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EDITORIAL

stimados socios: Para despedir el afio 2014 hemos
seleccionado tres articulos de revision cuya
tematica esta relacionada con la fisiologia de la
actividad fisica, el efecto terapéutico de los
fitoquimicos en la pancreatitis aguda y la funcién
plaquetaria.
En la primera de las revisiones, la Dra. Diana Aguirre-
Rueda, del Departamento de Fisiologia de la Universidad
de Valencia, pone de manifiesto que los efectos
beneficiosos de la actividad fisica sobre la mente y el
cuerpo podrian estar relacionados con la activacién del
sistema cannabinoide. Los endocannabinoides,
compuestos derivados del acido araquidénico entre los
que se encuentran la N-araquidonil-etanolamida y el 2-
araquidonil glicerol, pueden unirse no sélo a receptores
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especificos tipo | (CBI) y tipo 2 (Cb2), presentes en
neuronas del cerebro, médula espinal y sistema nervioso
periférico, asi como en células inmunes, glandula adrenal,
pituitaria y corazén, sino también a otros receptores,
entre los que se encuentran el receptor GPR55, el TRPVI
y receptores activados por el proliferador de peroxisomas
(PPARs).

En la segunda revisién la Dra. Maria Dolores Yago y sus
colaboradores, del Departamento de Fisiologia de Ila
Universidad de Granada, nos presentan el efecto
beneficioso de los fitoquimicos, compuestos bioactivos de
origen vegetal, en el tratamiento de la pancreatitis aguda.
Los autores destacan que los fitoquimicos alimentarios y
de remedios herbales, a través de acciones antioxidantes,
antiinflamatorias y citoprotectoras, alivian la pancreatitis
aguda experimental.

La tercera revision nos la envian el Dr. Moscardé y
colaboradores desde el Instituto de Investigacion Sanitaria
La Fe, Valencia. En este articulo los autores ponen de
manifiesto el papel de la acetilacién de proteinas no
histonas en la senalizacién intracelular. La acetilacién de
proteinas no histonas ha emergido recientemente como
un mecanismo de transmisién de sefales con un potencial
similar a la fosforilacién de proteinas y los estudios sobre
su papel en plaquetas indican que podria tener una
importante funcién reguladora.

Como todos los anos, espero que disfrutéis de las
merecidas vacaciones de Navidad con el deseo de un feliz
y préspero2015.

Juan A Rosado
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©CARTA DEL PRESIDENTE

ueridos socios y amigos,

Estaes la primera carta que os dirijo como Presidente de la SECF, y como auguraba nuestro anterior Presidente Javier Cudeiro

ensu carta del Nimero de Julio pasado de esta Revista, lo mejor esta por venir. Estoy convencido de ello, pero no por el hecho

de que haya un nuevo Presidente, sino por la razén de que nuestra sociedad esta en un continuo proceso de avance gracias a

las ganas, ilusién de sus socios y al trabajo callado y permanente de muchos fisiélogos en Espaiia, que poco a poco empujan a
nuestrasociedad en la direccién adecuada.

En los tltimos afos, la SECF ha ido incorporando iniciativas encaminadas a potenciar el papel de la Sociedad en distintos ambitos, ha mejorado
su visibilidad en la sociedad civil y ha proporcionado instrumentos en la propia SECF para dinamizarla. Ha instaurado el reconocimiento al
trabajo de sus socios en la Fisiologia en Espafia a través de la instauracién de los Premios Juan Negrin y Antonio Gallego, para fisiélogos y
cientificos de reconocida valia internacional, al tempo que ha ampliado este reconocimiento a personas mas jévenes con la instauracién de los
Premios a la Mejor Tesis Doctoral y de Divulgacién Cientifica de la Fisiologia. Con estos premios, la SECF cubre un amplio espectroy traza los
objetivos de lo que debe ser una carrera profesional en Fisiologia. Desde la nueva Junta Directiva, procuraremos ampliar este espectro para
aumentar la oferta en la formacién de nuestros profesionales e incrementar la colaboracién en la ensefianza universitaria ~ en Espafa, Asi

daremos continuidad al gran aporte que realizé la SECF anteriormente con las guias docentes de la Fisiologia en los distintos grados
que se imparten en nuestro pais.

Desde el punto de vista cientifico debo felicitar encarecidamente al Prof. Jests Francisco Rodriguez Huertas, Presidente del Comité
Organizador del XXXVII Congreso de la Sociedad, y al resto de componentes de dicho Comité por el excelente trabajo realizado. El
Congreso de Granada fue excelente, desde el lugar elegido, que invitaba al fomento del conocimiento, hasta el desarrollo de sesiones de gran
interés en la gran diversidad tematica que ofrece la fisiologia. Este Congreso da continuidad y amplia con valores de calidad el “modus
operandi” de nuestra sociedad. Ahora, ya se ha iniciado la cuenta atras del XXXVIII Congreso de la Sociedad, que tendra lugar en Zaragoza en
2016. El pasado 14 de noviembre la Junta Directiva se reunién en Zaragoza con los integrantes del Departamento de Fisiologia y Farmacologia
de la Universidad de Zaragoza. Pudimos intercambiar conocimientos, pues se realizé un Simposio conjunto, y visitamos el edificio de la antigua
Facultad de Medicinay Ciencias, y actual Rectorado de la Universidad de Zaragoza, que sera posiblemente la sede del XXXVIII Congreso de la
SECE

Por dltimo, quiero hacer un llamamiento a todos los socios a que nos hagan llegar sus opiniones e ideas para seguir avanzando como
“Sociedad”. En especial me gustaria dar relevancia a aquéllos socios cuyas ideas o proyectos quieran hacerlos extensivos al resto de la
comunidad de fisilogos, pues desde esta Junta Directiva trataremos de canalizarlos en beneficio de todos.

Un fuerte abrazo,

Guillermo Alvarez de Toledo Naranjo
Presidente Ejecutivo de la SECF



INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

A. Remisién de originales

La remisiéon de originales se hara exclusivamente por correo electrénico a la direccion del editor o de cualquiera de los
miembros del comité editorial. Se puede utilizar cualquier procesador de texto, programa y formato grafico, aunque es preferible remitir
el manuscrito en formatos usuales. En todo caso deben indicarse en la carta de remisién los formatos empleados para texto, tablas,
graficos y fotografias. La utilizaciéon de formatos poco usuales retrasara la publicacién. En caso de emplear algln sistema de compresién
para fotografias o graficos, debe comprobarse que la descompresién no deteriora la calidad de lasimagenes. La carta de remision debe incluirse
en el cuerpo del mensaje electrénico y el original y las figuras en forma de archivos anexos. El texto del articulo debe adjuntarse como un
Unico archivo, incluyendo la pagina con el titulo, el texto principal, bibliografia, etc. Cada tabla o figura debe remitirse en un anexo
independiente, nombrando cada anexo con el nombre del primer autor y el nimero de tabla o figura que contenga (ejemplo: Cunqueiro-
Fig.1).

Direcciones comité editorial:
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(Universidad de Oviedo, tinog@uniovi.es), Ana llundain (Universidad de Sevilla, ilundain@us.es), Juan Martinez-Pinna (Universidad de

Alicante, juan.martinez-pinna@ua.es) y Carlos Villalobos (CSIC, carlosv@ibgm.uva.es).

B. Composicién de los originales
|. Primera pégina.
* Titulo
* Autores
* Filiacion de los autores
* Autory direccién para correspondenciasi procede (incluir nimeros de teléfono y fax, y una direccién de correo electrénico).

2. Segunda pagina.
Sumario, si procede, en una extensién un superiora 200 palabras, en el mismo idioma que el resto del articulo.

3. Cuerpo del texto.

Los articulos no deberan sobrepasar las 2.500 palabras e iran en folios numerados. Deberan estar escritos en un estilo claro
y con pretensién divulgativa, de forma que puedan ser entendidos por cualquier fisiélogo, independientemente de su area de especializacion.
El procedimiento mas simple es tomar como ejemplo cualquier articulo publicado previamente en Fisiologia. En caso de no disponer de
ningun ejemplar, puede solicitarse a cualquiera de los miembros del comité editorial o a la Secretarfa (nadal@umh.es) para ser incluido en la
lista de distribucion. Alternativamente, pueden consultarse los articulos de los nimeros anteriores en http://www.seccff.org

Los articulos podran contener resultados ya publicados, siendo entonces responsabilidad exclusiva de los autores obtener los
permisos correspondientes de las revistas o libros donde hayan sido publicados originalmente. Debido a la pretension divulgativa, cada
autor podra organizar el texto en la forma que crea mas oportuna, si bien se sugiere una divisién en secciones que facilite su lectura.

4. Otros.
a. Notas (si las hubiere) y agradecimientos.
b. Bibliografia. Las referencias, muy seleccionadas, se insertaran en el cuerpo del texto entre paréntesis (ejemplo: Chacén y Mairena,

1999). La relacién completa de referencias bibliograficas debera incluirse al final del texto, por orden alfabético y cronolégico,
de acuerdo alos formatos mas habituales. Ejemplo: Gémez |, Belmonte | (1910) Deciphering bullfighting. ] Taurom 57: 200-235.

c. Pies de figuras. Deberan incluirse a continuacién de la bibliografia y en paginas aparte.

d. Figuras. Su niUmero no debera ser superior a 2-3 por articulo, y el tamafio maximo aceptado sera el de una hoja impresa (DIN-A4).
En el caso de figuras previamente publicadas, si fuere necesario, debera acompafarse autorizacién para su reproducciéon en
Fisiologia.

e. Tablas.




