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P.1. Sistemas de liberacion controlada (microparticulas) de
moléculas proapoptéticas .

Martin Sabroso, C., Torres Suarez, A.l. Departamento de Farmacia y Tecnologia Far-
macéutica. Facultad de Farmacia. Universidad Complutense de Madrid

La apoptosis es un conjunto de reacciones bioquimicas encaminadas a producir
la muerte celular de manera controlada. En situaciones normales los mecanismos
pro- o anti-apoptéticos actuan de forma equilibrada, y si se rompe este equilibrio
se pueden desencadenar diferentes cuadros patolégicos. Enfermedades asociadas
a la inhibicion de apoptosis son el cancer y las enfermedades autoinmunitarias. La
induccion de los procesos de apoptosis en una célula supone la activacion de las
enzimas citosolicas denominadas caspasas (cisteinil-aspartato proteasas), y se puede
producir por dos vias distintas: 1) Via mitocondrial: estimulos internos o externos pro-
vocan cambios iénicos entre la matriz de la mitocondria y el citosol que aumentan la
permeabilidad de la membrana interna mitocondrial. produciendose la liberacién de
proteinas como el citocromo C que activan las caspasas,. Los glucocorticoides, como
la dexametasona, son algunas de las sustancias exdgenas que actuan a este nivel
promoviendo la apoptosis. 2) Via extrinseca: debida a la union de ligandos especifi-
cos a los “receptores de muerte celular”, localizados en la membrana plasmatica. A
la proteina Fas (CD95) se une su ligando, FasL, y desencadenan la activacién de las
caspasas efectoras y la apoptosis. El objetivo del trabajo es elaborar microparticulas
que contengan moléculas con capacidad proapoptética (dexametasona y proteina
Fas), que vehiculicen estas moléculas evitando su degradacion y que liberen las mo-
[éculas activas de forma prolongada en el tiempo tras una Unica administracion, pro-
longando asi sus efectos. Se ha logrado poner a punto un método de elaboracion de
microparticulas de dexametasona y de ovoalbunina (utilizada como proteina mode-
lo) obteniéndose, en ambos casos, sistemas microtransportadores de tamafio menor
a 100 um, altos rendimientos y eficacias de encapsulacion, asi como una liberacion
controlada durante 20 dias en el caso de la dexametasona y 4 meses para la proteina.
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P.2. La pleiotrofina y la midkina regulan
los efectos antinociceptivos inducidos
por morfina a través de mecanismos
independientes del tono alfa-2-adrenérgico.

Martin, Y.B., Gramage, E., Herraddn, G. Universidad San Pablo-
CEU.

La pleiotrofina (PTN) y la midkina (MK), son dos citoquinas fun-
cionalmente muy redundantes y con capacidad neurotrofica,
que se encuentran sobre-expresadas en situaciones de dano
del tejido nervioso. Se ha demostrado que la administracion
de diferentes farmacos, como la morfina, regula de manera
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significativa los niveles de expresidon de estas citoquinas en
el cerebro, lo que sugiere que PTN y/o MK podrian estar in-
volucradas en los efectos farmacolégicos inducidos por mor-
fina. Para probar esta hipotesis, hemos estudiado los efectos
antinociceptivos inducidos por morfina en ratones knockout
de MK (MK-/-), knockout de PTN (PTN-/-) y en ratones salvajes
(WT+/+) empleando el test de la placa caliente y el test de la
retirada de la cola. En situacion basal, pudimos comprobar que
las respuestas nociceptivas a nivel supraespinal no difieren en-
tre ratones PTN-/-, MK-/- y WT+/+ en el test de la placa caliente.
Sin embargo, las latencias basales en el test de retirada de la
cola fueron significativamente mayores en ratones PTN-/- en
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comparacion con MK-/- y WT +/+. No encontramos diferencias
entre genotipos administrando una dosis alta de morfina (10
mg/kg) en el test de la placa caliente. Por el contrario, una dosis
intermedia de morfina (5 mg/kg) retraso significativamente la
apariciéon de la respuesta dolorosa en ratones PTN-/- en com-
paracién con MK-/- y WT+/+ en el test de la placa caliente. Por
otra parte, los efectos antinociceptivos de la morfina (5 mg/
Kg) en el test de la retirada de la cola aumentaron significa-
tivamente en ratones PTN-/- y MK-/- en comparacién con ra-
tones WT+/+. Curiosamente, la co-administracion de morfina
con yohimbina (antagonista del receptor alfa-2-adrenérgico)
no alterd los efectos antinociceptivos inducidos por morfina
en ratones PTN-/- y MK-/- en el test de la retirada de la cola.
Nuestros resultados sugieren un papel importante de PTN en
la transmision del dolor a nivel espinal y demuestran la modu-
lacién por parte de la PTN enddgena de los efectos analgésicos
de la morfina a nivel espinal y supraespinal. Los datos también
demuestran que la MK regula significativamente la analgesia
inducida por morfina a nivel espinal. A diferencia de PTN, la MK
enddgena no ejerce un papel importante en el procesamiento
del dolor a nivel espinal y no altera la analgesia inducida por
morfina a nivel supraespinal. Ademas, los datos demuestran
que el aumento de los efectos antinociceptivos de la morfina
a nivel espinal en ratones PTN-/- y MK-/- en comparacién con
los WT+/+ no estan causados por un excesivo incremento en
el tono noradrenérgico provocado por el opiaceo en ratones
PTN-/- y MK-/-.

P.3. Regulacion de CCL2/MCP-1 por receptores
adrenérgicos en astrocitos.

Hinojosa, A. E., Garcia-Bueno, B., Caso, J.R., Garate, |., Madrigal,
J.L.LM. Departamento de Farmacologia, Facultad de Medicina,
Universidad Complutense de Madrid. Centro de Investiga-
cion Biomédica en Red de Salud Mental (CIBERSAM), Madrid,
Espafa.

Tras observar la induccién por noradrenalina (NA) de MCP-1/
CCL2 (proteina quimioatrayente de monocitos) en astrocitos a
través de la activacion de receptores beta adrenérgicos, hemos
analizado los mecanismos implicados en este proceso, en par-
ticular el efecto de farmacos antidepresivos moduladores de la
NA. Asi, hemos comprobado que el tratamiento de cultivos pri-
marios de astrocitos con inhibidores de la recaptacién de nora-
drenalina como desipramina o toxometina induce la expresion
y sintesis de CCL2/MCP-1 en estas células. El efecto de ambos
farmacos in vitro sugiere que la expresién de esta quimioqui-
na podria modularse también por algiin mecanismo indepen-
diente de la elevacion de NA. Esto se ha confirmado al detectar
una reduccién en la produccién de CCL2/MCP-1 en astrocitos
tratados con el agonista del receptor alfa 2 adrenérgico clonidi-
na. Ademas, el bloqueo de receptores alfa 2 adrenérgicos con
yohimbina potencié la produccion de MCP-1 causada por la
activacion de receptores beta adrenérgicos. Basandonos en es-
tos datos podemos concluir que mientras que la activacién de
los receptores beta adrenérgicos y la consecuente elevacion de
AMPc parecen ser las vias mas importantes para la inducciéon
de MCP-1 por NA, nuestros datos indican que los receptores
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alfa 2 adrenérgicos también participan inhibiendo la expresion
de MCP-1. Estos resultados indican un posible efecto (antiinfla-
matorio/regulador) de farmacos antidepresivos que podria ser
util en procesos de neuroinflamacién asociados a patologias
neuropsiquiatricas.

P.4. Deteccién de hepatotoxicidad secundaria a
farmacos a través de senales de laboratorio.

Pérez de la Campa, C., Sdnchez Rojas, S.D., Sdnchez Herndndez,
A., Ochoa Mazarro, M.D., Abad-Santos, F. Hospital Universitario
de la Princesa. Madrid.

El objetivo esencial de este estudio ha sido el de detectar los
casos probables de hepatotoxicidad secundarios a farmacos
en pacientes ingresados en el Hospital Universitario de la Princ-
esa en Madrid. Para ello, mediante un programa disefiado por
el Servicio de Informatica del Hospital, se tratan de identificar
aquellos pacientes que durante su ingreso presentan una el-
evacién de la enzima GPT> 3 veces el limite superior de la nor-
malidad y/ o bilirrubina total (BT) = 2 veces el limite superior de
la normalidad. Posteriormente, se revisan sus historias clinicas
y se realiza un seguimiento de los pacientes durante el ingreso
hospitalario, o bien, si ya han sido dados de alta, la revision de
su historia clinica se realiza solicitando al archivo su historia.
Los casos que se consideran probables reacciones adversas a
medicamentos (RAM) son notificados de manera electrénica
al Centro de Farmacovigilancia de la Comunidad de Madrid.
Los resultados indicaron que desde el 28/09/2009 hasta el
31/05/2011, se han detectado 1159 senales, descontando las
repetidas en un mismo paciente. De estas sefales 74 (6.38%)
se han considerado como probables casos de hepatotoxicidad
por farmacos. Los principales farmacos implicados han sido los
antibidticos (betalactdamicos) y los anticonvulsivantes. Otros
han sido los antifungicos y levofloxacino. Estos datos sugieren
que el sistema de senales de laboratorio es un método util para
la deteccién de reacciones adversas medicamentosas (RAM).
Presenta una gran sensibilidad tedrica para la busqueda de
este tipo de RAM dentro de los pacientes que son ingresados,
pudiéndose realizar asi una adecuada labor de farmacovigilan-
cia. Este método es aplicable para muchas otras RAM.

P.5. Pharmacokinetics and bioequivalence
evaluation of two product of Digoxin 0.25mg
tablets after a single dose administration
in healthy volunteers: an open, crossover
randomised bioequivalence clinical trial.

Ochoa Mazarro M.D., Roman Martinez M., Moreno Arza I., San-
chez Rojas S., Abad-Santos F. Clinical Pharmacology Service of
Hospital Universitario de La Princesa. Instituto de Investigacion
Biomédica del Hospital de la Princesa.

Digoxin is a cardiotonic drug used as an antiarrhythmic, in atrial
fibrillation. The main aims of our study were to evaluate the
pharmacokinetic of two different formulations of digoxin 0.25
mg and to assess the bioequivalence. This was a randomized,
single-centre, single-dose, crossover study. Forty young
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healthy volunteers were enrolled. Each participant received a
single oral dose of digoxin 0.25 mg, and the wash-out period
was 14 days. Two market formulations containing digoxin were
studied and designed as: product test, which is Digoxina test
tablets 0.25 mg and product reference was Digoxina Teofarma
reference tablets 0.25 mg, both of Laboratorios Teofarma S.r.L.
Digoxin serum concentrations were determined by HPLC. The

pharmacokinetic parameters C . and T . were obtained di-
rectly from digoxin serum concentrations; AUC 0-co (as the ad-
dition of AUC,, + Ct/k) was calculated by the linear trapezoidal
rule for both digoxin. The pharmacokinetics parameters AUC
0-aNd C . were tested for bioequivalence after log transfor-
mation of data. Following administration of product test and
product reference, the mean maximum serum concentration
(Cnax) Was 1.64 £ 0.56 ng/ml and 1.76 + 0.54 ng/ml respec-
tively. These values were similar in both formulations (p < 0.05).
The mean ratio of C .. “test over reference” was calculated as
of 92.07 with 90% confidence intervals of 84.82-99.93, that is
within the 80 to 125% interval proposed by the current regula-
tions of the EMEA for bioequivalence. There was no significant
difference in time to maximum concentration median T ., it
was 1h for both formulations. 90% confidence intervals of Tmax
calculated according to the Hauschke non parametric method
were 83.5 to 116. The overall bioavailability judged from AUC,_
7on Was found mean value (£SD) of Digoxina test was 21.06
(£3.96) ng/mL and Digoxina reference was 20.49 (+3.98). The
ratio between logarithmically transformed means of Digoxina
test and Digoxina Teofarma reference was 103.04 with a 90% Cl
of 97.36-109.06, that is within the 90 to 111% interval proposed
by the current regulations of the EMEA for bioequivalence for
drugs with narrow therapeutic range. These results suggest
that both formulations of digoxin were found to be bioequi-

valents and therefore interchangeable.

P.6. Contribucion de los diferentes subtipos de
canales de calcio a la excitabilidad eléctrica
en rodajas de glandula adrenal de rata.

Albifana E., Herndndez-Guijo J.M.

