from Ramos-Romero S, Léniz A et al. Mol Nutr Food Res.2021 Jan;65(2):e2000113.

EVALUACION PRELIMINAR DEL EFECTO DE LOS
FLAVANOLES EN EL METABOLISMO POSTPRANDIAL
DE SUJETOS CON DIABETES TIPO 2
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EFFECTS ON POSTPRANDIAL METABOLISM IN
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La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) se ha conver-
tido en la enfermedad metabodlica con mayor
prevalencia mundial. Su desarrollo se debe princi-
palmente a defectos en la secrecidon o acciéon de
la insulina. Esto provoca hiperglucemia cronica,
cuyo mal control acaba originando una altera-
cion del perfil lipidico (aumento de los triglicé-
ridos y en ocasiones aumento del colesterol LDL
y disminucién del colesterol HDL), junto con
inflamacion y estrés oxidativo, procesos exacer-
bados en el estado postprandial. En la actualidad,
existe un gran interés en el estudio de aproxima-
ciones dietéticas para retrasar o modular las altera-
ciones asociadas a esta patologia. Asi, los polife-
noles son compuestos antioxidantes presentes
en alimentos de origen vegetal, existiendo una
evidencia creciente sobre su potencial (tanto para
los compuestos intactos como para los metabo-
litos coldnicos) en la modulacién de la DMT?2 por
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diversos mecanismos de accion, como la inhibi-
cion de enzimas digestivas, o la estimulacion de
la secrecion de insulina.

Para probar los efectos de los polifenoles de
la dieta -concretamente flavanoles de alto peso
molecular- en el metabolismo postprandial de
sujetos con DMT2, se ha diseflado un producto
facilmente incorporable a la dieta habitual. Se trata
de una mezcla de cacao puro y harina de algarroba
en una proporcion 60:40. Presenta un alto contenido
en polifenoles (16,7 + 0,6 g/100 g), donde aproxima-
damente el 70% son flavanoles, y en fibra dietética
(55,7 + 0,9 /100 g). El producto se ha validado
en un analisis sensorial hedonico (n=100) donde
se compard con otros preparados comerciales con
distintos porcentajes de cacao (22%, 70% y 100%).
En este analisis, la mezcla de cacao y algarroba
fue calificada como aceptable, con puntuaciones
en algunos parametros similares a las de productos
comerciales, aumentando la calificacion al realizar
un segundo analisis sensorial en el que se propor-
cionaba informacioén adicional sobre sus posibles
efectos en salud.

Esta mezcla de cacao y algarroba sera evaluada
en un ensayo clinico nutricional aleatori-
zado y cruzado con un tamafio muestral de 25
sujetos (variable principal, insulina postpran-
dial). En el ensayo se recogeran muestras de
sangre, orina y heces -ademds de cuestionarios
de saciedad- con objeto de estudiar las modifi-
caciones postprandiales a) tras un desayuno rico
en grasa y azucares (control); b) tras ingerir
al mismo tiempo el desayuno y el producto; y
c) tras tomar el producto diez horas antes del
desayuno (asociadas al efecto de los metabolitos
colénicos). El ensayo clinico esta actualmente
en fase de reclutamiento, habiéndose inscrito
hasta el momento doce sujetos con las siguientes
caracteristicas basales (media + DS): edad, 60,5
+ 5,1 afios; indice de masa corporal, 31,1 + 3,2
kg/m?; hemoglobina glicosilada, 6,1 + 0,4 %;
todos ellos siguiendo tratamiento exclusivo con
metformina como antidiabético.

Se espera que este ensayo clinico aporte
resultados preliminares sobre el potencial de los
polifenoles de alto peso molecular en la modula-
cion de las alteraciones postprandiales presentes
en la DMT?2.

Agradecimientos: Agencia Estatal de Investi-
gacion (RTI2018-095059-B-100), con cofinan-
ciacion de fondos FEDER (UE). Consejeria de
Educacion, Juventud y Deporte de la Comunidad
de Madrid y Fondo Social Europeo (PEJ-2020-A1/
BIO-18529).

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) has become the
metabolic disease with the highest worldwide
prevalence. Its development is mainly due to
defects in the secretion or action of insulin.
This causes chronic hyperglycaemia, whose bad
control may originate alterations in lipid profile
(increase in triglycerides and sometimes also
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in LDL cholesterol, together with a decrease in
HDL cholesterol), together with inflammation
and oxidative stress, processes that are exacer-
bated in the postprandial state. At present, there
is great interest in the study of dietary approaches
to delay or modulate the alterations associated
with this pathology. In this context, polyphe-
nols are antioxidant compounds present in foods
of plant origin, with growing evidence on their
potential (as intact compounds and as metabo-
lites generated by the intestinal microbiota) for
modulating T2DM by various mechanisms of
action, such as such as the inhibition of digestive
enzymes, or the stimulation of insulin secretion,
among others.

In order to evaluate the effects of dietary polyphe-
nols - specifically high molecular weight flavanols
- on the postprandial metabolism of subjects with
T2DM, a product ecasily incorporated into the
usual diet was designed. It is a mixture of pure
cocoa and carob flour in a 60:40 ratio. It has a
high content in polyphenols (16.7 + 0.6 g / 100
g), where approximately 70% are flavanols, and
in dietary fiber (55.7 £ 0.9 g/ 100 g). The product
was validated in a hedonic sensory analysis (n=
100) where it was compared with other commer-
cial preparations with different percentages of
cocoa (22%, 70% and 100%). In this analysis, the
cocoa and carob mixture was rated as acceptable,
with scores in some parameters similar to those
of commercial products. Indeed, the rating was
increased when performing a second sensory
analysis in which additional information was
provided on the potential health effects of the
product.

This cocoa-carob mixture will be evaluated in a
randomized, crossover nutritional clinical trial.
For this, a sample size of 25 subjects has been
established, taking postprandial insulin as the
primary outcome. In the trial, blood, urine and
faecal samples will be collected -in addition to
satiety questionnaires- in order to study postpran-
dial modifications a) after a high-fat high-sugar
breakfast (control); b) after eating breakfast and
the product at the same time; and c) after taking
the product ten hours before breakfast (associ-
ated with the effect of the colonic metabolites).
The clinical trial is currently in the recruitment
phase, having enrolled twelve subjects with the
following baseline characteristics (mean + SD):
age, 60.5 + 5.1 years; body mass index, 31.1 +
3.2 kg / m? glycated haemoglobin, 6.1 + 0.4%;
all of them following exclusive treatment with
metformin as antidiabetic drug.

This clinical trial is expected to provide prelim-
inary results on the potential of high molecular
weight polyphenols in modulating postprandial
changes in T2DM.

Acknowledgments: Spanish Research Agency
(RTI2018-095059-B-100), with co-funding from
FEDER funds (EU). Department of Education,
Youth and Sports of Madrid Region (CM) and
European Social Fund (PEJ-2020-A1/BIO-18529).
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La respuesta inflamatoria es uno de los princi-
pales mecanismos efectores del sistema inmuni-
tario innato coordinado por una serie de receptores
y sefales solubles, entre los que se encuentran
los receptores de reconocimiento de patrones y
las citoquinas. La inflamacion se desencadena
tras la activacion de dichos receptores en células
inmunitarias innatas tras el reconocimiento de
moléculas presentes en patégenos o de moléculas
liberadas en los procesos de muerte celular, y
coordina una respuesta que culmina en la elimina-
cion del patdgeno o en la reparacion tisular. La
desregulacion de la respuesta inflamatoria puede
desencadenar su cronificacién y el desarrollo de
enfermedades inflamatorias cronicas, metabo-
licas o degenerativas. El inflamasoma se forma
por un receptor intracelular del tipo de reconoci-
miento de patrones y entre los distintos inflama-

somas, el formado por el receptor NLRP3, es el
principal que se activa en respuesta a sefiales de
patogenos o del hospedador. Ademas, determi-
nadas mutaciones ganancia-de-funcién en el
gen NLRP3 se asocian a sindromes autoinflama-
torios. La activacion del inflamasoma NLRP3
conlleva una serie de pasos de oligomerizacion
que culminan con la activacion de caspasa-1
(Figura 1).

Esta caspasa procesa y activa distintas
pro-citoquinas de la familia de la interleuquina
(IL)-1. Ademaés, caspasa-1 procesa la proteina
gasdermina D, cuyo extremo amino-terminal
escindido homooligomeriza y formar poros en la
membrana plasmatica por los que se liberan las
citoquinas IL-1p e IL-18 de la célula. La membrana
plasmatica que contiene estos poros puede repararse,
pero si la estimulacion de caspasa-1 continta en el
tiempo, la membrana termina destruyéndose por la
entrada de agua incontrolada a la célula, resultando
en un tipo de muerte celular necrotica denomi-
nada piroptosis. La piroptosis también libera otro
contenido intracelular, incluyendo oligémeros de
inflamasoma y ADN mitocondrial que contribuiran
a la propagacion de la respuesta inflamatoria.

La sepsis se caracteriza por ser un sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica inducida por una
infeccion y es la principal causa de muerte en las
unidades de cuidados intensivos de los hospitales.
El inflamasoma NLRP3 participa en la respuesta
inflamatoria en sepsis y se ha descrito que ratones
deficientes en NLRP3, asi como ratones tratados
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Figura 1. Esquema ilustrativo de la activacion del inflamasoma NLRP3.
Figure 1. Diagram showing the activation of the NLRP3 inflammasome.
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con inhibidores de NLRP3, presentan una mayor
supervivencia en modelos de sepsis. No obstante,
en clinica los pacientes con sepsis desarrollan un
estado inmunosupresor tras la respuesta inflama-
toria, y es debido a ese estado inmunosupresor
y las complicaciones causadas por infecciones
secundarias, las que comprometen la viabilidad de
los pacientes. Por tanto, el manejo clinico de los
pacientes con sepsis es complicado y a dia de hoy
no existe un marcador pronostico que discrimine
de forma temprana aquellos pacientes que vayan a
desarrollar complicaciones. La activacion NLRP3
en muestras de sangre de pacientes sépticos a
tiempos tempranos resulto en la estratificacion
de dichos pacientes, al haber un grupo con una
deficiencia en su activacion. Este grupo tuvo maés
complicaciones y acumuld la mayoria de muertes,
sugiriendo que la determinacion del grado de
activacion del inflamasoma NLRP3 podria consti-
tuir un marcador temprano para poder pronosticar
la evolucion de los pacientes sépticos.
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The inflammatory response is a main effector
mechanism of the innate immune system and it is
coordinated by a signalling network triggered by
different receptors and soluble factors, among them
the pattern recognition receptors and cytokines play
a central role. Inflammation coordinate the elimina-
tion of pathogens and initiate the regeneration of
tissues and therefore is triggered by the engage-
ment of these receptors in innate immune cells by
ligand molecules from pathogens or necrotic cells.
Dysregulation of the inflammatory response may
lead to cornification and the development of chronic
inflammatory, metabolic or degenerative diseases.
The inflammasome is formed by an intracellular
receptor of the pattern recognition family and among
the different inflammasomes, the NLRP3 inflam-
masome, is the main that recognise pathogen- and
host-derived signals. Gain-of-function mutations in
NLRP3 gene are associated to auto-inflammatory
syndromes. The activation of the NLRP3 inflam-
masome follows a series of oligomerization steps
that culminate with the activation of caspase-1
(Figure 1). This caspase is able to process different
pro-cytokines of the interleukin (IL)-1 family to
their active forms, such as IL-1f and IL-18. Also,
caspase-1 process the protein gasdermin D, and
its amino-terminal fragment oligomerize and form
pores in the plasma membrane that are a release
pathway for IL-1B and IL-18. The pores formed
by gasdermin D in the plasma membrane could be
repaired, but if caspase-1 activation prolongs in the
time, the cell swells by massive water intake and
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results in a type of inflammatory type of necrosis
cell death called pyroptosis. Pyroptosis also results
in the release of other intracellular content, as
inflammasome oligomers and mitochondrial DNA
that contributes to the propagation of the inflamma-
tory response.

Sepsis is a systemic inflammatory response
syndrome induced by an infection and constitute the
main cause of deaths in the critical care units of the
hospitals. The NLRP3 inflammasome participate in
the inflammatory response in sepsis, and knock-out
mice for NLRP3 or mice treated with specific NLRP3
inhibitors present an increased survival in sepsis
models. However, in clinics septic patients develop
an immunosuppression state after the inflammatory
response that is the causative of secondary infections
and complications that compromise the survival of
septic patients. Therefore, the clinical management
of septic patients is complex and up to date, there is
any available prognostic marker to early discrimi-
nate septic patients that will develop future compli-
cations. The activation of the NLRP3 inflamma-
some in blood samples from septic patients at early
time-points was able to stratify these patients, with
a group presenting a defect in its activation. This
septic patient group presented more complications
and accumulated the majority of deaths, suggesting
that the determination of the activation level of
NLRP3 inflammasome could constitute a promising
early prognostic marker to evaluate the evolution of
the septic patients.
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Los sindromes periddicos asociados a criopirina
(CAPS) son una serie de condiciones heredita-
rias que debutan temprano con auto-inflamacion
producida por distintas mutaciones de ganancia-
de-funcion (GdF) en el gen NLRP3, originando una
activacion del inflamasoma NLRP3 y sobrepro-
duccidén de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1(
e IL-18.