EL SISTEMA CANNABINOIDE Y SU RELACION CON

EL EJERCICIO FiSICO
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Son multiples los beneficios del ejercicio fisico sobre la mente y el cuerpo, y ello es conocido que esta en relacién con laintensidad y

duracién del mismo (Cook y Koltyn., 2000). Los cambios notables a nivel mental, dejando de lado la hipétesis de las endorfinas y

otros mecanismos implicados (Harbach y col., 2000; Kolata., 2002) carecen de una explicacién cientifica y por tanto, se ha

planteado otro mecanismo de accién que induzca estos efectos, siendo postulado el sistema cannabinoide como participante

(Gaoni y Mechoulam., 1964; Devane y cols., 1988; Matsuda y col., 1990; Munro y col., 1993) por sus diferentes efectos sobre el

cuerpo humano a través no solamente de la activacion de receptores especificos (CB| y CB2), sino también por el aumento de

endocannabinoides circulantes. Diversos estudios indican niveles elevados de estos compuestos durante el ejercicio fisico

(Dietrich y McDaniel., 2004; Keeney y col., 2008; Fuss y Gass., 2010; Garland y col., 201 I), lo que puede sugerir la implicacion del

sistema cannabinoide.

El Sistema cannabinoide

Los cannabinoides ejercen su accion mediante el
acoplamiento a receptores especificos de membrana. Hay dos tipos
de receptores cannabinoides: tipo | (CB1) y tipo 2 (CB2) (Devane y
col., 1988; Matsuday col., 1990; Munroy col., 1993). Pertenecenala
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G. Comparten un
44% de homologia de secuenciay ambos poseen un dominio amino-
terminal extracelular, un dominio carboxi-terminal intracelular y
siete dominios transmembrana. También los cannabinoides se
pueden unir a otro tipo de receptores como: receptor 55 acoplado a
proteinas G (GPR55) (Ryberg y col., 2007), abnormal-cannabidiol
(Moy col., 2004), receptor vaniloide tipo | (TRPVI) (Cristinoy col.,
2006) y receptores activados por el proliferador de peroxisomas
(PPARs) (Stienstray col., 2007).

El receptor CBI se expresa en el Sistema Nervioso
Central (SNC) en neuronas del cerebro, médula espinal y sistema
nervioso periférico (Herkenhamy col., 1991: Matsuday col., 1993),
asi como en células inmunes, glandulas adrenal y pituitaria y corazén
entre otros érganos (Howlett y col., 2002; Cota y col., 2003; Osei-
Hyiaman y col., 2005; Pazos y col., 2008). El receptor CB2 se
expresa principalmente en distintas células del sistema inmune
(Galiegue y col., 1995; Schatzy col., 1997), y en otro tipo de células
(Skaper y col., 1996; Ross y col., 200; Van Sickle y col., 2005;
Palazuelos y col., 2006). Asi mismo, se descubrieron ligandos
endégenos, denominados endocannabinoides (Devane y col., 1992;
Mechoulam y col., 1995). Son compuestos derivados del acido
araquidénico, siendo los mas relevantes, la N-araquidonil-
etanolamida (AEA: anandamida) y el 2-Araquidonil glicerol (2-AG),
que son liberados a “demanda” (Felder y col., 1996; Schmid y col.,
1997; Walter y col., 2003; Pertwee, 2004). Posteriormente son
recaptados y degradados por enzimas como FAAH (Fatty Acid
Amide Hydrolase) (Piomelli, 2003; Di Marzo, 2008) en el interior de
lacélula (Pachery col., 2006; Sugiuray col., 2006).

Relacion ejercicio fisico y sistema cannabinoide

Se encuentran estudios que han demostrado en humanos
que el ejercicio fisico activa el sistema cannabinoide, ya que se han
encontrado niveles elevados de endocannabinoides circulantes
durante y posterior al ejercicio fisico a intensidad moderada y alta
(Sparling y col., 2003; Heyman y col., 2012), asi como la realizacién
del ejercicio fisico a intensidad moderada a menor y mayor altitud
(Feuerecker y col., 2012). Posiblemente los efectos sobre el SNC
estarian relacionados con la distribucién de los receptores
cannabinoides (Herkenham y col., 1991; Glass y col., 1997; Tsou y

col., 1998; Howletty col., 2002).

El estudio realizado por Heyman y col (2012) en ciclistas,
demostraron un aumento significativo y una correlacién directa
entre los niveles de anandamida con el factor neurotréfico derivado
del cerebro (BDNF) durante el ejercicio fisico, sugiriendo asi la
mejora de las funciones cognitivas, lo cual podria estar mediado por
la activacion de receptores CBI, como ha sido demostrado en
ratones por Ferreira-Vieira y col (2014). Asi mismo, se ha
correlacionado la activacion del sistema cannabinoide con el
ejercicio fisico sobre las mejoras de estado de animo,
demostrandose que a intensidades moderadas del ejercicio fisico
aumentan los niveles de endocannabinoides y se presentan cambios
en el estado de animo, mientras que a bajas o altas intensidades del
ejercicio fisico, no se alteran los niveles de endocannabinoides ni se
reportan cambios en el estado de animo (Raichleny col., 2013).

Se ha establecido que el ejercicio fisico se asocia a
numerosas adaptaciones metabdlicas (Wood y col., 1998; Lesniak y
Dubbert., 2001; Fujiiy col., 2004) y los resultados obtenidos por Yan
y col (2007) en ratas, indican la implicacién del sistema cannabinoide
al encontrarse aumentada la expresion de CBIl en tejidos
metabdlicamente activos inducidos por el ejercicio fisico crénico, el
cual podria ser fundamental para el disefio de intervenciones con
ejercicio fisico para buscar posibles alternativas de tratamiento en
enfermedades metabdlicas como obesidad y diabetes (Hu y col,,
2009; Youy col., 201 I; Heymany col., 2012).

Varios estudios en modelos animales, han demostrado la
actividad analgésica de los endocannabinoides (Pertwee, 2001;
Suardiaz y col., 2007; Costa y col., 2008) y el estudio por realizado
Galdino y col (2014) en rata, concluye que una sola sesién de
ejercicio fisico a intensidad moderada produce analgesia mediada
por endocannabinoides que acttan sobre receptores CBl y CB2 a
nivel periférico, medular y supra-medular, lo cual puede conducir a
futuros estudios en pacientes y atletas que presenten condiciones de
dolor.

Son diversos los estudios que indican y sugieren la
activacién e implicacién del sistema cannabinoide por el ejercicio
fisico. Se deberian plantear mas estudios en humanos para ampliar
las perspectivas del sistema cannabinoide en el campo de la
fisiologia del ejercicio fisico, lo que podria ser de gran utilidad para
prevenir y plantear tratamientos complementarios o coadyuvantes
para diversas patologias.
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Los fitoquimicos (FQ) son un abundantisimo grupo de moléculas ampliamente distribuidas en el reino vegetal. Normalmente se trata de
metabolitos secundarios de las plantas con la capacidad de realizar acciones reguladoras en los organismos superiores que las ingieren.
Este articulo de revision se centra en los FQ alimentarios y aquellos presentes en remedios herbales, que en los Ultimos afos han
despertado un gran interés por sus posibles beneficios en relacién a la salud, sobre todo en la prevencién y tratamiento de procesos
inflamatorios y el cancer. Nosotros hemos examinado el papel protector de estos FQ en la pancreatitis aguda (PA), una patologia compleja,
de gravedad variable y que carece de una terapia especifica que sea efectiva y reproducible. La mayoria de estudios se ha llevado a cabo en
modelos de pancreatitis experimental en roedores, y los resultados obtenidos indican que los distintos FQ ensayados atentian la gravedad
de la PA, fundamentalmente a través de acciones antioxidantes, antiinflamatorias y citoprotectoras. No obstante, es necesario conocer
con mayor precision la biodisponibilidad de los FQ, los posibles efectos aditivos o de potenciacién entre ellos y, sobre todo, completar
estas investigaciones con estudios clinicos que permitan en un futuro su utilizacién en humanos.

I1.- PANCREATITIS AGUDA

La pancreatitis aguda (PA) es una patologia compleja,
frecuentemente asociada al consumo excesivo de alcohol o a la
litiasis biliar, de gravedad variable y sin una terapia especifica que sea
efectiva y reproducible para reducir la mortalidad y morbilidad que
ocasiona, lo cual se debe en gran parte a que todavia hay bastante
desconocimiento acerca de sus mecanismos patogénicos.

Trabajos realizados con modelos experimentales indican
que el inicio de la PA se asocia a una serie de acontecimientos
tempranos como son una sefalizacién de Ca’* alterada con
concentraciones citosélicas anormalmente elevadas del catién, co-
localizaciéon de enzimas lisosomales y zimoégenos, y subsiguiente
activacién prematura de estos Ultimos dentro de la célula acinar (Sah
y Saluja, 2012).

