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Resumen 

El factor inducible por hipoxia (HIF) se estabiliza durante los procesos inflamatorios 

asociados a un gran número de patologías, produciendo cambios en la expresión génica con 

un profundo impacto en el microambiente tisular, así como en la evolución de la enfermedad. 

Aunque los mecanismos que inician la estabilización de HIF dependen de diferentes factores, 

todos ellos convergen en las proteínas prolil-hidroxilasas (PHDs) que lo hidroxilan 

promoviendo su ubiquitinación y degradación. 

Actualmente, el desarrollo farmacológico de moléculas que funcionen como inhibidores 

de las PHDs estabilizando la expresión de HIF está en auge para el tratamiento de 

enfermedades fibróticas, inflamatorias y neurodegenerativas como son la Enfermedad 

Inflamatoria Intestinal (EII), la Enfermedad de Huntington (EH) y el Traumatismo Craneal 

Inducido (TCI). 

En esta tesis, hemos estudiado la eficacia de la molécula VCE-005.1, un derivado 

hidroxamato del ácido betulínico con carácter hipoximimético, en distintas enfermedades que 

pueden beneficiarse de esta modulación. Para ello, se llevaron a cabo aproximaciones tanto in 

vitro como in vivo, además de estudiar su perfil farmacológico. 

Los ensayos in vitro nos permitieron determinar el mecanismo de acción del compuesto, 

así como desvelar las posibles patologías en las que sería interesante su uso.  

Concretamente, se determinó que el compuesto VCE-005.1 modifica la actividad de la 

PHD2 por medio de la modulación de la proteína fosfatasa 2A (PP2A)/B55α, afectando así a 

la estabilidad de HIF-1α. En experimentos llevados a cabo en fibroblastos, el compuesto 

indujo la retracción de colágeno, y en células Caco-2 evitó la pérdida de resistencia eléctrica 

transepitelial (TEER) inducida por citocinas proinflamatorias. Además, en células estriatales 

con una forma mutada de la huntingtina, el compuesto indujo la expresión de genes 

dependientes de HIF y protegió contra la citotoxicidad inducida por 3-NP. Finalmente, 

también se demostró en células microvasculares cerebrales que el VCE-005.1 aumenta la 

expresión de genes dependientes de HIF con carácter protector. Además, el compuesto 

también indujo la angiogénesis en células endoteliales vasculares y en un modelo de ratón 

basado en implantes de matrigel.  

Los ensayos in vivo llevados a cabo en modelos animales nos permitieron determinar 

de una manera más preclínica los efectos que el compuesto VCE-005.1 era capaz de llevar a 

cabo.  
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Primero, en dos modelos murinos de EII demostramos que el tratamiento oral con VCE-

005.1 previno la inflamación y la fibrosis del colon por medio de una mejora en la integridad 

de la barrera epitelial. 

Segundo, en un modelo de ratón de neurodegeneración estriatal usado como 

aproximación a la EH, se mostró que el compuesto mejoró los síntomas clínicos, previno la 

pérdida neuronal, disminuyó la astrogliosis reactiva, la activación microglial y los marcadores 

proinflamatorios y mejoró las defensas antioxidantes en el cerebro. 

Tercero, en un modelo de TCI el compuesto VCE-005.1 mejoró los síntomas clínicos y 

promovió una mejora de la barrera hematoencefálica, que se tradujo en una menor infiltración 

y en una mejora de la expresión de mediadores inflamatorios y marcadores de daño de la BHE.  

Por último, el compuesto VCE-005.1 mostró una biodisponibilidad oral prometedora, 

una buena penetrabilidad cerebral y carece de efectos genotóxicos y cardiotóxicos. 

Tomados en conjunto, nuestros resultados muestran la capacidad del compuesto VCE-

005.1 para activar la ruta PP2A/B55α/PHD2/HIF-1α, y proporcionan evidencias de que el 

tratamiento oral alivia la inflamación del colon y la fibrosis asociada a la colitis. Además, el 

tratamiento intraperitoneal mejora la neuroinflamación asociada a enfermedades 

neurodegenerativas como son la EH y el TCI, identificando la mejora de la integridad de la 

barrera intestinal y hematoencefálica como posible mecanismo de acción y proporcionando 

así, una base sólida para estudios clínicos adicionales. 
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Summary  

Hypoxia-inducible factor (HIF) stabilizes during inflammatory processes associated 

with a large number of pathologies, producing changes in gene expression with a profound 

impact on the tissue microenvironment, as well as on the evolution of the disease. Although 

the mechanisms that initiate the stabilization of HIF depend on different factors, all of them 

converge on the prolyl-hydroxylases proteins (PHDs) that hydroxylate it, promoting its 

ubiquitination and degradation. 

Currently, the pharmacological development of small molecules used as inhibitors of 

PHD to stabilize the expression of HIF is experiencing a great increase for the treatment of 

fibrotic, inflammatory and neurodegenerative diseases such as Inflammatory Bowel Disease 

(IBD), Huntington's Disease (HD) and Traumatic Brain Injury (TBI). 

In this thesis, we have studied the efficacy of the molecule VCE-005.1, a hydroxamate 

derivative of the betulinic acid with a hypoximimetic feature, in different diseases that can 

benefit from this modulation. For this, in vitro and in vivo approaches were carried out, in 

addition to studying its pharmacological profile. 

The in vitro experiments allowed us to determine the mechanism of action of the 

compound, as well as to reveal the possible pathologies in which its use would be interesting. 

Specifically, it was determined that the compound VCE-005.1 modifies the activity of 

PHD2 through the modulation of protein phosphatase 2A (PP2A)/B55α, thus affecting the 

stability of HIF-1α. In experiments carried out in fibroblasts, the compound induced collagen 

retraction, and in Caco-2 cells it prevented the loss of transepithelial electrical resistance 

(TEER) induced by pro-inflammatory cytokines. Furthermore, in striatal cells with a mutated 

form of huntingtin, the compound induced the expression of HIF-dependent genes and 

protected against 3-NP-induced cytotoxicity. Finally, it was also demonstrated in brain 

microvascular cells that VCE-005.1 increases the expression of protective HIF-dependent 

genes. Furthermore, the compound also induced angiogenesis in vascular endothelial cells and 

in a mouse model based on matrigel. 

In vivo experiments carried out in animal models allowed us to determine in a more 

preclinical way the effects that the compound VCE-005.1 would be able to carry out. 

First, in two murine IBD models we demonstrated that oral VCE-005.1 treatment 

prevented inflammation and fibrosis of the colon by improving the integrity of the epithelial 

barrier. 

Second, in a mouse model of striatal neurodegeneration used as an approximation to 

HD, the compound was shown to improve clinical symptoms, prevent neuronal loss, decrease 
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reactive astrogliosis, microglial activation, and pro-inflammatory markers, and improve 

antioxidant defenses in the brain. 

Third, in a TBI model, compound VCE-005.1 improved clinical symptoms and 

promoted the improvement of the blood-brain barrier, which resulted in less infiltration and 

improved expression of inflammatory mediators and damage markers of BBB. 

Lastly, compound VCE-005.1 showed promising oral bioavailability, good brain 

penetrability, and lacks genotoxic and cardiotoxic effects. 

Taken together, our results show the ability of compound VCE-005.1 to activate the 

PP2A/B55α/PHD2/HIF-1α pathway and provide evidence that oral treatment alleviates colon 

inflammation and fibrosis associated with colitis. In addition, intraperitoneal treatment 

improves the neuroinflammation associated with neurodegenerative diseases such as HD and 

TBI, identifying the improvement of the integrity of the intestinal and blood-brain barrier as a 

possible mechanism of action and thus providing a solid basis for additional clinical studies. 
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1 Introducción  

1.1 Triterpenos.  

Los terpenos y especialmente los triterpenos son el grupo más grande y diverso de 

compuestos naturales con aproximadamente 30.000 estructuras identificadas hasta la fecha1. 

Todos los terpenos están formados por varias unidades de 5 carbonos de isopreno y, según el 

número de éstas se clasifican en distintos grupos. Se estima que al menos el 50% de todos los 

terpenos conocidos pertenecen al grupo de los triterpenos, formados por 30 unidades de 

isopreno. 

En la naturaleza, los triterpenos están formados mayoritariamente por estructuras tetra 

o pentacíclicas2. Los triterpenos pentacíclicos se pueden dividir en tres clases principales 

denominadas lupano, oleano y ursano, y cada una de ellas está formada por importantes 

compuestos bioactivos entre los que podemos destacar al ácido betulínico, perteneciente a la 

clase del lupano. Los triterpenos se encuentran principalmente en la superficie de las plantas, 

como puede ser la cáscara de los frutos, la corteza del tallo o las hojas3, siendo sintetizados en 

el citosol a partir de la ciclación del escualeno4. Estos compuestos forman parte de la dieta 

humana, encontrándose en una gran variedad de frutas, aceites vegetales y cereales5, de hecho, 

parte de los efectos beneficiosos para la salud que poseen las frutas y verduras han sido 

asociados con su contenido en triterpenos6. Además, su uso como complemento alimenticio 

está muy extendido5.  

Desde un punto de vista científico, los triterpenos pentacíclicos han recibido mucha 

atención ya que presentan un amplio espectro de actividades biológicas entre las que podemos 

destacar las antitumorales7, 8, hepatoprotectoras9, cardioprotectoras10, anti-microbianas, anti-

víricas11, antioxidantes12 y anti-parasíticas13. Además, también se han descrito efectos 

prometedores en trastornos asociados con la hipertensión, la obesidad14, la diabetes15, la 

aterosclerosis10 y en enfermedades neurodegenerativas16. Como resultado, algunos triterpenos 

están siendo evaluados actualmente en ensayos clínicos (www.clinicaltrials.gov). 