La activacion del inflamasoma NLRP3 silvestre
se induce por sefales endogenas de dafio tisular
o exdgenas asociadas a patogenos. Este inflama-
soma estd formado por la proteina NLRP3, la
proteina adaptadora ASC y la enzima efectora
pro-casapasa-1. Al formarse el inflamasoma, la
pro-casapasa-1 se activa y escinde IL-1p e IL-18
a su forma madura. También procesa la proteina
gasdermina D (GSDMD), cuyo extremo amino-
terminal forma poros en la membrana plasmatica,
induciendo la liberacion de contenido intrace-
lular y originando una muerte celular denomi-
nada piroptosis. Sin embargo, el mecanismo de
activacion y regulacion del inflamasoma NLRP3
con mutaciones GdF esta poco estudiado. En este
trabajo estudiamos cémo la proteina NLRP3 con
mutaciones GdF se activa en condiciones libre
de patdégenos en pacientes con CAPS, como el
MCC950 (un inhibidor especifico de NLRP3)
puede inhibir esta activacion, qué moléculas
ademas de IL-1p e IL-18 se liberan aguas abajo
de la activacion del inflamasoma mutante y, como
se regula post-traduccionalmente el inflamasoma
NLRP3 con mutaciones GdF.

Este trabajo ha empleado macréfagos inmorta-
lizados de raton deficientes en Nlrp3 con un
sistema inducible Tet-ON para expresar varios
NLRP3 humano con mutaciones GdF presentes
en pacientes con CAPS que se compararon con
macréfagos transducidos con un vector vacio o
un vector que expresa NLRP3 silvestre. Sangre
de pacientes con CAPS se empleo para estudiar la
produccion de IL-1B y la formacion de oligémeros
de ASC como indicador de activacion de NLRP3.
Las células fueron tratadas con LPS, Pam3CSK ,
IL-6, S100A9, IL-la, TNF-a, palmitato, ATP
o cristales de acido urico a diferentes concen-
traciones y tiempos en ausencia o presencia de
MCC950 o de distintos inhibidores de deubiq-
uitinasas. El comité de ética clinica aprobo este
estudio.

A diferencia de la expresion de NLRP3 silvestre, la
expresion de NLRP3 con mutaciones GdF resulta
en una activacion del inflamasoma y consecuente-
mente de caspasa-1 y el posterior procesamiento
de GSDMD, seguido de la liberacion de ciertas
proteinas celulares como IL-18, P2X7 y LDH. Por
otra parte, solo se observd liberacion de IL-1
tras el tratamiento con LPS, Pam3CSK,, IL-6,
palmitato y SI00A9, ya que activan a NF-kB y la
expresion del gen de la //7b. El inhibidor MCC950
confirmé la implicacion de NLRP3 al bloquear
la liberacion de IL-1p, IL-18, HMBGI, IL-1a,
P2X7, cistatina B y anexina-1, pero no de TNF-a.
Distintos inhibidores de deubiquitinasa fueron
capaces de reducir la activacion de NLRP3 con

mutaciones GdF al reducir el procesamiento de
GSDMD vy la liberaciéon de IL-1p.

Las mutaciones de GdF en NLRP3 inducen una
activacion basal del inflamasomarespectoa NLRP3
silvestre, y aunque esta activacion esta estrecha-
mente ligada al nivel de expresion, su activacion
se puede regular e incrementar en respuesta a
diferentes sefales enddgenas (como son IL-6,
palmitato o S100A9) y ademas post-traduccional-
mente por la de-ubiquitinacion.

Agradecimientos: Este trabajo ha sido financiado
por proyectos de investigacion de FEDER/
Ministerio de Ciencia, Innovacién y Univer-
sidades-Agencia  Estatal de Investigacion
(SAF2017-88276-R; PID2020-116709RB-100),
Fundacion Séneca (20859/P1/18, 21081/PDC/19
y 00003/COV1/20), Instituto de Salud Carlos III
(DTS21/00080), Comision Europea H2020-SC1-
2020-Single-Stage-RTD (965196 - PlasticHeal) y
del European Research Council (ERC-2013-CoG
614578 'y ERC-2019-PoC 899636). Laura
Hurtado-Navarro tiene una beca de la Fundacion
Séneca (Region de Murcia, Spain) 21214/
FPI/19. Cristina Molina-Lépez tiene una beca de
Ministerio de Ciencia, Innovacién y Universi-
dades-Agencia Estatal de Investigaciéon (PRE2018-
087063).

Cryopyrin-associated periodic syndromes (CAPS)
are a group of hereditary auto-inflammatory
disorders that result from the gain-of-function
mutations in the NLRP3 gene, resulting in the
autoactivation of the NLRP3 inflammasome
and the overproduction of the proinflammatory
cytokines IL-1p and IL-18. For wild-type NLRP3,
different pathogen and host-related signals are
required to activate the NLRP3 inflammasome,
which is formed by NLPR3, the adaptor protein
ASC and the effector enzyme pro-caspase-1.
Once the inflammasome is formed, pro-caspase-1
is activated and cleaves pro-IL-1f and pro-IL-18
to their active forms and gasdermin D which
then its N-terminal fragment form pores in the
plasma membrane, through where IL-1f3, IL-18
and intracellular content are released. Gasdermin
D pores then drives a specific type of cell death
called pyroptosis. However, the activation and
regulation mechanism of mutant NLRP3 is still
poorly known.

Questions such as how the activity of mutated
NLRP3 is regulated in sterile conditions in
patients; whether MCC950 (a specific inhibitor
of NLRP3) is able to inhibit this activation; what
molecules besides IL-1p3 and IL-18 are implicated
downstream the activation pathway; and how
NLRP3 mutant is regulated at post-translational
level are still unknown.

Nlrp3-deficient immortalized mouse macrophages
with a Tet-ON inducible system were used to
express several NLRP3 variants with mutations
present in CAPS patients and compared to
macrophages transduced with empty vector or
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with wild-type NLRP3. CAPS patient blood was
used to study IL-1PB production and formation of
ASC oligomers as readouts of NLRP3 activation.
Cells were treated with LPS, Pam3CSK,, IL-6,
S100A9, IL-1a, TNF-a, palmitate, ATP, or uric
acid crystals at different concentrations and times
in the absence or presence of MCC950 or with
different de-ubiquitinase inhibitors. The clinical
ethics committee of the Clinical University
Hospital Virgen de la Arrixaca (Murcia) approved
this study.

Contrasting with the expression of wild-type
NLRP3, the sole expression of mutant NLRP3
results in a constitutive activation of the inflam-
masome with the activation of caspase-1 and
gasdermin D cleavage, followed by the release
of several cellular proteins as IL-18, P2X7 or
LDH. IL-1p release was only observed after LPS,
Pam3CSK,, IL-6, palmitate and SI00A9 treatment,
compounds that activate NF-«xB and the subsequent
expression of //1bh gene. MCC950 was able to block
the release of IL-1f, IL-18, HMGBI, IL-1a, P2X7,
cystatin B, annexin-1 but not TNF-a, confirming
NLRP3 activation. Deubiquitinase inhibitors were
able to reduce NLRP3 activation and IL-1p release
when mutant NLRP3 was expressed, suggesting
that ubiquitination of mutant NLRP3 restrict its
activity.

Gain-of-function NLRP3 mutations present a
basal activation with respect to wild-type NLPR3,
and its activation tightly depends on its expres-
sion levels, but could be further increased by
different endogenous host-derived signals, such
as IL-6, palmitate or SI00A9 proteins. Additio-
nally, mutated auto-active NLRP3 is post-transla-
tional regulated by ubiquitination, that impairs its
auto-activation. This study shed new light into the
origins of non-infectious inflammatory flares in
CAPS patients.
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NLRP3 DURANTE LA SEPSIS

ACTIVATION OF THE PYRIN AND NLRP3 INFLAMMASO-
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Lasepsis esunade las principales causas de muerte
en las unidades de cuidados intensivos y se define
como una respuesta inflamatoria sistémica seguida
por un estado de inmunosupresiéon. Se conoce que
el inflamasoma NLRP3 participa en dicho proceso,
sin embargo, el papel de otros inflamasomas, como
Pirina, no esta totalmente caracterizado.

Se recogieron muestras de 20 individuos con una
sepsis de origen intraabdominal, 19 individuos
sometidos a una cirugia abdominal que no desarro-
Ilaron sepsis y 29 controles sanos. El Comité de
Etica del Hospital Clinico Universitario Virgen
de la Arrixaca (Murcia) aprobd este estudio y
sus procedimientos. El inflamasoma NLRP3 se
estimuld en sangre completa con LPS+ATP y el
inflamasoma Pirina con LPS+TcdB. La determi-
nacion de oligomeros de ASC en monocitos
(CD14°CD16*CD15") se realizé por citometria de
flujo y la determinacion de citoquinas por ELISA.
Se evaluaron parametros clinicos, hematoldgicos y
bioquimicos de todos los pacientes.

A las 24h del inicio del episodio séptico, los
pacientes presentaban marcadores de inflamacion
sistémica como PCR y PCT elevados en plasma
(Figura 1). La liberacion de IL-1f en las muestras
de sangre y la formacion de oligomeros de ASC en
monocitos tras la estimulacion de NLRP3 resulto
en una respuesta diferencial entre los pacientes
sépticos, identificando entre ellos un grupo de 10
individuos con una respuesta inmunocomprome-
tida del inflamasoma NLRP3 y 4 individuos con
una respuesta normal del mismo (Figura 2A). Sin
embargo, todos los individuos estudiados presen-
taron una respuesta normal cuando se activaba el
inflamasoma Pirina (Figura 2B).

Los pacientes inmunocomprometidos para
NLRP3 presentaron elevados distintos parame-
tros de severidad, tanto bioquimicos como
clinicos, como las escalas SOFA y APACHEII,
asi como un peor prondstico al necesitar mas
dias en la unidad de cuidados intensivos, dias
con ventilacion mecanica y elevada mortalidad
(Figura 2).
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Figura 1. Concentracién de PCR y PCT en el plasma de los pacientes tras 24h de una cirugia abdominal sin desarrollo de sep-
sis y de los pacientes sépticos tras 24h de la admision en las unidades de cuidados intensivos. Las lineas discontinuas indican
los valores estdndar de dichas proteinas en el plasma de la poblaciéon sana y cada punto representa un paciente individual

reclutado en el estudio.

Figure 1. Plasma concentration of CRP and PCT in abdominal surgery patients (24 h after abdominal surgery) and intra-
abdominal origin septic patients within the first 24 h of admission to the surgical critical unit. Dotted lines represent standard
threshold for CRP and PCT in healthy population and each dot represents an individual patient recruited in this study.

La concentracion de PCR y PCT en plasma disminuy6
después de 3 y 5 dias del episodio séptico en todos
los pacientes, indicando una resolucion gradual de
la inflamacion sistémica. En el alta hospitalaria,
aquellos pacientes inmunocomprometidos para
NLRP3 que sobrevivieron y se recuperaron, presen-
taron una mejora en la respuesta del inflamasoma
NLRP3. Esto sugiere que la alteracion en la respuesta
del inflamasoma NLRP3 es un estado transitorio
durante el episodio séptico (Figura 3).

Nuestro estudio confirma que durante la fase
inflamatoria inicial de la sepsis existe una respuesta
diferencial del inflamasoma NLRP3 en los pacientes
sépticos. Por otra parte, la respuesta del inflamasoma
Pirina fue similar en todos los pacientes, lo que indica
que este inflamasoma presenta unos mecanismos
regulatorios diferentes durante la sepsis. Por tanto,
la inhibicion del inflamasoma NLRP3 durante la
sepsis podria considerarse un indicador temprano
de inmunosupresion en pacientes criticos, mientras
que el inflamasoma Pirina emerge como un control
positivo de la respuesta inflamatoria a este proceso.
Ademas, la recuperacion de la respuesta del inflama-
soma NLRP3 en monocitos podria considerarse un

indicador de la recuperacion de la respuesta inmuni-
taria en los pacientes sépticos.

Agradecimientos: Este trabajo ha sido financiado
por proyectos de investigacion de FEDER/Ministerio
de Ciencia, Innovacion y Universidades-Agencia
Estatal de Investigacion (SAF2017-88276-R;
PID2020-116709RB-100), Fundacion Séneca
(20859/P1/18, 21081/PDC/19 y 00003/COVI/20),
Instituto de Salud Carlos III (DTS21/00080),
Comision Europea H2020-SC1-2020-Single-Stage-
RTD (965196 - PlasticHeal) y del European Research
Council (ERC-2013-CoG 614578 y ERC-2019-PoC
899636). Laura Hurtado-Navarro tiene una beca
de la Fundacion Séneca (Region de Murcia, Spain)
21214/FP1/19.