Hemos determinado las propiedades electrofisioldgicas de
las células cromafines en rodajas de glandula adrenal de rata
(RRC), utilizando la técnica de patch clamp en configuracion
de parche perforado y caracterizando los canales de calcio im-
plicados en la excitabilidad celular. Con un potencial de reposo
de -56mV, las células cromafines de rata disparan potenciales
de accion de forma espontanea, éstos se generan principal-
mente por la entrada de Na* y en menor medida por la de Ca
*+2 y finalmente terminan por la activacién de canales de K+
tanto calcio como voltaje dependientes. Pequefas inyecciones
de corriente generan potenciales de accién con una frecuencia
aproximada de 7-9 Hz. La aplicacién de bloqueantes de los di-
ferentes subtipos de los canales de Ca ™2 demostré que estos
canales tienen distintos papeles en la generacién y disparo de
los potenciales de accién. La entrada de calcio a través de ca-
nales sensibles a nifedipino parece estar implicada en la repo-
larizacién e hiperpolarizacién del potencial de accién, asi como
para alcanzar el potencial umbral, mientras que los canales P/Q
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parece que solo estan parcialmente implicados en la fase de
repolarizacién. Los canales N no parecen intervenir en la exci-
tabilidad celular. Los canales de potasio calcio dependientes
tienen un importantisimo papel en la excitabilidad en nuestro
modelo de estudio. La aplicacién de Cd*2 permitié conocer la
importancia relativa real de la corriente de potasio dependien-
te de calcio. El bloqueo del canal de tipo L por nifedipino re-
dujo la activacién de la corriente a través de los canales BK en
un 60%. En cambio, el bloqueo de los canales N o P/Q apenas
mostraron efecto en la corriente de estos canales. A pesar de
la presencia de al menos tres tipos de canales de calcio, la ac-
tivacion de los canales BK durante la repolarizacion y la hiper-
polarizacién estd acoplada predominantemente a la entrada
de calcio a través de canales de calcio de tipo L, el cual apenas
constituye el 45% del total de la corriente de calcio. Este estu-
dio demuestra que los canales de calcio de tipo L juegan un
papel clave en la modulacién de la excitabilidad de las células
cromafines de rata. Durante el potencial de accion, la entrada
de calcio a través de canales de calcio sensibles a nifedipino
es el responsable de la activacidon de canales de potasio que
contribuyen a las fases de repolarizacion e hiperpolarizacién.
Financiado por el Instituto de Salud Carlos Ill (PI080227) y la
Fundacion Teéfilo Hernando.

P.7. Cambios en la excitabilidad de la membrana,
movimiento vesicular y liberacion cuantal
en células cromafines de raton excitadas por
pulsos sostenidos de acetilcolina.

Calvo-Gallardo, E., Machado,D., Borges, R., Garcia, A.G., de Die-
go, A.M.G. Instituto Teofilo Hernando y Departamento de Far-
macologia, Facultad de Medicina, Universidad Autébnoma de
Madrid; Unidad de Farmacologia, Facultad de Medicina, Uni-
versidad de La Laguna

Las respuestas a acetilcolina (ACh) han sido ampliamente estu-
diadas en las células cromafines de varias especies animales, a
saber: gato, perro, cerdo, vaca, rata, jerbo, cobaya y humano.
La contribucién de los receptores nicotinicos y muscarinicos a
estas respuestas también ha sido extensamente analizada. Es
sorprendente, sin embargo, que solo esté disponible un es-
tudio con datos limitados sobre los efectos de los receptores
muscarinicos en la excitabilidad de la membrana en médu-
la adrenal intacta de ratén (Nassar-Gentina et al., 1998, Am J
Physiol 254:C675-83). Dado que los ratones C57 son amplia-
mente utilizados para desarrollar modelos transgénicos de
diversas enfermedades, pensamos que seria de interés estu-
diar los efectos de una estimulacién prolongada con 100uM
de ACh (para describir la respuesta transitoria de la activacion
del receptor nicotinico) en la excitabilidad de la membrana,
liberacién cudntica de catecolaminas y movimiento vesicular
en células cromafines de ratones C57. La ACh produjo poten-
ciales de accion seguidos de una despolarizacién sostenida.
Estas dos fases pueden ser explicadas por una corriente de
entrada que se inactiva rapidamente, seguida por una peque-
Aa corriente residual no inactivable, producida por la ACh. La
despolarizacion parece estar asociada al bloqueo por la ACh
de las corrientes de salida de K* dependientes de Ca2*. La ACh
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activa una respuesta cuantica de vesiculas Unicas consistente
en una rafaga transitoria de espigas secretoras, seguida de una
respuesta menor no inactivable; estas dos respuestas pueden
ser asociadas, respectivamente, a la activacién de los recepto-
res nicotinicos y muscarinicos. Estas respuestas fueron parale-
las a cambios similares en los movimientos vesiculares, como
se observd con microscopia TIRF. Estos datos serdn Utiles para
realizar experimentos comparativos para estudiar alteraciones
de la excitabilidad celular y la liberacién de neurotransmisores
en ratones C57 transgénicos modelos de la enfermedad de
Alzheimer y de esclerosis lateral amiotrofica, ambas enferme-
dades de interés en nuestro laboratorio.

P.8. El agonista o7 nicotinico PNU 282987 reduce
la muerte celular inducida por privaciéon
de oxigeno y glucosa: implicacion de la
microglia.

Parada, E., Egea, J., Negredo, P, Buendia, I., Lépez, M.G. Instituto
Tedfilo Hernando, Universidad Autonoma de Madrid. Departa-
mento de Farmacologia y Terapéutica; Facultad de Medicina,
Universidad Auténoma de Madrid. Servicio de Farmacologia
Clinica. Hospital Universitario de la Princesa, Madrid Departa-
mento de Anatomia, Histologia y Neurociencia; Facultad de
Medicina, Universidad Auténoma de Madrid.

Tras evidenciar la proteccién post-estrés del agonista selecti-
vo de los receptores nicotinicos a7, PNU 282987, en trabajos
anteriores del grupo (Parada E, et al, 2010), nos propusimos
investigar si el mismo compuesto era capaz de proteger en
un modelo mas complejo como es el cultivo organotipico de
rodaja de hipocampo. Empleamos la privacién de oxigeno y
glucosa (POG) como modelo de isquemia “in vitro” en cultivos
organotipicos de hipocampo rata de 8-9 dias. La lesion celular
se cuantificoé usando las técnicas de medida de necrosis de io-
duro de propidio (IP) y del método de reduccién del MTT. Tras
7 dias en cultivo, las rodajas de hipocampo se sometieron a
un periodo de privacién de oxigeno y glucosa (POG) durante
15 minutos y, posteriormente, se mantuvieron durante 24 h.
Tras dicho periodo la muerte celular incrementé a un 180,2+2,1
% respecto a la basal. El agonista nicotinico a7, incubado du-
rante las 24 h post-POG, redujo la muerte celular de forma
concentracion dependiente; a la concentracién de 10 uM, el
PNU 282987 redujo de forma significativa la muerte celular a
un 110,17 + 9,1 %. El PNU 282987 aumenté la expresién de la
enzima antioxidante hemoxigenasa-1 (HO-1) hasta dos veces
la basal, viéndose el mayor aumento de ésta a la concentra-
cién de 10 uM. Para corroborar que la proteccion ofrecida por
nuestro compuesto era debida fundamentalmente al aumento
de la expresién de esta enzima, se usaron cultivos de rodaja de
hipocampo de ratén KO Nfr2 (factor de transcripciéon que regu-
la la expresién inducible de numerosos genes de enzimas de-
toxificantes y antioxidantes, entre ellos la HO-1. Para analizar el
papel antiinflamatorio que podria ejercer el agonista nicotinico
a7 en este modelo, se evalud la expresién de la microglia acti-
vada. El PNU 28298 a 10 uM revirtié la microgliosis producida
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por la POG hasta niveles cercanos a la basal. También se midié
la expresién de una de las citoquinas anti-inflamatorias mas
importante como eslL10 y de su receptor ILIORTA por Q-PCR. A
la concentracién de 10 uM, el PNU 282987 duplicé la expresion
de IL10. Para determinar la implicacién de la microglia en el
papel protector del PNU, se realiz6 la deplecién “in vitro” de
ésta, usando una toxina dirigida hacia este tipo celular, la Mac1-
sap. Los resultados obtenidos sugieren que una intervencion
sobre los receptores nicotinicos a7 neuronales puede poner en
marcha mecanismos antiinflamatorios e induccién de enzimas
anti-oxidantes, como la HO-1, capaces de ofrecer neuroprotec-
cién ante un estimulo isquémico.

Financiado por MICIIN Ref:SAF2009-12150 e Instituto Carlos IlI
Ref: RETICS-RD06/0026

P.9. Desconjugacion vascular del glucuronido de
quercetina.

Menéndez, C., Duenas, M., Gonzalez-Manzano, S., Moreno, L.,
Cogolludo, A., Duarte, J., Santos-Buelga, S., Pérez-Vizcaino, F.
Departamento de Farmacologia, Facultad de Medicina, UCM.
Instituto de Investigacion Sanitaria del Hospital Clinico San
Carlos (IdISSC). Madrid. Ciber Enfermedades Respiratorias (Cl-
BERES). Instituto de Fisiologia, Benemérita Universidad Auto-
noma de Puebla, Mexico. Servicio de Anatomia Patolégica,
Hospital Universitario de Getafe, Madrid. Department of Pedi-
atrics, Maastricht University Medical Center (MUMC+), School
for Oncology and Developmental Biology (GROW), Maastricht,
the Netherlands.

El consumo de flavonoides en la dieta se asocia con una reduc-
cién de la morbi-mortalidad cardiovascular. Dado que la quer-
cetina, el principal flavonoide de la dieta, se metaboliza rapi-
damente dando metabolitos glucuronizados menos activos
o inactivos y que las concentraciones de quercetina libre en
plasma son muy bajas, se ha puesto en duda una gran cantidad
de datos cientificos acumulados durante décadas en ensayos in
vitro con los compuestos no conjugados. En el presente estu-
dio, nos planteamos estudiar si la quercetina-3-O-glucurénido
(Q3GA) se puede desconjugar in situ y si esta desconjugacién
da lugar a un efecto bioldgico. La quercetina y el Q3GA se per-
fundieron a través del lecho mesentérico aislado. La quercetina
se metabolizé rapidamente mientras que las concentraciones
de Q3GA se redujeron lentamente, acompafadas de un au-
mento progresivo de quercetina en el liquido de perfusion y
en el tejido durante 6h. Este efecto se previno por el inhibidor
de B-glucuronidasa sacarolactona. La incubaciéon de anillos
de arteria mesentérica montados en un bafo de érganos con
Q3GA durante = 1 h dio lugar a una inhibicion significativa de la
respuesta contractil que también se previno con sacarolactona.
Ademas, la administracion intravenosa de Q3GA dio lugar a un
reduccion lenta y progresiva de la presién arterial, lo que de-
muestra por primera vez efectos in vivo del Q3GA. Estos datos
sugieren que el Q3GA se comporta como un transportador de
quercetina que se desconjuga in situ liberando la forma aglico-
na que es el efecto final.

© Under License of Creative Commons Attribution 3.0 License
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P.10. Efecto de la metanfetamina en la activaciéon
de las metaloproteinasas: Implicacion en la
neurotoxicidad.

Urrutia, A., Rubio-Araiz, A., Gutierrez-Lépez, M.D.; El Ali, A.,
Hermann, D.M., O'Shea, E., Colado, M.l. Departamento de Far-
macologia. Facultad de Medicina. Universidad Complutense de
Madrid.

(+)-Metanfetamina (METH) induce, inmediatamente después
de su administracion, una respuesta hipertérmica y un proce-
so de estrés oxidativo/nitrosativo que estan implicados en la
neurotoxicidad dopaminérgica inducida por la droga (Krasno-
va and Cadet, 2009). En diversos modelos experimentales am-
bos factores aumentan la actividad de las metaloproteinasas
(MMPs) (Alam et al, 2011; Rosenberg, 2009). El objetivo es eva-
luar el efecto de METH sobre la expresion y actividad de MMPs
y su relacién con la neurodegeneracién dopaminérgica produ-
cida por la droga. Ratones C57BL/6J recibieron METH (4mg/kg,
i.p cada 3 horas, 3 veces consecutivas) a 22°Cy a 4°C y se sacri-
ficaron 1h, 3h, 24h y 7 dias después. Un grupo de animales fue
inyectado con el inhibidor de la actividad de MMPs Batimastat
(50mg/kg, i.p. 30 min antes de la primera y Ultima inyeccién de
METH). En estriado se cuantificé la expresion de MMP-9, su ac-
tividad (zimografia en gel) y localizacién (zimografia in situ) asi
como la fosforilacion de JNK1/2. Se cuantificé la concentracién
de dopamina (HPLC) y la densidad de su transportador (DAT)
(PH]-WIN 35,428). METH aumenté la expresion y actividad
estriatal de MMP-9 1h después del tratamiento Unicamente.
Simultdaneamente se observo un aumento en la fosforilacion
de JNK1/2. Cuando METH se administré a animales manteni-
dos a 4°C, el aumento en la actividad de MMPs fue sustancial-
mente menor. Una semana después de la administracion de
METH se observé una reduccion en la concentracién estriatal
de dopamina y en la densidad de DAT, efectos que no fueron
modificados por la administracion de Batimastat. METH induce
un incremento en la actividad y expresién de MMP-9 que es
parcialmente dependiente de la respuesta hipertérmica que
induce la droga pero que parece no estar implicado en la neu-
rotoxicidad dopaminérgica.