En lo que concierne al proceso inflamatorio, hay ya
sobrada evidencia de que las primeras sefales parten de las propias
células acinares. Los estimulos nocivos inducen en ellas la expresion
de genes inflamatorios y secrecién de citocinas, quimiocinas y
moléculas de adhesién que, junto con sustancias que “escapan” de
las células danadas (por ejemplo, enzimas pancreaticas activadas),
promueven el reclutamiento y/o la activacién de leucocitos (De
Dios, 2010). Se dispara entonces la cascada inflamatoria en la que
participan tanto las propias células acinares (De Dios, 2010) como
las células inflamatorias reclutadas, fundamentalmente neutréfilos
(Abdulla et al, 201 ) y monocitos/macréfagos (Gea-Sorli y Closa,

2010), secretandose mediadores antiinflamatorios y
proinflamatorios. El desequilibrio a favor de los ultimos supone mas
danos locales y, sobre todo, que tales mediadores accedan a la
circulaciéon, extendiéndose de manera sistémica la respuesta
inflamatoria que era originariamente local y produciéndose
afectacién de érganos remotos, fundamentalmente pulmén (Bhatia,
2009). En este contexto, hay también que considerar el papel de la
inflamacion neurégena, asociada a la liberacién de ciertos
neurotransmisores (substancia B CGRP) desde terminales nerviosas
sensoriales cercanas al tejido dafado (Garciay Calvo, 2010).

Entre los mediadores pro-inflamatorios mas importantes
en la PA (Bhatia, 2009) destacan TNF-q, IL- 18, IL-6, IL-8, el factor
activador de plaquetas (PAF), la molécula de adhesion ICAM-I,
quimiocinas (MCP-1, MIP-2), la ya mencionada substancia P y
diversos eicosanoides. En cuanto a los mediadores anti-
inflamatorios, cabe resaltar PAP (pancreatitis-associated protein) e
IL-10 (Bhatia, 2009; Closaetal, 2007).

En este complejo esquema tienen gran importancia, tanto
en leucocitos como en las propias células acinares, diversos factores
de transcripcion, incluyendo AP-1, STAT y NFkB, siendo el papel del
ultimo el mas estudiado en la PA. Factores como TNF-q, IL- I3, PAF,
especies reactivas de oxigeno (ERO), IL-8, enzimas pancredticasy el
liquido ascitico activan NFKB en neutréfilos y/o
monocitos/macréfagos (Rakonczay et al, 2008, Gea-Sorli y Closa,
2010), en tanto que en las células acinares se activa por TNF-q,
CCK-8 y ceruleina, ERO, substancia P y liquido ascitico (Rakonczay



et al, 2008; De Dios, 2010). La activacién de NFKB, que se lleva a
cabo a través de cascadas de cinasas (PKC, PKD y MAP cinasas-
MAPK), supone que el factor se pueda translocar al niicleo donde
inducira la expresion de genes especificos que codifican para muchos
mediadores inflamatorios (De Dios, 2010; Escobar etal, 2012).

El estrés oxidativo juega un papel critico en la patogénesis
de la PA. Sobreviene cuando la generacién de ERO (y otras especies
reactivas) supera la capacidad de los antioxidantes celulares. Entre
estos, el glutatién reducido (GSH) es uno de los mas importantes, y
la PA se asocia a la deplecién del mismo, especialmente sus formas
mas graves (Pereda et al, 2008). Este desequilibrio perturba la
homeostasis celular, produciéndose oxidacién de lipidos, proteinasy
acidos nucleicos. No obstante, aunque esto tiene repercusiones
directas sobre la viabilidad y funcionalidad de las células acinares
(dafo en las membranas, citoesqueleto, etc), actualmente tiende a
concederse mas relevancia al papel de las ERO como moléculas
senalizadoras, habiéndose estudiado fundamentalmente su papel en
la determinacién del patrén de muerte celular y en la respuesta
inflamatoria. En relacién al primer aspecto, parece haber una
compleja interaccion entre las ERO, el Ca™ y las mitocondrias, y el
resultado de la misma determina que la célula muera por apoptosis o
por necrosis (Booth et al, 201 I). Por otro lado, los mecanismos de
senalizacién redox estan cobrando gran importancia en la

patogénesis de la inflamacién. Multiples vias y mecanismos son
dependientes del estado redox celular (Escobar et al, 2012),
incluyendo el reclutamiento de leucocitos. Cabe resaltar la
activacion de NFKB y otros factores de transcripcién por ERO, que
estos pueden llevar a cabo activando directamente la cascada de
MAPK (Dabrowski et al, 2000) o bien inactivando proteinfosfatasas
(Escobar et al, 2012). La inactivacién de fosfatasas causada por ERO
no solamente favoreceria la activacion de NFKB, sino que también
promoveria la acetilacién de histonas y consiguiente remodelacién
de la cromatina, proceso imprescindible para que los factores de
transcripcién puedan acceder a los genes diana e inducir la expresién
de mediadores proinflamatorios (Escobar et al, 2012).

2.- FITOQUIMICOS
2.1.- Conceptoy clasificacion

A partir de los llamados metabolitos primarios las plantas
fabrican metabolitos secundarios que tienen diferentes funciones,
entre ellas la proteccién frente a agresiones medioambientales. Por
cuestiones de conservacién evolutiva, muchos de estos metabolitos
son capaces de realizar acciones reguladoras en aquellos organismos
superiores que ingieren la planta que los contiene. Este es el caso de
los fitoquimicos (FQ), también conocidos como compuestos
bioactivos de origen vegetal. En esta revision nos centraremos en los

Tabla |. Clasificacién de los FQ mencionados en esta revisiéon

Grupo Fq Fuente
Acido galico Té verde, uvas, vino tino
Capsaicina Guindilla y pimientos picantes
Fenoles simples P - yP P
CAPE Propéleo
Hidroxitirosol Aceituna y aceite de oliva virgen
NDGA Hojas del arbusto de creosota
. Honokiol Hojas del magnolio
Lignanos - -
Sesamol Aceite de sésamo
Magnolol Corteza de magnolio
Curcuminoides Curcumina Clrcuma
Naftoquinonas Shikonina Lithospermum spp. (planta herbacea)
Emodina i
Antraquinonas Tallo de ruibarbo
Rheina
m ) ) L )
Compuestos . Resveratrol Uva (piel, semillas) y vino tinto; ruibarbo
fendlicos Estilbenos
Pterostilbeno Uvas y arandanos
Polifenoles - ’
Quercetina Cebolla roja, manzana, uva, te
L Cebolla, fresa, manzana, uvay vino,
Fisetina NP )
infusiones de hierbas
Cinnamtannina B Laurel, canela
Escutelaria comin (Scutellaria
Baicalina/baicaleina* ) (
galericulata)
Flavonoides . . . . Hoja de olivo, zamarilla (hierba endémica
Diosmina/diosmetina* , L.
de la Peninsula Ibérica)
Escutellarina Scutellaria spp.
Apio, hierbas aromaticas (perejil,
Apigenina plo, fi (pere]
manzanilla, menta)
Naringina/naringenina® Pomelo, naranja
Hesperidina Pomelo, naranja

Eucaliptol

Aceite esencial de romero, eucalipto

a-Pineno

Piflones, guayaba, aceites esenciales
(romero, pino, eucalipto)

Artemisinina

Artemisia

Isodon excisus (planta usada en

) Inflexinol
Terpenoides ntiexino medicina tradicional china)
. Te de diente de ledn, hojas y frutas de
o, 3-amirina .
Proteum spp. (tropical)
Glicirricina Regaliz (raiz de Glycyrrhiza glabra)
Licopeno Tomate, zanahoria, sandia, papaya,
cerezas
Compuestos Glucosinolatos Crambeno Cruciferas (repollo, etc)
azufrados

CAPE: ester fenetilico del acido caféico; NDGA: 4cido nordihidroguayarético

*Glucésido/aglicona libre




FQ alimentarios y en los que estan presentes en remedios herbales.
Todos ellos se caracterizan por estar en el vegetal de origen en
pequeas cantidades y, en las condiciones en que se ingieren, por ser
seguros y de muy baja toxicidad. Respecto a los FQ alimentarios
conviene decir que, puesto que para ellos no se ha descrito un
estado de deficiencia en humanos, no pueden ser considerados
micronutrientes (al contrario que algunas vitaminas), a pesar de lo
cual actualmente despiertan gran interés por sus posibles beneficios
para la salud. De hecho, el efecto preventivo de ciertas
enfermedades atribuido en los estudios epidemioldgicos a la dieta
mediterranea parece deberse, en gran parte, a su riqueza en estos
compuestos. En lo referente a los FQ de remedios herbales, no hay
mas que recordar que muchas especies vegetales han sido utilizadas
empiricamente en el tratamiento de enfermedades desde la
antigiiedad, y en algunas culturas, especialmente asiaticas (China,
India, etc), se sigue haciendo.

Los FQ alimentarios y de remedios herbales constituyen
una enorme familia ampliamente distribuida en el reino vegetal.
Solamente en el grupo de los compuestos fendlicos encontramos ya
mas 8.000 moléculas conocidas hasta la fecha. En la tabla | se
incluyen, clasificados de manera sencilla, los FQ mas relevantes
relacionados con el tema que nos ocupa.