Sepsis is the leading cause of death in critical care
units and it is defined by a systemic inflammatory
response which is followed with an immunosuppres-
sion of the host. While the function of the NLRP3
inflammasome is involved in sepsis, the function of
other inflammasomes, like the Pyrin inflammasome,
is not well known.
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Figura 2. Panel A. Porcentaje de monocitos con oligémeros intracelulares de ASC (izquierda) y ELISA de IL-1f3 (derecha) en en-
sayos de sangre completa procedentes de los pacientes sépticos tras 24h de la admision en las unidades de cuidados intensivos (ba-
rras grises y azules) y en los grupos control (barras blancas) después de la activacién del inflamasoma NLRP3 con LPS (1 ug/ml,
2 h) y ATP (3 mM, 30 min). Panel B. Porcentaje de monocitos con oligémeros intracelulares de ASC (izquierda) y ELISA de IL-1f
(derecha) en ensayos de sangre completa procedentes de los pacientes sépticos tras 24h de la admision en las unidades de cuidados
intensivos (barras grises y azules) y en los grupos control (barras blancas) después de la activacion del inflamasoma Pirina con
LPS (1 ug/ml, 2 h) y TedB (1 pg/ml, 1 h). Panel C. Escalas SOFA y APACHEII para los pacientes sépticos. Panel D. Niimeros de
dias en las unidades de cuidados intensivos de los pacientes sépticos. Panel E. Nuimero de dias con ventilacién mecdnica de los
pacientes sépticos. Panel F. Supervivencia de los pacientes sépticos. El grupo de pacientes con una respuesta normal para el infla-
masoma NLRP3 estd representado con una linea gris y el grupo inmunocomprometido para dicho inflamasoma una linea azul.
Figure 2. Panel A. Percentage of monocytes with intracellular ASC specks (left) and ELISA for IL-1f3 (right) in whole blood sam-
ples from septic patients within the first 24h of admission to the surgical critical unit (grey and blue bars) and control groups (whi-
te bars) after NLRP3 inflammasome activation by LPS (1 ug/ml, 2 h) and ATP (3 mM, 30 min) treatment. Panel B. Percentage of
monocytes with intracellular ASC specks (left) and ELISA for IL-1 (right) in whole blood samples from septic patients within the
first 24h of admission to the surgical critical unit (grey and blue bars) and control groups (white bars) after Pyrin inflammasome
activation by LPS (1 ug/ml, 2 h) and TcdB (1 ug/ml, 1 h) treatment. Panel C. SOFA and APACHEII score for septic patients.
Panel D. Number of days of septic patients in the Critical Care Unit. Panel E. Number of days of septic patients with mechanical
ventilation. Panel F. Septic patients' survival. NLRP3 non-immunocompromised patient group is represented with a grey line and
immunocompromised patient group with a blue line.
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Figura 3. Panel A. Concentracién de proteina C reactiva y procalcitonina en el plasma de los pacientes sépticos en los dias
1, 3 y 5 tras el inicio de la sépsis, asi como en el momento del alta hospitalaria. Las lineas discontinuas indican los valores
estindar de dichas proteinas en la poblacién sana. Panel B, C. Porcentaje de monocitos con oligémeros intracelulares de
ASC después de la activacion del inflammasoma NLRP3 con LPS (1 ug/ml, 2 h) y ATP (3 mM, 30 min) (Panel B) o tras la
activacién del inflamasoma Pirina con LPS (1 ug/ml, 2 h) y TedB (1 ug/ml, 1 h) (Panel C) en ensayos de sangre completa
procedentes de los pacientes sépticos sin inmunosupresion del inflamasoma NLRP3 (barras grises) o con inmunosupresion
del inflamasoma NLRP3 (barras azules).

Figure 3. Panel A. Concentrations of C-reactive protein and procalcitonin in plasma of septic patients at days 1, 3, and
5 during sepsis and at the moment of hospital discharge. Dotted lines represent standard threshold for CRP and PCT in
healthy population. Panel B, C. Percentage of monocytes with intracellular ASC specks after NLRP3 inflammasome activa-
tion by LPS (1 ug/ml, 2 h) and ATP (3 mM, 30 min) treatment (Panel B) or after Pyrin inflammasome activation by LPS
(1 ug/ml, 2 h) and TcdB (1 ug/ml, 1 h) treatment (Panel C) in whole blood samples from septic patients non-immunocom-
promised (grey bars) or immunocompromised for NLRP3 (blue bars).

in whole blood by LPS+ATP and Pyrin inflam-
masome with LPS+TcdB. Flow cytometry was used
to determine the formation of ASC specks formation
in monocytes (CD14°CD16"CD15") and ELISA
to determine cytokine secretion. The evolution of
clinical parameters, haematological features and
plasma biochemistry parameters were evaluated.

Individuals with intra-abdominal origin sepsis
(n=20), abdominal surgery individuals that had not
developed sepsis (n=19), and a healthy control group
(n=29) were recruited. The clinical ethics committee
of the Clinical University Hospital Virgen de la
Arrixaca (Murcia, Spain) approved this study and its
procedures. NLRP3 inflammasome was stimulated
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Systemic inflammatory markers like CRP or PCT
were elevated in septic patients’ plasma 24h after sepsis
initiation when compared to the control groups (Figure
1), indicating an inflammatory state of the septic
patients. The release of IL-1p in whole blood samples
and the formation of ASC specks in monocytes after
NLRP3 stimulation resulted in a differential response
among septic patients, identifying a group of 10
individuals with an impaired NLRP3 inflammasome
activation and 4 individuals with a normal response of
the NLRP3 inflammasome (Figure 2A). However, all
septic patients presented a non-impaired activation of
the Pyrin inflammasome (Figure 2B).

Septic patients with impaired NLRP3 inflammasome
had biochemical and clinical scores of disease severity
above the average. Specifically, SOFA and APACHEII
were higher at admission in the group with NLRP3
inflammasome impairment (Figure 2), and these indivi-
duals also present worst disease progression measured
as days in the critical care unit, days with mechanical
ventilation and mortality (Figure 2).

Plasma concentration of CRP and PCT decreased
after 3 and 5 days of sepsis onset in all septic
patients, indicating a gradual resolution of systemic
inflammation (Figure 3A). At hospital discharge,
NLRP3-immunocompromised septic patients who
survived and recovered from sepsis had an improve-
ment on NLRP3 activation. Non-compromised
NLRP3 septic patients had normal ASC-speck
formation during the course of sepsis (Figure 3B-C).
This suggests that NLRP3 inflammasome impairment
during sepsis is a transitory state.

Our study confirms that during the initial inflamma-
tory response in sepsis there is a differential response
of the NLRP3 inflammasome in septic patients.
The identification of NLRP3-immunocompromised
septic patients was optimized in a whole blood assay
and accounted for most late deaths and have the
worse prognosis. Whereas, the Pyrin inflammasome
response was similar in patients and suggests that
Pyrin inflammasome present different regulation
mechanisms inflammasome during sepsis.

The impairment of the NLRP3 inflammasome in septic
patients might serve as an early indication of immuno-
suppression in critical patients, while the Pyrin inflam-
masome emerge as a positive control of inflammasome
activation. Moreover, restoration of NLRP3 inflam-
masome activation in monocytes could be a good
indicator of immune recovery in septic patients.
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El sindrome de Down es una forma de enfermedad
de Alzheimer determinada genéticamente debido
al efecto de la dosis del gen de la proteina precur-
sora del amiloide. Como resultado, la patologia
de la enfermedad de Alzheimer se desarrolla en
el cerebro desde la adolescencia y, a los 40 afios,
todos los individuos tienen placas de amiloide y
ovillos neurofibrilares compuestas por la proteina
tau hiperfosforilada. El riesgo acumulado de desarro-
llar demencia por enfermedad de Alzheimer supera
ampliamente el 90% en la séptima década de la vida.
En consecuencia, la enfermedad de Alzheimer es
ahora el principal problema médico y la principal
causa de muerte en esta poblacion. Recientemente
se ha puesto de manifiesto en estudios patolo-
gicos y de biomarcadores que la fisiopatologia y
una historia natural de la enfermedad de Alzheimer
es muy similar a la descrita en la enfermedad de
Alzheimer esporadica y autosémica dominante. Sin
embargo, el infradiagndstico es frecuente debido
a la falta de conocimiento por parte de médicos y
familiares y a los desafios diagnosticos que plantea
la discapacidad intelectual asociada al sindrome de
Down. Los biomarcadores, incluidos los plasma-
ticos, han mostrado resultados muy prometedores
en el diagnodstico, pero actualmente solo se utilizan
en escasos centros en contexto de investigacion. No
existen tratamientos para prevenir la enfermedad a
pesar de que el sindrome de Down es probablemente
la mejor poblacidon para realizar ensayos de preven-
cion de la enfermedad de Alzheimer, ya que es una
poblacion unica y relativamente prevalente con una
etiologia conocida. La investigacion en sindrome
de Down es fundamental para mejorar la calidad de
vida y encontrar tratamientos para la enfermedad de
Alzheimer que puedan beneficiar tanto al sindrome
de Down como a la poblacion en general.

Down syndrome is form of genetically determined
Alzheimer’s disease due to the amyloid precursor
protein gene dose effect. As a result Alzheimer’s
disease pathology develops in the brain since adoles-
cence and by age 40 all individuals have amyloid
plaques and tau neurofibrillary tangles. The lifetime
risk to develop Alzheimer’s disease dementia
is well over 90% by the seventh decade of life.
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Consequently, Alzheimer’s disease is now the main
medical problem and the leading cause of death in
this population. Increasing evidence from patholo-
gical and biomarker studies show a very similar
pathophysiology and natural history to that described
in sporadic and autosomal dominant Alzheimer’s
disease. However, underdiagnosis is frequent due to
a lack of awareness and diagnostic challenges posed
by the intellectual disability associated with Down
syndrome. Biomarkers, including those in plasma,
have shown very promising results in diagnosis, but
are currently only used in rare research settings.
Most importantly, there are no treatments to prevent
the disease despite the fact Down syndrome is
probably the best population in which to conduct
Alzheimer’s disease prevention trials as it is a unique
and relatively prevalent population with a known
aetiology. Research in Down syndrome is essential
to improve the quality of life and find treatments
for Alzheimer’'s disease that might benefit both the
Down syndrome and the general population.
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Introduccion: Los métodos de cuantificacion
de amiloide con trazadores PET requieren de una
resonancia magnética estructural (RM) para la
normalizacion espacial, y usan diferentes regiones
de referencia para escalar la imagen.

Ademas, los diferentes trazadores tienen distintos
umbrales de positividad. Este trabajo proporciona
una nueva medida estandarizada para la cuantifica-
cién del amiloide que salva estas limitaciones: el
AMYQ.

Métodos: Seleccionamos todas las imagenes PET
de amiloide con trazadores de Fluor (F18) de
la “Australian Imaging, Biomarker & Lifestyle
Flagship Study of Ageing” (AIBL) y “Alzheimer’s
Disease Neuroimaging Initiative” (ADNI) con la

correspondiente RM estructural. Una submuestra
disponia también de datos neuropatologicos. Se
cre6 una plantilla de PET de amiloide usando
analisis de componentes principales (PCA).
Mediante esta plantilla PET, se normalizaron las
imagenes PET individuales y se calculéo el AMYQ.
Comparamos el rendimiento de AMYQ con la
escala Centiloide en el diagndstico clinico y
neuropatologico. Ademas, evaluamos la habilidad
del AMYQ de discriminar la positividad de PET
cuantificada con RM.

Resultados: AMYQ se relaciond con las medidas
neuropatoldgicas de amiloide y tuvo un rendimiento
excelente para discriminar controles de pacientes
con enfermedad de Alzheimer (4rea bajo la curva
= 0.86). AMYQ se asocido con el centiloide en
la muestra combinada de los tres trazadores
(coeficiente de correlacién intra-clase = 0.88) y
mostré una area bajo la curva de entre 0.94 y 0.99
para discriminar la positividad de PET usando
diferentes umbrales de Centiloide.

Conclusiones: AMYQ es un nuevo indice estandar
de carga de amiloide que no requiere de RM y
es aplicable a los tres trazadores 18F de PET de
amiloide.

Introduction: Positron emission tomography (PET)
amyloid quantification methods require magnetic
resonance imaging (MRI) for spatial registration
and use of different a priori reference regions to
scale the images. Furthermore, different tracers
have distinct thresholds for positivity. This work
provides a new standard measure of amyloid burden
to overcome these limitations: AMYQ.

Methods: We selected all 18Fluor-radiolabeled
amyloid PET scans from AIBL and ADNI and the
corresponding structural MRI. A subset also had
neuropathological data. We created an amyloid PET
template using a principal component analysis (PCA).
Through this PET template, individual amyloid PET
scans were spatially normalized and AMYQ was
computed. We compared the performance of AMYQ
with the Centiloid scale on clinical and neuropatho-
logical diagnostic performance. Additionally, we
assessed the perfomrance of AMYQ in discriminating
amyloid PET positive from amyloid PET negative
quantified with the MRI.

Results: AMYQ was related with amyloid
neuropathological burden and had excellent
diagnostic performance to discriminate controls
from patients with Alzheimer’s disease (AD)
(area under the curve = 0.86). AMYQ had a high
agreement with the Centiloid scale in the combined
sample of the three tracers (intraclass correlation
coefficient = 0.88) and showed an AUC between
0.94 and 0.99 to discriminate PET positivity when
using different Centiloid cutoffs.

Conclusions: AMYQ is a new standard index
of amyloid burden that do not require MRI and
is applicable to the three 18Fluor-radiolabeled
amyloid tracers.
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MICROINFARTOS CORTICALES A LO LARGO DEL
ESPECTRO CLINICO DE LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER EN ADULTOS CON SINDROME DE DOWN

CORTICAL MICROINFARCTS ALONG THE
ALZHEIMER'S DISEASE CONTINUUM IN ADULTS
WITH DOWN SYNDROME
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Introduccion: Microinfartos corticales (MIC) son
biomarcadores de dafio vascular cerebral detectables
visualmente en exdmenes de resonancia magnética
(RM) 3T, estan relacionados con deterioro cognitivo
y son mas frecuentes en pacientes con enfermedad
de Alzheimer (EA). Todavia, ningun estudio sobre
MIC en personas con sindrome de Down (SD), una
forma genética de la EA, ha sido realizado. Por lo
tanto, nuestro objetivo es cuantificar los MIC en una
cohorte de base poblacional de adultos com SD y
accesar la relacion de estas lesiones con la edad, el
sexo, el estadio clinico y el gendtipo APOE.