Referencias:

1. Krasnova | and Cadet J. 2009. Methamphetamine toxicity and
messengers of death. Brain Res Rev, 60, 379-407

2. Alam M, Mohammad A, Rahman S, Todd K, Shuaib A. 2011.
Hyperthermia up-regulates matrix metalloproteinases and
accelerates basement degradation in experimental stroke.
Neurosci Lett, 495, 135-139

3. Rosemberg GA. 2009. Matrix metalloproteinases and their
multiple roles in neurodegenerative diseases. Lancet Neur, 8,
205-216

Financiado por: MICINN (SAF2010-21529; RD06/0001/006),
PNSD (PR47/10-17826), UCM (910258), FEDER y RTA.
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P.11. La activacion de PPARp/S previene la
alteracion de la relajaciéon via AMPc en
arterias coronarias expuestas a alta glucosa.

Barreira, B., Moral, J., Moreno, L., Moreno, E., Menéndez, C., Es-
colano, L., Duarte, J., Pérez Vizcaino, F., Cogolludo, A.
Departamento de Farmacologia. Facultad de Medicina. Univer-
sidad Complutense de Madrid. Departamento de Farmacolo-
gia. Facultad de Farmacia. Universidad de Granada.

En diversos modelos de diabetes se ha encontrado que, ade-
mas de disfuncion endotelial, las arterias coronarias muestran
una reducida relajacién inducida por la via del AMPc. En los
ultimos anos, se ha puesto de manifiesto que los agonis-
tas de PPARP/d producen efectos beneficiosos en diversas
patologias tales como la hiperlipidemia, la aterosclerosis,
la obesidad y la diabetes. El objetivo del presente estudio
es determinar el posible efecto protector de los agonistas
PPARP/d sobre la relajacion inducida por la via del AMPc en
la diabetes experimental. Para ello, se utilizaron anillos de
arteria coronaria de ratas Wistar macho incubados duran-
te 20 horas en un medio con un contenido de glucosa bajo
(5mM) o alto (30mM), en ausencia o en presencia de GW0742 (
10© M o 10 M), agonista selectivo de PPARP/S. Las arterias
coronarias, pero no las pulmonares, presentaban una menor
relajacion al activador de AMPc forskolina tras la incubacion
con alta glucosa. El tratamiento con Gw0742 aumentaba de
manera concentracion dependiente la relajacién inducida por
forskolina y su efecto se prevenia en presencia del antagonista
selectivo de PPARB/S GSK0660 (10 M). El tratamiento con el
inhibidor de los canales Kv (DPO-1, 10" M), reducia la relajacion
inducida por forskolina en arterias coronarias expuestas a baja
glucosa o a alta glucosa + Gw0742 pero no en las incubadas
con alta glucosa + vehiculo. Asi, en presencia de DPO-1, la re-
lajacién inducida por forskolina era similar en los tres grupos.
En conclusién, la exposicién a alta glucosa reduce la relajacién
inducida por la via del AMPc, mediada a través de la activacién
de canales Ky, en arterias coronarias. La activaciéon de recep-
tores PPARP/O previene dicha alteraciéon. Por tanto, nuestros
datos sugieren que la activacion de receptores PPARP/S tiene
una accién beneficiosa sobre la disfuncién vascular diabética.

P.12. Irvalec® Inserts into the Plasma Membrane
Causing Rapid Loss of Integrity and
Necrotic Cell Death in Tumor Cells.

Macias, A., David, M., Moreno, C., de la Cruz, A., Prieto, A,,
Gonzalez, T., Galmarini, C.M., Valenzuela, C. Instituto de Inves-
tigaciones Biomédicas “Alberto Sols” (CSIC-UAM). Madrid.

Irvalec® (PM02734, Elisidepsin) is a marine-derived cytotoxic
depsipeptide that is currently undergoing phase Il clinical stud-
ies in non-small cell lung cancer. In vitro treatment of tumor
cells with Irvalec® induces necrotic cell death, a process asso-
ciated with rapid loss of membrane integrity and subsequent
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cell permeabilization. These results suggested an effect of the
drug, either on an ion channel or in the plasma membrane.
In order to explore this hypothesis patch-clamp experiments
were performed in different tumor cell lines (HeLa, A549 and
HCT116). Treated cells underwent rapid and dramatic mor-
phological changes, including cell blebbing, severe swelling,
plasma membrane permeabilization and cell lysis. Apart from
the numerous small blebs, membranes from damaged cells
also re-organized to form enormous bubbles surrounded by
cell membrane. Using electrophysiological techniques, it was
shown that Irvalec® induced an important increase in mem-
brane conductance. The compound permeabilized the plasma
membrane to ions, even when the cells were not pulsed, caus-
ing important changes in the holding current. It has been de-
scribed that zinc attenuates the drastic effects of some mem-
brane disrupting agents. Hence, to test if zinc exerted some
protective effect against Irvalec® effects, cells were treated
with this drug in the presence or absence of zinc salts and its
membrane permeability was analyzed by using electrophysiol-
ogy techniques, measuring the variations in the ion currents
induced by the drug. Interestingly, in cells treated with zinc
(10 mM), a decrease in the membrane permeability induced by
Irvalec® was observed. Altogether, these results suggest that
Irvalec® induces a rapid membrane permeabilization that lead
to a necrotic cell death.

Supported by CICYT SAF2010-14916 and FIS (RD06/0014 /0006)
Grants.

P.13. Actividad antiinflamatoria del diterpeno
acido metil éster labdanoico (LAME) en un
modelo de sepsis en raton.

Cuadrado, I., Cidre, F,, Herranz, S., Estevez-Braun, A., de las He-
ras, B., Hortelano, S. Departamento de Farmacologia, Facultad
de Farmacia, Universidad Complutense, Plaza Ramén y Cajal
s/n, Madrid. Unidad de Inflamacién y Cancer. Centro Nacional
de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid. Instituto
Universitario de Bio-Organica “Antonio Gonzalez”. Universidad
de La Laguna, Tenerife.

Los productos naturales siguen constituyendo una fuente po-
tencial de nuevos agentes terapéuticos. En estudios previos
hemos evaluado la actividad antiinflamatoria de una serie
de diterpenos labdanicos derivados del labdanediol, capaces
de inhibir la liberacion de mediadores inflamatorios como el
oxido nitrico (NO) y prostaglandina E, (PGE,) en macréfagos
RAW 264.7 ), siendo el diterpeno acido metil éster labdanoi-
co (LAME) el mas activo. En este trabajo hemos evaluado las
distintas vias de sefalizacién implicadas en el efecto antiinfla-
matorio del diterpeno LAME, asi como su posible efecto tera-
péutico en un modelo de sepsis en ratén. Nuestros resultados
muestran que LAME es capaz de inhibir la liberacion de los
mediadores NO, PGE, y citoquinas implicadas en el proceso
inflamatorio (IL-6, TNF-a e IP-10) en macréfagos. Mediante téc-
nicas de Western blot y PCR cuantitativa se confirmé la potente
inhibicién que el compuesto LAME ejerce sobre la expresion
de las proteinas NOS-2 y COX-2 a nivel transcripcional. Dichos
efectos antiinflamatorios parecen estar mediados por la inhibi-
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cién del factor de transcripcion nuclear NF-xB y el bloqueo de
la expresion de las proteinas fosforiladas ERK y JNK, pertene-
cientes a la familia de las MAPKs. Utilizando un modelo in vivo
de sepsis inducida por el lipopolisacarido LPS en ratones se ob-
servo que LAME aumentaba la supervivencia de los animales
tratados, disminuyendo los niveles circulantes de citoquinas
(TNF-o. e IL-6). En conjunto, los datos obtenidos muestran que
LAME podria constituir una estrategia terapéutica en el trata-
miento del proceso inflamatorio durante la sepsis.

(1) Girdn N, Pérez-Sacau E, Lépez-Fontal R, Amaro-Luis JM,
Hortelano S, Estevez-Braun A, de las Heras, B.. Eur. J. Med. Chem.
45:3155-3161 (2010).

P.14. Alteraciones en la funcioén de las
inervaciones adrenérgica y nitrérgica
inducidas por LPS.

Sastre, E., Blanco-Rivero,J., Lahera, V., Balfagon, G..
Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universi-
dad Auténoma de Madrid. Departamento de Fisiologia. Facul-
tad de Medicina. Universidad Complutense de Madrid.

El shock endotéxico se caracteriza por hipotension, colapso
vascular y fallo orgénico multiple. El tono vascular de la arteria
mesentérica estd regulado, entre otros mecanismos, por las
inervaciones adrenérgica y nitrérgica. No existen estudios que
analicen el efecto del LPS, utilizado como modelo de shock
endotoéxico, en la regulaciéon del tono vascular mesentérico por
la inervacion adrenérgica y nitrérgica. Se utilizaron segmentos
control e incubados con 10 [Jg/mL de LPS (2 y 5 horas) de ar-
teria mesentérica superior de ratas macho Wistar. Se analizé
en ambos grupos la respuesta a estimulacién eléctrica (EE, 200
mA, 0.3 ms, 1-8 Hz, 30 s) en presencia/ausencia de 0.1 mmol/L
del inhibidor inespecifico de la éxido nitrico sintasa (NOS) L-
NAME. Se analizé la respuesta vasomotora a noradrenalina
(NA) y al donante de 6xido nitrico (NO) DEA-NO, la liberaciéon
de NA y NO, y la expresion proteica de la NOS neuronal fos-
forilada (P-nNOS). La exposiciéon a LPS indujo una respuesta
bifasica: a las 2 horas la respuesta contractil a EE se incrementé,
mientras que a las 5 horas la respuesta contractil disminuyd a
los niveles control. La preincubacién con L-NAME incrementé
la respuesta vasoconstrictora a todas las frecuencias. Este in-
cremento fue menor en arterias preincubadas con LPS tanto a
las 2 como a las 5 horas. La respuesta a NA fue mayor en ratas
incubadas con LPS a las 2 horas, mientras que a las 5 horas
fueron similares a la situacion control. La liberacién de NA no se
modificé por la preincubacion con LPS. El tratamiento con LPS
en ningun caso modificé la respuesta vasodilatadora a DEA-
NO. La liberacién basal de NO aumenté por la preincubacion
con LPS. Esye aumento se vio abolido por el tratamiento con el
inhibidor de la iNOS 1400W. La liberacién de NO inducida por
EE y la expresiéon de P-nNOS disminuyeron con el tratamiento
con LPS en igual medida a las 2 y las 5 horas. Estos resultados
sugieren que tras la incubacién con LPS durante 2 horas, las
inervaciones adrenérgica y nitrérgica tratan de contrarrestar la
vasodilatacion inducida por LPS, mediante una disminucién de
la funcién nitrérgica y un aumento de la funcién adrenérgica.
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La preincubacion con LPS durante 5 horas mantiene la dismi-
nucion en la funcion nitrérgica y restablece la funcién adre-
nérgica. Financiado por el Ministerio de Ciencia e Innovacién
(SAF2009-10374).

P.15. El1 CGP37157 protege a las neuronas de la
corteza motora frente a la citotoxicidad
producida por el glutamato.

Arranz Tagarro, J.A., Yaihez Jato, M., Merino Sanz,C. Garcia, A.G.
Instituto Tedfilo Hernando y Departamento de Farmacologia y
Terapéutica. Facultad de Medicina. Universidad Auténoma de
Madrid. Espafa. Departamento de Farmacologia. Facultad de
Farmacia. Universidad de Santiago de Compostela.