2.2.- Fitoquimicos y pancreatitis aguda

En los ultimos anos, el interés por los FQ en relacién a la
salud ha crecido exponencialmente, y ello se ha visto reflejado en la
publicacién de numerosos articulos en donde se describen sus
efectos, especialmente en la prevencién y tratamiento de procesos
inflamatorios y el cancer. En esta revisién recogemos los trabajos
mas interesantes realizados en la Gltima década en relacién al papel
de los fitoquimicos (FQ) en la pancreatitis aguda (PA), centrandonos
en aquellos que emplean los compuestos aislados (no extractos ni
infusiones).

a.- Pancreatitis experimental

La mayoria de estudios se han llevado a cabo en roedores.
En este sentido (ver tabla 2), los FQ han mostrado ejercer un papel
protector en ratas con pancreatitis experimental inducida por
etanol, L-arginina, ligadura del conducto pancreatico, ceruleina o
CCK-8, acidos biliares (solos o combinados con ceruleina), e incluso
cuando el dafo pancreatico se consigue mediante infusién
retrégrada de t-butil hidroperéxido en el conducto bilio-
pancreatico. También se ha empleado el modelo de ratén con PA
inducida por ceruleina. Los marcadores de severidad mas usados en
estos trabajos para confirmar el efecto de los FQ son la actividad
amilasa y/o lipasa séricas, junto con el grado histopatolégico y
actividad mieloperoxidasa (MPO) en pancreas. En aquellos modelos
que reproducen la PA mas grave (sales biliares), algunos autores
(Schneider et al, 2009; Ma et al, 2005; Sha et al, 2008; Wang et al,
2008; Zhang et al, 2007, 2008, 2009a,b,c; Tian et al, 2009) también
aportan datos de tasa de mortalidad o de supervivencia. Todos los
trabajos muestran que los FQ atenlan la gravedad de la PA,
afectandose los distintos parametros de severidad (enzimas séricas,
etc) de modo variable segtin el FQ de que se trate (y, en ocasiones,
de manera dependiente de la dosis), con la excepcién de un estudio
en ratas con PA biliar (Gulcubuk et al, 2006), en el que la curcumina
no pudo mejorar el dafio tisular ni el grado histopatoldgico, aunque si
disminuy® las citocinas proinflamatorias en suero. También cabria
mencionar que la apigenina, en ratas con ligadura del conducto, a
pesar de producir una mejora en otros parametros de afectacion
pancredtica (edema, infiltrado, etc) no tuvo efectos positivos sobre
la hemorragia local, que incluso en ciertos momentos fue mayor que
ladel grupo con AP no tratado (Lampropoulos etal, 201 3).

Los disefios experimentales son variados (ver tabla 2), de
modo que en algunos estudios el FQ se administra antes de la
agresion, en tanto que en otros se hace durante o después de haber
finalizado el protocolo de induccién de PA. Incluso en algunos
estudios se combinan ambas estrategias. También hay bastante
variabilidad en lo que a rutas de administracién se refiere,

destacando el estudio de Jo et al (2014), en el que investigan en la
rata tanto los efectos preventivos como terapéuticos del flavonoide
fisetina y, ademas, en el primer caso comparan dos vias de
administracién. Los efectos beneficiosos de la fisetina fueron
similares tanto si esta se administraba | h antes de iniciar el
protocolo de ceruleina como si se administraba durante el mismo (I,
3 6 5 h tras la primera inyeccién de ceruleina), aunque en este caso
los mejores resultados se observan si la administracién es temprana
(I 6 3 h). Por otro lado, los efectos de la fisetina en régimen
profilactico (I h antes de la ceruleina) fueron comparables,
independientemente de que se administrara por viaoral oi.p.

{Cudles son los mecanismos por los cuales los distintos FQ
actéan en la PA? Uno de los mas generalizados es mediante la
disminucién del estrés oxidativo asociado a esta patologia. En la
mayoria de los estudios incluidos en la tabla 2 se determina la
oxidaciéon de proteinas (Lawinski et al, 2005) o, mas
frecuentemente, de lipidos, confirmandose que los distintos FQ
ejercen una accioén positiva. Esto es légico, puesto que muchos de
ellos (en especial los compuestos fendlicos y los terpenoides) son
capaces de neutralizar radicales libres (scavengers) o actuar como
agentes reductores o quelantes de metales (Giilgin, 2012;
Matkowski et al, 2013). Pero ademas, compuestos como el acido
galico (Lee et al, 2013), capsaicina (Joung et al, 2007), CAPE (Kimy
Jang, 2014), NDGA (Zuniga-Toala et al, 2013), curcumina (Gonzalez-
Reyes 2013), quercetina (Saw et al 2014), resveratrol, baicalina o
fisetina (Kumar et al 2014) también mejoran el estado oxidativo
debido a que activan la via del factor de transcripcién Nrf2 para asi
regular al alza la sintesis de enzimas antioxidantes (superdxido
dismutasa o catalasa), enzimas implicadas en el ciclo redox o en la
sintesis de GSH, y otras muchas moléculas citoprotectoras (Kumar
et al, 2014). Incluso algunos de ellos, como el licopeno, no activan
esta via como tales, pero si lo hacen algunos de sus metabolitos
generados in vivo (Linnewiel et al, 2009). De acuerdo con todo esto,
es muy posible (aunque no haya evidencias concluyentes de ello) que
la activacién de la via Nrf2 sea responsable de los aumentos en
plasma y/o pancreas de GSH, SOD, CAT o glutation peroxidasa
mostrados durante la PA experimental tras la administracion de
licopeno, NDGA, curcumina o resveratrol (tabla 2). Curiosamente,
Szabolcs et al (2006), empleando un modelo de PA inducida por
CCK-8, a pesar de la mejora en los parametros de severidad, no
aprecian ninglin efecto del resveratrol sobre enzimas antioxidantes,
pero tampoco observan ninguna influencia sobre NF-kB, TNF-a o
MPO en pancreas, lo cual se opone a los resultados obtenidos por
otros autores con este FQ.

Gran parte de la accién protectora de los FQ en la PA se
puede atribuir a la disminucién de la produccién de citocinas
proinflamatorias y quimiocinas (ver tabla 2), que en muchos casos se
muestra asociada a unainhibicién de la via de NF-KB e inactivacion de
MAPK. Cabria resaltar el caso del NDGA que, adicionalmente,
podria modular genes inflamatorios a través de alteraciones en la
histona H3, y el de la curcumina, que ademas de inhibir NF-kB y AP-1
también parece activar PPAR-y, factor de transcripcién activado por
ligandos que regula negativamente la respuesta inflamatoria in vivo.
Por otro lado, hay evidencias de que algunos FQ (crambeno,
eucaliptol, resveratrol y quercetina) elevan la produccién de la
citocina antiinflamatoria IL- 10. Ademas, emodinay baicalina parecen
ser capaces de evitar la regulacién al alza de receptores TLR-4 que se
produce en ratas tras inducir PA con sales biliares (tabla 2). Estos
receptores median la activacién de células inflamatorias causada por
enzimas pancreaticas activadas liberadas por el tejido dafado.

Esta bastante aceptada la idea de que la muerte celular por
apoptosis, en contraposicién a la necrosis, se asocia a una menor
gravedad de la PA. De acuerdo con esto, la promocién de la muerte
por apoptosis contribuiria a los efectos beneficiosos de algunos FQ,
incluyendo crambeno, baicalina, curcumina, honokiol, NDGA y
artemisinina. Al igual que la accién anti-inflamatoria, esta accién
proapoptética de los FQ podria estar relacionada con las
propiedades antioxidantes de estos compuestos.

Una de las caracteristicas tipicas de la PA, tanto
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experimental como clinica, es la existencia de alteraciones
hemodinamicas locales y sistémicas (hipotensién, isquemia,
alteraciones en la microcirculacién pancreatica, etc) (Garciay Calvo,
2010). Aunque los mecanismos no se conocen en detalle, diversos
factores podrian estar implicados, entre ellos la perdida de volumen
asociada a la mayor permeabilidad capilar (con la consiguiente
extravasacion y edema), respuestas neurdgenas compensadoras
(Tiscornia et al, 2000) y la alteracion en el equilibrio entre
compuestos vasodilatadores y vasoconstrictores (Garcia y Calvo,
2010). También aqui podrian actuar algunos FQ como la capsaicina,
que mejora la microcirculacién aparentemente a través de la
liberacién de CGRP o la baicalina, que lo haria modulando las
concentraciones de endotelina-1, 6xido nitrico y eicosanoides
vasoactivos.

Es preciso comentar, finalmente, que muchos estudios in
vivo también han examinado si los FQ ensayados atenuaban los dafos
en 6rganos remotos tipicamente afectados en la PA (pulmén, higado,
etc.) encontrandose en general efectos positivos (Sha et al, 2008;
Zhang et al, 2008, 20092, 2009¢; Tian etal, 2009).

b.- Estudios en modelos celulares

Aunque no puedan ser considerados estrictamente como
modelos de PA, los modelos celulares se vienen empleando mucho
en los Ultimos afos para el estudio de los acontecimientos
tempranos de la PA. Aunque menos abundantes, algunos estudios
han examinado los efectos de distintos FQ en células acinares
aisladas de roedores sanos o en células AR42J, induciendo el dano
con ceruleina, oxidantes o citocinas proinflamatorias. En general, los
resultados de estos estudios concuerdan con los de los trabajos in
vivo. Asi, en células acinares frescas de roedor, el pretratamiento con
fisetina (Jo et al, 2014) o licopeno (Kang et al, 2011) redujo el
aumento en la secrecién de citocinas proinflamatorias causado por
ceruleina, relacionandose ademas, en el dltimo caso (Kang et al,
2011) con una disminucién de la activacién de NF-kB y de la
generacién de ERO. En otro estudio, la quercetina evité en gran
parte la activacién de tripsina ocasionada por CCK-8 supramaxima a
la vez que normalizé el metabolismo energético y las
concentraciones de ATP en células acinares de rata (Weber et al,
2014). En células de ratén, el pretratamiento con cinnamtannina B
(un flavonoide con estructura de tanino condensado) redujo la
sobrecarga citosélica de Ca™", la produccién de ERO y el bloqueo
secretor asociados a la estimulacién con CCK-8 a concentraciones
2| nM (Rivera-Barrenoetal, 2010).