Métodos:  Estudio  transversal. = Analizamos
imagenes cerebrales de RM 3T de 78 adultos con
SD (31 asintomaticos, 24 con EA prodromica y
23 EA demencia) de la cohorte DABNI (Down
Alzheimer Barcelona Neuroimaging Initiative) y de
10 controles euploides cognitivamente normales de
la cohorte SPIN (Sant Pau Initiative in Neurodege-
neration). Las imagenes de RM 3T fueron analizadas
por un neuroradiologo (ciego para el diagnostico
clinico, la edad y el genotipo APOE) de acuerdo
con protocolo validado previamente para detectar y
segmentar manualmente los MIC. En primer lugar,
comparamos la presencia, el nimero y el volumen
de MIC en distintos estadios clinicos de la EA de
alzheimer, en portadores y no-portadores del alelo
€4 del gen APOE y en hombres y mujeres utilizando
los testes Chi-cuadrado, Mann-Whitney o Kruskal-
Wallis cuando apropiado. Por fin, investigamos la
asociacién del nimero y volumen de MIC con la
edad utilizando el test de correlacién de Spearman.

Resultados: MIC son detectables en 64% de
los adultos con SD y en 30% de los controles
euploides. No encontramos diferencias significa-
tivas en la prevalencia, el nimero o el volumen
de MIC entre participantes con SD asintomaticos,
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prodromicos y dementes (p =0.806, Py ..

vadrado

watis=0-347 Y Pisiaws “.S=0.5%u5 , entre hombres y
mujeres (p i»cuadradoz ° 62’ pM'rm-Whitney:()'431 y pMann-

Nitn y:O.31§13, y entre portadores y no-portadores
ge POE &4 (p ui-c rad0:0'815’ pMann-Whimcy:O'968 y
Pptan-whi ney:1.0003. ampoco observamos correla-
cion del"fnumero y del volumen de MIC con la edad
(Psyeqman = 0-740, 1> = -0.04 y Pspearman — 0-875, rr=
-0.0 , respectivamente).

Conclusiones: MIC son detectables en adultos con
SD utilizando RM 3T, con altamente frecuentes en
esta poblacién y son mas frecuentes en personas
con SD que en controles euploides. Todavia no
encontramos correlaciones entre la prevalencia, el
numero o el volumen de MIC con los estadios clinicos
de la EA, el genotipo APOE, el sexo o la edad.

Background: Cortical microinfarcts (CMI) are
emerging biomarkers of vascular damage that are
visually detectable with 3T-MRI, associated with
cognitive decline, and more frequent in AD patients.
However, no study assessed CMI in Down syndrome
(DS), a genetically determined form of AD. Therefore,
we aimed to quantify CMI in a population-based
cohort of adults with DS and assess the relationship
with age, sex, clinical status, and APOE genotype.

Methods: Cross-sectional study. We analyzed
3T-MRI of 78 adults with DS (31 asymptomatic,
24 prodromal AD, and 23 AD dementia indivi-
duals) from the Down Alzheimer Barcelona Neuroi-
maging Initiative (DABNI) cohort and 10 cogniti-
vely normal euploid controls from Sant Pau Initia-
tive in Neurodegeneration (SPIN) cohort. An expert
neuroradiologist blind to clinical diagnosis, age, and
APOE status visually analyzed the 3T-MRI images
following previously validated protocol to detect
and manually segment CMI. First, we compared
the presence, number and volume of CMI in the
different clinical groups along the AD continuum,
in APOEe4 carriers vs. non-carriers, and in males
vs. females using Chi-square, Mann-Whitney, or
Kruskal-Wallis tests when appropriate. Then, we
assessed the association of the number and volume
of CMI with age using Spearman's correlation test.

Results: CMI were detected in 64% of adults with
DS and in 30% of euploid controls. We found no
significant differences on the prevalence, number or
volume of CMI between asymptomatic, prodromal
and demented DS participants (p . =0.806,
=0.547 and p 10.5%5‘), between

pKruskal—Wn lis

men and women (pcli—squarli(:":lilﬁl:%gﬁg’ pMannf\’\/'h’t : :0431
and p,. o ‘10\,:0.313), and between APOE &4
carriers and "non-carriers (p =0.815,

pM'nn—\\']utnc :0968 and p.\4unn—\\']mnj\lr“:qff(zj%l)lbrfmd\nwe alSO
did not observe correlation between CMI’s number
or volume with age (pg . = 0.740, r* = -0.04 and
Pspearman — 0-875, 2 = -0.02, respectively).

Conclusions: CMI are detectable in adults with DS
using 3T-MRI, are highly prevalent in this popula-
tion and are more frequent in DS subjects than in
euploid controls. However, we found no relation-
ship between prevalence, number or volume of CMI
and AD clinical stages, APOE &4 status, sex or age.
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DESARROLLO DE FARMACOS MULTIDIANA
PARA EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

MULTITARGET DRUG DEVELOPMENT FOR THE
TREATMENT OF NEURODEGENERATIVE DISEASES

Rafael Ledn
Instituto de Quimica Médica, Consejo Superior de Investiga-
ciones Cientificas (IQM-CSIC)

Las enfermedades neurodegenerativas (ENDs) seran
el desafio en salud mas importante de nuestra genera-
cién. Impulsadas por el aumento de la esperanza
de vida, un numero creciente de personas se ven
afectadas por las ENDs. Aunque se han realizado
intensos esfuerzos de investigacion, la mayoria de
los intentos de desarrollar un tratamiento eficaz han
fracasado. Las ENDs comparten numerosas caracte-
risticas patologicas, incluidas la agregacion anormal
de proteinas, la disfuncion mitocondrial, el estrés
oxidativo, el fallo del sistema de autofagia y la
neuroinflamacion cronica.

Teniendo en cuenta que el envejecimiento es el
principal factor de riesgo de las ENDs y que este
proceso va acompafiado de un aumento progresivo
en la generacion de Especies Reactivas de Oxigeno
(ERO), parece plausible que la sobreproduccion
de ERO podria participar de forma temprana
en el inicio de las ENDs. Las ERO aumentan la
frecuencia de mutaciones del ADN mitocondrial
provocando disfuncién mitocondrial. El estrés
oxidativo exacerbado provoca la oxidacion de
proteinas que lleva a un procesamiento incorrecto
de estas, promoviendo la formacion de agregados
proteicos. Ademas, esta bien establecido que tanto
el estrés oxidativo como los agregados proteicos
inducen la activacion glial, lo que conduce a un
estatus de neuroinflamacién cronica. De hecho,
diversos estudios demuestran una correlacion
directa entre la neuroinflamacién y un peor
prondstico de muchas ENDs. Por otra parte, esta
demostrado que la capacidad de degradacion
autofagica disminuye durante el envejecimiento.
Estas observaciones demostraron que existen
distintos procesos de retroalimentacion patolo-
gica que promueven el avance de la enfermedad
culminando en un circulo fisiopatologico vicioso
que acelera el avance de esta.

En respuesta al estrés oxidativo, las células han
desarrollado un sistema de defensa enddgeno, la
via antioxidante de fase II Nrf2-ARE. El factor
de transcripcion Nrf2 es un potente inductor
de la respuesta celular para combatir el estrés
oxidativo. Ademas, la via Nrf2 regula la respuesta
pro-inflamatoria, por lo que cualquier deficiencia
en la sefializacién de Nrf2, como la que ocurre
con el envejecimiento, puede empeorar el fenotipo
inflamatorio. Ademas, Nrf2 induce la expresion de
una proteina adaptadora de autofagia NDP52, lo
que facilita la eliminacion de agregados proteicos
aberrantes, reduciendo el fallo del sistema autofa-
gico descrito en varias ENDs.

Enfermedades de alta complejidad como las
ENDs, a menudo explotan las mismas estrate-
gias presentes en sistemas biologicos normales
para favorecer su avance. Las ENDs intervienen
a multiples niveles creando una red patolégica en
lugar de deberse a un tinico evento para provocar
la aparicién de la enfermedad. La redundancia
de los sistemas de sefializacion, la retroalimen-
tacion y otras estrategias de la red garantizan
que las condiciones patologicas sean resistentes
a las perturbaciones dentro de su arquitectura.
Por lo tanto, las terapias dirigidas a una Unica
diana fracasan, en diversos casos, porque las
caracteristicas de la red patoldogica no se tienen
en cuenta durante la identificacién de la diana.
Por otro lado, se ha demostrado que las terapias
multidiana son eficaces en diversas enfermedades
complejas.

Los farmacos multidiana pueden describirse como
combinaciones de terapias monodiana, en las que
los distintos principios activos se integran en
una unica entidad quimica. Por tanto, en nuestra
opinion farmacos multidiana basados en redes
patoldgicas podrian ser eficaces en el tratamiento
enfermedades complejas contrarrestando el avance
de la red patologica. Los farmacos multidiana
amplian el numero de dianas farmacoldégicamente
relevantes al introducir un conjunto de efectos
indirectos dependientes de la red, aumentando asi
el tamafio del efecto farmacologico.

Por tanto, se describe el desarrollo de nuevos
farmacos multidiana para diferentes ENDs que
explotan la respuesta antioxidante y antiinflama-
toria intrinseca, la respuesta de fase II Nrf2-ARE
como diana principal a combinar con otras dianas
terapéuticas criticas en la red patologica de las
ENDs.

Agradecimientos: Agradecemos la financia-
cion recibida del IS Carlos IIT (Ref: P117/01700),
Comunidad de Madrid y Fondos estructurales de la
UE ref: S2017/BDM-3827.

Neurodegenerative diseases (NDDs) are destined
to become the most significant health challenge
of our generation. Driven by the increase in life
expectancy, an ever-increasing number of people
are affected by NDDs. Although intense research
efforts have been made, most attempts to develop a
treatment have failed. NDDs share many patholo-
gical hallmarks, including abnormal protein
aggregation, mitochondrial dysfunction, extensive
oxidative stress, autophagy failure and neuroin-
flammation.

Considering that ageing is the strongest risk
factor for NDDs and that this process is accompa-
nied by a progressive increase in the generation
of Reactive Oxygen Species (ROS), it seems
plausible that overproduction of ROS could be
an early factor in the initiation of NDDs. ROS
augment the frequency of mitochondrial DNA
mutations that could lead to mitochondrial
dysfunction. Extensive oxidative stress induces
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protein damage leading to protein misproces-
sing and the formation of protein aggregates. It
is well established that both, extensive oxidative
stress and protein aggregates induce glial activa-
tion, leading to chronic neuroinflammation. In
fact, compelling studies show a direct correla-
tion between inflammation and a worse prognosis
of many NDDs. Another important point is that
autophagic degradation capacity declines during
ageing. These observations demonstrated that
there are several pathological feedback processes
that exacerbate the pathology culminating in a
vicious pathophysiological cycle.

In response to oxidative stress, cells have developed
an endogenous defence system, the Nrf2-ARE
phase Il antioxidant pathway. The mammalian
nuclear transcription factor erythroid 2-related
factor 2 (Nrf2) is a potent inducer of cellular
defence responses to combat oxidative stress.
Moreover, Nrf2 signalling protects against
inflammatory disorders, thereby, any deficiency
in Nrf2 signalling, such as the one occurring with
aging, can worsen the inflammatory phenotype.
Furthermore, Nrf2 induces the expression of an
autophagy adaptor protein NDP52, facilitating
aberrant protein aggregates clearance, allevia-
ting the autophagic failure described in several
NDDs.

Complex diseases often exploit the same strate-
gies present in healthy networks to gain a robust
status. NDDs present multiple disruptions within
the host pathological-network structure rather than
single event. Signalling redundancy, feedback, and
another network strategies, ensure that complex
pathological conditions will be resistant to distur-
bances within its architecture. Hence, single-target
therapies fail in many cases because pathology-
network characteristics are not accounted during
target identification. On the other hand, multi-
target therapies have been proven to be effective
for many complex diseases.

Multitarget drugs can be perceived as siblings
of combinatorial therapies, where the different
agents are compressed into a single, integrated
chemical entity. Multitarget drug designs based on
Pathological-Networks can stop complex diseases
by identifying targets that can relieve the early
symptoms of the disease while counteracting its
pathological network advance. Multi-target drugs
expand the number of pharmacologically relevant
targets by introducing a set of indirect, network-
dependent effects, thus, increasing the size of the
druggable proteome.

Thus, here we present the development of novel
multitarget drugs towards different NDDs exploi-
ting the intrinsic Nrf2-ARE phase II antioxidant
and anti-inflammatory pathway as primary target
to be combined with other critical nodes at the
pathological network.

Acknowledgments: We thank IS Carlos III (Ref:
PI17/01700) and Comunidad de Madrid y Fondos
estructurales de la UE ref: S2017/BDM-3827.
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La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda
enfermedad neurodegenerativa mas prevalente. La
falta de tratamientos efectivos capaces de detener la
progresion de la enfermedad resalta la importancia
de desarrollar nuevas terapias. La deplecion
de dopamina y la muerte selectiva de neuronas
dopaminérgicas, junto con la presencia de depositos
a-sinucleina, se consideran eventos principales en
la EP. Ademas, el estrés oxidativo juega un papel
importante en la progresion de la enfermedad,
conduciendo a la desregulacion de la homeostasis
proteica, dafio mitocondrial y neuroinflamacion.
Estos factores, a su vez, dan lugar a un aumento del
estrés oxidativo generando un bucle que acelera el
proceso de neurodegeneracion.