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador del
sistema nervioso central de los mamiferos. Presenta diversos
receptores, entre los que se encuentran los receptores N-me-
til-D-aspartato (receptores NMDA). La citotoxicidad producida
por exceso de glutamato estd mediada por la activacion de
estos receptores, produciéndose un aumento en la concentra-
cion citosolica del catién calcio ([Ca2+]c) de forma croénica por
encima de unos niveles criticos que desencadena una cascada
de reacciones patolégicas que causan la muerte neuronal. La
circulacién mitocondrial del Ca2* (mCC) se debe a la accién de
dos transportadores: el captado por el uniportador y el libera-
do por el intercambiador Na*/CaZt (mNCX). Esta mCC mitiga
los cambios bruscos de la [Ca2+]c que se producen durante la
actividad neuronal, manteniéndose en niveles adecuados para
el funcionamiento 6ptimo de las neuronas. Considerando lo
expuesto con anterioridad, nos propusimos en este estudio
investigar si la modulacion farmacolégica del mNCX podria
tener efectos neuroprotectores en las neuronas de la corteza
motora sometidas a estrés por glutamato, empleando para ello
el CGP37157 (CGP), que es un inhibidor del mNCX. Las neuronas
se sometieron a estrés por glutamato a las concentraciones
(0.1 y 1) mM de forma aguda y crénica, y se trataron con CGP
a las concentraciones (0.3, 1, 3, 10 y 30) uM. El protocolo que
seguimos fue una preincubacion con el farmaco durante 24
horas, tras las que se afadio el glutamato. Este se dejé una hora
(agudo) o 24 horas (crénico) en coincubacién con el farmaco.
En el primer caso, cuando se eliminé el glutamato, se adicioné
a los pocillos medio nuevo con el farmaco hasta alcanzar las
24 horas. Finalmente, se midié la viabilidad celular mediante
el ensayo del MTT. Nuestros resultados muestran una protec-
cién estadisticamente significativa a las concentraciones (3, 10
y 30) uM, salvo en el caso de la incubacién crénica durante
24 horas con glutamato a la concentracion 1 mM donde solo
protegia la concentracidn mas alta de CGP (30 uM). En base
a los resultados obtenidos y conociendo que el CGP produce
un bloqueo parcial de los canales de calcio dependientes de
voltaje de la membrana plasmatica, existe la posibilidad de que
tal efecto, unido a su accidn inhibidora del mNCX, contribuya
a la neuroproteccion.
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P.16. Influencia del envejecimiento en la respu-
esta vasoconstrictora inducida por estimu-
lacién eléctrica en arteria mesentérica de
ratas hembra.

Del Campo, L., Sagredo, A. Aras, R., Ferrer, M. Departamento
de Fisiologia. Facultad de Medicina. Universidad Auténoma de
Madrid.

Se ha descrito que tanto el sistema nervioso como el endo-
crino modulan la funcién vascular. Asi, en la arteria mesen-
térica de rata, la inervacion ejerce un importante papel en la
regulacién del tono vascular a través de la liberaciéon de los
neurotransmisores noradrenalina (NA), 6xido nitrico (NO) y el
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP). A su
vez, las hormonas sexuales modulan la liberacién y funcion de
los distintos neurotransmisores. Por otra parte, esta descrito
que el envejecimiento, que cursa con niveles disminuidos de
hormonas sexuales, esta fuertemente asociado al desarrollo
de enfermedades cardiovasculares cuya incidencia es sexo-de-
pendiente. Puesto que la mayoria de los estudios han analiza-
do la influencia del envejecimiento sobre la funcion endotelial
en animales macho, el objetivo del presente estudio es analizar
el efecto del envejecimiento sobre la regulacién nerviosa del
tono vascular en animales hembra. Para ello se utilizaron ratas
hembra jovenes (6 meses) y envejecidas (22 meses), en las que
se analizaron la presién arterial y los niveles séricos de 17b-
estradiol y progesterona. En la arteria mesentérica superior se
analizaron: la respuesta contractil y la liberacién de NA, NO y
CGRP inducidas por estimulacién eléctrica, y la respuesta va-
somotora inducida por el donante de NO nitroprusiato sédi-
co (SNP), CGRP y NA anadidos exdgenamente. Los resultados
obtenidos mostraron que el envejecimiento: (i) no modificé la
presion arterial; (i) disminuyd los niveles séricos de estradiol
y progesterona; (iii) no modifico la liberacion de NA e incre-
mento la respuesta contractil a NA exdgena; (iv) disminuyd
la liberacion de CGRP, mientras que no modifico la respuesta
vasodilatadora a CGRP exdgeno; (v) no modifico la liberacion
de NO ni la respuesta vasodilatadora a SNP. Estos resultados
indican que el incremento en la respuesta a NA y la disminu-
cién en la liberacion de CGRP, inducidas por el envejecimiento,
podrian participar en el incremento de la respuesta vasocons-
trictora observada en estos animales. Asimismo, los cambios
inducidos por el envejecimiento podrian correlacionarse con
niveles disminuidos de hormonas sexuales. A pesar de estas
modificaciones, la presion arterial no se modifica por el enve-
jecimiento lo que indica que otros mecanismos podrian estar
interviniendo para compensar las alteraciones descritas.
Financiado por el Fondo de Investigaciones Sanitarias
(P1080831).
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P.17. Efecto neuroprotector del ITH33/IQM9.21
en modelos de toxicidad inducida por
kainato.

Gonzélez Curull, L., Egea,)., Negredo,P.,, Martin de Saavedra,
M.D., Morgado Sanchez, A., Buendia Abaitua, I, Parada, E.,
Lopez, M.G. Departamento de Farmacologia y Terapéutica.
Instituto Teofilo Hernando. Facultad de Medicina. Universidad
Auténoma de Madrid.

El ITH33/1QM9.21 (N-benzoyl-LGLU[NH-2-(1-benzylpiperidin-4-
yl)ethyl]-O-nHex) es un compuesto nuevo perteneciente a la
familia de los derivados glutamicos sintetizado en el Instituto
de Quimica Médica-CSIC (Drs. Rodriguez-Franco, Condey Arce).
Este compuesto ha sido disefiado y sintetizado como un ligan-
do multidiana con el fin de producir un efecto neuroprotector
mas eficiente al actuar en varias de las vias de sefalizacion que
llevan a la muerte neuronal. El objetivo de este estudio ha sido
evaluar el potencial efecto neuroprotector del ITH33/IQM9.21
tanto en modelos in vitro (rodajas de hipocampo de rata) como
en modelos in vivo (inyeccion intrahipocampal en ratas) en un
modelo de excitotoxicidad inducida por kainato. En el mode-
lo in vivo, a las ratas SD se les inyecté salino, o kainato (800
mM) solo o junto con el compuesto segun las coordenadas: -3
mm anteroposterior, 2 mm mediolateral y 3,5 mm de altura,
para acceder al hipocampo. Se inyecté un volumen final de
2,5 microL en 2,5 minutos. Pasados tres dias tras la inyeccion
intrahipocampal se sacrificaron los animales y se realizaron
secciones cerebrales; éstas se tiferon con Nils y se cont6 el
numero de neuronas piramidales en CA3 mediante esterolo-
gia. Se evaluaron las concentraciones de 3 y 10 mM de ITH33/
IQM9.21. La concentracion de 3 mM no ofrecid proteccion
significativa, pero la de 10 mM consiguié rescatar un 45% de
las neuronas piramidales en CA3. En el modelo in vitro, en las
rodajas de hipocampo de rata expuestas a kainato (500 mM)
durante 2 h, aumentd la muerte celular a un 150% respecto a
labasal, enlaregion CA3. En estas condiciones experimentales,
la co-incubacién del compuesto ITH33/IQM9,21 (@ TuM, 3uM o
10 uM) con el toxico ofrecia una proteccion maxima de 28% a
la concentracion de 10 mM. La muerte celular se ha evaluado
mediante la doble tincién con ioduro /Hoescht. También se
ha evaluado la produccién de ROS y el potencial de membra-
na mitocondrial con las sondas fluorescente DCFDA y TMRE,
respectivamente, y se han cuantificado proteinas por western
blot. Con el fin de determinar que rutas neuroprotectoras me-
dian la accién del compuesto, en otra serie de experimentos
observamos que el antagonista de la via PI3K/Akt (LY294002)
bloquea las acciones protectoras del ITH33/IQM9.21, mientras
que el antagonista de ERK1/2 (PD098059) no produce un blo-
queo significativo en las acciones protectoras del compuesto.
Por tanto, estos datos sugieren que la via de sefalizacion intra-
celular PI3K/AKt participa en el mecanismo neuroprotector del
ITH33/1QM9,21. En conclusién, estos experimentos muestran la
capacidad neuroprotectora del ITH33/IQM9.21 convirtiéndolo
en un farmaco potencialmente Util para el tratamiento de en-
fermedades donde la viabilidad neuronal se ve afectada, como
en el caso de la isquemia cerebral o ciertas enfermedades neu-
rodegenerativas.
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P.18. El eje angiotensina-(1-7)/mas exhibe
propiedades antiinflamatorias en células
vasculares humanas de mitsculo liso.

Villalobos, L., Romacho, T., Cercas, E., Elgueta, V., Sdnchez-Fer-
rer, C.F, Peird, C. Departamento de Farmacologia y Terapéu-
tica, Facultad de Medicina. Universidad Autbnoma de Madrid.

La angiotensina (Ang)-(1-7) es un heptapéptido que ejerce sus
acciones a través del receptor Mas acoplado a proteinas G y
que posee acciones contrarias a la Ang Il. El objetivo de este
trabajo fue: 1) Determinar la posible accion antiinflamatoria
de la Ang-(1-7) en células de musculo liso de aorta humana
(CMLAH) estimuladas con Ang Il o la citoquina interleuquina
(IL)-1B, como molécula inflamatoria independiente del sistema
renina angiotensina (SRA), 2) Estudiar el papel del receptor Mas
como mediador de dicha accion, y 3) Definir la ruta de sefaliza-
cién celular por medio de la cual el eje Ang-(1-7)/receptor Mas
ejerce su accion antiinflamatoria en las CMLAH. Los niveles de
la enzima 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS), se determina-
ron por Western blotting y los niveles de liberacion de éxido
nitrico (NO) por el método de Griess. La actividad de la enzima
NADPH oxidasa se determiné por el método de quimiolumis-
cencia derivada de lucigenina. La induccién de la activacion
del factor de transcripcion NF-kB, se detectd por el ensayo de
retardo de movilidad electroforética (EMSA).

La estimulacion de las CMLAH con tAng IH=(100 nM) o fIL)-
1B (2,5 ng/ml) durante 18 horas aumenté significativamente
los niveles de iNOS y la liberacién de NO. En presencia de la
Ang-(1-7) (100 nM), la induccién de iNOS y la liberacion de NO
inducida por Ang Il e fIL}-1B disminuyeron significativamente.
Dicho efecto de Ang-(1-7) se abolié en células pretratadas con
el antagonista del receptor Mas A779 (1 uM). Analogamente,
la estimulacion de las CMLAH con Ang Il e {IL}-1p3 provocé un
aumento de la actividad NADPH oxidasa, que se vio reducida
por la Ang-(1-7) en un 44% y 53%, respectivamente. También
se determind la activacién del factor de transcripcion NF-xB
por Ang Il e (IL)-1B, que disminuy6 en presencia de la Ang-
(1-7) en un 44% y 40%, respectivamente El antagonista del
receptor Mas A779 (1 uM), abolié significativamente la accién
inhibitoria de la Ang-(1-7) sobre la activacion de la NADPH
oxidasa y de NF-kB. Finalmente, para establecer la secuencia
de senalizacion de la accién antiinflamatoria de la Ang-(1-7)
se emplearon inhibidores como la apocinina y el PDTC, que
bloquean a la enzima NADPH oxidasa y al factor de transcrip-
cion NF-kB, respectivamente. Asi, la apocinina (30 uM) redujo
los niveles de iNOS inducidos por Ang Il e (IL)-1 en un 37% y
50 %, respectivamente y la liberacién de nitritos en un 57% y
45%, respectivamente. En presencia PDTC (100 uM), los niveles
de iNOS inducidos por Ang Il e (IL)-1f disminuyeron significati-
vamente en un 42% y 53 %, respectivamente. Estos resultados
sugieren que la Ang-(1-7) a través del receptor Mas previene
parcialmente la inflamacién del musculo liso vascular inducida
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no sélo por Ang Il, sino también por otras moléculas inflamato-
rias independientes del SRA, como la IL-18. La Ang-(1-7) atenuda
dicha inflamacion mediante el bloqueo de la enzima NADPH
oxidasa y la inactivacion del factor de transcripcion NF-kB, lo
que se manifiesta en una disminucién de la expresion de iNOS
y la liberacion de NO.

P.19. Prediccion del Sindrome de Gilbert
mediante el polimorfismo UGT1A1*28.

Roman, M., Cabaleiro, T., Ochoa M.D., Talegén, M., Abad-San-
tos, F. Servicio de Farmacologia Clinica. Hospital Universitario
de la Princesa. ITH. Madrid.