También se han hecho algunas investigaciones en células
ARA42J, las células de cultivo continuo mas semejantes a las células
acinares. Asi, la adicion de pterostilbeno a células AR42J tratadas
previamente con TNF-a consiguié inhibir la activacién del factor de
transcripcion STAT-3 y la secrecién de IL- 13 e IL-6 (McCormack et
al, 2012). En células estimuladas con ceruleina, la presencia de
sesamol previno la oxidacién de lipidos y DNA (Chu et al, 2012).
Con el mismo modelo (AR42)/ceruleina), Zhao et al (2013)
observaron que naringina, hesperidina, rheinay magnolol mejoraban
(individualmente) la viabilidad celular, en asociacién con una
disminucién de la necrosis y aumento de la apoptosis, y todo ello
acompanado de una menor generaciéon de ERO. En condiciones de
estrés oxidativo causado por glucosa/glucosa-oxidasa (Seo et al,
2009), el licopeno ha mostrado ser capaz de reducir en esta linea
celular la produccién de ERO y de evitar la pérdida nuclear de la
proteina Ku70, lo cual llevaria presumiblemente a una menor
muerte por apoptosis.

Investigaciones llevadas a cabo por nuestro grupo también
apoyan un papel protector para el hidroxitirosol (HT), el compuesto
fendlico mas abundante del aceite de oliva virgen. No solamente el
HT es un potente scavenger de radicales hidroxilo, peroxinitrito y
superoéxido (Rietjens et al, 2007), sino que ademas se ha demostrado
en distintos tipos celulares sometidos a estrés oxidativo que es capaz
de revertir la deplecién de GSH actuando a través del factor Nfr2
(Martin et al, 2010; Zou et al, 2012). Nuestros trabajos con células
AR42] muestran que el pretratamiento con HT previene la

activaciéon de NFkB (Fig. 1), la secrecién de IL-6 y la deplecién de
GSH causadas por ceruleina, a la vez que aumenta la viabilidad
celular disminuyendo la apoptosis, y mejora la funcionalidad celular
(actividad secretora y sefalizacién de Ca™") en respuesta a
secretagogos (Lépez-Millan, 201 1).
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Figura |. Influencia del hidroxitirosol (HT) sobre la activacion de NF-
KB en células AR42). Células AR42] diferenciadas se pretrataron (o no) con
HT durante 2 h antes de la adicién de ceruleina (o vehiculo) durante 30 min.
La unién de p65 al ADN se determiné por ELISA (TransAM™ NFkB Chemi
p65/p50/p52 assay; Active Motif). Los resultados se expresan relativos al
control (HT-/Caer-). Se incluyen valores medios = EEM (n=7-10 por grupo)
procedentes de tres experimentos distintos. Las medias con el mismo
superindice no son significativamente (P < 0.05) diferentes entre si.

c.- Ensayos clinicos

Hasta donde conocemos, no se han realizado estudios
clinicos para comprobar el efecto de FQ aislados en la PA en
humanos. Si se han ensayado infusiones de mezclas de hierbas usadas
tradicionalmente en la medicina china. Sin embargo, tal y como se
indica en una reciente revisién sistematica con meta-analisis (Lu et al,
2014), la calidad metodolégica de los estudios hace imposible el
llegar a conclusiones definitivas.

2.3.- Conclusiones y consideraciones acerca del empleo de FQ
en la pancreatitis aguda en humanos

Aunque las investigaciones realizadas hasta el momento
son prometedoras, no cabe duda que serianecesario profundizar en
muchos aspectos antes de abordar su posible uso en terapéutica
humana. Uno de ellos, el de la biodisponibilidad de estos FQ, es poco
conocido para muchos de ellos. Si se administran por via oral, es
fundamental saber cuales son las concentraciones del FQ que se
alcanzan en plasma después de su absorcién y posible fenémeno de
primer paso, si se modifica dando lugar a metabolitos activos o
inactivos, si podria administrarse por otra via, etc. y también cémo
todo esto se ve influido por la propia patologia. Un curioso trabajo en
ratas con PA inducida por sales biliares (Zhao et al, 2013) muestra
que tras la administracion de una infusion de Da-Cheng-Qi
(medicina tradicional china) sus principales FQ se detectan en suero,
pero en concentraciones no proporcionales a la cantidad en que se
encuentran en la infusién. Sus resultados sugieren la existencia de
fenémenos de biotransformacién, circulacién entero-hepatica e
incluso que la afectacién intestinal o hepatica que puede acompanar
a la PA influya decisivamente en el efecto protector de estas
sustancias.

Por otro lado, seria necesario realizar estudios clinicos
rigurosos con FQ aislados (individuales), pero sin olvidar que entre



distintos FQ pueden darse fenémenos aditivos y de potenciacion, tal
y como demuestran los estudios epidemiolégicos sobre dieta
mediterranea e incluso algunos estudios en roedores con PA (Zhang
etal, 2005; Lietal, 2009a,b).

Una opcién a considerar es la inclusién de FQ como parte
de la nutricién enteral en aquellos casos en que esta sea posible.
Precisamente, en ratas con PA inducida por sales biliares se han
investigado los efectos del polifenol emodina administrado de forma
integrada en un protocolo de nutricién enteral (Wang et al, 2007), y
los beneficios fueron superiores a los obtenidos con emodina sola

(ver tabla 2) o con nutricién enteral temprana sola (mejora de las
funciones mecanicasy de barrera del intestino).

En conclusién, los FQ alimentarios y de remedios
herbales, a través de acciones antioxidantes, antiinflamatorias y
citoprotectoras, alivian la pancreatitis aguda experimental. No
obstante, es necesario profundizar en su caracterizacion, en especial
lo referente a su biodisponibilidad y posibles efectos aditivos o de
potenciacién entre ellos y, sobre todo, completar estas
investigaciones con estudios clinicos que permitan en un futuro su
utilizacién en humanos.

Tabla 2. Efectos preventivos y terapéuticos de la administracion de fitoquimicos (FQ)
en modelos de pancreatitis aguda experimental en roedores