Elamplioespectrode funcionesfisioldogicasreguladas
por el factor de transcripcion NF-E2-related factor
2 (NRF2) lo posiciona como una buena diana para
el desarrollo de tratamientos para enfermedades
multifactoriales complejas como la EP. En ese
sentido, hemos desarrollado dos familias de nuevos
inductores de NRF2 con actividades complemen-
tarias, teniendo en cuenta que NRF2 regula un
gran numero de genes citoprotectores relacio-
nados con el estrés oxidativo, la inflamacién y la
homeostasis proteica. Ademas de esto, los nuevos
compuestos estan diseflados para inhibir selectiva-
mente la enzima monoamino oxidasa B (MAO-B),
involucrada en el control del estrés oxidativo. Es
importante destacar que los inhibidores de MAO-B
se llevan utilizando afios en la clinica para tratar
los sintomas de la EP.

Con esta base, hemos desarrollado una primera
familia de 9 nuevos compuestos multi-diana con
varias actividades: induccion de NRF2, inhibicion
potente y selectiva de MAO-B y neuroproteccion
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en modelos relacionados con el estrés oxidativo.
Ademas, llevamos a cabo un modelo de rodajas de
estriado de rata adulta con rotenona y 6-hidroxido-
pamina como téxicos. Los compuestos restauraron
la muerte celular, estrés oxidativo y modularon
proteinas relacionadas con el proceso neurodegener-
ativo. Fueron capaces también de revertir el proceso
inflamatorio inducido por LPS en cultivos primarios
de glia, disminuyendo la produccion de 6xido nitricoy
citocinas pro-inflamatorias. Nuestro estudio también
incluyd un programa in silico para caracterizar los
mecanismos de inhibicion de MAO-B.

A partir de esta informacién, el objetivo es tratar
de mejorar la potencia de inhibicion de MAO-B,
reducir la toxicidad celular y mejorar las propie-
dades farmacoldgicas en cuanto a biodisponibilidad
y permeabilidad de la barrera hematoencefalica de
los nuevos compuestos. Para ello, hemos construido
una nueva quimioteca de unos 500 compuestos
para llevar a cabo un proceso de cribado virtual.
Tras la evaluacion de los resultados, hemos selecci-
onado una nueva familia de 30 compuestos, que
han sido sintetizados y sometidos a una evaluacion
farmacolégica completa. Estos nuevos compuestos
mostraron un mejor perfil con un aumento en la
potencia de induccion de NRF2, selectividad de
MAO-B y permeabilidad al sistema nervioso central
por difusion pasiva. También demostraron un mejor
perfil neuroprotector, una toxicidad celular reducida y
mantuvieron propiedades antioxidantes y antiinflama-
torias complementarias. Ademas de esto, hemos diluci-
dado los mecanismos para controlar la homeostasis
proteica del compuesto lider de esta segunda familia,
mostrando una activacion de la via del sistema ubiqui-
tina-proteasoma y la macroautofagia.

Parkinson's disease (PD) is the second most prevalent
neurodegenerative disease. The lack of effective
treatments able to stop the progression of the disease
highlights the importance of finding new therapies.
Physiopathological features such as dopamine
depletion and selective destruction of dopaminergic
neurons, together with the presence of a-synuclein
protein deposits, are considered main events in PD.
Importantly, oxidative stress plays a major role in the
disease progression leading to deregulation of protein
processing, mitochondrial damage, and neuroinflam-
mation. These factors, in turn, lead to the increase of
oxidative stress generating a loop that accelerates the
neurodegeneration process.

The broad spectrum of physiological roles regulated
by transcription factor NF-E2-related factor 2
(NRF2) positions it as a good target for the develo-
pment of innovative treatments for chronic diseases
characterized by a complex network of pathological
pathways. In that sense, we have developed two
families of new NRF2 inducers with complemmen-
tary activities for the treatment of PD, regarding that
NRF2 regulates a plethora of cytoprotective genes
related to oxidative stress, inflammation, and protein
homeostasis, among other processes involved in the
onset of PD. Apart from this, the novel compounds
are also designed to selectively inhibit monoamine
oxidase B (MAO-B). This enzyme is involved in

controlling oxidative stress, regarding dopamine
metabolism, and MAO-B inhibitors have been used
for years in clinic to treat PD symptoms.

Based on this, we have a first small chemical library
of 9 new multitarget compounds combining several
activities: NRF2 inducing capacity, MAO-B potent
and selective inhibition, and neuroprotective ability
in oxidative stress-related models. In addition, we
performed a more complex model of adult rat striatal
slices treated with rotenone and 6-hydroxydopa-
mine as toxics. Selected compounds were protective
in terms of cell death, oxidative stress, and modula-
tion of several proteins related with neurodegenera-
tion. Hit compounds were also capable of restoring
LPS-induced inflammatory conditions in primary
glial cultures leading to a decrease in the production
of nitric oxide and pro-inflammatory cytokines. Our
study also included an in silico program to charac-
terize the mechanisms of MAO-B inhibition.

Regarding the information from this first family of
compounds, the next objective is mainly trying to
improve the potency for MAO-B inhibition, reduce
cell toxicity, and also improve drug-like proper-
ties regarding half-life and blood-brain barrier
permeability of the novel compounds. To this end,
we have built a new chemical library of almost 500
compounds and subjected it to a virtual screening
program. After evaluation of the results, we selected
a new family of 30 compounds, we synthesized
them, and we performed a complete pharmacolo-
gical evaluation. These novel compounds showed
a better profile with improved NRF2 induction
potency, MAO-B selectivity, and central nervous
system permeability by passive diffusion. They
also demonstrated a better neuroprotective profile,
reduced cell toxicity, and maintained complementary
antioxidant and anti-inflammatory-related proper-
ties. In addition to this, we have also elucidated the
mechanisms for controlling protein homeostasis of
the lead compound from this family, showing an
upregulation of the ubiquitin-proteasome system
pathway and activation of macroautophagy.
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Esteban Daudén’ and Rafael Ledn’

!Instituto de Quimica Médica, Consejo Superior de Investiga-
ciones Cientificas (IQM-CSIC).
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La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno
neurodegenerativo que constituye la principal
causa de demencia y la sexta causa de muerte a
nivel mundial. La ausencia de farmacos capaces
de frenar la progresion de la enfermedad convierte
la busqueda de tratamientos eficaces en uno de los
grandes retos cientificos del siglo XXI. Aunque
la etiologia de la EA no es del todo compren-
dida, existe evidencia de que hay varios procesos
degenerativos que contribuyen a la enfermedad,
como el estrés oxidativo (EO), la neuroinflama-
cion, la disfunciéon mitocondrial, la dishomeostasis
del calcio y la desregulacion de la autofagia, entre
otros. Estos procesos estan estrechamente interco-
nectados, lo que pone de manifiesto la naturaleza
multifactorial de la enfermedad. Dada la comple-
jidad de la EA, los ligandos dirigidos a multiples
dianas surgen como una estrategia prometedora para
su tratamiento. En esta linea, hemos considerado
dos dianas que tienen un papel clave en varios de los
procesos relacionados con la etiopatologia de la EA:
activacion del NF-E2 p45-related factor 2 (NRF2)y
modulacion del receptor nicotinico de acetilcolina
a7 (a7-nAChR). NRF2 es un factor de transcripcion
que constituye el principal mecanismo de defensa
celular contra el EO. Ademas, NRF2 juega un papel
clave en la regulacion de la autofagia, inflamacion
y proteostasis. Por otro lado, la estimulacién del
a7-nAChR se ha relacionado con una disminucion
en la produccion de péptido B-amiloide asi como
con una reducciéon en la hiperfosforilacion de tau,
neuroinflamacion y pérdida de memoria a corto
plazo en modelos in vivo de EA.

En este trabajo, hemos sintetizado y evaluado
farmacolégicamenteunanuevafamiliadecompuestos
capaces de inducir NRF2 y modular selectivamente
el a7-nAChR. Adicionalmente, han mostrado un
efecto neuroprotector en un modelo in vitro de EO
asi como en un modelo in vitro de hiperfosforilacion
de tau. Sin embargo, los compuestos evaluados han
sido identificados como sustrato de los sistemas de
efluxion de la barrera hematoencefalica (BHE) en
estudios de distribucion cerebral in vivo. Utilizando
estos resultados, hemos seleccionado un compuesto
hit con el objetivo de aumentar su potencia como
modulador del a7-nAChR y reducir su recono-
cimiento por los sistemas de efluxion. Mediante
modelado por homologia, docking y simulaciones
de dinamica molecular, hemos predicho el modo
de unién del compuesto kit al a7-nAChR e identi-
ficado dos regiones (aqui denominados A y B) que
no participan en su union al receptor y que por
tanto son susceptibles de modificacion. Adicional-
mente, hemos localizado una cavidad no ocupada
cerca de la region A en la cual varios fragmentos
moleculares son capaces de alojarse, identificados
mediante un cribado virtual. La sustitucion de la
region A por estos fragmentos ha conducido a una
nueva familia de derivados con una mayor afinidad
teorica por el a7-nAChR. Ademas, se han incluido
varias modificaciones en la regién B con el fin de
mejorar la permeabilidad del compuesto a la BHE,
guiadas por el algoritmo CNS-MPO. Asi, mediante
un disefio racional in silico, hemos obtenido dos
nuevas familias de compuestos con mejores propie-
dades farmacolégicas y farmacocinéticas tedricas.
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Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenera-
tive disorder that constitutes the main cause of
dementia and the sixth leading cause of death
worldwide. The absence of drugs able to stop
disease progression makes the search for effective
treatments one of the great scientific challenges of
the 21st century. Although the etiology of AD is not
fully understood, there is accumulating evidence
that there are several degenerative events that
contribute to the disease, such as oxidative stress
(0S), neuroinflammation, mitochondrial dysfunc-
tion, calcium dyshomeostasis and deregulation
of autophagy, among others. These AD-contrib-
uting processes are tightly interconnected, which
highlight the multifactorial nature of the disease.
Given AD complexity, multitarget-directed ligands
arise as a promising strategy for its treatment.
In this line, we have considered two targets that
have a key role in several of the aforementioned
processes related to AD etiopathology: activa-
tion of NF-E2 p45-related factor 2 (NRF2) and
modulation of nicotinic acetylcholine receptor a7
(a7-nAChR). NRF2 is a transcription factor that
constitutes the main cellular defensive mechanism
against OS. Additionally, NRF2 plays a critical
role in the regulation of autophagic processes,
inflammatory stress and proteostasis. In a similar
fashion, stimulation of a7-nAChR has been related
to a decrease in B-amyloid peptide production,
reduction of tau hyperphosphorylation, neuroin-
flammation and short-term memory loss term in in
vivo models of AD.

In this work, we have synthesized and pharmaco-
logically evaluated a new family of compounds
able to activate NRF2 and selectively modulate
the a7-nAChR. Furthermore, these compounds
have exerted a neuroprotective effect in OS
and tau hyperphosphorylation in vitro models.
However, the evaluated compounds were identi-
fied as substrate of the efflux systems of the blood-
brain barrier (BBB) in in vivo brain distribution
studies. Using these results as a starting point,
we have selected a hit compound for modifica-
tion, aiming to increase its potency as a7-nAChR
modulator and reduce its recognition by the BBB
efflux systems. In this line, by means of homology
modeling, docking and molecular dynamics simula-
tions, we have predicted the binding mode of the
hit compound to the a7-nAChR and identified two
chemical moieties (herein named A and B) that do
not drive receptor binding and are thus suscep-
tible of modification. Based on this binding mode,
we have identified a non-occupied cavity close to
moiety A. Using a fragment-based virtual screening
we have identified several molecular fragments able
to interact with the residues of this cavity. Substi-
tution of moiety A by these fragments has led to a
new family of derivatives with a higher predicted
affinity for the a7-nAChR. Additionally, we have
included several modifications on moiety B in order
to improve compounds BBB permeability, guided
by the CNS-MPO algorithm. In this fashion, we
have obtained two new family of compounds with
improved predicted pharmacological and pharmaco-
kinetic properties by means of an in silico-guided
strategy for their design.
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DESARROLLO DE NUEVAS ESTRATEGIAS PARA
SUPERAR LA RESISTENCIA A LOS FARMACOS
ANTITUMORALES

DEVELOPMENT OF NOVEL STRATEGIES TO
OVERCOME RESISTANCE TO ANTICANCER
DRUGS
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Desde hace décadas, la quimioterapia ha sido el
tratamiento farmacoldgico estandar para la mayoria
de los pacientes oncologicos. Sin embargo, aunque la
respuesta inicial al tratamiento es buena, los pacientes
suelen acabar desarrollando resistencias que dificultan
el manejo de la enfermedad, lo que urge a disefiar
nuevas estrategias terapéuticas capaces de superar este
problema. Las mejoras de las técnicas de secuencia-
cion y analisis genético estan cambiando la forma de
abordar esta enfermedad. Estas nuevas tecnologias
estan permitiendo la identificacion de nuevas dianas
terapéuticas en numerosos tipos de cancer.

El cancer de mama triple negativo (CMTN) se
caracteriza por la ausencia de receptores hormonales
(estrogeno y progesterona) y del receptor HER2, lo que
impide el uso de farmacos dirigidos a estas proteinas,
que si son efectivos en los otros subtipos de cancer
de mama. Hasta la fecha, las tnicas drogas dirigidas
aprobadas para el tratamiento del CMTN son los inhibi-
dores de PARP, el olaparib y el talazoparib, pero solo
para aquellas pacientes que presenten mutaciones en el
gen BRCA, lo que ocurre solo en alrededor del 20% del
total de pacientes diagnosticadas con esta enfermedad.
Por ello, la quimioterapia es la unica opcién para la
mayoria de las pacientes de CMTN.