El sindrome de Gilbert (SG) es una alteracion crénica carac-
terizada por una hiperbilirrubinemia leve, no conjugada y no
hemolitica. Esta causado por alteraciones en la UDP-glucuro-
nosiltransferasa (UGT1A1), su polimorfismo mas comun es el
UGT1A1*28. El objetivo de este trabajo es comparar los niveles
de bilirrubina total (BT), asi como las enzimas hepéaticas, con los
genotipos de las enzimas metabdlicas de fase Il en voluntarios
sanos. Para la determinacion de los genotipos de las enzimas
metabolizadoras de fase Il se extrajo DNA de 168 voluntarios.
La determinacion de cada uno de los polimorfismos se llevd
a cabo mediante un chip de genotipado, (Pharmachip®). Las
determinaciones bioquimicas de los voluntarios se obtuvieron
mediante las analiticas de reclutamiento de 5 ensayos clinicos
de bioequivalencia. Un 94% de los voluntarios (n=158) tenian
niveles de BT normales (M+DS 0.66+0.25) y un 6% (n=10) tenian
bilirrubinas altas (M+DS 1.58+0.30). No encontramos diferen-
cias entre las medias de concentracién de BT entre hombres y
mujeres. Un total de 77 sujetos presentaban la variante *1/*1
de UGT1AT1 (45.8%), 82 voluntarios la variante *1/*28 (48.8%) y
9 voluntarios la variante *¥28/*28 (5.4%). Los voluntarios con ge-
notipo *28/*28 tienen una mayor concentracion de BT en san-
gre (1.24+0.52 mg/dl) con respecto a los que tienen el genotipo
*1/*1 (0.63£0.24 mg/dl) (p<0.001) asi como con los heterocigo-
tos *1/*28 (0.73£0.33 mg/dl) (p<0.001). Los pacientes con esta
mutacion no tienen alteraciones de las demds enzimas analiza-
das. No hay ninguna relacién de los polimorfismos de las otras
enzimas de fase Il con la elevacion de BT u otros parametros.
Estos resultados sugieren que, de los pardmetros analizados,
s6lo obtuvimos una relacion entre los niveles de BT y el gen
UGT1A1. Los voluntarios con la BT alta son homocigotos para la
mutacion UGTTA1*28, mientras que los individuos heterocigo-
tos para dicha mutacién solo presentan niveles altos de BT en
algunos casos. La elevacién de BT no se asocia a ningun otro
polimorfismo estudiado. Por ultimo concluimos que se puede
considerar que el genotipo del polimorfismo UGT1A1*28 es util
para el diagnéstico del Sindrome de Gilbert.

P.20. Design of a polymeric microparticle
formulation of prilocaine.

Bragagni, M.}, Gil Alegre, M.E.2, Mura, P.A.3. 1. Department of
Pharmaceutical Sciences. Faculty of Pharmacy. University of
Florence (Italy). 2. Departamento de Farmacia y Tecnologia Far-
macéutica. Facultad de Farmacia. Universidad Complutense de
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Madrid. 3. Departamento de Ciencias Farmaceuticas. Facultad
de Farmacia. Universita’ degli Studi di Firenze (ltalia).

The use of injectable local anesthetics for the treatment of
severe postoperative pain is limited by the short duration of
the painkilling effect. A time controlled delivery system could
avoid several administrations, use of catheters and hospitaliza-
tion. The aim of the work was the development, optimization
and characterization of an injectable microparticle formulation
of prilocaine, an amino-amide type local anesthetic suitable for
intravenous, subcutaneous and intramuscular administration.
The base form of the drug was extracted in dichloromethane
from an alkalinized suspension of prilocaine hydrochloride. Mi-
croparticles were prepared by double emulsion method using
PLGA polymer (type RG504) and polyvinyl alcohol (PVA). In or-
der to calculate the efficacy of encapsulation, the content of
non-encapsulated drug in the filtrate was assayed by UV-VIS
spectrophotometry (indirect determination). The encapsula-
ted drug was quantified after disruption of microparticles in
organic solvents (direct determination). The morphology and
size of MP were investigated by microscopy and dynamic light
scattering analysis. In order to optimize the formulation, the
variation of several parameters was investigated: concentra-
tion of PVA, use of isopropanol and span 80 in the formation
of the emulsions, pH and volumes of the aqueous phases. In
vitro drug release studies of the optimized formulation were
also performed. Microparticles of PLGA encapsulating the local
anesthetic prilocaine were developed and fully characterized.
The optimized formulation, biocompatible and able to provide
a sustained drug release, could represent a novel pharmacolo-
gical tool in the treatment of postoperative pain.

P.21. El nuevo compuesto neuroprotector y
multidiana ITH33/IQMo9.21 bloquea la
entrada de calcio y la exocitosis en células
cromafines.

Maroto, M., de Diego, A.M.G., Albifiana, E., Fernandez-Morales,
J.C.,, Caricati-Neto, A., Jurkiewicz, A.Yafez, M., Rodriguez-Fran-
co, M.I, Conde, S., Arce, M.P,, Hernandez-Guijo, J.M., Garcia,
A.G. Instituto Teodfilo Hernando; Departamento de Farmacolo-
gia y Terapéutica; Instituto Sanitario de Investigacion, Servicio
de Farmacologia Clinica, Hospital Universitario de la Princesa.
Facultad de Medicina, Universidad Auténoma de Madrid, Ma-
drid. Instituto de Quimica Médica, Consejo Superior de Inves-
tigaciones Cientificas, CSIC, Madrid. Departamento de Farma-
cologia, Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal de
S&o Paulo, Brasil. °Departamento de Farmacologia, Facultad de
Farmacia, Universidad de Santiago de Compostela.

El nuevo compuesto ITH33/IQM9.21 (ITH/IQM) pertenece a
una nueva familia de derivados del aminoacido L- GLutAmico
con propiedades antioxidantes y neuroprotectoras en mo-
delos de ictus isquémico tanto in vivo como in vitro. Ya que
el lesion neuronal que se produce tras un insulto isquémico
estd estrechamente relacionado con una excesiva entrada del
cation CaZ*, nos propusimos en este estudio investigar si el
compuesto bloqueaba las sefales de Ca* citosélicas ([CaZt]
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J Y la consiguiente respuesta exocitotica ante estimulos des-
polarizantes. En poblaciones de células cargadas con la sonda
fluo-4, el compuesto ITH/IQM redujo la [Ca2+]C evocada por
pulsos de K* con una Clg, de 5,31 uM. En células cargadas con
fura-2 y a la concentracion de 10 uM, el ITH/IQM disminuyd
tanto el 4&rea como la amplitud del pico del transiente de Ca2*
evocado por alto Kt en un 40% y 80%, respectivamente. Esta
misma concentracion también bloqueé la secrecién cuantal de
catecolaminas evocada por K* en célula Unica (78%) y en po-
blaciones (55%). Todos estos efectos fueron consecuencia del
bloqueo de los canales de calcio voltaje-dependientes (CCVD).
El compuesto mostré una Cl;, de 6,52 uM en la disminucion
de la corriente global de CaZ* que permeaban tales canales. A
10 uM, el ITH/IQM también bloqued la corriente de Kt depen-
diente de CaZ* dejando el componente voltaje dependiente
totalmente intacto. La corriente de entrada de Nat nunca se
vio afectada. Con todo esto, creemos que gran parte de los
efectos del compuesto aqui descritos podrian contribuir en la
neuroprotecciéon ejercida por el ITH/IQM en las neuronas vul-
nerables durante un insulto isquémico-cerebral.

P.22. Anti-inflammatory effects of acanthoic
acid-derived diterpenoids.

Pimentel Santillana, M., Gonzalez Través, F., Terron Arcos, V.,
Martin Sanz, P.,, Boscd Gomar, L.

In last years the level of research activity into terpenoids has in-
creased to search for new anti-inflammatory natural products;
however, only few reports have examined the mechanisms in-
volved in the anti-inflammatory actions of these molecules. In
this study, five acanthoic acid-derived molecules were tested for
potential anti-inflammatory activity. One of these compounds,
DTP5, was selected to evaluate its effects on the generation of
inflammatory mediators in peritoneal macrophages activated
with different TLR ligands. The results obtained showed that
DTP5 exerts potent inhibitory effects on the expression of NF-
kB responsive genes, such as iNOS and COX-2, after stimulation
with TLR2, TLR3 and TLR4 ligands. In addition, we observed a
clear inhibition of pro-inflammatory cytokines released after
stimulation with TLR ligands. Examination of the effects of this
diterpenoid on NF-kB signaling showed that DTP5 inhibits IKK
phosphorylation, preventing the IkB-f3 degradation, after ac-
tivation with TLR2 and TLR4 ligands. However, there weren't
effects with TLR3 ligand. Inhibition of MAPKs pathways was
also analysed. p-p38 was reduced in macrophages stimulated
with TLR ligands and pre-treated with DPT5, while p-ERK was
decreased only in LPS-stimulated macrophages and JNK phos-
phorylation induced by LPS, poly(l:C) and LTA, was unaffected
by DTP5. On the other hand, treatment of macrophages with
diterpenoids resulted in an up-regulation of Akt phosphor-
ylation, suggesting that this Akt phosphorylation induced by
DTP5 could explain some anti-inflammatory effects observed
with this diterpenoid. In conclusion, the anti-inflammatory ef-
fects of this compound, together with its low cell toxicity, sug-
gest potential therapeutic applications in the regulation of the
inflammatory response.
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P.23. Las especies reactivas de oxigeno participan
en la hipertension y en las alteraciones car-
diovasculares inducidas por angiotensina
II1.

Avendano, M.S., Martinez-Revelles, S., Garcia-Redondo, A.B.,,
Aguado, A., Alonso, M.J., Briones, A.M., Salaices, M.1 Departa-
mento de Farmacologia y Terapéutica. Facultad de Medicina.
Universidad Auténoma de Madrid.

En la hipertensién se ha descrito un incremento en los niveles
de Angiotensina Il (Ang Il) que se ha asociado a un aumento
en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) como
el anion superéxido generado por la NADPH oxidasa, los cua-
les a su vez, pueden contribuir a las alteraciones en la funcién
vascular descritas en esta patologia. El propésito de este estu-
dio fue analizar la participacion de ERO en la hipertension, la
hipertrofia cardiaca y en las alteraciones en las respuestas fun-
cionales en aorta de ratén infundidos con Ang Il. Se utilizaron
los siguientes grupos de ratones C57BL6 (25-35 gr): 1) control;
2) tratados con Angll (minibomba osmética subcutanea, 1440
pg/kg/dia, 14 dias); 3) tratados con Angll y el inhibidor de la
NADPH oxidasa, apocinina (1.5 mM) y 4) tratados con Angll y
un mimético de la superéxido dismutasa 1(SOD1), Mito-TEMPO
(0.7 mg/Kg/dia). La presion arterial se midié mediante pletis-
mografia de cola. Se determiné la hipertrofia del ventriculo iz-
quierdo y las respuestas funcionales de la aorta se analizaron
mediante miografo de alambres. La produccion “in situ” de
0,7y de 6xido nitrico (NO) se determinaron mediante las son-
das fluorescente hidroetidina (HE) y diaminofluoresceina (DAF),
respectivamente. Los resultados indicaron que la infusién con
Ang Il incrementd la presidn arterial y tanto el tratamiento con
apocinina como con Mito-Tempo disminuyeron dicho efecto
(Control: 95+3.4 mm Hg; Angll: 146+6.7 mm Hg p<0.0001 vs
control; Angll + apocinina: 133.67+5.7 mm Hg p<0.01 vs Angll,
Angll + Mito-Tempo: 118.7+4.3 mm Hg p<0.001 vs Angll). Ang
Il produjo hipertrofia del ventriculo izquierdo que se mejord en
parte, con ambos tratamientos antioxidantes. El tratamiento
con Ang Il aumenté la respuesta contractil a fenilefrina (1 nM-
100 uM) la cual se normalizé tras el tratamiento con apocinina.
El inhibidor no selectivo de la sintasa del oxido nitrico L-NAME
(100 uM) aumenté la respuesta vasoconstrictora a fenilefrina
menos en aorta de ratones infundidos con Angll que en rato-
nes controles. Ademas, Angll aumentoé la formacién de 0,7y
disminuy®d la liberacion de NO asi como la respuesta relajadora
a acetilcolina (1 nM-10 uM) sin modificar la respuesta vasodila-
tadora al donador de NO, DEA-NO. El tratamiento con apoci-
nina normalizé el efecto potenciador del L-NAME, disminuyd
la formacion de 0,7, incremento la liberacion de NO y mejord
la disfuncion endotelial producida por Ang Il. Por otro lado, la
incubacioén de los segmentos con apocinina (300 uM), NS 398
(inhibidor de COX-2, TuM) o SC 560 (inhibidor de COX-1, 1uM),
redujo la respuesta vasoconstrictora inducida por fenilefrina
mas en ratones infundidos con Ang Il que en ratones controles.
El tratamiento con apocinina abolié los efectos inhibidores del
NS 398, SC 560y apocinina en los ratones infundidos con Angll.
Estos resultados sugieren que las especies reactivas de oxige-
no derivadas de la NADPH Oxidasa y/o de origen mitocondrial
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participan en la hipertension, en las alteraciones cardiacas y
en el incremento de las respuestas vasoconstrictoras inducidas
por Angll posiblemente a través de la disminucién de NO. Ade-
mas, las especies reactivas de oxigeno son responsables de la
incrementada participacién de prostanoides en las respuestas
vasoconstrictoras inducida por Ang II.

Financiado por MICINN (SAF 2006-02376, SAF 2009-07201)
ISCIIl (Red RECAVA, RD06/0014/0011) y FMM.

P.24. La propafenona modula los canales
cardiacos de K con rectificaciéon interna
Kirz.x.