Aunque estos compuestos naturales tienen amplios efectos beneficiosos y son fáciles de 

obtener, desafortunadamente tienen una baja biodisponibilidad oral y además su solubilidad 

es limitada, lo que ha provocado que durante los últimos años se hayan desarrollado derivados 

sintéticos que mejoren estas características, así como su potencia y eficacia, permitiendo la 

obtención de nuevos agentes con mejores atributos farmacológicos que pueden ser una 

alternativa de gran interés para el desarrollo de nuevos fármacos. Así, podemos encontrar una 

amplia bibliografía en la que se estudia la actividad farmacológica de derivados del ácido 

betulínico17, del ácido ursólico18, del lupano19, del ursano20 y del oleano21 en distintas 

enfermedades como son las neurodegenerativas16 y el cáncer22 entre otras.  
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En concreto, un compuesto que merece especial atención es el CDDO-Me, también 

conocido como Bardoxolone (metil 2-ciano-3,12-dioxooleana1,9 (11) dien-28-oato). Se trata 

de un derivado sintético del ácido oleanólico sintetizado hace más de 20 años con la intención 

de potenciar el comportamiento antiinflamatorio del compuesto natural. Esta molécula ha sido 

investigada extensamente debido a su gran capacidad para ejercer actividades 

antiinflamatorias, antioxidantes21, antiproliferativas, antiangiogénicas y antimetastásicas 

además de inducir la apoptosis en células cancerosas23.  

El CDDO-Me ha demostrado su eficacia como fármaco en distintas patologías. Entre 

ellas podemos encontrar principalmente renales como las enfermedades aguda y crónica de 

riñón, cáncer, desórdenes metabólicos y la hipertensión arterial pulmonar. De todas ellas se 

han llevado a cabo distintos ensayos clínicos que actualmente están en fases más o menos 

avanzadas, lo que ratifica sus efectos positivos. Sin embargo, cabe destacar que durante un 

ensayo clínico en el que se evaluaba su actividad en pacientes con enfermedad renal crónica y 

diabetes tipo 2, hubo un aumento significativo de los episodios de insuficiencia cardíaca, 

teniéndose que paralizar antes de su finalización24. Estos acontecimientos supusieron un 

obstáculo para su uso clínico, pero hoy en día se sigue investigando para su desarrollo en 

distintas enfermedades con resultados muy prometedores25. 

1.2 Ácido betulínico (AB) y derivados semisintéticos. 

El ácido betulínico (AB) (ácido (3)-3-hidroxi-lup-20(29)-en-28-oico) se aisló por 

primera vez de la planta Gratiola offcinalis a principios del siglo XX recibiendo el curioso 

nombre de graciolon. Posteriormente, este compuesto se aisló de diferentes fuentes vegetales 

hasta ser finalmente identificado como AB. Es un triterpeno que pertenece a la clase lupano y 

que podemos encontrar en distintos géneros de plantas como Betulla, Ziziphus, Syzygium, 

Diospiros o Paeonia, aunque principalmente es aislado de la corteza del abedul blanco (Betula 

alba). 

Varios estudios preclínicos han demostrado que el AB posee un amplio espectro de 

actividades farmacológicas26. Su desventaja más importante es su muy baja solubilidad en 

agua que se correlaciona con una baja biodisponibilidad oral27. Aun así, independientemente 

de esta desventaja, el ácido betulínico muestra un amplio abanico de actividades biológicas 

que incluyen citotoxicidad, actividad antitumoral, antiviral, antidiabética, antiinflamatoria y 

neuroprotectora. Esto es debido a que su mecanismo de acción es complejo y no está 

restringido a una diana molecular específica. En la década de 1970 aparecieron los primeros 

artículos sobre los efectos farmacológicos del AB, siendo la citotoxicidad uno de los campos 

más importantes de esta investigación28. A partir de varios estudios se observó que la 

citotoxicidad del AB conducía a la apoptosis de células tumorales29, 30. Aunque la diana 

molecular sobre la que actúa aún no se ha identificado, diversos trabajos indican la posibilidad 
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de que produzca alteraciones en la ruta anti-apoptótica de Bcl-2 y del factor de transcripción 

NF-kB31, 32. Asimismo, también se ha descrito su actividad contra la diabetes mellitus tipo 2. 

En este caso, su mecanismo de acción afecta a la absorción de glucosa, a la resistencia a la 

insulina, a la biosíntesis de glucógeno y a los niveles de triglicéridos33. Igualmente, varios 

estudios han demostrado sus propiedades neuroprotectoras a través de diversas vías. Por 

ejemplo, el AB es capaz de proteger de una lesión cerebral por isquemia/reperfusión activando 

la vía de señalización PI3K/Akt34, de daño neuronal por apoptosis en ratas recién nacidas 

mediante el bloqueo de FASL-FAS35, mejorar el flujo sanguíneo cerebral recuperando los 

déficits de memoria en un modelo de demencia en ratas a través de los niveles de AMPc/GMPc 

y BDNF en el hipocampo36, así como inhibir la neuroinflamación a través de la polarización 

de la microglía M2 por activación de AMPK37. 

En cuanto a su actividad antiviral, la mayoría de los artículos tratan sobre su actividad 

anti-VIH38. Concretamente, el AB actúa contra el VIH previniendo la escisión del péptido 

espaciador de la cápside de la proteína Gag, impidiendo así la maduración viral. Además, 

también tiene efectos contra el virus del herpes39 y de la hepatitis B, donde inhibe su 

replicación mediante la regulación de la enzima superóxido dismutasa mitocondrial (SOD2)40. 

Un ejemplo de derivado del AB con capacidad antivírica es el Bevirimat (ácido 3-O- (30,30-

dimetilsuccinil) -betulínico), un inhibidor muy potente de la maduración del VIH. Su 

mecanismo de acción consiste interferir con el procesamiento de la proteína p25, lo que da 

lugar a su acumulación y a la producción de partículas no infecciosas del virus41.  

En 2007, el Bevirimat comenzó las fases I y II de ensayos clínicos42 pero estudios 

posteriores observaron que su eficacia era reducida ya que hasta el 40-50 % de los pacientes 

tenían especies virales resistentes al compuesto43. Sin embargo, eso solo supuso el punto de 

partida para el diseño de la siguiente generación de inhibidores de la maduración del VIH que 

mantengan la actividad antivírica y mejoren la biodisponibilidad del fármaco.  

El esqueleto del anillo del AB es idóneo como templado para numerosas modificaciones 

químicas que principalmente se encuentran en las posiciones C-3, C-20 y C-28. De esta 

manera, se han descrito derivados que poseen actividades citotóxicas usadas contra el cáncer44, 

antiinflamatorias45, anti-parasíticas46 y antivíricas47. 

Recientemente, la empresa Emerald Health Biotechnology España ha desarrollado y 

patentado una serie de nuevas entidades químicas derivadas de distintos triterpenos 

pentacíclicos a los cuales se les ha añadido un grupo hidroxamato48. Esta modificación los dota 

de una nueva actividad farmacológica que consiste en estabilizar al Factor Inducible por 

Hipoxia (HIF). Uno de los compuestos seleccionados para su desarrollo preclínico ha sido el 

VCE-005.1 (Figura 1).  
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Figura 1. Estructura química del Ácido Betulínico (AB) y del VCE-005.1. 

 

1.3 Ruta de activación de HIF  

La capacidad de reconocer y adaptarse a las variaciones de oxígeno es de máxima 

importancia para la homeostasis y supervivencia celular de todos los organismos. Casi todas 

las células de los mamíferos son capaces de responder frente a una reducción en la 

disponibilidad de oxígeno49 también denominada hipoxia50. La hipoxia es una característica 

distintiva en numerosas enfermedades y suele ir acompañada de procesos inflamatorios51, 

compartiendo una relación de interdependencia. Gracias al conocimiento que se ha ido 

adquiriendo en los últimos años de esta conexión en diferentes patologías, se ha sugerido que 

la modulación farmacológica de HIF podría proporcionar protección tisular a través de 

potentes mecanismos antiinflamatorios52. 

HIF, el principal factor de transcripción que media la respuesta celular a hipoxia fue 

descubierto por Semenza, Kaelin y Ratcliffe en 1991 durante un estudio realizado sobre el gen 

de la eritropoyetina (EPO)53. En ese estudio identificaron una secuencia de ADN en la región 

promotora del gen EPO que es esencial para su activación transcripcional en respuesta a la 

hipoxia, denominándolos Elementos de Respuesta a Hipoxia (ERH). A partir de este momento, 

otros estudios descubrieron que la activación transcripcional de muchos genes se regula a 

través de la unión específica de una proteína a estas zonas ERH. Finalmente, esta proteína fue 

identificada como HIF54. Debido a sus extraordinarios logros en el descubrimiento de la 

respuesta celular a variaciones en la disponibilidad de oxígeno, los autores anteriormente 

mencionados recibieron el Premio Lasker de Investigación Médica Básica en 2016, y el 

Premio Nobel de Medicina en 2019. 