En primera linea, los fArmacos mas utilizados son las
antraciclinas y los taxanos, y para aquellas pacientes
que no responden, los quimioterapicos mas usados
son los platinos (cisplatino y carboplatino). En los
ultimos afios, nuestro grupo ha desarrollado diferentes
modelos in vitro de resistencia a quimioterapia, tanto
intrinseca como aquirida, que nos han permitido, por
un lado, identificar nuevos objetivos drogables en
CMTN vy, por otro lado, evaluar la accion anti-tumoral
de compuestos dirigidos contra estos objetivos.

Usando tejido adiposo peritumoral fresco de
pacientes de CMTN (CEIm 08/2017, GAI Albacete)
y células tumorales de este subtipo (MDA-MB-
231, BT549, HS578T y HCC3153), hemos disefiado
modelos de resistencia intrinseca que mimetizan el
microambiente tumoral in vitro. También se generaron
modelos en 3D (tumoresferas) para recapitular mejor
las caracteristicas de la poblacion de células madre
tumorales quimio-resistentes presente en los tumores.
Para el desarrollo de modelos de resistencia adquirida,
las lineas tumorales fueron expuestas a concentraciones
crecientes del quimioterapico (IC30-IC70) usando una
estrategia de pulsos periddicos. Los modelos fueron
caracterizados mediante qPCR usando un panel de
marcadores. El impacto de los farmacos sobre las células
tumorales fue evaluado in vifro mediante la técnica del
MTT (proliferacion), ensayos de clonogénicos (inicia-
cion tumoral) y matrigel (invasion), y por citometria de
flujo (muerte celular), demostrando la utilidad de estos
modelos para evaluar respuesta a quimioterapia. Para
evaluar el efecto in vivo, se usaron modelos ortotdpicos
en ratones inmunodeprimidos (BALB-nu).

Nuestros resultados sugieren varias opciones
terapéuticas interesantes. Por un lado, hemos
identificado un panel de marcadores que podria
resultar de utilidad para estratificar a pacientes de
CMTN, actuando como biomarcador de respuesta
y de prondstico de las pacientes. Por otro lado,
hemos identificado nuevas dianas terapéuticas
cuya inhibicion farmacolégica revierte o evita la
resistencia a la quimioterapia basada en cispla-
tino, lo que puede tener relevancia terapéutica para
aquellos pacientes que estan siendo tratados con
derivados del platino.

For decades, chemotherapy has been the standard
drug treatment for most cancer patients. However,
although the initial response is good, patients
often end up developing resistance that hinders
the management of the disease, which urges the
design of new therapeutic strategies capable
of overcoming this problem. Improvements in
sequencing and genetic analysis techniques are
changing the approach to this disease. These new
technologies are allowing the identification of
novel therapeutic targets in numerous types of
cancer.

Triple-negative breast cancer (TNBC) is characte-
rized by the absence of hormone receptors (estrogen
and progesterone) and the HER2 receptor, which
precludes the use of drugs targeting these proteins,
which are effective in the other breast cancer
subtypes. To date, the only targeted drugs approved
for the treatment of TNBC are PARP inhibitors,
olaparib and talazoparib, but only for those patients
with mutations in the BRCA gene, which occurs in
only about 20% of all patients diagnosed with this
disease. Chemotherapy is therefore the only option
for most TNBC patients.

In the first line, the most commonly used drugs
are anthracyclines and taxanes, and for those
patients who do not respond, the most commonly
used chemotherapeutics are platinums (cisplatin

| SIMPOSIO - JOVENES INVESTIGADORES
Libro de Abstracts
An RANM. 2021;138(03).supl01: 42 - 54



and carboplatin). In recent years, our group has
developed different in vitro models of resistance to
chemotherapy, both intrinsic and acquired, which
have allowed us, on the one hand, to identify new
druggable targets in TNBC and, on the other hand,
to evaluate the anti-tumor action of compounds
directed against these targets.

Using fresh peritumoral adipose tissue from TNBC
patients (CEIm 08/2017, GAI Albacete) and tumor
cells of this subtype (MDA-MB-231, BT549,
HS578T and HCC3153), we have designed intrinsic
resistance models that mimic the tumor microenvi-
ronment in vitro. 3D models (tumorspheres) were
also generated to better recapitulate the charac-
teristics of the chemo-resistant tumor stem cell
population present in tumors. For the develop-
ment of acquired resistance models, tumor lines
were exposed to increasing concentrations of the
chemotherapeutic (IC30-IC70) using a periodic
pulsing strategy. The models were characterized by
gPCR using a panel of markers. The impact of the
drugs on tumor cells was evaluated in vitro by MTT
(proliferation), clonogenic (tumor initiation) and
matrigel (invasion) assays, and by flow cytometry
(cell death), demonstrating the usefulness of these
models to evaluate response to chemotherapy. To
evaluate the in vivo effect, orthotopic models were
used in immunosuppressed mice (BALB-nu).

Our results suggest several interesting therapeutic
options. On the one hand, we have identified a panel
of markers that could be useful for stratifying TNBC
patients, acting as a biomarker of patient response
and prognosis. On the other hand, we have identi-
fied new therapeutic targets whose pharmacolog-
ical inhibition reverses or prevents resistance to
cisplatin-based chemotherapy, which may have
therapeutic relevance for those patients being
treated with platinum derivatives.

USO DE INHIBIDORES DE PROTEINAS BET
PARA CONTROLAR LA RESISTENCIA ADQUIRI-
DA EN TUMORES MAMARIOS

USE OF BET PROTEIN INHIBITORS
TO CONTROL ACQUIRED RESISTANCE IN MAM-
MARY TUMORS

David Tebar-Garcia', Raquel Lépez-Rosa’, M@ del Mar
Noblejas-Lopez'?, Miriam Nuncia-Cantarerol, Cristina
Nieto-Jimenez’®, Miguel Burgos'?, Alberto Ocaiid’, Eva
M. Galan-Moya'**
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Introduccion: El cidncer de mama triple negativo
(TNBC) es el subtipo de cancer de mama que mas
heterogeneidad presenta debido en gran parte a
una presencia elevada de células madre tumorales
(CSC, del inglés Cancer Stem Cells). Ademas,este
subtipo tumoral no presenta dianas terapéu-
ticas especificas, lo que restringe su tratamiento
a radioterapia y quimioterapia tradicional. Estos
tratamientos afectan en gran medida a células
tumorales normales, pero las CSC suelen presentar
resistencia intrinseca a estos tratamientos. Por ese
motivo, esta poblacidon celular se ve aumentada
conforme los tumores adquieren resistencia al
tratamiento.

Las proteinas BET son efectores epigenéticos
conocidos por controlar la expresion de los
marcadores de CSC vy, por lo tanto, los inhibidores
de BET (BETi), como JQI, podrian ser una alterna-
tiva de tratamiento que controlase la poblacion
de CSC dentro del tumor y ayudase a revertir la
quimiorresistencia. Como ocurre en las lineas
parentales segun datos publicados anteriormente
en el laboratorio, donde JQ1 consigue reducir estos
marcadores y por lo tanto, esta poblacion se ve
reducida.

Materiales y métodos: Para este trabajo, sle
generaron modelos celulares de resistencia a
quimioterapia tradicional en células de TNBC. A
través de estudios de qPCR se analiz6 la expresion
de un panel de marcadores de CSC en las células
generadas comparandolas con las lineas sensibles
y se evalud el impacto de JQI sobre dichos
marcadores. También se realizaron ensayos de
proliferacion MTT, de progresion tumoral y de
iniciacion tumoral, a través de la formacion de
colonias, en células resistentes en respuesta a
este BETi. La respuesta a este inhibidor sobre la
apoptosis de la poblacion de células resistentes fue
evaluada mediante el analisis de union de Anexina
V por citometria de flujo.

Resultados: Las células TNBC con resistencia
adquirida a la quimioterapia se observd un
aumento de la expresion en marcadores de CSC. Al
tratar las células con JQI1 se consiguié reducir la
expresion de estos marcadores, a pesar encontrarse
aumentados en el modelo resistente. Ademas, estos
farmacos ralentizaron la proliferacion celular y
obstaculizaron la progresion tumoral de las células
resistentes a la quimioterapia, evitando también
la formacién de colonias, lo que se traduce en
una reduccién de la recaida de estos tumores
tras el tratamiento. La evaluacion de la apoptosis
confirmé que los BETi provocaron muerte celular
en estos modelos. Todos estos resultados han sido
estudiados en comparacidén con la linea sensible,
donde no se puede observar una reduccién de estas
propiedades estudiadas.

Conclusiones: Los inhibidores de BET disminuyen
los marcadores de CSCs en el TNBC, lo cual lo
consigue mejor en el modelo resistente, a pesar
de su sobreexpresion, consigue reducir ademas
las propiedades de las CSC (proliferacion,
progresion e iniciacion tumoral). Por ello, podria
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constituir una buena estrategia para revertir la
resistencia en tumores TNBC resistentes, como
tratamiento Unico o en combinacidén con otros
quimioterapicos.

Background: Triple negative breast cancer (TNBC)
is the most heterogeneous breast cancer subtype
due largely to a high presence of tumor stem
cells (CSCs). Moreover, this tumor subtype has
no specific therapeutic targets, which restricts
its treatment to traditional radiotherapy and
chemotherapy. These treatments largely affect
normal tumor cells, but CSCs often show intrinsic
resistance to these treatments. For this reason,
this cell population is increased as tumors become
resistant to treatment.

BET proteins are epigenetic effectors known
to control the expression of CSC markers, and
therefore BET inhibitors (BETi), such as JQI,
could be a treatment alternative that controls
the CSC population within the tumor and helps
reverse chemoresistance. As occurs in parental
lines according to previously published data in
the laboratory, where JQ1 manages to reduce
these markers and therefore, this population is
reduced.

Materials and methods: For this work, cellular
models of resistance to traditional chemotherapy
were generated in TNBC cells. Through qPCR
studies, the expression of a panel of CSC
markers in the generated cells was analyzed by
comparing them with the sensitive lines and the
impact of JQ1 on these markers was evaluated.
MTT proliferation, tumor progression and tumor
initiation assays, through colony formation, were
also performed on resistant cells in response
to this BETi. The response to this inhibitor on
apoptosis of the resistant cell population was
assessed by flow cytometry analysis of Annexin
V binding.

Results: TNBC cells with acquired resistance to
chemotherapy showed increased expression of
CSC markers. Treating the cells with JQ1 reduced
the expression of these markers, although they
were increased in the resistant model. In addition,
these drugs slowed cell proliferation and hindered
tumor progression of chemotherapy-resistant cells,
also preventing colony formation, which translates
into a reduction in the relapse of these tumors after
treatment. Apoptosis assessment confirmed that
BETi caused cell death in these models. All these
results have been studied in comparison with the
sensitive line, where no reduction of these studied
properties can be observed.

Conclusions: BET inhibitors decrease CSCs
markers in TNBC, which is better achieved in the
resistant model, despite their overexpression, and
reduce CSCs properties (proliferation, progres-
sion, and tumor initiation). Therefore, it could be
a good strategy to reverse resistance in resistant
TNBC tumors, as a single treatment or in combina-
tion with another chemotherapeutics.

EL USO DE INHIBIDORES EPIGENETICOS POTEN-
CIA EL EFECTO DE LA TEMOZOLAMIDA EN MO-
DELOS 2D Y 3D DE GLIOBLASTOMA MULTIFORME

THE USE OF EPIGENETIC INHIBITORS ENHANCES
THE EFFECT OF TEMOZOLOMIDE IN 2D AND 3D MO-
DELS OF GLIOBLASTOMA MULTIFORME

Raquel Lopez-Rosa'?, David Tébar-Garcia™, Maria

del Mar Noblejas-Ldpez'?, Miriam Nuncia-Cantarero?,
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Introduccion: El glioblastoma multiforme (GBM)
es un tumor cerebral muy agresivo y para el que
no existe un tratamiento eficaz. Actualmente, es
el tumor cerebral mas frecuente y la mediana de
supervivencia es de 15 meses desde su diagndstico.
La reseccién quirGrgica completa es complicada,
ya que son muy invasivos y suelen infiltrarse. El
tratamiento habitual es la quimioterapia alquilante
con temozolamida (TMZ). El 15% de los pacientes
desarrollan resistencia adquirida al tratamiento
estandar.

Se ha identificado una nueva poblacion celular,
las células iniciadoras del glioma (GICs), que son
similares a las Cancer Stem Cells (CSCs). Las GICs
muestran resistencia a las terapias estandar y son
las principales responsables de la recurrencia. Por
otro lado, las proteinas BET estan implicadas en la
transcripcion, el ciclo celular o la inflamacion y se
relacionan con proteinas oncogénicas implicadas
en el desarrollo de cancer. Se ha demostrado que
algunos inhibidores de proteinas BET son capaces
de potenciar la actividad de la TMZ en GBM.
Ademas, en trabajos previos del laboratorio se ha
usado el inhibidor epigenético JQ1 en modelos 3D
ricos en CSCs, ya que es capaz de inhibir algunos
factores de transcripciéon implicados en ciclo
celular, proliferacion y metéastasis. A su vez, ha
demostrado un mayor efecto en los modelos mas
resistentes, coincidiendo con un elevado numero de
CSCs.