Goémez, R., Caballero, R., Amords, I, Barana, A., Dolz, P, de la
Fuente M.G., Tamargo, J., Delpdn, E. Departamento de Farma-
cologia. Facultad de Medicina. Universidad Complutense de
Madrid.

El aumento de la corriente de K* con rectificacion interna (Iky)
estabiliza y acelera el giro de los frentes espirales que originan
las arritmias fibrilatorias. La I, es generada por homotetrame-
ros de proteinas Kir2.1 a nivel ventricular y por heterotetrame-
ros de proteinas Kir2.1, 2.2,y 2.3 a nivel auricular. La propafeno-
na (P) es un antiarritmico muy eficaz para el tratamiento de la
fibrilacion auricular que presenta efectos proarritmicos a nivel
ventricular que limitan su uso. En este trabajo hemos analizado
los efectos de P sobre la I, registrada en miocitos auriculares
procedentes de pacientes sometidos a cirugia cardiaca y sobre
las corrientes generadas por canales Kir2.1, 2.2, y 2.3 registra-
das utilizando la técnica del parche de membrana en células de
ovario de hamster chino transfectadas transitoriamente. La P (1
uM) no modifica la I, registrada en miocitos auriculares huma-
nos. La P a concentraciones en el rango 0.01-10 uM aumenta,
mientras que a concentraciones mas altas (20-100 pM) inhibe
la Iy, ; generada a potenciales de membrana mas despolari-
zados del potencial de inversién del K*. Por el contrario, la P no
aumenta la Iy, , ni la Iy, 5 @ ninguna de las concentraciones
ensayadas, inhibiendo ambas corrientes a concentraciones >20
pUM. La P no aumenta la corriente generada por heterotetra-
meros Kir2.1/Kir2.2 o Kir2.1/Kir2.3. Mas aun, el aumento de la
Iiro.1 €S suprimido por la sustitucion de la Cys311 por Alg, el
residuo presente en la posicidon equivalente en canales Kir2.2
y Kir2.3. El aumento también se suprime en canales Kir2.1 con
mutaciones en los sitios citoplasmicos de unién de poliaminas
D255R y E299A. La P aumenta el tiempo medio y la frecuencia
de apertura de los canales Kir2.1 y, como consecuencia, la pro-
babilidad de apertura de dichos canales. El bloqueo producido
por P no se modifica al aumentar el flujo de K* a través del
canal y aumenta en los mutantes D255R y E299A. Los resulta-
dos demuestran que, a concentraciones terapéuticas (1 uM),
la P aumenta la I, ; @ potenciales de membrana fisiol6gicos
uniéndose al residuo Cys311 lo que aumenta la probabilidad de
apertura de los canales. Adicionalmente, la P se une a un sitio
de baja afinidad presente en canales Kir2.x que no esta en el
poro. Estos resultados explicarian que sus efectos proarritmi-
cos sean especificamente ventriculares.
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P.25. Efecto de las dietas grasas en el aprendizaje
espacial y en el metabolismo de glutamato
en ratones.

Valladolid-Acebes,l., Merino, B., Morales, L., Barbas, C., Garcia,
A., Lorenzo, M.P,, Fernandez-Alfonso, M., del Olmo, N., Cano, V.,
Ruiz-Gayo, M. Departamento de Ciencias Farmacéuticas y de
la Alimentacion. Facultad de Farmacia. Universidad San Pablo-
CEU. Madrid. Departamento de Quimica Analitica y Centro de
Excelencia Metaboldmica y Bioanalisis (CEMBIO). Facultad de
Farmacia. Universidad San Pablo-CEU. Madrid. Instituto Plu-
ridisciplinar-Facultad de Farmacia. Universidad Complutense.
Madrid.

El glutamato, el neurotransmisor excitador mas abundante en
el Sistema Nervioso Central, tras su liberacién y unién a re-
ceptores sinapticos, se recapta por transportadores especificos
entre los cuales estan el transportador neuronal (EAAT-3) y los
transportadores gliales (GLT-1, GLAST). Por otro lado, algunos
autores apuntan a que la obesidad provoca el deterioro de
determinados tipos de aprendizaje y la memoria, aunque los
procesos moleculares que subyacen a este fenédmeno perma-
necen sin esclarecer. El objetivo principal de este trabajo fue
evaluar el efecto de un tratamiento de 8 semanas con una
dieta de alto contenido en grasas (HF; 45% calorias proceden
de grasas animales) en i) el aprendizaje y la memoria depen-
dientes de hipocampo vy ii) el metabolismo del glutamato en
el hipocampo. Para ello, utilizamos ratones C57BL/6 a los que
se les administré la dieta HF durante 8 semanas y tras el tra-
tamiento se sometieron a ensayos de aprendizaje espacial en
el laberinto radial de 8 brazos (RAM). Con el fin de conocer
si estas dietas afectaban a la transmisién glutamatérgica, se
calcularon la constante de Michaelis-Menten (K,) y la Vmax de
los transportadores de glutamato en el hipocampo asi como
se identificaron por “western blotting” los transportadores de
glutamato GLT-1, GLAST, EAAT-3 y las principales enzimas del
metabolismo de este neurotransmisor, la glutamina-sintasa
(GS) y la glutamato-decarboxilsas (GAD-65 and GAD-67). Nues-
tros resultados demuestran que los animales tratados con la
dieta HF presentaron dificultades para el aprendizaje una tarea
en el RAM ya que tardaron mas tiempo y cometieron mas erro-
res que los animales control al realizar dicha tarea. Los estudios
de la recaptaciéon de glutamato mostraron una disminucién en
la Ky, y un incremento en la Vmax de los transportadores en
los ratones HF. Ademas, en los animales tratados con dieta HF,
los transportadores GLT-1 y GLAST parecen estar regulados al
alza, mientras que las enzimas de degradacién del glutama-
to (GS, GAD-65 and GAD-67) estan reguladas a la baja. Estos
resultados parecen indicar que las 8 semanas de tratamiento
con dieta HF dificultan el aprendizaje espacial dependiente de
hipocampo a través de inducir alteraciones en el metabolismo
del glutamato. Financiado por el Ministerio de Ciencia e Inno-
vacion (SAF 2009-09714; SAF 2008-02902), la Universidad San
Pablo-CEU y la Universidad Complutense de Madrid.
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P.26. Estudio de la contraccion neurogénica en la
arteria femoral de ratas Zucker obesas.

Martinez, A.C., Pagén, R.M., Hernandez, M., Garcia-Sacristan,
A., Prieto, D., Benedito, S. Seccién Departamental de Fisiologia
Animal. Facultad de Farmacia. Universidad Complutense de
Madrid.

Las alteraciones asociadas al sindrome metabdlico contri-
buyen en gran medida a la disfuncion vascular. El sindrome
metabdlico no sélo acompana, sino que precede y predice la
diabetes mellitus tipo 2. Entre las complicaciones a largo plazo
mas frecuentes de este tipo de diabetes se encuentran las neu-
ropatias periféricas. El objetivo de este estudio fue determinar
si la respuesta de la arteria femoral a la estimulacion eléctrica
transmural (EET) se encontraba alterada en un modelo de ratas
prediabéticas. Las arterias procedentes de ratas Zucker control
y obesas (17-18 semanas) fueron montadas en un miégrafo mi-
crovascular para el registro de la tensién isométrica. Se reali-
zaron curvas frecuencia-respuesta de EET. Las contracciones
provocadas por EET fueron inhibidas por tetrodotoxina y fen-
tolamina confirmando su naturaleza neurogénica y adrenér-
gica. Las contracciones neurogénicas fueron menores en las
ratas obesas respecto a las controles. La eliminacién mecénica
del endotelio desvelé la participacion de un factor contractil
endotelial que fue de menor magnitud en las ratas obesas. La
inhibicion de la sintesis de 6xido nitrico (NO) con L-NOARG in-
crementd la respuesta neurogénica tanto en las ratas controles
como en las obesas, sin embargo, este efecto Unicamente fue
dependiente de endotelio en el grupo control. La eliminaciéon
de especies reactivas con la enzima superéxido dismutasa
(SOD) redujo la vasoconstriccion neurogénica exclusivamente
en anillos con endotelio de ratas obesas. La participacién de
un prostanoide contractil endotelial fue desvelada cuando la
indometacina, un inhibidor de la enzima ciclooxigenasa, dismi-
nuyo la vasoconstriccion inducida por EET en arterias de ratas
control pero no de obesas. En conclusion, la menor contraccion
neurogénica observada en un modelo de ratas prediabéticas
podria estar causada por una menor contribucién de un factor
contractil endotelial y por una disminucién en la sintesis de
NO endotelial, que parece derivar en una mayor implicacién
de radicales libres. Se observa ademads una participacion de
NO independiente de endotelio de cardcter compensatorio
que no existe en ratas controles. Financiado por el proyecto
n° SAF2006-09191 y el SAF2009-10448 del Ministerio de Cien-
cia e Innovacion.

P.27. El nuevo compuesto ITH33 reduce el
volumen de infarto cuando se administra
después de la isquemia cerebral focal en
ratones.

Lorrio, S., Gémez-Rangel, V., Rodriguez, M., Negredo, P., Rodri-
guez-Franco, M.I,, S. Conde,S., Arce,M.P., Villarroya, M., Roda,
J.M., Lopez, M.G.

Instituto Tedfilo Hernando, Departamento de Farmacologia y
Terapéutica, Facultad de Medicina, Universidad Auténoma de
Madrid. 2Instituto de Investigacién Sanitaria del Hospital Uni-
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versitario La Paz (IdiPAZ), Madrid. Instituto de Quimica Médica
(CSIC), Madrid. Departamento de Farmacologia y Terapéutica,
Facultad de Medicina, Universidad Auténoma de Madrid. >Ser-
vicio de Neurocirugia, Hospital Universitario La Paz, Madrid.

El ITH12233 es un compuesto de nueva sintesis, derivado del
L-glutamato, sintetizado quimicamente como posible trata-
miento para las demencias de tipo Alzheimer y vascular. En
el compuesto se han aunado tres farmacéforos: N-bencilpi-
peridina, que inhibe la acetilcolinesterasa (ACE) uniéndose
al sitio catalitico; un grupo N-benzoilo que interacciona con
el sitio periférico de la ACE, implicado en la agregacién de la
proteina amiloide B (A); y un éster lipofilico para facilitar el
paso a través de la barrera hematoencefalica (Arce MP et al, J
Med Chem 2009;52:7249-7257). En cultivos celulares de neu-
roblastoma humano, el compuesto ejerce proteccion frente
a: sobrecarga de calcio, radicales libres, hiperfosforilacion de
tau y AP 1-42. En rodajas de hipocampo de rata sometidas
a privacion de oxigeno y glucosa, el compuesto protege un
55%. Estos resultados “in vitro” nos animaron a comprobar si
el ITH33/1QM9.21 podria inducir neuroproteccion en modelos
“in vivo” de lesion cerebral. Realizamos experimentos usando
el modelo de isquemia cerebral focal por fototrombosis en ra-
tones. EI ITH33/1QM9.21 inyectado i.p. T h antes de la isquemia
redujo significativamente el volumen de infarto a las dosis de
1.25,2.5y 5 mg/kg (46, 46 y 45%, respectivamente). En vista de
estos resultados realizamos mas experimentos administrando
el compuesto 1 h después de la isquemia a la dosis de 5 mg/
kg. Sacrificamos los ratones 72 h después de la isquemia, re-
alizamos rodajas coronales del cerebro y las tefiimos en fresco
con TTC para medir el volumen de infarto. El ITH33/IQM9.21 fue
capaz de reducir significativamente el volumen de infarto en
un 49%. Utilizamos la melatonina como control positivo (Zou
LY et al, J Pineal Res 2006;41:150-156), que redujo en un 29%
el volumen de infarto cerebral cortical. Creemos que estos re-
sultados demuestran que el ITH33/IQM9.21 es un interesante
compuesto con evidente potencial terapéutico neuroprotec-
tor en enfermedades cerebrovasculares.

Financiado por proyectos del MICINN SAF2009-12150
(M.G.L) y SAF2006-03589 (A.G.G.), ISCIlI RETICS-RENEVAS-
RD06/0026/0009 (A.G.G.), Comunidad Autonoma de Madrid
S-SAL-0275/2006 (A.G.G.), Agencia Lain Entralgo NDGO07/9
(A.G.G.) y la Fundacion Teoéfilo Hernando.

P.28. Sobreexpresion del receptor
cannabinoide 2 (CB2) y excitotoxicidad y
neuroinflamacion inducidas por estrés.

Zoppi, S. Departamento de Farmacologia. Facultad de Medici-
na. UCM. CIBERSAM.