1.3.1 Estructura  

HIF es un factor de transcripción heterodimérico compuesto por dos subunidades, HIF-

α y HIF-1β, también denominada ARNT54. La subunidad HIF-α es sensible a oxígeno y su 

expresión se induce en condiciones hipóxicas mientras que HIF-1β se expresa de manera 

constitutiva.  
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En lo referente a su estructura, ambas subunidades pertenecen a la familia de proteínas 

bHLH-PAS, ya que sus estructuras poseen el motivo hélice básica-bucle-hélice que les permite 

formar el heterodímero entre ellas. La subunidad HIF-α posee dos dominios de transactivación 

(TAD): NH2-terminal (N-TAD) y COOH-terminal (C-TAD)55. Estos dominios son los 

responsables de la actividad transcripcional de HIF-α; el C-TAD interactúa con coactivadores 

como CBP/p300 modulando la transcripción génica en situaciones de hipoxia mientras que el 

domino N-TAD es el responsable de estabilizar la proteína frente a la degradación. Además, 

todas las subunidades HIF-α se diferencian de HIF-1β en que poseen un dominio de 

degradación dependiente de oxígeno (ODDD) superpuesto al dominio N-TAD, siendo este 

dominio indispensable para regular la estabilidad mediada por oxígeno56.  

Se conocen tres isoformas de HIF-α: HIF-1α, HIF- 2α y HIF-3α57. Tanto HIF-1α como 

HIF-2α muestran un alto grado de similitud en su secuencia de aminoácidos (48%). Esta 

semejanza podría explicar su capacidad de heterodimerizar con HIF-1β y unirse a las regiones 

ERHs. Sin embargo, HIF-1α y HIF-2α muestran diferentes patrones de distribución tisular; 

mientras que HIF-1α se expresa de forma ubicua en todo el organismo, la expresión de HIF-

2α está restringida a ciertos tejidos58, 59. HIF-3α es la isoforma menos conocida poseyendo 

diferentes formas de splicing60. Una de ellas se considera un inhibidor PAS (IPAS) ya que se 

une competitivamente a HIF-1/2α, formando un complejo no funcional en el núcleo, lo que 

altera la expresión de los genes diana de HIF-1a en condiciones hipóxicas61. Además, se ha 

informado recientemente que la expresión del gen IPAS se induce en respuesta a hipoxia y 

está regulada directamente por la unión de HIF-1α, formando un nivel adicional de 

retroalimentación negativa en el sistema de respuesta a la hipoxia62. 

 

Figura 2. Estructura de HIF y sus dominios funcionales. 
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1.3.2 Regulación de HIF 

En condiciones de normoxia (21% de oxígeno), HIF-1/2α son hidroxilados por las 

proteínas prolil hidroxilasas (PHDs) en dos residuos de prolina (P402/P564 y P405/P531 en 

HIF-1α y HIF-2α, respectivamente) situados en el dominio dependiente de oxígeno (ODDD) 

en una reacción que requiere oxígeno, 2-oxoglutarato, ascorbato y hierro (Fe2+) como 

cofactores. Además, también interviene la proteína Factor Inhibidor de HIF-1 (FIH-1), que 

hidroxila la Asn803 dentro del dominio TAD-C, interrumpiendo su interacción con los 

coactivadores p300/CBP (proteína de unión a CREB)63. La hidroxilación de HIF-1/2α facilita 

la unión de la proteína von Hippel-Lindau (pVHL) al dominio ODDD, lo que produce la 

ubiquitinación del complejo por medio de la ubiquitina ligasa E3 para su posterior degradación 

por el proteosoma 26S64.  

En condiciones hipóxicas, la actividad de las PHDs y FIH-1 se ve comprometida debido 

a la ausencia de oxígeno, por lo que se inhibe la hidroxilación dentro del dominio ODDD y se 

evita la interacción de HIF-1/2α con pVHL. Como resultado, la ubiquitinación y degradación 

de HIF-1α se bloquea y, en consecuencia, aumenta la estabilidad de la proteína. La proteína 

HIF-1/2α acumulada se transloca al núcleo donde dimeriza con HIF-1β a través del dominio 

bHLH54. HIF-1/2α recluta a coactivadores transcripcionales como p300/CBP y se une al 

elemento de respuesta a hipoxia (ERH) dentro de la región promotora de los genes diana que 

responden a HIF, mediando así su activación transcripcional65. 

 

Figura 3. Resumen esquemático de la regulación de HIF-1α por medio de la disponibilidad de 

oxígeno. Adaptado de 66. 

 

El proceso de hidroxilación se rige por tres prolil hidroxilasas conservadas 

evolutivamente: PHD1 (EGLN2), PHD2 (EGLN1) y PHD3 (EGLN3)67. Son las proteínas 

sensibles a oxígeno mejor caracterizadas y su actividad depende de la disponibilidad de 
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oxígeno, hierro, 2-oxoglutarato y ascorbato68. Poseen una baja afinidad por el oxígeno, lo que 

las hace idóneas para detectar cambios en los niveles de éste y así controlar la estabilización 

de HIFα. 

Existen diferencias entre las tres isoformas de las PHDs: PHD1 está presente 

principalmente en testículos, pero también se puede encontrar en el cerebro, riñón, corazón e 

hígado. Preferiblemente, actúa sobre HIF-2α e hidroxila tanto en Pro402 como en Pro564. La 

PHD2 es considerada la más importante ya que está involucrada en numerosos procesos y está 

presente en todos los tejidos, muestra preferencia por HIF-1α y lo hidroxila en Pro402 y 

Pro564. La isoforma PHD3 solo hidroxila la Pro564 tanto en HIF-1α como en HIF-2α69. 

Recientemente se ha descrito cómo la modulación de la actividad de la PHD2 influye 

en la estabilización de la proteína HIF-1α. Esta modulación se lleva a cabo mediante 

modificaciones postranscripcionales en su Ser125 que necesita estar fosforilada para la 

correcta actividad de la proteína PHD2. Esta fosforilación se lleva a cabo por medio de la 

quinasa P70S6K y conlleva un aumento en la capacidad de PHD2 de degradar HIF-1α. Por 

otro lado, la fosfatasa encargada de contrarrestar esta fosforilación es la PP2A junto con su 

subunidad reguladora B55α. La desfosforilación de la PHD2 en S125 tiene como consecuencia 

una reducción de su actividad, lo que lleva a un aumento en la acumulación de HIF-1α70. 

 

Figura 4. Regulación de HIF-1α por medio de la modulación de la actividad de PHD2. Adaptado 

de 70. 

 

Además, se ha descrito recientemente que el complejo PP2A/B55α juega un papel 

importante en la remodelación vascular71, lo que es de especial relevancia en enfermedades 

neuroinflamatorias donde la barrera hematoencefálica está comprometida. 

Por último, los genes controlados directa o indirectamente por HIF median un amplio 

espectro de resultados biológicos. A nivel celular, las respuestas a HIF incluyen efectos sobre 
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la diferenciación, migración, citoprotección, apoptosis, control del ciclo celular y de la función 

mitocondrial72-74.  

En concreto HIF posee funciones específicas según el tipo celular, teniendo un gran 

impacto en la expresión de génica de las células inmunes, así como en determinadas funciones 

inmunológicas.  Por ejemplo, HIF tiene un papel clave en la regulación de la vida media y la 

apoptosis de los neutrófilos75, regula la polarización M1 y M2 en los macrófagos76 y modula 

la supervivencia y la síntesis de interferón en las células dendríticas77. Asimismo, HIF es 

importante para la regulación no solo de la supervivencia y diferenciación de las células T, 

sino también de su proliferación y capacidad antitumoral78, mientras que en las células B, HIF 

regula la supervivencia y la producción de anticuerpos79. 

A nivel sistémico, las actividades de HIF incluyen regulación metabólica80, 

eritropoyesis81, angiogénesis82, remodelación tisular83, tono vascular, inmunidad84 y 

cicatrización de heridas85, entre otras. 

 

1.4 Pre-acondicionamiento hipóxico con fármacos inhibidores de PHDs  

Durante el estudio de las propiedades biológicas de HIF se ha observado que varias 

moléculas de pequeño tamaño provocan su acumulación intracelular además de aumentar su 

actividad transcripcional independientemente de la concentración de oxígeno86. De esta 

manera se encontró que algunas sales de Co2+, Cu2+ y Ni2+ inhiben la actividad hidroxilasa 

actuando como antagonistas de Fe2+ 81 y además los quelantes de hierro la inhiben de manera 

enzimática87, siendo capaces de activar HIF mediante la inhibición de las prolil y asparaginil 

hidroxilasas.  

El desarrollo y diseño de los inhibidores de las PHDs (PHDi) comenzó con la síntesis 

de análogos de 2-OG. Entre ellos podemos encontrar la dimetiloxalilglicina (DMOG) y la N-

oxalilglicina (NOG), que fueron las primeras moléculas mimética del 2-OG. La síntesis de 

análogos de 2-OG fue el primer enfoque empleado en el diseño de los PHDi, de hecho, la 

mayoría de las moléculas que han avanzado hasta el uso clínico son derivados de él88. 
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Figura 5. Moléculas inhibidoras de las PHDs derivadas del 2-OG. 

 

Actualmente, hay cinco HIF-PHDi que han completado los ensayos de fase III: 

daprodustat, roxadustat, vadadustat, molidustat y enarodustat89, 90. De ellos el roxadustat ha 

sido ya aprobado en EU y China para su comercialización.  

Tabla 1. Inhibidores de las PHDs en ensayos clínicos. 