El objetivo de este trabajo sera la evaluacion de
terapias alternativas que consigan evitar o combatir
la resistencia adquirida a las terapias actuales
producidas por las GICs.

Meétodos: Se usaron las lineas celulares adherentes
A172,T98, U887 y U118, asi como los modelos 3D
derivados de pacientes, GH2 y 12012, los cuales,
son ricos en GICs. Se llevaron a cabo ensayos de
MTT, citometria de flujo y cristal violeta para
evaluar la viabilidad celular en los modelos 2D tras
la combinacion de los inhibidores epigenéticos con
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la TMZ. También ensayos de formacion de esferas
y dilucion limite en los modelos 3D para evaluar el
efecto de la combinacion en las GICs.

Resultados: El uso de inhibidores epigenéticos
mostré6 un efecto anti proliferativo similar en
los diferentes modelos 2D empleados. Por otro
lado, la combinacion de inhibidores epigené-
ticos con el tratamiento estandar tuvo un potente
efecto sinérgico, observandose un gran aumento
de la muerte celular. A pesar de esto, el efecto
fue mas notable en aquellas lineas que mostraban
una mayor resistencia intrinseca al tratamiento
tradicional. Posteriormente, se pasd a la valida-
cion de los resultados en los modelos 3D, ya que
presentan mayor resistencia a los tratamientos
actuales y son mas similares al paciente. En este
caso, se observd un efecto sinérgico capaz de
afectar a las GICs.

Conclusiones: El uso de una terapia combinada
con inhibidores epigenéticos y el tratamiento
estandar podria ser una buena alternativa terapéu-
tica en glioblastoma multiforme.

Background: Glioblastoma multiforme (GBM) is a
highly aggressive brain tumor for which there is no
effective treatment. It is currently the most common
brain tumor, and the median survival time is 15 months
from diagnosis. Complete surgical resection is compli-
cated, as they are very invasive and tend to infiltrate.
The wusual treatment is alkylating chemotherapy
with temozolomide (TMZ). 15% of patients develop
acquired resistance to standard treatment.

Anew cell population, glioma-initiating cells (GICs),
which are like Cancer Stem Cells (CSCs), has been
identified. GICs show resistance to standard therapies
and are mainly responsible for recurrence. On the
other hand, BET proteins are involved in transcrip-
tion, cell cycle or inflammation, and are related to
oncogenic proteins involved in cancer development.
It has been shown that some BET protein inhibitors
are able to enhance TMZ activity in GBM.

In addition, a previous work in the laboratory has
used the epigenetic inhibitor JQ1 in 3D models,
that are rich in CSCs, and it is able to inhibit some
transcription factors involved in cell cycle, prolife-
ration, and metastasis. It has shown a greater effect
in resistant models, coinciding with a high number
of CSCs.

The aim of this work will be to evaluate alterna-
tive therapies that can avoid or combat acquired
resistance to current therapies produced by GICs.

Methods: The adherent cell lines A172, T98, U&7,
and U118, as well as the patient-derived 3D models
GH2 and 12012, which are rich in GICs, were used.
MTT, flow cytometry and crystal violet assays
were performed to evaluate cell viability in the
2D models after combination of epigenetic inhibi-
tors with TMZ. Sphere formation and limit dilution
assays were also performed in 3D models to assess
the effect of the combination on GICs.
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Results: The use of epigenetic inhibitors showed a
similar anti-proliferative effect in the different 2D
models used. On the other hand, the combination
of epigenetic inhibitors with standard treatment
had a synergistic effect, with an increase in cell
death. Despite of, the effect was most notable
in those lines that showed intrinsic resistance to
the traditional treatment. Afterward, the results
were validated in 3D models, which show greater
resistance to current treatments, and they are like
the patient. In this case, a synergistic effect was
observed.

Conclusions: The use of a combined therapy with
epigenetic inhibitors and standard treatment could
be a good therapeutic alternative in glioblastoma
multiforme.

RETOS EN CIRUGIA DEL NERVIO PERIFERICO.
VISION DEL CIRUJANO

CHALLENGES IN PERIPHERAL NERVE SURGERY.
THE SURGEON'S VIEW

Lara Cristébal'?, Elena Armas’, Elisa Sanz*3, Juan José
Jover*, Jose Luis Fernandez-Cafiamaque’, Andrés A.
Maldonado'**

"Unidad de Nervio Periférico y Plexo Braquial, Servicio de
Cirugia Pldstica, Hospital Universitario de Getafe.
2Universidad Europea de Madrid.

3 Unidad de Nervio Periférico y Plexo Braquial, Servicio de
Neurofisiologia, Hospital Universitario de Getafe.

“Unidad de Nervio Periférico y Plexo Braquial, Servicio de Ra-
diologia, Hospital Universitario de Getafe.

sServicio de Cirugia Pldstica, Reconstructiva y Mano, BG Trau-
ma Center Frankfurt am Main.

Las lesiones de nervios periféricos son frecuentes
y conllevan pérdida de funciones tales como
sensibilidad o movilidad de las extremidades,
ademas de dolor. Todo ello puede generar incapa-
cidades permanentes, impactando de manera
negativa en la calidad de vida de las personas.
La cirugia de nervio periférico ha evolucionado
significativamente en las ultimas décadas y en
la actualidad disponemos de un amplio espectro
de técnicas reconstructivas para tratar este tipo
de lesiones: injertos nerviosos, transferencias
nerviosas, transferencias tendinosas, colgajos
libres motorizados, ademas de la combinacidén
con ortesis y protesis mioeléctricas. Sin embargo,
todavia existen una serie de factores que limitan
las opciones reconstructivas: la degeneracion
muscular tras la lesion nerviosa, la velocidad de
regeneracion axonal o las secuelas y limitacion de
usar nervios donantes son tres retos a investigar
en el futuro de este campo. Para poder afrontar
estos retos a nivel bioldégico y combinarlos con
las estrategias quirurgicas actuales, creemos
fundamental la colaboracion entre la investiga-
cion basica y clinica.

45



46

ANALES RANM

Peripheral nerve injuries are common and lead to
loss of functions such as sensation or mobility of
the extremities, as well as pain. These injuries may
cause permanent disabilities, negatively impacting
quality of life. Peripheral nerve surgery has evolved
significantly in recent decades. Nowadays a wide
spectrum of reconstructive techniques is available:
nerve grafts, nerve transfers, tendon transfers,
functional free muscle transfer, in addition to
the combination with myoelectric orthesis and
prostheses. However, there are still several factors
that limit reconstructive options: muscle degenera-
tion after a nerve injury, axonal regeneration speed
or sequelae and limitation of using donor's nerves
are three challenges to be investigated in the future
of this field. To face these challenges at the biolog-
ical level and combine them with current surgical
strategies, we believe that collaboration between
basic and clinical research is essential.

MODULACION TERAPEUTICA DE LA
PRODUCCION ENDOGENA DE KLOTHO PARA
RETRASAR EL ENVEJECIMIENTO BIOLOGICO
DE LA ENFERMEDAD RENAL

THERAPEUTIC MODULATION OF ENDOGENOUS
KIDNEY KLOTHO EXPRESSION TO DELAY BIOLOGICAL
AGING IN CHRONIC KIDNEY DISEASE

Maria Dolores Sdnchez Nifio'?

"Departamento de Farmacologia, Facultad de Medicina,
Universidad Auténoma de Madrid

2[IS-Fundacion Jiménez Diaz, Laboratorio de Nefrologia e
Hipertension

Resumen: La enfermedad renal crénica es la
causa de muerte que mas rapidamente esta
aumentando a nivel mundial y se convertird en
la quinta causa de muerte en 2040. Ademas, la
enfermedad renal cronica es el factor de riesgo
mas prevalente y que mas aumenta el riesgo de
Covid-19 letal. El fenotipo de la enfermedad
renal cronica se ha asimilado al de un envejeci-
miento biolégico acelerado. La mejor compren-
sion de los mecanismos que median el envejeci-
miento acelerado puede ayudar a disefiar nuevos
tratamientos que aumenten la supervivencia de los
enfermos renales.

Klotho es una proteina originada en los tubulos
renales que tiene propiedades antienvejecimiento,
antiinflamatorias y antifibroticas. En la evolucion
de la enfermedad renal cronica, la producciéon de
Klotho es la primera funciéon renal que se pierde,
antes de que disminuya el filtrado glomerular.
Puesto que cuando se pierde la produccién de
Klotho, la estructura tubular es esencialmente
normal, hay que postular que hay mediadores que
disminuyen la produccion de Klotho en células
tubulares que todavia tendrian la capacidad de

expresar Klotho. Enlosultimos afios nuestro labora-
torio ha investigado los mediadores que regulan
la produccion de Klotho durante el dafio renal.
Tanto la albuminuria, que suele ser el marcador
mas temprano de enfermedad renal cronica, como
la inflamacion local disminuyen la produccién de
Klotho por células tubulares renales. En concreto,
citoquinas como TNF o TWEAK disminuyen
la produccion tubular de Klotho de una forma
dependiente de NFxB y de mecanismos epigené-
ticos como la acetilacion de histonas. Ademas,
diversas proteinas reguladoras de NFkB modulan
el impacto de este factor de transcripcion sobre la
produccion renal de Klotho. Asi por ejemplo Bcl3
aumenta la produccion tubular de Klotho. Con
vistas a una traslacion clinica, hemos comprobado
que el inhibidor inespecifico de la fosfodiesterasa,
Pentoxifilina, conserva la produccion de Klotho
en células tubulares expuestas a albuminuria.
Estos datos pueden ayudar a disefiar tratamientos
para la enfermedad renal y para el envejecimiento
biolégico basados en el aumento de produccion de
Klotho enddgeno.

PAPEL NEFROPROTECTOR DE CD74 EN LA EN-
FERMEDAD RENAL CRONICA

PROTECTIVE ROLE OF CD74 IN THE PATHOGENE-
SIS OF CHRONIC KIDNEY DISEASE

Maria Ignacia Ceballos Darnaude’, Leticia Cuarental’,
Lara Valiio-Rivas', Ardnzazu Pintor-Chocano’, Alberto
Ortiz', Maria Dolores Sdnchez-Nifio'?

" Department of Nephrology and Hypertension. IIS-Funda-
cion Jimenez Diaz, Madrid, Spain.

2 Department of Pharmacology, Universidad Autonoma de
Madrid, Spain

Introduction: Chronic kidney disease is one of the
fastest growing causes of death worldwide, pointing
to the need to develop novel therapeutic approaches.
CD74 (invariant MHC class II) is a non-polymor-
phic type II transmembrane glycoprotein that
regulates protein trafficking and is a receptor of
macrophage migration factor and D-dopachrome
tautomerase. CD74 has been implicated in inflam-
matory conditions. However, the role of CD74 in
kidney has not yet been characterized. We explored
the expression and function for CD74 in chronic
kidney disease.

Methods: The function of CD74 was explored
in unilateral ureteral obstruction and adenine-
induced chronic kidney disease in wild-type and
CD74-deficint mice. Western blotting, immunohis-
tochemistry and qRT-PCR were used to study the
distribution and expression of fibrosis markers in
kidney tissue.

Results: CD74 expression was low in healthy
murine and human kidney tubular epithelium and
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its expression increased in human and murine
kidney fibrosis. Genetic CD74 deficiency resulted
in upregulation in RNA and protein levels of
fibrosis markers a-SMA, collagen, fibronectin,
and downregulation of the nephroprotective gene
Klotho, and in more a severe chronic kidney disease
than inwild type mice.

Conclusion: Our study provides evidence that
CD74 has a nephroprotective role in kidney fibrosis
in chromic kidney disease.

GDF15 PRESERVES KLOTHO EXPRESSION IN
ACUTE KIDNEY INJURY AND KIDNEY FIBROSIS

GDF15 MANTIENE LA EXPRESION DE KLOTHO EN
LA INSUFICIENCIA RENAL AGUDA Y LA FIBROSIS
RENAL

Lara Valiiio-Rivas', Leticia Cuarental’, Maria Vanessa

xqe%—zGomez’, Alberto Ortiz!, Maria Dolores Sanchez-
no

"Department of Nephrology and Hypertension. IIS-Funda-

cion Jimenez Diaz, Madrid, Spain.

2 Department of Pharmacology, Universidad Autonoma de

Madrid, Spain

Growth differentiation factor-15 (GDFI15) is a
member of the GDF subfamily with potential
nephroprotective  functions. We have now
explored the role of GDF15 in the regulation of
the expression of the nephroprotective factor
Klotho in acute kidney injury (AKI) and kidney
fibrosis in mice. GDF15 was the most upregu-
lated GDF family gene in experimental nephro-
toxic AKI and in kidney fibrosis transcripto-
mics. The function of GDF15 was explored in
nephrotoxic AKI in genetically modified mice
and following the exogenous administration
of recombinant GDF15. Gdfi5-deficient mice
developed more severe AKI induced by either
folic acid or cisplatin while GDF15 overexpres-
sing mice were protected and recombinant human
GDF15 administration protected from folate-
induced AKI. Kidney expression of Klotho was
more severely depressed in Gdf15 deficient mice
and was preserved by GDF15 overexpression or
rhGDF15 treatment. Kidney fibrosis induced by
unilateral ureteral obstruction was also more
severe in GdfIl5-deficient mice while consti-
tutive GDF15 overexpression decreased kidney
injury and preserved Klotho expression. In tubular
cells cultured in an inflammatory milieu, GDF15
preserved Klotho expression.