Compuesto  Modelo Referencia Administracion Mecanismo/Diana*
Ac. galico Rata/EtOH Kanbak etal, 2012 | 30 min antes de EtOH 50-200 mg/kg, ? Wratio catepsinas citosol/lisosomas
- Rata/ Schneider et al, Al'inicio y 3 h después de ) Amicrocirculaciony W adhesion leucocitos
Capsaicina i o, 0.5 mg/kg, i.v.
GDCA+Cer 2009 induccion de PA ANCGRP (suero)
Rata/ Turkyilmaz et al, Después de infusién (6 h) de .
10 pmol/kg, i.p. VMDA
GDCA+Cer 2008 Cer Hmovie. L
CAPE Alavez que la |? inyeccién
Buyukberber et al, P . Af A2
Rata/Cer 2009 de Cer 6 12 h despues de la 30 mg/kg, s.c. Efectivo con ambos modos de administracién
ultima
Crambeno Raton/Cer Cao et al, 2007 12 h antes de Cer 70 mg/kg, i.v. Aapoptosis, fagocitosis, IL-10
WTNF-q, IL-18 y MCP-I
VMDA, ni itri
Rata/L-Arg | Meloetal, 2010 | I h después de L-Arg 10-100 mg/kg, oral i
a-B amirina WTNF-a e IL-6 (suero) y TNF-a e iNOS (panc.)
i ¢ MDA
Raton/Cer | Meloecal 2011 || Pamesy12hdespuésde |4 105 ne oral
Cer WTNF-a e IL-6 (suero) y TNF-a e iNOS (panc.)
WMDA; A GSH
Licopeno Rata/Cer Ozkanetal, 2012 | |5 min antes de Cer 50 mg/kg, i.p. WTNF-q, IL-1B, (suero)
ANa/K-ATPasa
Artemisinina’ | Rata/Cer Zhao et al, 2007 I, 12,24 y 36 h después de PR Wnecrosis y A\ apoptosis y caspasa-3
Cer WNFKB, MIP-1q, IL-1B8
Inflexinol Ratén/Cer Abnecal, 2013 | #dosis (1/6h), desde I'h 36 mg/kg, ip. WNFKB
antes de Cer
WYMDA; A GSH
Eucaliptol Ratén/Cer Lima et al, 2013 | h antes de Cer 100-400 mg/kg, oral | WNFkB
WTNF-q, IL-1B , IL-6; AML-10 (suero)
a-Pineno Ratén/Cer Bae etal, 2012 | h antes de Cer 5-50 mg/kg, i.p. VTNF-q, IL-1B, IL-6
WTNF-q, IL-6 (suero)
Rata/TCA Yildirim et al, 2013 2d durant’e 4 d, comenzando 20 mg/kg, oral
Glicirricina 6 h después de TCA YMDA
Raton/Cer Fakhari etal, 2013 | | h después de Cer 35-70 mg/kg, i.p. WMCP-1 y MIP-2 (suero)
VIGF-I (suero)
3 dosis (1/h 4o 9 VMDA (plasma); ANGSH y SOD (pancreas)
NDGA Raton/Cer |Mahajan etal, 2011 | d:zsu(és d)ecé:‘re”m © 30 mg/kg, oral AHSP
WMAPK, NFkB, TNF-a;Whistona H3
WPP2A; ANBcl-2 y caspasa-3 y apoptosis
VTNF-q, IL-6, NO y HMGBI (suero)
3 . . a *
Honokiol Ratén/ Weng et al, 2012 ‘IO mer fiespues dela | 25-10 mg/kg, .p. iNOS y HMGBI
Cer+LPS inyeccién de Cer Amoléculas estrés ER
A\caspasa-3 y apoptosis
Sesamol Rata/Cer Chuetal, 2012 Inmediatamente antes de Cer | 10-30 mg/kg, s.c. Wperoxidacién; AGSH y NO
) 7 v 3 B
Zhang et al, 2005 Inmediatamente después de 2.5 mg/kg/éh, iv. TNF-q, IL-6 (suero)
TCA Combinando con baicaleina hay mayor efecto
Emodina Rata/TCA | o d e d WTNF-q, IL-6 (suero y pancreas)
Li etal, 20092, T”(r:": latamente despues ce {5 5 mefkg, i.v WSDF-1 y TLR-4
Combinando con baicalina hay mayor efecto
VTNF-a, IL- 1B, IL-6 4
Shikonina Ratén/Cer Xiongetal, 2013 | 2 h antes de Cer 50 mg/kg, oral o IL-1p., (sueroy péncreas)
WNFkB
Gulcubuk et al, 1/d (20 d antes de TCA hasta 100 mg/kg, i No efecto sobre grado histopatolégico
2006 6 d después) &1e WTNF-q, IL-6 (suero)
v tripsina
Rata/TCA WNO y MDAy ASOD y CAT (suero)
Curcumina Gulcubuk et al, 1/d (20 d antes de TCA hasta 100 mglkg, i 3
WIREAAL 2013 12 d después) ke ig | e
WNFKB y AP-1
WTNF-q, IL-6, INOS
WTNF-
Ratén/Cer Yuetal, 2011 1/d (6 d antes de Cer) 50 mg/kg, i.p. a (suero)
WNFKB y APPAR-y
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Compuesto ~ Modelo Referencia Administracion Mecanismo/Diana*
Rata/ Lawinski et al, 2005 |1/d (8 d antes de tBuOOH) 2 mg/rata, i.p. W grupos carbonilo y A grupos -SH
tBuOOH
WV TNF-q, IL-6, IL-1, NO (suero)
Ma et al, 2005; Sha W TNF-q, IL-1, NO (macréfagos peritoneales)
et al, 2008; Wang et 5-10 min después de TCA 10 mg/kg, iv. * NFxB y de iINOS (macréfagos)
al, 2008 A\ Ca-ATPasa y Ca-Mg-ATPasa y\y PLA2
Rata/TCA . . |
W Ca’* citosélico (células frescas)
Li et al, 2006 10 min después de TCA 20 mg/kg, i.v. ¥ MDA yASOD
VY TNF-o, IL-
Resveratrol Mengetal, 2005 | Después de TCA 30 mg/kg, i.p. TNF-a., IL-8 (suero)
W NFB
W corticosterona y AN capacidad antioxidante total
(suero)
Rata/Cer Carrasco et al, 2014 4 dosis (30 min antes de 10 mg/ke, i.p. Vv IL-18 'y NIL-10 (suero)
cada inyeccién de Cer) ¥ MDA yNSOD y GSH-Px
Normaliza sefalizacién Ca™ en respuesta a CCK-8
(células frescas)
Rata/ Szabolcs et al, 2006 | 30 min antes de CCK-8 10 mg/ke, i.p. No efecto sobre enzimas antioxidantes, MPO, NF-kB
CCK-8 ni TNF-a.
Rata/Cer Xue et al, 2006 'é;rz' 24y36hdespuésde | oy g ip. WV NFkB y TNF-o.
W TNF-a, IL-6, IL-1B y PLA2 (suero)
W MDA y NO (suero)
Tian et al, 2009; bolo (100 mg/kg) + v
Zhang et al, ) , infusién (100 ET-1 y TXB2/PGE2 (suero) y viscosidad sanguinea
- 2007,2008,2009a,5, | |0 min después de TCA mg/ke/h)lellrestoldel
aicatina < procedimiento, i.v. A Bax y apoptosis
Rata/TCA W P-selectina
Proteccién muiltiples érganos
VTNF-aell-6 (suero y pancreas)
) Inmediatamente después de . V' SDF- |
Li et al, 2009a,b V.
ietal a, TCA 20 mg/kg, i.v. ey
Combinando con emodina hay mayor efecto
¥ Tap
Diosmetina Ratén/Cer Yuetal, 2014 2 h antes de Cer 100 mg/kg, oral ¥ TNF-a, IL-1B, IL-6 (suero)
W NFkB e iNOS
Escutellarina | Rata/TCA Hanging etal, 2012 | |0 min después de TCA 10 mg/kg, i.v. Proteccién multiples érganos
o Rata/ Lampropoulos etal, | Al finalizar el protocolo Efectos dependientes del tiempo
Apigenina ) 2013 L 5 mg/rata, oral )
ligadura quirurgico A hemorragia
¥ TNF-q, IL-1B, IL-6; ANL-10 (suero)
Quercetina Ratén/Cer Carvalho etal, 2010 | | h antes de Cer 25-100 mg/kg, oral | W TNF-o
¥ MDA
VY TNF-, IL-1B, IL-6
1-20 kg, i.p. ! !
mg/ke.ip ¥ NF«B y MAPK
| h antes de Cer
Fisetina Ratén/Cer Joetal, 2014 10-30 mg/kg, oral Marcadores de severidad similares a i.p.
I,3y5hdespuésdela|? . Marcadores de severidad similares a administracion
) 10 mg/kg, i.p. -
inyeccién de Cer profilactica i.p.

*Sino se especifica nada, se refiere a tejido pancreético.

CAPE: ester fenetilico del acido caféico; NDGA: acido nordihidroguayarético; MCP-1: monocyte chemotactic protein |; MIP-1o: macrophage inflammatory
protein | alpha; MIP-2: macrophage inflammatory protein-2; HSP: heat shock proteins; PP2A: protein phosphatase 2A; HMGB | : high-mobility group box |
protein; ER: endoplasmic reticulum; SDF- | : stromal cell-derived factor- | ; TLR-4: toll-like receptor-4; TAP: trypsinogen activation peptide;
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Las plaquetas juegan un papel central en lahemostasiay la trombosis, pero también participan en lainflamacién, la aterosclerosis, el cancer,
etc (Nurden, 201 1). Para poder realizar estas variadas funciones las plaquetas disponen de una gran cantidad de receptores en su
superficie que les permiten responder a multiples estimulos. Tras la activacion plaquetaria, se da lugar a las distintas respuestas funcionales
de las plaquetas: adhesion, agregacion, liberaciéon de granulos, reclutamiento, exposicién de fosfolipidos procoagulantes o retraccién del
coagulo, entre otras. Uno de los componentes plaquetarios mas destacados para la comunicacién con su entorno es a través de la
liberacién del contenido de sus granulos que forma parte del secretoma plaquetario. Los granulos o contienen sustancias como proteinas
adhesivas, factores de la coagulacion, factores fibrinoliticos, proteasas y antiproteasas, factores de crecimiento y mitogénicos, citoquinas,
proteinas antimicrobiales, glicoproteinas de membranay otras (Nurden, 201 ). De esta forma, a través de la liberacién del contenido de
sus componentes granulares, las plaquetas pueden participar en multiples procesos fisiopatoldgicos. La integracién de estas diversas
respuestas requiere de un complejo sistema de transmisién de senales, entre los que la fosforilacion de proteinas tanto en tirosina (Santos
y col, 2000) como en serina/treonina (Moscardé y col, 2006; Moscardé y col 2013), los movimientos de calcio y la reorganizacién del

citoesqueleto ocupan un lugar central (Riveray col, 2009).

Aunque sin duda el componente genético juega un papel
importante en el desarrollo de las enfermedades cardiovasculares, el
avance en la prediccién del riesgo cardiovascular ofrecido por
marcadores genéticos puede considerarse modesto en el mejor de
los casos (Mayr y col, 2013). Como enfermedad con causas
genéticas concretas, la enfermedad cardiovascular esta relacionada
con alteraciones en multiples genes, y sus interacciones con diversos
factores ambientales. En este sentido, técnicas como la protedmica
o la lipidémica, pueden ofrecer una perspectiva mas realista de la
situacién global de un organismo, integrando genotipo y fenotipo. A
su vez, los estudios protedmicos se ha centrado en muchas
ocasiones en una simple, aunque extensa enumeracién de las
proteinas presentes en un tipo celular o un compartimento
subcelular determinado (Senis y Garcia, 2012). Estos resultados,
aunque muy interesantes, y que han permitido la identificacion de
proteinas con papeles importantes no previamente descritas
(Parguina y col, 2012) no reflejan la verdadera complejidad
subyacente. En este sentido, el estudio de las modificaciones post-
traduccionales de proteinas puede aportar una instantanea mas
acertada de los procesos que estan teniendo lugar en un momento
determinado, y de las complejas interacciones entre genotipo y
fenotipo.