Compuesto Mecanismo Diana Enfermedad 
Desarrollo 

clínico 
Referencia 

Vadadustat (AKB-

6548) 

Bloquea el sitio 

activo de las PHD 
PHD y FIH 

Anemia derivada 

de ERC 
Fase III NCT02865850 

Daprodustat 

(GSK1278863) 

Bloquea el sitio 

activo de las PHD 
PHD y FIH 

Anemia derivada 

de ERC 
Fase III NCT02969655 

AKB-4924 Quelante de hierro PHD y FIH EII Fase I NCT02914262 

Roxadustat (FG-

4592) 

Bloquea el sitio 

activo de las PHD 
PHD y FIH 

Anemia derivada 

de ERC 
Fase III NCT01750190 

Molidustat 

(BAY85-3934) 

Bloquea el sitio 

activo de las PHD 
PHD y FIH 

Anemia derivada 

de ERC 
Fase II NCT01975818 

 

1.5 Potenciales aplicaciones terapéuticas de los PDHi.  

1.5.1. Anemia renal derivada de la Enfermedad de riñón crónica (ERC) 

En la actualidad, los PHDi se utilizan clínicamente para el tratamiento de la anemia 

asociada a insuficiencia renal crónica91-93. En el intersticio de los riñones normales, se localizan 

las células renales productoras de EPO (RPEs)94, 95 que son las encargadas de producir EPO 

de manera uniforme y sensible a la concentración de oxígeno96 y por ello, son el objetivo de 

los PHDi para así promover la eritropoyesis97. Así, los ensayos clínicos demuestran que los 

PHDi aumentan la producción de EPO en pacientes sometidos a hemodiálisis incluso después 

de la eliminación de ambos riñones, sugiriendo que la producción de EPO en órganos distintos 

del riñón como el hígado o la piel son también de especial importancia98. Por tanto, los PHDi 
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contribuyen a mejorar la anemia al estimular la producción de EPO y alterar el metabolismo 

del hierro a favor de la hematopoyesis99. 

1.5.2. Daño agudo renal (DAR) 

Los PHDi podrían ser potencialmente eficaces en el tratamiento de otras enfermedades 

como el daño renal agudo (DAR) y el trasplante renal100, 101.  En el DAR, la hipoxia causada 

por la isquemia renal conduce a un deterioro funcional de las células epiteliales tubulares, lo 

que resulta en degeneración y necrosis102, 103. Estas células son grandes consumidoras de 

oxígeno con abundantes mitocondrias ya que lo requieren para la reabsorción y secreción de 

sustancias104, haciéndolas altamente vulnerables a la hipoxia 105, 106. Por otro lado, en el 

trasplante de riñón, el DAR se produce durante la extracción del riñón trasplantado del 

donante. Después del trasplante en el receptor, la reanudación del flujo sanguíneo causa 

lesiones por isquemia-reperfusión en el riñón trasplantado106. 

Durante el DAR, en el riñón se induce la activación de HIF en las células epiteliales 

tubulares y en la vasculatura, lo que es explicado como una respuesta de defensa al disminuir 

las ROS y retener el glucógeno107.  

Por todo ello, los PHDi podrían proteger contra el DAR o la isquemia-reperfusión renal 

al activar HIF108, 109. Algunos compuestos con los que se ha descrito esta acción son el 

roxadustat en un modelo de ratón de nefropatía inducida por cisplatino donde su 

administración resultó en una mejora en la función renal y una disminución en la apoptosis 

acompañada de la supresión de citocinas proinflamatorias, generando nefroprotección110. 

También el uso de enalodustat ejerció efectos nefroprotectores al alterar el metabolismo de las 

células tubulares107. 

Estos resultados experimentales sugieren que los PHDi son agentes nefroprotectores 

prometedores contra el DAR o la lesión por isquemia-reperfusión renal producida después de 

un trasplante renal. 

1.6 Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII) 

La enfermedad inflamatoria intestinal (EII) es una enfermedad inflamatoria crónica y 

progresiva del tracto gastrointestinal que clínicamente incluye la Enfermedad de Crohn (EC) 

y la colitis ulcerosa (CU)111. Ambas patologías alternan períodos de recaída y remisión112 

caracterizados por la inflamación de la mucosa intestinal, dando lugar a síntomas tales como 

dolor abdominal, diarrea, sangre en heces y pérdida de peso113. La progresión de la EII está 

asociada al desarrollo de una serie de complicaciones comunes como la anemia y la fibrosis, 

lo que provoca la necesidad de hospitalizaciones y cirugías con la consecuente disminución de 

la calidad de vida. 
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En cuanto a su distribución, la EII se da tanto en adolescentes como en adultos y afecta 

por igual a hombres y mujeres114. La enfermedad a menudo comienza en la adolescencia con 

un 25 % de los pacientes diagnosticados antes de los 18 años y siendo aproximadamente el 25 

% de los pacientes menores de 20 años115. La incidencia y prevalencia de la EII aumentó 

notablemente durante la segunda mitad del siglo XX y desde principios del siglo XXI ha sido 

considerada una de las enfermedades gastrointestinales más prevalentes. Las tasas más altas 

se observan en Europa y América del Norte afectando a 2,6 millones y a 1,2 millones 

respectivamente116, sin embargo, se han observado tasas crecientes de incidencia en regiones 

como Asia, África y América del Sur a medida que estos países se vuelven más 

desarrollados117-119. 

Aunque la causa de la EII sigue siendo desconocida, se considera que es el resultado de 

una combinación de factores ambientales que conducen a agresiones inflamatorias recurrentes, 

que, en pacientes genéticamente predispuestos, conduce al desarrollo de una inflamación 

crónica120, 121. El desarrollo de la inflamación crónica no resuelta se ha relacionado con 

problemas intestinales que incluyen tanto la disfunción de la barrera epitelial como la pérdida 

de tolerancia contra componentes del microbioma intestinal 122. Primero, la pérdida de la 

función protectora de la barrera física aumenta la permeabilidad, facilitando el contacto entre 

los antígenos luminales y las células presentes en la mucosa. En segundo lugar, las células 

epiteliales intestinales participarían activamente en el reconocimiento de los patógenos y en el 

reclutamiento de células inmunes, dando lugar al comienzo de la inflamación. 

Los pacientes con EII tienen un riesgo significativamente mayor de cáncer colorrectal 

principalmente como resultado de los efectos pro-neoplásicos de la inflamación intestinal 

crónica. Sin embargo, la incidencia ha disminuido en los últimos 30 años, lo que se atribuye 

tanto al éxito de los programas de vigilancia del cáncer colorrectal como al mejor control de 

la inflamación de las mucosas123. 

Dado que la EII es una enfermedad crónica y progresiva, lo óptimo es comenzar el 

tratamiento en las primeras etapas de la enfermedad con el objetivo de prevenir 

complicaciones. El paradigma de tratamiento actual es utilizar la terapia biológica de manera 

temprana para lograr la remisión clínica y la curación de la mucosa, que en última instancia 

disminuirá el uso de corticosteroides, cirugías y hospitalizaciones124. 

Los tratamientos de primera línea se centran en controlar la inflamación usando 

medicamentos como la mesalamina y los corticosteroides, sin embargo, estos compuestos a 

menudo son insuficientes para mantener los pacientes en remisión. En estos casos, se utilizan 

terapias con inmunomoduladores como azatioprina o metotrexato para prevenir las recaídas. 

Los tratamientos más actuales se centran en el uso de anticuerpos dirigidos contra citocinas 

que se sabe que juegan un rol central en el desarrollo de la patología como el TNFα125.  
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A pesar de la cantidad de medicamentos disponibles, existen altas tasas de falta de 

respuesta primaria, pérdida de respuesta o reacciones adversas que requieren nuevos 

tratamientos adicionales. Por ejemplo, el uso de azatioprina está relacionado con un mayor 

riesgo de cáncer y la terapia anti-TNF puede conducir a inmunodepresión y se relaciona con 

un mayor riesgo de enfermedades infecciosas, así como también un mayor riesgo de cáncer125. 

Además, aún suelen aparecer complicaciones como la fibrosis que representa uno de los 

motivos más comunes de intervención quirúrgica126. 

La fibrosis intestinal es el resultado de una inflamación intestinal crónica, recurrente o 

no resuelta. El intento de reparar el tejido dañado puede provocar una producción excesiva de 

componentes de la matriz extracelular (MEC) así como el depósito de tejido conectivo, 

favoreciendo la formación de estenosis y la pérdida de la función normal. En la colitis ulcerosa, 

la fibrosis intestinal se restringe a las capas de la mucosa y submucosa, pero en la enfermedad 

de Crohn puede afectar a todo el espesor de la pared intestinal. 

 Actualmente no existen herramientas de diagnóstico ni predictores clínicos para la 

fibrosis intestinal, además, no hay ningún marcador genético o serológico habitual para su uso 

clínico. Por tanto, la fibrosis intestinal suele diagnosticarse cuando se vuelve clínicamente 

evidente y ya se ha producido la estenosis, por medio de procedimientos endoscópicos y 

quirúrgicos. En diversos estudios se ha descrito que en torno al 30% los pacientes de EII 

padecen fibrosis en un grado leve/moderado, mientras que más del 50% de los pacientes con 

enfermedad de Crohn desarrollan un grado severo en los primeros 10 años después de haber 

sido diagnosticados y una alta proporción de ellos requiere hospitalización y cirugía127.  