In conclusion, a spontanecous increased kidney
expression of endogenous GDFI15 is not enough
to prevent kidney injury, but further increments
in GDF15 are nephroprotective and preserve the
kidney expression of the nephroprotective factor
Klotho in acute and chronic settings.

| SIMPOSIO - JOVENES INVESTIGADORES
Libro de Abstracts
An RANM. 2021;138(03).supl01: 47 - 54

ANALES

RANM

a1



48

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 dmbito nacional e interna-
cional que publica contenidos en relaciéon con la salud, enferme-
dades y patologias que afectan al ser humano y articulos de interés en
ciencias biomédicas basicas.

Eslarevista cientifica oficial de la Real Academia Nacional de Medicina
de Espana, edita 3 nimeros al afio, y acepta manuscritos en espanol 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 publicacién es una infraccion 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 informacién 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
atribucion), 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 discusion 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 debera 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 persona y que dicha persona revise el manuscrito previo
a su publicacidn, en el caso de que dicho paciente pueda ser identificado
por las imagenes o los datos clinicos afiadidos 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 experimentaciéon 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-
cion animal/humana. Se debe afadir igualmente la fecha de aproba-
cién y nimero de registro. En caso de que no se hubiera recibido la
aprobacion ética, los autores deberan 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 elaboracion 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 debera 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 requerird 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 supervision 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 deberd estar reflejado
por escrito y dirigido a la atencién del editor de la revista ANALES
RANM. Si la imagen, tabla o datos a publicar estan basados en otros
previamente publicados habra de mencionarse dicha circunstancia.

En caso de que una institucién 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 esta 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 Documentacion 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, debera ser indicado de forma
clara en el documento o en una carta de presentacién que acompane
al envio.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

En el dltimo parrafo de la seccion 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
direccion 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 deberan 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
meédico-quirurgicas 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 serd de 3000 palabras que deberan dividirse en las
siguientes secciones: Introduccién, Material y Métodos, Resultados,
Discusion y Conclusiones. Ademas, debera 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 acompanara 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 Espaiiol. Para
la redaccion de los manuscritos y una correcta definicion de palabras
médicas le recomendamos consulten el Diccionario de Términos
Meédicos editado por la Real Academia Nacional de Medicina de Espania.
En total se admitiran hasta 40 referencias bibliograficas siguiendo los
criterios Vancouver (ver mas adelante). El nimero maximo de tablas y
figuras permitidas serd de 6. Una figura podra estar a su vez formada por
una composicion de varias. 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 ORIGINAL DE DOCENCIA

Se considerardn articulos docentes originales aquellos encaminados a
mejorar y aportar nuevos datos sobre un enfoque practico y didactico
de los aspectos docentes mds importantes en las Ciencias de la Salud que
ayuden a mejorar la practica docente diaria. La extensiéon maxima del
texto sera de 2500 palabras. Se acompanara de un resumen no estruc-
turado de hasta 250 palabras, el cual deberd enviarse tanto en castellano
como en inglés. Asi mismo se incluirdn de 3 a 6 palabras clave en
castellano y en inglés. El nimero maximo de referencias serd de 20. Se
podra acompanar 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 sistematica intentan mostrar las eviden-
cias mas actuales sobre un tema de interés médico o médico-quirur-
gico, tratando de establecer una serie de pautas a seguir en determi-
nadas patologias. Los articulos de revision 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 seran revisados por el Comité Editorial, por algin
miembro del Comité Asesor/Cientifico y/o por Revisores externos.

La extension maxima del articulo sera 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 permitiran hasta 50 referencias bibliogréficas 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 Revisiéon” pero con una extension de entre
4001 a 9500 palabras. Se considerard y evaluard tanto el Comité Cienti-
fico como por el Editorial la aceptacion y publicacion de este tipo de
articulos con cardcter excepcional (como por ejemplo en situaciones de
pandemia, alerta sanitaria, etc...). Estos articulos se dividiran igualmente
en una Introduccion, 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 afadirdn 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 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.

CASOS CLINICOS

Se permitira la elaboracion 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 maxima
de los casos serd de 1500 palabras distribuidas en una Introduccion,
Caso Clinico y Discusion. El resumen tendrd una extensiéon maxima
de 150 palabras y no necesitara ser estructurado. Dicho resumen
debera enviarse tanto en castellano como en inglés. De igual manera se
anadiran de 3 a 6 palabras clave en castellano y en inglés. Se permitira
un maximo de 3 figuras o tablas.

El nimero maximo 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
médico, bien a propésito de algin otro articulo publicado en el mismo
ntmero de la revista o bien respecto a temas de actualidad médica. No
es necesario “resumen’ ni que contengan “introduccion” y/o “conclu-
siones”. Si serdn necesarias las palabras clave. La extensién maxima
del texto enviado serd de 800-1000 palabras sin estructurar. Podria
contener, si el autor lo considera, 1 figura o una tabla.. Como méaximo
se permiten 10 citas bibliograficas.

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.

CARTAS AL EDITOR

Los articulos incluidos en esta seccién podran ser comentarios
libres sobre algiin tema de interés médico o bien criticas a articulos
recientemente publicados (ultimos 6 meses) en la revista ANALES
RANM. Se aceptaran de manera excepcional criticas o comentarios
publicados en otras Revistas si tienen un interés médico evidente. La
extension maxima del texto enviado seran 500 palabras sin estruc-
turar. No es necesario incluir resumen ni palabras clave. Se podra
incluir 1 figura o tabla acompafnando a la carta. Como maximo se
permiten 5 citas bibliograficas. 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 permitird la critica y comentarios sobre un libro de
ambito médico o médico-quirtrgico en el que se destacaran los aspectos
formales y cientificos mds importantes, asi como las aportaciones
fundamentales del mismo a la practica clinica. Su extension mdxima
serd 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, Necrologicas, 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 deberdn de
ir identificadas a lo largo del texto y solo bastara con la correspon-
diente mencion al final del articulo. Como méximo se pueden indicar
10 referencias bibliograficas 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 seran publicados en la edicién ordinara
de la revista ANALES RANM. Su difusién se realizard mediante un
Suplemento Extraordinario editado anualmente.

CARACTERISTICAS FORMALES EN LA REDACCION DEL
MANUSCRITO

Cada trabajo, en funcién del tipo de articulo anteriormente expresado,
debera estar estructurado segtin se ha comentado. De forma general los
trabajos deberdn ir escritos en folios tamafio DIN A4 con una letra 10,
tipo Times New Roman, con unos mérgenes de 2.5cm y un interlineado
de 1.5 con una justificacion completa. Los articulos podran enviarse en
Espaiiol o Inglés, que son los dos idiomas oficiales de la revista.

Durante la elaboracion 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 permitira el uso de abreviaturas en el titulo ni el resumen,
unicamente en el cuerpo principal del manuscrito. Se debera 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 sera la siguiente:

Pdgina inicial o Pdgina de Titulo
Debera incluirse un Titulo sin mds 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, direccion,
e-mail y teléfono del Autor para la correspondencia.

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

Segunda pdgina o Pagina de Resumen y palabras clave

Se debera 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 diseno del
estudio, pruebas realizadas, tipo de estudio, seleccién de pacientes y
estudio estadistico), Resultados (los mds significativos con su estudio
estadistico correspondiente) y Conclusiones (énfasis en lo mas
importante de lo obtenido en el estudio). A continuacién, se incluiran
de 3 a 6 palabras clave.

Tercera pdgina 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-
cion: Se incluiran los antecedentes mds importantes, asi como los
objetivos del estudio a realizar.

Material y Métodos: Esla parte fundamental y mds critica del manuscrito.
Es conveniente especificar el periodo de estudio, el tipo de poblacion, el
disefio 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
afiadird 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 deberdn destacar los aspectos mds importantes de los
datos obtenidos de forma breve y con mensajes directos.

Agradecimientos

Referencias o Bibliografia: Se incluiran 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 segin su aparicion 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 debera ser numerada de forma correlativa
a su aparicion en el texto con numeros arabigos. Deberd 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. Deberan numerarse segun el orden de aparicion
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 afiadira ademads 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 sera 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 algun tipo de relacion
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
autorizacién escrita de la Real Academia Nacional de Medicina de
Espana.

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 evaluacién formal del Editor o Editores Asociados.

Posteriormente, el manuscrito sera 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 revision apropiado
y objetivo. Una vez que el informe del revisor externo se ha recibido,
el Comité Editorial emitira una decision que serd comunicada a los
autores.

El primer proceso de revision no durard mas de dos meses. Si un
manuscrito requiere cambios, modificaciones o revisiones, sera notifi-
cado a los autores y se les dard 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
deberdn 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 sera mejorar la calidad de los manuscritos publicados
en la revista. Tras la aceptacion de un articulo, este sera enviado a prensa
y las pruebas serdn enviadas al autor.

El autor debera revisar las pruebas y dar su aprobacién, asi como indicar
cualquier error o modificacion en un plazo de 48 horas. Pasado este
tiempo, no se admitiran 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
publicacion final, el Comité Editorial junto con los autores publicaran
una aclaracién 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.

o1
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AGRADECIMIENTOS

En agradecimiento, los revisores recibirin un diploma o documento
acreditativo reconociendo su contribuciéon a ANALES RANM (requiere
solicitud al Editor). El Comité Editorial y Cientifico afiadiran nuevos
revisores cada afio y estin siempre abiertos a las sugerencias de los
revisores para mejorar la calidad cientifica de la revista.

POLITICA EDITORIAL Y PUBLICIDAD

La revista ANALES RANM se reserva el derecho de admitir publicidad
comercial relacionada con el mundo de las Ciencias de la Salud si lo
cree oportuno. ANALES RANM, su Consejo Editorial y Cientifico y la
Real Academia Nacional de Medicina no se hacen responsables de los
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 iltima revision del articulo
previa a su envio a la Publicacién. Revisar y comprobar las siguientes
tareas:Nombrar un autor de correspondencia y su correo electronico.
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 ortogréfica 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.o Realizar las declaraciones de conflicto de intereses.s Revisar
la normativa de la revista detallada en la presente Guia.« 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 DOI, 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. Edicién. Lugar de publicacion: Editorial; ano.
Pagina inicial del capitulo-pagina 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 c6digo DOI, 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 ef 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 codigo DO, por favor indicar.

** Ejemplos de citas de texto Normas Vancouver:

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

Cada trabajo citado deberd tener un nimero twnico asignado por
estricto orden de citaciéon. Aunque una obra sea citada en mas de una
ocasion mantendra el mismo niimero en todas las citaciones.

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

Si se realiza una cita directa, ésta deberd de ser breve no mds extensa de
5 renglones 6 50 palabras. Se insertara dentro del texto del manuscrito
entre comillas, y el nimero de la citacion 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 numero que le
corresponda. Si el autor no es nombrado el numero 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...

Anales RANM 2020.



farmaindustria

Un compromisoytres grandes desafios. Asi esta trabajando la industria
farmacéutica para lograr la inmunizacién global contra la Covid-19

PARA TODOS

Compromiso con la Alianza
Mundial de la OMS

Desde el inicio de la pandemia, la industria farmacéutica
se comprometié con la Organizacion Mundial de la
Salud con dos objetivos:

Ofrecerlas vacunas a precio
asequible y colaborar para un
acceso equitativo

Colaborary compartir conocimiento
para ganar tiempo en el desarrollo
de terapias

> Desafio de la 1+D

COOPERACION

Las compafias farmacéuticas se han

volcado, en colaboracién con gobiernosy

comunidad cientifica, para conseguir

tratamientos en el menortiempo posible

¢QUE SE HA CONSEGUIDO?

PROTAGONISMO DE ESPANA

Espafa ha sido el primer pais de
Europay el cuarto del mundo en
numero de ensayos clinicos contra
la Covid-19, con172 ensayos

NO SOLO VACUNAS

Hay al menos 332 medicamentos
en investigacion, de los que 8
estan ya siendo evaluados para su
aprobacioén porla Agencia
Europea del Medicamento

<1 asto

Primeras vacunas aprobadas en menos
de un afo (un proceso que necesita de

media diez afios se ha reducido a uno)

s

4 vacunas ya aprobadas (y
otras 4 en revision) por las
agencias estadounidense (FDA)

322

vacunas en fase de investigacion

& /Z en fase clinica de
investigacion en humanos

yeuropea (EMA)
Z? de ellas en la Ultima fase

Desafio de la produccion

En paralelo al desarrollo de las vacunas, la

industria farmacéutica comenzé a trabajar para il A
producir miles de millones de dosis en el menor

tiempo posible

Capacidad de produccion Produccién a riesgo

Algunas compafias comenzaron a producir
vacunas antes de que éstas estuvieran
aprobadas por las agencias reguladoras

Ampliacién de sus propias plantas de
produccién para aumentar la capacidad

)
Acuerdos con otras compafiias Tambien aqui hay un
protagonismo espaiiol: 4
compafifas participan en la
produccién de las vacunas
aprobadas por la EMA

Hasta septiembre se han
firmado mas de 310
acuerdos entre compafias
desarrolladoras y otras con
capacidad de participar en
la produccion de vacunas

Los acuerdos se extienden
por todo el mundo,
incluyendo empresas de
paises como China, India'y
Sudafrica y compariias
competidoras en Occidente

Desafio de la distribucion

La industria farmacéutica colabora, dentro de la :*:

Alianza Mundial de la OMS, con la iniciativa Covax, que

esta respaldada por gobiernos y otras grandes

organizaciones sociales y que busca asegurar una

distribucion equitativa de las vacunas disponibles \

Tnnovamos para las personay * - —
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