Las modificaciones post-traduccionales de proteinas
tienen lugar una vez sintetizada la proteina, y constituyen un
mecanismo esencial de regulacién de su actividad biolégica. Pueden
tener lugar tanto por mecanismos enzimaticos como no
enzimaticos. Estas modificaciones pueden ser de naturaleza muy
variada, e incluyen oxidaciones, glicosilaciones, protedlisis, unién de
moléculas lipidicas, unién covalente de proteinas pequefas como la
ubiquitina, fosforilaciones, acetilaciones, etc. De esta forma, las
distintas modificaciones que pueden sufrir las proteinas
potencialmente podrian dan lugar a mas de un millén de variantes
diferentes, frente a los aproximadamente 20.000 genes codificantes
de proteinas que encontramos en el genoma humano. Por tanto,
esta interaccién entre genotipo y fenotipo, reflejado en las distintas
modificaciones post-traduccionales que puede sufrir una proteina,
suponen un prometedor campo de estudio en la enfermedad
cardiovascular.

Regulacion de la acetilacion de proteinas por acetilasas y
deacetilasas

La acetilacién de una proteina puede tener lugar en
distintos aminoacidos. En el campo de la enfermedad cardiovascular,
la acetilacion mas estudiada es sin lugar a dudas la inducida por el
tratamiento con aspirina sobre la ciclooxigenasa-1 (COX-1) en las

plaquetas (Vane, 1971; Rothy Majerus, 1975), la cual tiene lugar en la
Ser’”, y provoca la inhibicién irreversible de la sintesis de
tromboxano A, al bloquear el acceso al centro activo de su substrato,
el acido araquiddnico (Fitzpatrick, 2004). Por tanto, la acetilacién de
la COX-I por la aspirina es una modificacién post-traduccional

inducida por mecanismos no enzimaticos.

Por su parte, la acetilacién regulada por mecanismos
enzimaticos mas ampliamente estudiada es la acetilacion de residuos
de lisina en las proteinas (Kimy Jang, 201 I). El nivel de acetilacién de
los residuos de lisina en las proteinas esta determinado por el
equilibrio entre las enzimas que anaden grupos acetilos, las histona
acetil transferasas (HAT) y las que eliminan el grupo acetilo de los
residuos de lisina, las enzimas con actividad deacetilasa (Allis y col,
2007) (HDAC) (Figura I).

Las HAT catalizan la transferencia de un grupo acetilo del
acetil-CoA al grupo £-NH, de la cadena lateral de aminoacidos de los
residuos de lisina. Resulta interesante que el donante del grupo
acetilo para esta reaccién es el acetil CoA, molécula clave en la
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Figura |. Regulacion de la acetilacion en lisina de proteinas. La
acetilacion de proteinas en aminoacidos lisina (Lys) esta regulada por la
actividad contrapuesta de dos tipos de enzima, las histona deacetilasas
(HDAC) y las histonas acetiltranferasas (HAT). Las HAT introducen en la
proteina un grupo acetilo proveniente del Acetil CoA, molécula central del
metabolismo energético, dando como producto CoA. Por su parte, las
HDAC son las encargadas de eliminar el grupo acetilo de una proteina, dando
lugar a una molécula de acetato. Las HDAC pueden clasificarse en dos
grandes familias, clasicas y sirtuinas, atendiendo a los cofactores que
requieren. Las HDAC requieren como cofactor Zn’*. Por su parte, las
sirtuinas requieren nicotinamida adenina difosfato en su forma oxidada
(NAD"), dando lugar a NADH, también ambas moléculas claves en el
metabolismo energético de la célula.
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regulacion del metabolismo, lo que podria justificar, como veremos
mas adelante, el papel que parece jugar la acetilacién de proteinas en
la regulacién del metabolismo. Las HAT pueden clasificarse segtin su
localizacion subcelular, siendo las de clase A nucleares y las de clase B
citoplasmaticas. Entre las mas estudiadas se encuentran las familias
GNAT, MYST, p300/CBP y SRC, las cuales presentan diferentes
especificidades de sustrato, regulacion, etc (Friedmann vy
Marmorstein, 201 3).

Por otro lado, las HDAC se pueden agrupar en dos familias
(Gallinari y col, 2007): las HDAC clasicas, dependientes de zinc
como cofactor, y que incluyen a las clases I, Il y IV y las Sirtuinas o
Clase Ill, dependientes del cofactor NAD™ (Sauve y Youn, 2012;
Finkel y col, 2009). De nuevo una molécula central en la regulacion
del metabolismo como es el NAD" aparece como clave para la
regulacion de las HDACs. En los seres humanos de momento se ha
demostrado la presencia de |18 enzimas deacetilasas: las histonas
deacetilasas de laHDAC| alaHDACI | y las sirtuinas de [aSIRT | ala
SIRT7. Todas ellas son responsables de la eliminacién de los grupos
acetilo, manteniendo el equilibrio de la acetilacién en los residuos de
lisina de las distintas proteinas. Como veremos mas adelante, un
aspecto importante de las sirtuinas es su localizacién subcelular.
Mientras que la mayoria de las HDAC clasicas, a excepcién de
HDACS6, se encuentran preferentemente en el nicleo, por el
contrario las sirtuinas se encuentran ampliamente representadas en
el citoplasma y especialmente en las mitocondrias, lo que sugiere un
papel mas alla del control de la acetilacién de histonas.

Entre las proteinas en las que la acetilacion se ha
demostrado que influye en su funcién, las mas estudiadas son las
histonas, aunque como veremos a continuacién también otras
proteinas pueden estar reguladas por procesos de
acetilacién/deacetilacion.

Acetilacion de histonas

La acetilacién de histonas es un proceso ampliamente
estudiado, y estrechamente relacionado con la expresion génica, asi
como con distintas patologias, como el cancer (Cress y Seto, 2000).
Las histonas son proteinas de muy bajo peso molecular, alrededor de
las cuales se enrolla el ADN, dando lugar a la formaciéon de
nucleosomas. Las histonas suelen estar cargadas positivamente
debido a los grupos amino presentes en los residuos de lisina y
arginina. Estas cargas positivas afianzan la interaccién con las cargas
negativas de los grupos fosfato del esqueleto carbonado del ADN. La
acetilacién de los grupos amino de las lisinas, neutraliza las cargas
positivas de las histonas, convirtiendo las aminas en amidas y
reduciendo asi la capacidad de las histonas para unirse al ADN. Esta
reduccién de la afinidad de unién favorece una conformacién
“abierta” de la cromatina y facilita la transcripcion genética de esa
regién cromosémica permitiendo el acceso a la misma de los
factores de transcripcion (Cress y Seto, 2000). Por su parte, las
HDAC eliminan los grupos acetilo, incrementando la carga positiva
de las histonas y por tanto la afinidad de éstas por el ADN. Este
incremento de la unién condensa la estructura del ADN, impidiendo
la transcripcion.

Acetilacion de proteinas no histonas

En un reciente estudio empleando un enfoque
proteémico, Choudhary et al (Choudhary y col, 2009) identificaron
3500 puntos de acetilacién en aproximadamente 1700 proteinas
distintas en hepatocitos, lo que ha dado en denominarse el
“acetiloma” de la célula. Ademas, la acetilacién de proteinas parece
ser un fenémeno altamente conservado, lo que pone de manifiesto
la existencia de una presién evolutiva para mantener estos puntos de
acetilacién (Zhang y col, 2009), y apoya la idea de la importancia de
esta ruta de modificacién de proteinas. De esta forma, la acetilacién
de proteinas se ha sugerido que puede presentar una importancia y
complejidad semejante a la fosforilacién de proteinas (Kouzarides,
2000; Norvell y McMahon, 2010). Ademas, debido al intrigante
descubrimiento de que en muchas proteinas los puntos de
fosforilacién y las lisinas susceptibles de ser acetiladas se encuentran

muy proximos, se ha sugerido que puede existir algin tipo de
cooperacién o interferencia entre estas dos vias de transmisién de
senales (Kouzarides, 2000; Spange y col, 2009).