Diferentes estudios epidemiolégicos han demostrado que los
cannabinoides afectan a la ansiedad y la respuesta al estrés.
Ha sido demostrada una reduccién del receptor CB2 en estria-
do y hipocampo en modelos animales de depresion. (Onaivi
etal., 2008) y un aumento de su expresion ha sido relacionado
a procesos de defensa contra el estrés oxidativo (Yiangou et
al., 2006), y a la activacién de la microglia en procesos neuro-
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degenerativos (Ehrhart et al., 2005). La presencia del receptor
CB2 en los circuitos neuronales involucrados en la respuesta
a estrés sugiere que puede jugar un papel en la regulacion
neuroendocrina/neuroinflamatoria y en las respuestas com-
portamentales al estrés. Para aclarar el posible papel del CB2
en la modulacién de la excitotoxicidad y neuroinflamacién in-
ducidas por estrés por inmovilizacién, ratones macho adultos
transgénicos que sobreexpresan el receptor CB2 (CB2xP) y con-
troles CB1 (WT) fueron expuestos a inmovilizacion subcrénica
y a estrés acustico utilizando un bano de ultrasonidos (2 horas
de 13.00h a 15.00h durante 4 dias). Los ratones CB2xP estresa-
dos presentaron una disminuicién de iNOS y COX2 y niveles
mas bajos de malonildialdehido y nitritos comparado con sus
respectivos controles. Los posibles mecanismos relacionados
son la disminuicion de la activacion de la via del factor nu-
clear proinflamatorio kappa B (NFkB) y de las citocinas TNFo.
y IL-1P. La sobreexpresién del receptor CB2 previno la acumu-
lacién de estos mediadores proinflamatorios. Estos resultados
demuestran que el receptor CB2 puede tener un papel en la
respuesta cerebral a estrés y en los cambios inflamatorios in-
ducidos por éste. Los ratones que sobreexpresan el receptor
CB2 presentan un perfil antiinflamatorio en nuestro modelo
de estrés subcrénico sugiriendo que este receptor podria ser
una diana terapéutica en condiciones donde se presenta neu-
roinflamacién y dafo oxidativo.

P.29. Papel de las especies reactivas de oxigeno
y los prostanoides en las respuestas
vasoconstrictoras en ratones infundidos
con angiotensina.

Martinez-Revelles, S., Avendano, M.S., Garcia-Redondo, A.B.,
Garcia-Redondo, L., Alonso M.J., Briones, A.M., Salaices, M-
Departamento de Farmacologia y Terapéutica. Facultad de
Medicina. Universidad Auténoma de Madrid.

La Angiotensina Il (Ang ) esta implicada en los procesos pato-
fisioldgicos que ocurren en la hipertensién a través de sus ac-
ciones proinflamatorias en la pared vascular. La Ang Il aumenta
la produccién de citoquinas y especies reactivas de oxigeno
(ERO) e induce la expresién de cicloxigenasa-2 (COX-2) en célu-
las musculares. El propésito del estudio fue estudiar el papel de
ERO, de los postanoides derivados de COX-2 y del éxido nitrico
(NO) en los cambios vasculares observados en aorta de ratones
infundidos con Ang Il. Se utilizaron los siguientes grupos de ra-
tones C57BL6 (25-35 gr): 1) control; 2) tratados con Ang Il (mini-
bomba osmética subcutanea, 1440 ug/kg/dia, 14 dias); 3) trata-
dos con Ang Il'y el inhibidor de COX-2 celecoxib (20 mg/Kg/dia).
La presion arterial se midié mediante pletismografia de cola.
Las respuestas contractiles y vasodilatadoras de la aorta indu-
cidas por fenilefrina (1 nM-100 pM) y acetilcolina (1 nM-10uM),
respectivamente, se analizaron mediante el miégrafo de alam-
bres. La produccién “in situ” de anién superdxido (O,7) y de
NO en aorta de ratén se determind con la sondas fluorescente
hidroetidina (HE) y diaminofluorsceina (DAF) respectivamente.
La infusion de Ang Il incremento la presion arterial (95+£3.4 vs
146+6.7 mm Hg p<0.0001); dicho aumento fue parcialmente
revertido con celecoxib (121,90+2.5 mm Hg p<0.0001). El tra-
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tamiento con Ang Il aumento la respuesta vasoconstrictora a
fenilefrina y disminuy6 la respuesta relajadora a acetilcolina
sin modificar la respuesta vasodilatadora al donador de NO,
DEA-NO. El tratamiento con celecoxib revirtié dichos efectos.
El inhibidor no selectivo de la sintasa del éxido nitrico L-NAME
(100 uM) aumenté la respuesta vasoconstrictora a fenilefrina
mas en aortas de ratones controles que en ratones infundidos
con Ang II. El tratamiento con celecoxib restauré el efecto po-
tenciador de la respuesta a fenilefrina inducida por L-NAME en
ratones infundidos con Ang Il. La incubacion de los segmentos
con apocinina (300 uM), NS 398 (inhibidor de COX-2, TuM) o SC
560 (inhibidor de COX-1, TuM), redujo la respuesta vasocons-
trictora inducida por fenilefrina mas en ratones infundidos con
Ang Il que en ratones controles. El tratamiento con celecoxib
revirtié tanto el efecto inhibitorio del NS 398 como el de la
apocinina (300 puM). El tratamiento con Ang Il aumenté la for-
macion de O,y disminuyo la liberacion de NO. El tratamiento
con celecoxib disminuyé la formacién de O, e increment? la
liberacion de NO. Nuestros resultados sugieren que: 1) El incre-
mento en la respuesta vasoconstrictora a fenilefrina inducida
por el tratamiento con Ang Il estd mediado por la produccién
de ERO y la sintesis de prostanoides. 2) El aumento de la pro-
duccion de ERO en ratones infundidos con Ang Il parece redu-
cir la biodisponibilidad del NO y modular la participacién de
los prostanoides en las respuestas vasoconstrictoras.
Financiado por MICINN (SAF 2006-02376, SAF 2009-07201),
ISCIIl (Red RECAVA, RD06/0014/0011) y FMM.

P.30. Cambios inducidos por metanfetamina
en la integridad de la barrera
hematoencefalica.

Rubio-Araiz, A., Torres, E., Urrutia, A., Gutiérrez-L6pez, M.D.,
O’Shea, E., Colado, M.I. Departamento de Farmacologia. Facul-
tad de Medicina. Universidad Complutense de Madrid.

La metanfetamina es una droga de abuso de amplio consumo.
Su administracién produce una respuesta hipertérmica que
parece modular el dafio neuronal dopaminérgico, causado por
la droga a largo plazo principalmente en la via nigroestriatal
(Krasnova and Cadet, 2009). Por otra parte, la hipertermia per se
también puede comprometer la integridad de la barrera hema-
toencefalica (BHE) poniendo en peligro la homeostasia del ce-
rebro (Abbott et al, 2010). El objetivo es evaluar si la administra-
cién de metanfetamina en ratones puede alterar la integridad
de la BHE tanto de forma estructural como funcional. Ratones
C57BL/6J recibieron metanfetamina (4 mg/kg, i.p. una inyec-
cién cada 3 horas, 3 veces) y se sacrificaron 1, 3 y 24h después
de la uUltima inyeccion. Mediante western blot se estudiaron las
proteinas de la BHE y se examiné la permeabilidad de la misma
analizando en el estriado la extravasacién de la IgG mediante
inmunofluorescencia. En nuestro modelo de administracién
de metanfetamina observamos un aumento de las proteinas
plasmaticas fibronectina y vitronectina 1h después de la ultima
inyeccion. Por el contrario, cuando se administré la droga a ani-
males mantenidos a 4°C, el aumento de dichas proteinas fue
significativamente menor. Sin embargo, no observamos cam-
bios en la expresién de las proteinas estructurales ocludina y
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claudin-5. Para estudiar la permeabilidad de la BHE cuantifica-
mos la cantidad de inmunoglobulina G extravasada al estriado
desde los vasos sanguineos y observamos un incremento Th
y 3h después de la ultima inyeccion. En conjunto estos resul-
tados indican que la metanfetamina altera la permeabilidad
de la barrera hematoencefalica, y este efecto es parcialmente
dependiente de la respuesta hipertérmica.

Referencias:

1. Abbott NJ, Patabendige A, Dolman D, Yusof SR, Begley DJ. 2010.
Structure and function of the blood-brain barrier. Neurobiology
of Disease, 37, 13-25.
2. Krasnova IN and Cadet JL. 2009. Methamphetamine toxicity and
messengers of death. Brain Research Reviews, 60, 379-407.
Financiado por MICINN (SAF2010-21529; RD06/0001/006), PNSD
(PR47/10-17826), UCM (910258) y FEDER y RTA.

P.31. BK channels from bovine chromaffin cells
influences action potential shape in the
absence of Ca2+ entry.

Bustillo-Merino, D., Alcides Olivos-Oré, L., Scott, R.S., Cuchillo-
Ibafez, I., Barahona, M.V., Carbone, E., Artalejo, A.R. Departa-
mento de Toxicologia y Farmacologia e Instituto de investiga-
cién en Neuroquimica. Universidad Complutense de Madrid.
28040 Madrid. Instituto de Neurociencias UMH-CSIC. Campus
de San Juan. Sant Joan d’Alacant. Alicante Dipartimento di
Neuroscienze. Universita degli Studi di Torino. 10125 Torino.
Italy.

BK channels modulate cell firing in excitable cells in a voltage-
dependent manner regulated by fluctuations in free cytosolic
Ca2+ during action potentials. Indeed, Ca2+-independent BK
channel activity has ordinarily been considered not relevant
for the physiological behaviour of excitable cells. We employed
the patch-clamp technique and selective BK channel blockers
to record K+ currents from bovine chromaffin cells at minimal
intracellular (about 10 nM) and extracellular (free Ca2+) Ca2+
concentrations. Despite their low open probability under these
conditions (V50 of +146.8 mV), BK channels were responsible
for more than 25% of the total K+ efflux during the first mil-
lisecond of a step depolarisation to +20 mV. Moreover, BK chan-
nels activated about 30% faster (t = 0.55 ms) than the rest of
available K+ channels. The other main source of fast voltage-
dependent K+ efflux at such a low Ca2+ was a transient K+ (IA-
type) current activating with V50 = -14.2 mV. We also studied
the activation of BK currents in response to action potential
waveforms and their contribution to shaping action potentials
both in the presence and the absence of extracellular Ca2+.
Our results show that BK channels activate during action po-
tentials and accelerate cell repolarisation even at minimal Ca2+
concentration, and suggest that they could do so also in the
presence of extracellular Ca2+, before Ca2+ entering the cell
facilitates their activity.
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P.32. Estrés oxidativo y remodelado vascular en
hipertension.

Garcia-Redondo, A.B., Roque, F.R., Martinez-Revelles, S., Aven-
dano, M., Stanescu, C., Fortuno, A., Salaices, M., Briones, A.M.
Departamento de Farmacologia y Terapéutica. Facultad de Me-
dicina. Universidad Auténoma de Madrid.

Cambios en la estructura de elastina en la vasculatura de resis-
tencia estan asociados a un empeoramiento en sus propieda-
des mecanicas en la hipertension. El objetivo principal de este
estudio ha sido analizar la contribucién de especies reactivas
de oxigeno (ROS) sobre la incrementada rigidez vascular y las
alteraciones en la estructura de la elastina con la hipertensién.
Ratas normotensas Wistar Kyoto y espontaneamente hiper-
tensas (SHR) se trataron con: el antagonista del receptor de
Angiotensina Il (Angll), losartan (15 mg/kg/dia, 12 semanas), el
antioxidante tempol (1 mM, 17 dias), el antioxidante e inhibidor
de la NADPH Oxidasa apocinina (2 mmol/l, 17 dias) o el analo-
go de la superoxido dismutasa mitocondrial mito-tempo (0.7
mg/kg, 17 dias). Se utilizaron también ratones C57BL6 infun-
didos o no con Angll (1440 pg/kg/dia, 2 semanas) en ausencia
o presencia de apocinina o mito-tempo. La presion arterial se
midié mediante pletismografia. La estructura y mecénica de las
arterias de resistencia se estudié con miografia de presién. La
produccion de ROS se evalué mediante fluorescencia inducida
por dihidroetidio o quimioluminiscencia por lucigenina. Los re-
sultados indicaron que losartadn, pero no tempol, apocinina o
mito-tempo, redujo la presién arterial sistélica en SHR. Sin em-
bargo, tanto apocinina como mito-tempo previnieron, en par-
te, el desarrollo de hipertensién inducida por Angll en ratones.
Losartan mejoré la incrementada relaciéon pared:luz en SHR.
Ningun antioxidante mejoré este parametro ni en SHR ni en el
modelo de infusién por Angll. Sin embargo, los tratamientos
antioxidantes mejoraron el incremento en la rigidez vascular,
las alteraciones en la estructura de la elastina, la incrementada
produccion de ROS y la incrementada activacion de la NADPH
oxidasa observados en ratas SHR o ratones infundidos con
Angll. Resultados similares se encontraron con el tratamiento
de ratas SHR con losartan. Estos datos sugieren que el estrés
oxidativo inducido por Angll participa en la alteracién en la es-
tructura de la elastina y el incremento en la rigidez vascular en
hipertension. Estos efectos de las ROS pueden constituir dafo
vascular temprano que participaria en el posterior desarrollo
de hipertensién.