Aunque durante los últimos años ha habido avances en la comprensión fisiopatológica 

de la EII, los mecanismos que impulsan el desarrollo de complicaciones como la formación 

de estenosis fibróticas, no están tan claros. Como comentábamos anteriormente, la fibrosis es 

un mecanismo fisiopatológico de reparación que conduce al depósito de tejido conectivo en la 

MEC después de que se ha producido una lesión. Este intento de reparar el tejido dañado puede 

resultar en una reducción del diámetro de la luz, una estenosis intestinal y, en última instancia, 

una obstrucción. Durante este proceso, la inflamación y la fibrosis son mecanismos 

íntimamente entrelazados que coexisten dentro de la estenosis intestinal. La MEC está formada 

principalmente por fibronectina y colágeno (subtipos I, III y V) que son depositados en los 

espacios de la submucosa, así como en las capas musculares por un aumento en el número de 

fibroblastos y miofibroblastos activados. Todas las células productoras de MEC intestinal 

actúan de forma sinérgica y están controladas por numerosas moléculas mediadoras entre las 

cuales el Factor de crecimiento transformante-β (TGF-β) es el más importante. 
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La extensión de la fibrosis también depende del equilibrio entre la producción y la 

degradación de proteínas de la MEC. La MEC suele ser degradada por las metaloproteinasas 

de matriz (MMP), que pueden ser inducidas por el factor de crecimiento de los hepatocitos o 

inhibidas por el inhibidor tisular de las metaloproteinasas (TIMP). En la EII con fibrosis 

intestinal, el equilibrio entre MMP y TIMP parece estar alterado por la regulación a la baja de 

algunas MMP y la sobreexpresión de TIMP, favoreciendo así la fibrogénesis y la deposición 

excesiva de MEC128.  

A pesar de los importantes avances terapéuticos, la incidencia en la formación de 

estenosis en el colon no ha cambiado notablemente. Esto implica que el control de la 

inflamación por sí solo no necesariamente afecta al proceso fibrogénico asociado, cuyo manejo 

aún no está bien cubierto con las opciones terapéuticas actuales. De hecho, el uso a largo plazo 

de medicamentos como el anti-TNFα y los fármacos antiinflamatorios no esteroideos dan lugar 

a anastomosis. Debido a ello, el desarrollo de agentes como pueden ser los compuestos 

hipoximiméticos, que puedan afectar específicamente el proceso fibrótico, es muy relevante.  

En condiciones fisiológicas, el tracto gastrointestinal se caracteriza por un gradiente de 

oxígeno pronunciado desde la luz anaeróbica hacia la submucosa altamente vascularizada, la 

denominada hipoxia fisiológica, sin embargo, en la EII se observa una desregulación de este 

gradiente de oxígeno. El desequilibrio resultante entre el consumo y el suministro de oxígeno 

hace que la mucosa intestinal inflamada sea severamente hipóxica, siendo la hipoxia una 

característica común de la EII129.  

Curiosamente, una grado bajo de hipoxia en condiciones fisiológicas promueve las 

propiedades de barrera epitelial en las células del intestino. En particular, cuando las células 

del intestino son expuestas a hipoxia exhiben un patrón de expresión génica dirigido a 

preservar la función de barrera del intestino y así reducir la carga inflamatoria. Por ello, la 

expresión de HIF está relacionado con la producción del factor trefoil, mucinas, β-defensinas 

así como con la regulación de la respuesta inmune en la mucosa y la expresión de proteínas de 

unión como la ocludina, la zónula occludens o la claudina-1. A través de la regulación de estos 

factores, HIF proporciona un mecanismo de protección de la barrera intestinal en la EII ya que 

en diferentes estudios se ha demostrado que la inhibición de las PHDs es de hecho protectora 

en modelos murinos de colitis130. 

Varios estudios han proporcionado evidencias de que el uso de PHDi como DMOG o 

FG-4497 tiene un efecto protector en modelos murinos de colitis131, 132. Esto inicialmente se 

demostró utilizando modelos químicos de colitis aguda y posteriormente se ha confirmado 

mediante modelos agudos y crónicos basados en estudios genéticos y químicos133-135. 
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Existen varios mecanismos por los cuales los PHDi son capaces de ejercer estos efectos 

beneficiosos y cada uno está relacionado con la actividad de las distintas PHDs.  La inhibición 

de la PHD1 está relacionada con la mejora de la barrera epitelial a través de la inhibición de la 

apoptosis de las células epiteliales. El ratio de la apoptosis celular es fundamental para el 

mantenimiento correcto de la barrera intestinal136. En el caso de la EII este ratio está 

aumentado, dando lugar a la pérdida de la función protectora de la barrera intestinal con la 

consecuente exposición del sistema inmune a la microbiota intestinal137. Diversos estudios han 

demostrado la implicación de la isoforma PHD1 en la regulación de la apoptosis de las células 

epiteliales intestinales131, por lo que su modulación farmacológica por medio de los PHDi da 

lugar a efectos protectores en modelos experimentales de colitis138.  

Recientemente se ha identificado una firma transcripcional de protección de la barrera 

en células epiteliales intestinales expuestas a hipoxia o a la inhibición farmacológica por medio 

de PHDi. Ya que el principal artífice de esta firma transcripcional es HIF, la inhibición de la 

isoforma PHD2 que es su principal regulador es considerado un segundo mecanismo de 

especial importancia. La protección descrita en modelos murinos de colitis es llevada a cabo 

a través de la mejora de la expresión de una batería de genes diana de HIF con función 

protectora específica de la barrera epitelial. Entre ellos podemos citar a CD55 que participa en 

la eliminación de neutrófilos139, a la enzima ecto-50 nucleotidasa y al receptor A2B, que 

promueven la señalización de la adenosina contribuyendo a la resolución de la inflamación de 

las mucosas140, 141, a las mucinas y al factor trefoil intestinal que conducen a la formación de 

un capa mucosa protectora142, 143, y a la glicoproteína P que está involucrada en la homeostasis 

de las células epiteliales intestinales y sus interacciones con las bacterias del huésped144-146. 

Un tercer mecanismo por el cual la inhibición farmacológica de las PHDs puede tener 

efectos antiinflamatorios en la colitis es a través de la regulación de la apoptosis de los 

neutrófilos147. La infiltración de neutrófilos y la formación de abscesos en las criptas del colon 

es un evento fisiopatológico distintivo de la EII y la regulación de la vida útil de los neutrófilos 

es en consecuencia, un evento clave para determinar el alcance y duración de la inflamación. 

En este caso, la hidroxilasa implicada es la PHD3 ya que su inhibición está relacionada con el 

descenso de la supervivencia de los neutrófilos, así como de la inflamación inducida por medio 

de ellos147. 
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Figura 6. Mecanismos protectores de los PHDi en la EII. Adaptado de 120. 

 

1.7 HIF y neuroprotección en enfermedades neurodegenerativas  

Los procesos degenerativos del sistema nervioso central (SNC), denominados 

neurodegeneración, están actualmente vinculados con la pérdida progresiva de la función 

neuronal y su discapacidad intelectual y/o motora asociada. Actualmente, su incidencia ha 

aumentado de forma significativa principalmente por el aumento de la esperanza de vida, lo 

que representa un importante problema de salud que demanda nuevas estrategias terapéuticas 

para su tratamiento. Los procesos neurodegenerativos afectan a personas de todas las edades 

y se dan en varias enfermedades como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de 

Huntington (EH), la enfermedad de Parkinson, el accidente cerebrovascular, la esclerosis 

múltiple y muchas otras.  

Sin embargo, los mecanismos subyacentes a este proceso aún no se han comprendido 

en su totalidad. Hasta la fecha, la etiología de la mayoría de los trastornos es de naturaleza 

multifactorial, existiendo complejas interacciones entre factores ambientales, endógenos y 

genéticos148. Este origen multifactorial supone que haya diferentes vías de señalización que 

puedan estar implicadas durante la patogenia. Una de estas vías es indudablemente la hipoxia, 

ya que su desequilibrio produce desajuste energético, estrés oxidativo e inflamación. 

Es remarcable que diversos estudios han descrito que la hipoxia podría desempeñar un 

papel central en la activación de la neurodegeneración, ejerciendo HIF-1α un doble papel como 

responsable tanto de la protección, como de los efectos nocivos producidos durante el 

desarrollo de los trastornos más relevantes asociados a la neurodegeneración149.  

Dado que el cerebro es un gran consumidor de energía, es particularmente susceptible 

a la hipoxia. En consecuencia, la escasez severa y prolongada de oxígeno puede contribuir al 

daño cerebral induciendo la muerte celular y la neurodegeneración. Curiosamente, HIF-1 
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induce la transcripción del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), la eritropoyetina 

(EPO) y sus correspondientes receptores, lo que aumenta la disponibilidad de oxígeno al 

promover la eritropoyesis y la angiogénesis. Además, HIF-1α también puede activar genes 

implicados en el transporte y el metabolismo de la glucosa150.  

Se ha observado que una hipoxia suave puede inducir tolerancia a una lesión hipóxica 

mayor por medio de la activación de HIF-1α, permitiendo las modificaciones necesarias para 

una mejor y más rápida recuperación del tejido afectado (pre-condicionamiento hipóxico). De 

hecho, en condiciones isquémicas, la activación HIF-1α en las células representa un 

mecanismo protector contra la isquemia cerebral o en futuras lesiones151, 152. Es más, se ha 

descrito que, en un amplio abanico de enfermedades, incluidas algunas neurodegenerativas, 

HIF-1α regula positivamente la respuesta neuroprotectora contra factores de estrés como las 

especies reactivas de oxígeno (ROS)153 y la inflamación. Sin embargo, el papel de HIF-1α va 

más allá de esta respuesta adaptativa, ya que también interviene en la regulación de otros 

procesos patológicos que incluyen la modulación de la apoptosis, la angiogénesis y la 

remielinización154. 