Acetilacion de proteinas y metabolismo

La acetilacion/deacetilacion de histonas, debido a su
relaciéon con la expresién génica, se ha relacionado estrechamente
con los procesos oncolégicos, lo que ha llevado al desarrollo de
distintos activadores e inhibidores de acetilasas y deacetilasas como
terapia oncoldgica (West y Johnstone, 2014). Por su parte, la
acetilacién de proteinas no histonas, parece estar especialmente
relacionada con el control del metabolismo energético de la célula
(Guan y Xiong, 2011; Lu y col, 2009), aunque también aparece
implicado en otros procesos como el cancer o el envejecimiento
(West y Johnstone, 2014). Son varias las pruebas que sugieren que la
acetilaciéon de proteinas juega un papel clave en el control
metabdlico energético. En primer lugar, estudios protedmicos han
mostrado que la practica totalidad de las enzimas implicadas en el
metabolismo energético, incluyendo la glicolisis, gluconeogénesis,
metabolismo del glucégeno, ciclo de Krebbs, metabolismo de acidos
grasos Y ciclo de la urea son susceptibles de acetilarse, dependiendo
de las condiciones metabdlicas (Choudhary y col, 2009; Guan y
Xiong, 201 I'). Ademas su nivel de acetilacién varia de acuerdo con el
estado energético de la célula, lo que en algunos casos se ha
demostrado que afecta a la funcién del enzima (Choudhary y col,
2009). En segundo lugar, y tal como se ha indicado mas arriba, las
enzimas encargadas de regular la acetilacion de proteinas
(especialmente HAT Yy sirtuinas), son dependientes para su funcién
de las concentraciones de dos metabolitos que son claves para la
regulacién del metabolismo energético, como son el Acetil CoAy el
balance NADH/NAD". De esta forma, HAT y sirtuinas estan muy
bien situadas para actuar como sensores del estado energético de la
célula, regulando a su vez la acetilacién de enzimas, modificando su
funcién y adaptandose a las necesidades energéticas de la célula. En
tercer lugar, diversos estudios sobre el papel de la restriccién
calérica en el proceso de envejecimiento celular, han sugerido que la
acetilacién de proteinas, y especialmente su regulacién por las
sirtuinas, puede ser el punto clave que relacione el metabolismo con
el envejecimiento (Guarente y Picard, 2005), lo que ha llevado a
denominar en algunos casos a las sirtuinas como las moléculas de la
juventud (Guarente y Picard, 2005; Lavu y col, 2008). Por tltimo, la
actividad de las sirtuinas parece estar alterada en transtornos
metabdlicos como la obesidad, la diabetes o el sindrome metabdlico
(lyer y col, 2012), sugiriéndose que la modulacién de su actividad
podria ser una diana interesante para el tratamiento de estas
patologias (lyery col,2012).

Acetilacion de proteinas en plaquetas

Pese a su aparente sencillez, las plaquetas son “células”
sorprendentemente complejas, capaces de participar no sélo en la
hemostasia y la trombosis como se pensaba tradicionalmente, sino
que también pueden participar en otros procesos incluyendo el
cancer, lainflamacién, la respuesta inmune, la angiogénesis, etc. Para
poder realizar estas variadas funciones, las plaquetas poseen un
complejo sistema de transmision de senales, en el cual la
fosforilacién de proteinas, tanto en tirosina (Santos y col, 2000)’
como en serina/treonina (Moscardé y col, 2006, 2013) juegan un
papel clave. Por otra parte, aunque es un tema escasamente
estudiado, el metabolismo energético de las plaquetas es importante
para su funcién (Jobe y col, 2008). De hecho, es bien conocido que
en la diabetes se produce una hiperfuncién plaquetaria, por causas
no bien determinadas, que pueden incluir alteraciones de la funcién
mitocondrial. En este sentido, un estudio reciente demostré la
importancia de la funcién mitocondrial en las plaquetas sobre su
participacién en la generacién de trombina (Barile y col, 2012). Sin
embargo, no se conoce nada sobre el papel que pueden tener las
acetilaciones de proteinas en la relacién entre el metabolismo
energéticoy la funcién plaquetaria, por lo que constituye un
interesante campo de investigacion futura.

Las plaquetas, que en condiciones normales circulan en



forma de disco, cuando se adhieren y activan sufren un drastico
cambio de forma, con extensién de pseudépodos. En este proceso,
las reorganizaciones de proteinas del citoesqueleto y de la
estructura de microttbulos juegan un papel clave. Una de estas
proteinas es la a.-tubulina, la cual tiene la capacidad de polimerizarse
formando largas fibras, que contribuyen en la emisién de
pseudépodos, proceso importante en la adhesiéon y agregacién
plaquetaria (Janke y Bulinski, 201 I ; Patel-Hett y col 2008). En otros
tipos celulares, la polimerizacion de la a-tubulina se ha sugerido que
puede estar regulada por procesos de acetilacion/deacetilacion
controlados preferentemente por la HDAC6 (Westermann y
Weber, 2003). En un estudio reciente, Sadoul et al (Sadoul y col,
2012) demostraron que en ratones carentes de HDACS la funcion
plaquetaria estaba reducida, produciéndose una reduccién de la
adhesién de plaquetas al colageno. Estos resultados se relacionaron
con una incrementada acetilacién de o-tubulina, lo que sugeria que
la acetilaciéon de a-tubulina regulada por HDAC6 podria
participar en la funcién plaquetaria (Sadoul y col, 2012). Estos
resultados fueron posteriormente confirmados por Aslan et al
(Aslany col, 2013), que mostraron que el control de la acetilacion de
a-tubulina por HDAC6 puede contribuir a mantener a las plaquetas
en un estado de reposo. Resultados no publicados de nuestro
laboratorio demuestran que no solo la adhesién, sino también la
agregacion plaquetaria, puede estar regulada por HDACS6, aunque
este efecto sélo tiene lugar a bajas concentraciones de agonista
(enviado a publicar). Es interesante que existen tratamientos
oncolégicos que actian inhibiendo HDAC6, como es el caso del
panobistat, el cual induce trombocitopenia con cierta frecuencia
(Bishton y col, 2011). Este proceso se ha relacionado con la
inhibicion de HDAC6 en el megacariocito, lo que estabilizaria el
citoesqueleto dificultando la generacién de nuevas plaquetas
(Bishtony col, 201 I).

Enlo que respectaal papel de las sirtuinas en las plaquetas,
es muy escasa la informacién disponible en este momento.
Resultados no publicados de nuestro laboratorio demuestran que las
sirtuinas, especialmente sirt2, tienen un papel muy importante en la
funcién plaquetaria (enviado a publicar). Son necesarios mas
estudios para determinar los mecanismos regulados por las sirtuinas
en las plaquetas, y cémo ejercen su funcién reguladora.

Por su parte, mucho menos se conoce sobre el papel que
puedan tener las HAT en la funcién plaquetaria. Kumar et al (Kumary
col, 2012) describieron cémo la activaciéon farmacoldgica de la
calreticulin transacetilasa, un tipo de HAT, inhibe la activacién
plaquetaria a través de la acetilacién y activacién de la éxido nitrico
sintasa endotelial (eNOS) en las plaquetas. Sin embargo no se
conocen los mecanismos que regulan la actividad de las HAT en las
plaquetas.

Acetilaciony aspirina

La acetilacién de la COX-| plaquetaria por la aspirinay el
consecuente bloqueo de la sintesis de tromboxano A, constituyen la
base del beneficio clinico obtenido por el tratamiento con aspirinaen
la prevenciéon secundaria de la enfermedad cardiovascular. Sin
embargo, ya los primeros trabajos que buscaban cual era la diana
farmacolégica de la aspirina, encontraron que el tratamiento con
aspirina provocaba también la acetilacion de otras proteinas,
incluyendo la hemoglobina, la albimina o el fibrinégeno (Pinckard y
col, 1968). Posteriormente se describié que la aspirina también es
capaz de acetilar NF-xB, un factor de transcripcién, efecto que
podria estar relacionado con su potencial efecto antitumoral (Kopp y
Ghosh, 1994). Mas recientemente se ha descrito como la aspirina es
capaz de acetilar la eNOS en célula endotelial, produciendo un
incremento en la sintesis de 6xido nitrico (NO), efecto que se
revierte por la accién de HDAC3 (Jung y col, 2010). También en
plaquetas se ha descrito que la acetilacién de eNOS por la aspirina
provoca la sintesis de NO (Madajka y col, 2003), aunque no se ha
explorado si este proceso puede estar también regulado por HDAC.
Resultados preliminares de nuestro laboratorio muestran que la
aspirina, de forma dependiente de dosis, provoca la acetilacién de

multiples proteinas en las plaquetas (enviado a publicar). Ademas,
una de estas proteinas la hemos identificado como la a-tubulina.
Todavia hay que explorar cudles son los efectos funcionales de la
acetilacién de estas otras proteinas plaquetarias por laaspirina.

Conclusiones

La acetilacién de proteinas no histonas, regulada por el
equilibrio entre las actividades HDAC y HAT, ha emergido
recientemente como un mecanismo de transmision de sefales con
un potencial similar a la fosforilacién de proteinas, especialmente
relacionado con el control del metabolismo, aunque también puede
participar en muchos otros procesos. La participaciéon de la
acetilacion de proteinas en la funcidon plaquetaria ha sido
escasamente explorada, aunque existen datos que sugieren que
pueden tener un importante papel regulador. Sin embargo,
numerosas cuestiones permanecen abiertas. {Qué procesos estan
regulados en las plaquetas por la acetilacion de proteinas? (Pueden
los procesos de acetilaciéon actuar como nexo entre alteraciones
metabdlicas y funcién plaquetaria? ¢Cual es el papel de la acetilacion
de proteinas distintas de COX-1| inducida por la aspirina en las
plaquetas? Con toda seguridad nuevos estudios aportaran
interesante informacién sobre la participacién en las plaquetas de
este nuevo mecanismo de modificaciéon post-traduccional de
proteinas.
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