Financiado por MICINN (RD06/0014/001, SAF-200907201), SEF-
Almirall Prodesfarma.

P.33. Efecto de la edad y la pioglitazona sobre
células de musculo liso vascular humanas.

Redondo, S., Tejerina, T., Navarro-Dorado, J., Ramajo, M., Alon-
so, M., Fuster, J.J., Andrés, V. Departamento de Farmacologia,
Facultad de Medicina, UCM. Madrid. Servicio de Cirugia Gene-
ral. Hospital Clinico San Carlos. Madrid. Laboratorio de Fisio-
patologia Cardiovascular Molecular y Genética. CNIC. Madrid.
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En los ultimos afos se ha demostrado que la edad es un de-
terminante fundamental en la fisiopatologia y farmacologia
vascular. Sin embargo, no se conoce todavia si la edad puede
modular la capacidad proliferativa de células de musculo liso
vascular humanas. Se obtuvieron células de musculo liso vas-
cular de arteria mesentérica inferior de pacientes sometidos a
cirugia abdominal por cancer de colon, apendicitis aguda, obe-
sidad morbida o enfermedad inflamatoria intestinal. La proli-
feracion se midié mediante un kit de incorporacion de BrdU.
La apoptosis se midié mediante un ELISA de fragmentacion de
DNA. En algunos experimentos, se anadié pioglitazona a 100
mcM. Los resultados indicaron que las células de musculo liso
vascular de pacientes de mas de 65 afos proliferaron menos
que las obtenidas de pacientes mas jovenes. En concreto, de
una tasa de proliferacion de 100 + 6.038% en menores de 20
anos se paso o una de 62.49 + 8.675 % en mayores de 75 afos.
La pioglitazona no tuvo efectos significativos. Tampoco se ob-
servaron diferencias significativas entre los grupos cuando se
midio la apoptosis. Estos datos sugieren que la edad es un im-
portante modulador de la proliferacion de células de musculo
liso vascular humanas. El efecto de la edad es mas acusado que
el de la pioglitazona. Este hallazgo puede tener aplicacién en
el disefo de terapias ajustadas a la edad en los desérdenes
vasculares proliferativos. Financiado por FIS PI080920 (Fondo
de Investigaciones Sanitarias) y Red Temdtica de Investigacion
Cardiovascular RECAVA RD/06/0014/1007 y RD06/0014/0027
(Instituto de Salud Carlos Ill, Ministerio de Sanidad).

P.34. Efectos de donadores de 6xido nitrico
sobre corrientes de potasio en miocitos de
arterias pulmonares.

Moral-Sanz, J., Barreira, B., Menéndez, C., Moreno, E., Escolano,
L., Moreno, L., Cogolludo, A., Pérez-Vizcaino, F.

Departamento de Farmacologia, Facultad de Medicina, UCM.
Instituto de Investigacion Sanitaria del Hospital Clinico San
Carlos (IdISSC). Madrid. Ciber Enfermedades Respiratorias (Cl-
BERES). Instituto de Fisiologia, Benemérita Universidad Auto-
noma de Puebla, Mexico. Servicio de Anatomia Patologica,
Hospital Universitario de Getafe, Madrid. Department of Pedi-
atrics, Maastricht University Medical Center (MUMC+), School
for Oncology and Developmental Biology (GROW), Maastricht,
the Netherlands.

Los canales K7 han sido recientemente implicados en el con-
trol del tono vascular pulmonar. Sin embargo, en la actuali-
dad se desconoce la posible modulacién de estos canales por
mediadores vasoactivos. El objetivo del presente trabajo fue
analizar los efectos de donadores de 6xido nitrico (NO) sobre
los canales de potasio, en especial K 7, presentes en miocitos
de arterias pulmonares de resistencia. Se registraron corrien-
tes idnicas en células aisladas frescas de arterias pulmonares
(PASMC) de resistencia de ratas Wistar macho y de donantes
humanos, empleando la técnica de Patch Clamp en su con-
figuracion de célula entera. Los donadores de NO, como la
dietilamina nonoato (DEA-NO) y el nitroprusiato sédico (NPS)
hiperpolarizaron las PASMC y produjeron un efecto dual sobre
las corrientes nativas, caracterizado por un aumento de la am-
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plitud de la corriente a potenciales desde -40 mV hasta -10 mV
y una disminucion a potenciales mas positivos. La flupirtina,
farmaco activador de K7, mimetizé ambos efectos. El aumen-
to de corriente generado por los dadores de NO se previno
totalmente en presencia de 4-aminopiridina (bloqueante de
canales K ) pero s6lo parcialmente por DPO-1, un bloqueante
selectivos de canales K, 1. El aumento de la corriente y la hiper-
polarizacién inducidos por los dadores de NO fueron preveni-
dos en presencia de los bloqueantes selectivos de canales K7
linopirdina y XE-991. Estos efectos se confirmaron en PASMC
procedentes de tejidos humanos. Finalmente los efectos del
DEA-NO no se observaron en condiciones de hipoxia. En con-
clusion, los canales K7 son activados por NO y contribuyen a
su accion hiperpolarizante en PASMC. Estos datos, resaltan la
importancia fisioldgica de estos canales en la funcion arterial
pulmonar.

P.35. Effect of the synthetic cannabinoid receptor
agonist WIN-55,212-2 on Conditioned Place
Preference in Lewis and F344 rats.

Latorre-Canteli, G., NUfez-Carranza, A.E., Coria, S.M., Higuera-
Matas, A., Ambrosio, E., Garcia-Lecumberri, C.

Departmento de Psicobiologia. Universidad Nacional de Edu-
cacion a Distancia (UNED). Madrid.

Although cannabis is the illicit drug most widely consumed
in the world and recent evidence provides support for the
existence of a cannabis dependence syndrome in humans, a
number of studies have failed to show self-administration be-
haviour of natural and synthetic cannabinoid compounds in
laboratory animals. In a previous work with Lewis (LEW) and
Fischer 344(F344) rats -two inbred rat strains that are widely
used as an animal model of drug abuse vulnerability, we also
found that the synthetic cannabinoid receptor agonist WIN-
55,212-2 was not self-administered by these animals. Given
that several reports have described that cannabinoid agents
induce conditioning in the place preference paradigm (CPP) in
outbred rat strains, the aim of the present study was to analyze
if administration of WIN-55,212-2 (0.05 mg/kg and 0.5 mg/kg
i.p.) to LEW and F344 rats might produce place preference or
place aversion in the CPP test. Results show that the dose of
0.5 mg/kg produced similar aversive effects in both rat strains,
decreasing the time spent in the drug-paired compartment.
These data are in accordance with other reports showing aver-
sive effects of WIN-55,212-2 in a similar rank of doses. In con-
trast, a dose ten times lower (0.05 mg/kg) did not produce any
effect, although a trend to produce aversion to drug-paired
compartment was seen in LEW, but not in F344 strain. Taken
together, our self-administration and CPP data suggest that the
synthetic cannabinoid receptor agonist WIN-55,212-2 has not
reinforcing effects in LEW or F344 rats. Supported by Ministerio
de Educacién y Ciencia (SAF2007-064890); Ministerio de Sani-
dad y Consumo (RD06/001/0029, Instituto de Salud Carlos lII;
Plan Nacional sobre Drogas 2008-2010); Direccién General de
Investigacion de la Comunidad de Madrid (S-SAL/0261/2006;
Consorcio [+D CANNAB-CM); and UNED (Plan de Promocion
de la Investigacién) Grants.
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P.36. Papel de la traslocacion bacteriana en la
neuroinflamacion inducida en un modelo
de depresion en rata.

Gérate, I., McDowell, K.S., Zoppi, S., Caso, J.R., Madrigal, J.L.M.,
Garcia-Bueno, B. Departamento de Farmacologia. Facultad de
Medicina. UCM. CIBERSAM.

Distintos estudios muestran una respuesta inflamatoria/inmu-
ne tras la exposicion a estrés. Cuando la exposicién al estimulo
estresante es prolongada en el tiempo o intensa, se ha relacio-
nado con el desarrollo de multiples enfermedades en distintos
sistemas, entre ellos el sistema nervioso, siendo la depresién
una de estas patologias altamente relacionadas con el estrés.
Se ha podido observar que las personas con depresion tienen
alterados distintos parametros inmunes. Se cree que la tras-
locacion bacteriana observada en pacientes con depresiéon
puede formar parte de la fisiopatologia de esta enfermedad.
Considerando estos datos intentamos describir el papel de la
traslocacion bacteriana intestinal (leaky gut) en la neuroinfla-
macién inducida en el modelo animal de depresién Chronic
mild stress (CMS) que consiste en someter a los animales a di-
ferentes agentes estresantes moderados (privacion de bebida,
inclinacion de la jaula, humedecer el serrin, etc.) de manera
constante. Hemos sometido a un grupo de ratas adultas SD a
21 dias de CMS y medido distintos pardmetros neuroinflamato-
rios en corteza prefrontal. También comprobamos en plasma la
traslocacion bacteriana con medidas de Lipopolisacarido (LPS)
y su proteina plasmatica de unién (LBP). Un grupo de animales
recibié un protocolo de descontaminacién intestinal con an-
tibidtico por via oral durante los 21 dias de CMS. Tras 21 dias
de CMS los animales presentaron niveles elevados de LPS y
LBP plasmaticos lo que indicaba presencia de bacterias Gram-
negativas. En corteza prefrontal, la expresion del receptor de
LPS, Toll-like receptor 4 (TLR4) y de su co-receptor Mieloid di-
fferentation 2 (MD2) aparecio elevada y los distintos parame-
tros pro-inflamatorios aumentados (COX-2, PGE,, IL1-B). Tam-
bién, en corteza prefrontal se observé una elevacién de MDA,
marcador de peroxidacion lipidica. Los animales tratados con
antibidtico presentaron los mismos niveles que los animales
control en los diferentes parametros inflamatorios anterior-
mente medidos. Estos resultados sugieren que el tratamiento
con antibidtico parece revertir los efectos pro-inflamatorios
que se observan tras el CMS.

P.37. El antipsicético Risperidona normaliza
los niveles aumentados de parametros
inflamatorios en un modelo experimental
de neuroinflamacion.

MacDowell, K.S., Hinojosa, A.E. Madrigal, J.L.M., Garcia-Bueno,
B. Departamento de Farmacologia. Facultad de Medicina.
UCM. CIBERSAM.

Aunque la etiologia exacta de la esquizofrenia no es del todo
conocida, en los ultimos afos se han presentado varias teorias:
alteraciones en el neurodesarrollo, neurodegeneracién, ano-
malias en los neurotransmisores, disfuncion inmune o neuro-
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inflamacion. En la actualidad, el tratamiento estandar consiste
en el uso de antipsicéticos, tanto tipicos como atipicos (AA:
risperidona, olanzapina, quetiapina, aripiprazol y clozapina
entre otros). Sus mecanismos de accidon tampoco son del todo
conocidos, aunque su principal diana, en el caso particular de
uno de los mas utilizados, risperidona, son los receptores D, y
5HT, ,, sobre los que actua como antagonista, asi como cierto
bloqueo a adrenérgico. En los ultimos afios se han presentado
ciertos efectos antiinflamatorios y antioxidantes de risperidona
(R) y otros AA, sobre todo en modelos in vitro. Con el objeto de
explorar posibles mecanismos antiinflamatorios de la R en un
modelo in vivo de neuroinflamacion, varios animales (ratas Wis-
tar macho, de 14 sem) recibieron un estimulo inflamatorio, LPS
ip (0.5 mg/kg) 30 min. después de la inyeccion ip de R (0.3 - 3
mg/Kg). Las muestras bioldgicas se recogieron 90 min después
de la administracién de R. Ambas dosis de R disminuyen la ex-
presiény el mMRNA de iNOS inducida por LPS en cortex cerebral,
asi como la concentracién de NO~,.. Igualmente, el aumento
de la expresiéon de COX-2 inducida por LPS es prevenido por
R, asi como el incremento en la concentracion de PGE, y de la
expresion de la PGE sintasa especifica mPGES-1. R previene la
acumulacién de marcadores de oxidacion lipidica en cerebro
inducida por LPS. Finalmente, R aumenta los niveles de la PG
antiinflamatoria 15 deoxy PGJ, y restaura los niveles de la diana
de estas PGs antiinflamatorias, el PPARg (peroxisome prolifera-
tor activated receptor gamma). El, pretratamiento con R previ-
ene también la acumulacién de marcadores oxido/nitrosativos
en la periferia (plasma y células nucleadas de sangre periférica).
Todos estos datos indican un posible efecto beneficioso alter-
nativo de la risperidona, que podria ser util en el manejo de
cuadros psicéticos en los que se demostrara un aumento de
la inflamacién.
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