En condiciones hipóxicas, se sabe que HIF-1α está involucrado en la protección de las 

neuronas a través del aumento en la captación de glucosa por medio de un mecanismo 

independiente de la insulina155. Durante la privación de glucosa, el estrés metabólico inducido 

por este déficit puede producir la activación intracelular del catabolismo oxidativo de la 

glucosa, lo que incluye la glucólisis, la ruta de las pentosas fosfato y el ciclo de Krebs. Dado 

que el cerebro consume al menos un 20-30 % de oxígeno total, y necesita 120 g diarios de 

glucosa para cumplir con su función normal, una tasa disminuida de glucólisis en el cerebro 

produce la reducción de los mecanismos de supervivencia celular.  

Las mitocondrias son quizás los principales productores de ROS y también el principal 

objetivo del daño oxidativo, estando descrito en varias enfermedades neurodegenerativas 

como la enfermedad de Huntington156. En este sentido, HIF-1α protege contra el estrés 

oxidativo al actuar en las mitocondrias157. El déficit mitocondrial inclina el balance energético 

hacia la glucólisis aeróbica para compensar la fosforilación oxidativa deteriorada, siendo la 

regulación positiva de las enzimas glucolíticas por medio de HIF-1α una modificación 

adaptativa de carácter beneficioso158. 

Dado que la señalización por la vía de HIF-1α tiene un efecto neuroprotector, se 

entiende que los fármacos que inducen un aumento de su concentración intracelular podrían 

representar un objetivo terapéutico muy prometedor para el tratamiento de enfermedades 

neurodegenerativas. Por lo tanto, los compuestos hipoximiméticos pueden ser potenciales 

medicamentos para el tratamiento de enfermedades neurológicas159. Diversos quelantes de 

hierro han demostrado tener efectos neuroprotectores en modelos animales, aunque los 
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mecanismos por los que los han llevado a cabo aún no están totalmente claros. Se cree que 

estos compuestos podrían inhibir la producción de radicales libres, y simultáneamente, inducir 

la suficiente, pero no excesiva, activación de HIF-1α, con su respectiva firma transcripcional 

de protección mediante la hipoxia160. 

1.8 Enfermedad de Huntington. Generalidades y papel de HIF 

La enfermedad de Huntington (EH) es un trastorno neurodegenerativo progresivo del 

SNC caracterizado por la pérdida selectiva de neuronas en el cuerpo estriado y en el córtex.  

Fue nombrada por primera vez en 1841 por Charles Water y finalmente fue descrita en 1872 

por George Huntington, un médico estadounidense que la denominó corea hereditaria. La 

enfermedad se caracteriza por una disfunción motora progresiva, deterioro cognitivo y 

trastornos psiquiátricos161. 

La EH es una enfermedad genética de herencia autosómica dominante cuya edad media 

de aparición es de 35 a 44 años y el tiempo medio de supervivencia es de 15 a 18 años tras su 

diagnóstico. Está causada por una expansión en las repeticiones del triplete CAG del gen que 

codifica la huntingtina (HTT) en el brazo corto del cromosoma 4 (4p16.3). El gen de la HTT 

normal presenta menos de 26 repeticiones CAG, mientras que el mutado puede presentar de 

36 a 39 repeticiones (penetrancia incompleta) o 40 o más repeticiones (penetrancia completa). 

La expansión de estas repeticiones CAG en el gen de la HTT codifica una poliglutamina 

(polyQ) que resulta en una proteína mutante. Por ello, el diagnóstico se basa en antecedentes 

familiares positivos, hallazgos clínicos característicos y la detección de una expansión de 36 

o más repeticiones de CAG en el gen de la HTT162. 

 

 

Figura 7. Representación del origen y consecuencias de la enfermedad de Huntington. 
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La proteína huntingtina se expresa ubicuamente, teniendo una alta expresión en 

neuronas y células gliales. Aunque sus funciones fisiológicas siguen siendo cuestión de debate, 

hay evidencias que apuntan a un papel central en el desarrollo embriogénico, en controlar la 

producción del factor neurotrófico cerebral (BDNF), en la transcripción de genes neuronales 

y en la transmisión sináptica163. 

La muerte neuronal observada en la EH podría deberse a la pérdida de función y/o 

ganancia de toxicidad de la HTT mutante164. Aunque la causa de la EH es bien conocida y la 

HTT mutante es fundamental para la fisiopatología de la EH, la causa última de la muerte 

neuronal es aún incierta164.  

Los mecanismos de daño tisular en la EH comprenden excitotoxicidad, daño 

mitocondrial, radicales libres e inflamación. Al principio, la neuroinflamación puede 

considerarse beneficiosa para el tejido neuronal, ya que promueve la eliminación de restos 

celulares, pero el escenario es definitivamente más complejo. Por ejemplo, además de modular 

las funciones de las células inmunitarias, los mediadores inflamatorios también actúan sobre 

las neuronas, posiblemente contribuyendo a su muerte. La muerte neuronal activaría aún más 

la inflamación, lo que resulta en un círculo vicioso de inflamación y neurodegeneración165. 

Las terapias actuales para la EH permiten controlar algunos de los principales síntomas 

como la corea, la psicosis o la depresión para mejorar la calidad de vida de los pacientes, sin 

embargo, estos tratamientos solo mejoran las características clínicas de la enfermedad, ya que 

los beneficios son solo temporales y desaparecen cuando se suspende el tratamiento. 

Desafortunadamente, ninguna terapia actual ha demostrado interferir con la historia natural 

subyacente de la enfermedad, ralentizando o deteniendo su progresión. 

Curiosamente, algunos estudios han informado del uso beneficioso de HIF en este 

trastorno. El pretratamiento de las células de astroglía C6 con compuestos que activan la 

señalización de HIF como el CoCl2, la mimosina y la DFX, atenúa los efectos citotóxicos 

inducidos en la mitocondria por el ácido 3-nitropropiónico (3-NP), un inhibidor de complejo 

II de la cadena transportadora de electrones cuyos efectos se asemejan a la EH166.  

Asimismo, el compuesto VK-28 mejoró los síntomas conductuales y patológicos en un 

modelo murino transgénico de la enfermedad de Huntington y el compuesto clioquinol 

disminuyó la acumulación de los agregados de HTT así como mejoró las funciones motoras y 

cognitivas167. 

1.9 Traumatismos craneoencefálicos 

El traumatismo craneal inducido (TCI) se define como una lesión cerebral provocada 

por fuerzas mecánicas externas que causan un impacto directo sobre el cráneo o bien un 
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movimiento vigoroso del cerebro dentro de él, dando lugar a una función cerebral alterada. La 

mayoría de las veces el TCI es causado por caídas, accidentes de tráfico y asaltos con 

violencia168.  

Es una de las principales causas de mortalidad y discapacidad en niños y adultos 

jóvenes, afectando cada año a aproximadamente 69 millones de personas en todo el mundo, 

viviendo más del 2 % de la población con discapacidades neurológicas causadas por él. 

Actualmente, el TCI representa alrededor del 30-40 % de todas las muertes relacionadas con 

lesiones, y se estima que será la cuarta causa de discapacidad para el año 2030169.  

Los síntomas del TCI incluyen mareos, dolores de cabeza, amnesia y náuseas que 

pueden mejorar en unos días o semanas tras el traumatismo, sin embargo, una lesión grave 

puede conllevar consecuencias a largo plazo como importantes enfermedades neurológicas, 

neuropsicológicas y deterioro cognitivo. De este modo, los pacientes sufren pérdidas de 

memoria, cambios de personalidad y una disminución en su capacidad de atención. Así mismo, 

el TCI también es un factor de riesgo para la epilepsia, la enfermedad de Alzheimer, la 

enfermedad de Parkinson y la encefalopatía traumática crónica170. 

El tratamiento del TCI varía según la gravedad de la lesión y consiste en farmacoterapia 

para reducir la inflamación, opciones quirúrgicas para reducir la presión intracraneal y el 

edema así como extirpar el tejido cerebral necrótico y por último la rehabilitación171. Aunque 

varios fármacos han tenido buenos resultados en modelos animales, ningún ensayo clínico ha 

tenido éxito hasta ahora, por lo que no existen medicamentos aprobados por la FDA para su 

tratamiento. 

En los últimos años, se han revelado diferentes vías involucradas en la lesión de TCI y 

esto ha ayudado a comenzar a dilucidar sus mecanismos patológicos, sin embargo, las amplias 

conexiones entre las distintas rutas de señalización han hecho que aún quede mucho camino 

por recorrer.  

La patogenia del TCI se puede dividir en dos mecanismos: lesión primaria y 

secundaria172. La lesión primaria se refiere al daño del tejido cerebral que es resultado directo 

de las fuerzas externas aplicadas durante el trauma, y según las características biomecánicas 

del impacto, puede ser focal o difuso. A menudo incluyen fracturas de cráneo, hemorragias, 

contusiones y lesiones axonales. Por el contrario, la lesión secundaria se refiere al daño 

neurológico que se desarrolla gradualmente dentro de las horas, semanas y meses posteriores 

al trauma. Consiste en una serie de procesos celulares, fisiológicos y moleculares que afectan 

a todo tipo de células del cerebro. Los principales mecanismos identificados que orquestan los 

mecanismos de lesión secundaria son la alteración de la barrera hematoencefálica (BHE), la 
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excitotoxicidad, la disfunción mitocondrial, el estrés oxidativo, la inflamación y la muerte 

celular173.  

La neuroinflamación crónica que sigue al TCI es un factor clave en el desarrollo de la 

lesión secundaria. Desde un punto de vista esquemático, el mecanismo neuroinflamatorio 

implicado en la fisiopatología de la lesión cerebral consiste en lo siguiente: el TCI causa daño 

tisular y neuronal, lo que resulta en la liberación de grandes cantidades de moléculas 

denominadas DAMP (Damage-associated molecular patterns) en el microambiente. Los 

DAMP, a su vez, activan las células inmunitarias innatas circundantes y reclutan células 

inmunitarias periféricas hacia el sitio de la lesión. La función inicial de estas células 

inmunitarias es contener la lesión y eliminar los residuos y células muertas. Sin embargo, los 

DAMP inducen la activación de las células de la microglía, que secretan moduladores 

proinflamatorios que exacerban la lesión neuronal y contribuyen al deterioro de la BHE ya que 

alteran la expresión de proteínas que mantienen su integridad (Zo1, Claudina-5, Ocludina). 

Los astrocitos también pueden activarse y dar lugar a la formación de cicatrices gliales. Este 

estado inflamatorio crónico agrava la lesión y altera la homeostasis del cerebro, iniciándose la 

neurodegeneración progresiva y aumentando el riesgo de secuelas como la disfunción 

cognitiva y conductual. 

 

Figura 8. Mecanismo neuroinflamatorio implicado en la fisiopatología del TCI. Adaptado de 
174. 

 

Como hemos mencionado anteriormente, la integridad de la BHE juega un papel 

esencial en la patogenia del TCI ya que, aunque es un evento temprano que ocurre pocas horas 

después de la lesión, puede persistir durante años175. Se puede medir cuantificando la 

extravasación de proteína sérica, fibrinógeno y de la inmunoglobulina G (IgG). La función de 
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la BHE es fundamental para mantener la homeostasis cerebral al suprimir la entrada de células 

inmunes periféricas, proporcionar el suministro de nutrientes, eliminar sustancias tóxicas y 

además actuar como una barrera de intercambio de solutos entre la sangre y el cerebro. Así, la 

BHE proporciona una barrera semipermeable que separa la circulación sanguínea del ambiente 

cerebral para regular el tráfico de moléculas.  

La BHE está compuesta por células endoteliales especializadas fenestradas por 

proteínas transmembrana conocidas como proteínas de unión estrecha (ocludina y claudinas) 

o moléculas de adhesión de unión (JAM) que restringen la permeabilidad paracelular. Estas 

proteínas transmembrana están ancladas a la superficie citoplasmática a través de proteínas de 

anclaje (zonula occludens (ZO)). Las células endoteliales que forman la BHE están reguladas 

por las células circundantes, como los pericitos, astrocitos, neuronas y microglía para mantener 

el equilibrio iónico y la homeostasis176.  

Tras una agresión mecánica, en el cerebro se produce una deformación inmediata del 

tejido así como un daño en los vasos sanguíneos circundantes177. Tras el impacto, la disrupción 

de la BHE contribuye al daño tisular, a la formación del edema, la inflamación y la disfunción 

neural. Sus efectos son duraderos y están asociados con la neurodegeneración y otras 

comorbilidades, lo que la convierte en un objetivo crucial para el tratamiento del TCI, ya que 

su restauración temprana puede ayudar a prevenir las secuelas asociadas. 

En la disfunción de la BHE existen dos procesos biológicos clave cuya interrupción 

contribuye a su disfunción. El primero implica un aumento en el transporte paracelular 

provocado por la pérdida de proteínas de unión estrecha, lo que permite el paso de moléculas 

que normalmente estarían restringidas, además de aumentar la afluencia de células 

inmunitarias como como neutrófilos que pueden exacerbar la respuesta inflamatoria. El 

segundo proceso ocurre debido a un aumento de la transcitosis a través de las células 

endoteliales, lo que lleva al transporte de moléculas más grandes y proteínas séricas como la 

albúmina, que normalmente no pueden penetrar en el cerebro178.  



Introducción 

 

62 
 

 

Figura 9. Comparación de los procesos que suceden en la barrera hematoencefálica de manera 

fisiológica y tras una lesión cerebral traumática. Adaptado de 179. 

 

Por todo ello, durante la lesión secundaria se produce la neuroinflamación y la 

activación glial, contribuyendo ambas a la interrupción de la BHE. El TCI provoca la 

activación del endotelio y la respuesta neuroinflamatoria en cuestión de minutos tras la lesión, 

lo que da lugar a un aumento en el reclutamiento y liberación de citocinas, quimiocinas, 

neutrófilos y otros mediadores proinflamatorios180. Las células inmunitarias innatas también 

impulsan la neuroinflamación y la desregulación de BHE, por ejemplo, la microglía se activa 

por la albúmina que ha entrado en el cerebro, conduciendo a la liberación de las citoquinas 

IL1, TNFα, TGFβ y MCP1, las cuales influyen en la permeabilidad de BHE y en la 

distribución de las proteínas de unión estrecha181. La extravasación de la albúmina también 

hace que los astrocitos liberen MMPs que degradan la membrana basal, aumentando así la 

permeabilidad de la BHE y el edema. La liberación de citocinas por las células gliales activa 

distintas vías como Rho/ROCK, PKC, o/y MAPK, que afectan a la fosforilación de las 

proteínas de unión y contribuyen a un aumento en la permeabilidad182.  

Por otro lado, el estrés oxidativo es un disruptor conocido de la BHE y puede ser el 

catalizador inicial del aumento en la permeabilidad183. Después del daño mitocondrial, las 

especies reactivas de oxígeno liberadas por los astrocitos, la microglía y las neuronas activan 

aún más la liberación glial de citocinas y quimiocinas. Las ROS afectan a las vías 

mencionadas, que disminuyen la expresión de las proteínas de unión y aumentan las MMPs 

para aumentar la permeabilidad paracelular a través de la peroxidación de lípidos. La microglía 

también aumenta la expresión de las moléculas de adhesión intracelular 1 (ICAM1), de 

adhesión celular vascular 1 (VCAM1), la P-selectina y la E-selectina, lo que permite una 



Introducción 

 

63 
 

mayor adhesión y migración de leucocitos a través del endotelio del cerebro para provocar 

respuestas inflamatorias periféricas adicionales184.  

El papel de HIF-1α en TCI es poco conocido y los estudios que existen muestran 

resultados contradictorios, por lo que es posible que HIF-1α ejerza un rol dual durante la 

lesión. Por un lado, varios artículos han descrito el efecto neuroprotector de la activación de 

HIF-1α durante la lesión secundaria mediado por óxido nítrico (NO). Tras el TCI, la 

deficiencia de NO y la consiguiente alteración de su metabolismo da lugar a desequilibrios en 

los procesos de S-nitrosilación, los cuales están implicados en el bloqueo de los procesos de 

neurorreparación. La actividad de HIF-1α está regulada por NO a través de modificaciones 

post-transcripcionales de S-nitrosilación, la cual está regulada dinámicamente por distintos 

metabolitos de NO tales como S-nitrosoglutation (GSNO) y el peroxinitrito, donde el GSNO 

estabiliza HIF-1α y el peroxinitrito lo desestabiliza. Se ha descrito que la administración de 

GSNO estabiliza HIF-1α e induce sus genes dependientes, de este modo, estimula el proceso 

de regeneración y ayuda en la recuperación funcional de animales que han sufrido un TCI185. 

Dado que el proceso de neurorreparación depende de mecanismos de regeneración que 

involucran una integración coordinada de la angiogénesis, la neurogénesis y la 

remielinización, las terapias que aumenten este proceso son muy interesantes como potencial 

tratamiento que sirva para estimular la recuperación de las funciones neurológicas. 

En otros estudios también se ha descrito que la neurorreparación producida por medio 

de la estimulación de la expresión del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y del 

factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) durante la fase crónica del TCI depende de 

la actividad de HIF-1α186. 

Por otro lado, se ha demostrado que el pre-condicionamiento hipóxico protege al 

cerebro contra la hipoxia o isquemia causada por TCI, mejorando la tolerancia a la hipoxia y 

atenuando la pérdida neuronal de la corteza cerebral en ratas187. El mecanismo está relacionado 

con el aumento del transporte de glucosa mediado por la inducción de la expresión de los 

trasportadores GLUT1 y GLUT3, que son genes diana de HIF-1α. Durante la hipoxia-isquemia 

cerebral producida después del TCI se reduce el suministro de oxígeno, lo que lleva a 

alteraciones en el metabolismo de la glucosa, siendo la escasez del suministro de energía una 

de las causas más importantes de apoptosis neuronal. Dado que la función de GLUT1 es 

principalmente transportar glucosa a través de las células endoteliales de la barrera BHE y 

ayudar a que la glucosa pase a través la membrana de las células gliales, su papel es 

indispensable para disminuir la apoptosis en el cerebro después de una lesión188.  

Por todo ello, la estabilización de HIF-1α activa la supervivencia del tejido mediante la 

inducción de varias enzimas clave involucradas en el metabolismo celular como el 
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transportador de glucosa (GLUT1 y GLUT3), la angiogénesis (VEGF, VEGFR1, 

angiopoyetina) y la captación de radicales libres (hemo hidroxilasa 1; HO1). Sin embargo, la 

inhibición de HIF-1α en la fase aguda del TCI también ha demostrado tener efectos 

neuroprotectores189, 190. Esto es debido a que HIF-1α promueve la apoptosis y aumenta la 

permeabilidad de la BHE y la formación de edemas por medio del VEGF y la acuaporina 4 

(AQP4). 

Todos estos resultados hacen que el papel de HIF-1α tras un TCI sea controvertido, es 

posible que pueda tener diferentes implicaciones según el momento tras la lesión, por lo que 

serían necesarios más estudios que esclarezcan su posible efecto neuroprotector en esta 

patología.  
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2 Objetivos 

El objetivo general de esta Tesis fue el desarrollo preclínico farmacológico del 

compuesto VCE-005.1, el cual es una molécula hipoximimética que modula la ruta de la 

hipoxia.  

El factor inducible por hipoxia (HIF) es un factor de transcripción que media la 

respuesta celular a bajas concentraciones de oxígeno. Desde hace unos años, se ha estudiado 

el potencial uso de la manipulación de la vía de la hipoxia en el tratamiento de distintas 

enfermedades inflamatorias, isquémicas y neurodegenerativas, convirtiendo la vía HIF en una 

interesante diana terapéutica. Por ello, la manipulación farmacológica de la ruta de la hipoxia 

tiene un gran valor para la investigación biomédica y las empresas farmacéuticas. 

Para llevar a cabo este objetivo general, se propusieron los siguientes objetivos 

específicos: 

 Objetivo 1. Estudio del perfil farmacológico (metabolismo y toxicología) así como 

de la farmacocinética del compuesto VCE-005.1. 

 Objetivo 2. Estudio de la modulación de la ruta de la hipoxia por el compuesto VCE-

005.1 e identificación molecular de su mecanismo de acción. 

 Objetivo 3. Demostrar eficacia terapéutica del VCE-005.1 en modelos murinos de 

Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII), Enfermedad de Huntington (EH) y Traumatismo 

craneal inducido (TCI). 
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3 Material y métodos 

3.1 Experimentos in vitro 

3.1.1 Reactivos 

El reactivo dimethyloxalylglycina (DMOG) se obtuvo de Cayman Chemical (#CAY-

71210, MI, EE. UU) con una pureza de ≥ 98 %. Los plásmidos HA-PHD1, HA-PHD2 y HA-

PHD3 fueron obtenidos de Addgene mientras que los plásmidos GST-PHDs fueron 

amablemente proporcionados por Edurne Berra (CICbioGUNE, Bilbao, España). El scramble 

control del siRNA (#D-001810) y el ON-TARGET plus SMART pool contra B55α (#L-

004824) se adquirieron en Dharmacon (Waltham, MA, EE. UU). El resto de los reactivos, si 

no se indica lo contrario, se adquirieron en Sigma (MO, EE. UU). 

 

3.1.2 Compuestos 

El compuesto VCE-005.1 (3β-hydroxylup-20(29)-en-28-oic ácido hydroxamato) fue 

proporcionado por Emerald Health Biotechnology España con una pureza del 99.11 %. 

 

3.1.3 Líneas celulares 

Las líneas celulares HEK-293T y NIH-3T3-EPO-luc fueron cultivadas en medio DMEN 

suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10 % y con penicilina-estreptomicina al 1 %. 

La línea celular CaCo-2 fue cultivada en medio EMEN suplementado con FBS al 10 % y con 

penicilina-estreptomicina al 1 %. Las células endoteliales microvasculares de cerebro humanas 

(HBMEC) fueron mantenidas en medio de células endoteliales (ScienCell, CA, EE. UU) 

suplementadas con 5 % FBS, 1 % de suplemento de factor de crecimiento para células 

endoteliales (ECGS) y 1 % de penicilina-estreptomicina. Todas las líneas descritas 

anteriormente fueron mantenidas a 37 °C en un ambiente humidificado al 5 % de CO2. Las 

células estriatales STHdhQ7/Q7 y SdTHhQ111/Q111 fueron cultivadas en medio DMEN 

suplementado con FBS al 10 % y penicilina-estreptomicina al 1 %, a una temperatura de 33 

°C en un ambiente humidificado al 5 % de CO2.  

 

3.1.4 Ensayo de resistencia eléctrica trans-epitelial (TEER) 

La permeabilidad epitelial fue evaluada midiendo la resistencia eléctrica trans-epitelial 

con el dispositivo Millicell® ERS-2 (Millipore, MA, EE. UU) en monocapas de CaCo-2. Las 

células CaCo-2 fueron sembradas a una densidad de 500.000 células sobre insertos de 

policarbonato (6.5 mm diámetro, 0.4 µm de tamaño de poro) en placas de 12 pocillos. Cada 

inserto fue colocado en un pocillo con 0.2 ml de medio en la zona apical y 0.6 ml en la 

basolateral. Las células fueron tratadas con el compuesto VCE-005.1 a diferentes 

concentraciones durante 24 h. Después, 0.2 ml de sobrenadante de células humanas 

mononucleares de sangre periférica (PBMC) que habían sido previamente activadas con 
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fitohemaglutinina M (PHA) durante 48 h fue añadido durante 30 minutos, a continuación, se 

realizaron tres mediciones de TEER en cada pocillo. Los valores de TEER se calcularon 

sustrayendo la resistencia del blanco (resistencia eléctrica de un inserto sin células, pero con 

medio) y multiplicando el resultado por el área efectiva de la membrana (0.6 cm2). Los 

resultados están expresados como porcentaje de disrupción epitelial tomando como 0 % la 

disrupción de las células sin tratar.  

 

3.1.5 Ensayo de luciferasa 

Para los ensayos de transactivación de EPO-luc, se usaron las células NIH-3T3-EPO-

luc que contienen 3 copias de la secuencia consenso ERH del promotor del gen de la 

eritropoyetina unido al gen de la luciferasa. Se sembraron 10.000 células por pocillo en placas 

de 96 pocillos y se estimularon con VCE-005.1 durante 12 horas antes de su lisis. En los 

ensayos con los inhibidores de la fosfatasa PP2A (LB-100 y ácido okadaico), éstos se 

añadieron durante 30 minutos y luego se estimuló con el compuesto durante 6 horas. La 

actividad luciferasa del lisado fue cuantificada mediante el sistema Dual-Luciferase Assay 

(Promega, WI, EE. UU) en el lector de placas TriStar LB 941. 

 

3.1.6 Ensayo de contracción de colágeno  

Los fibroblastos NIH-3T3-EPO-luc fueron tripsinizados, lavados con PBS y 

resuspendidos en medio completo a una densidad de 500.000 células/ml. Los geles de colágeno 

se hicieron conteniendo una concentración final de 150.000 células/ml y 1 mg/ml de colágeno 

I con las indicadas concentraciones de VCE-005.1 o DMOG. Se tomaron imágenes digitales 

de estos geles a tiempo 0 y tras 12 horas. El área de la superficie del gel fue cuantificada en 

términos de número de píxeles usando ImageJ. Los cambios relativos en el área están descritos 

como porcentaje del área original.  

 

3.1.7 Ensayo de angiogénesis 

Las células verdes HUVEC CytoLight fueron co-cultivadas con fibroblastos dermales 

humanos (NHDF) en placas de 96 pocillos y tratadas con VCE-005.1, FGF o VEGFA durante 

7 días (PrimeKit cryo Essen Biosciences, MI, EE. UU). El proceso de formación de los túbulos 

fue monitorizado usando algoritmos integrados del equipo IncuCyte. Se muestran fotos 

representativas a una magnificación de 4x. 

 

3.1.8 Ensayo de neuroprotección estriatal in vitro 

10.000 células STHdhQ7/Q7 y STHdhQ111/Q111 fueron sembradas en DMEN suplementado 

en placas de 96 pocillos y estimuladas con concentraciones crecientes de VCE-005.1 durante 

6 h, luego se les añadió 3-NP a 10 mM (Merck) durante otras 30 h. Durante ese periodo de 
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tiempo, la citotoxicidad inducida por 3-NP fue medida por fluorescencia usando el colorante 

Yoyo-1 (#Y3601, Life Technologies). Las células tratadas fueron introducidas en el sistema 

de imagen IncuCyte FLR, donde se calculó mediante el software del equipo el número de 

células positivas a Yoyo-1 con respecto al total en los distintos tratamientos a lo largo del 

tiempo. 

 

3.1.9 Extracción de ARN mensajero de los estudios in vitro 

Las células STHdhQ7/Q7 y STHdhQ111/Q111 fueron estimuladas con VCE-005.1 durante 6 

h, a continuación, el ARN mensajero fue extraído mediante el kit High Pure RNA Isolation 

(#11828665001, Roche, Barcelona, España). El ARN fue cuantificado por espectrofotometría 

utilizando el NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific) y la integridad de este fue comprobada 

mediante electroforesis en gel de agarosa. 

 

3.1.10  Retrotranscripción y reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real (RT-PCR) 

1 µg de ARN total fue retrotranscrito usando el iScript cDNA Synthesis Kit (#1708891, 

Bio-Rad, CA, EE. UU). A continuación, el ADNc fue analizado mediante PCRs a tiempo real 

por medio de la iQTM SYBR Green Supermix (#1708882, Bio-Rad) y el equipo CFX96 Real-

time PCR Detection System (Bio-Rad). Para estandarizar la expresión del ARNm en cada 

muestra se usaron distintos genes constitutivos; Gapdh en los estudios in vitro e in vivo de 

colitis y Huntington y Ppia para el modelo de traumatismo craneal. La expresión génica fue 

cuantificada usando el método 2-ΔΔCt y representada como porcentaje de expresión relativa 

con respecto a los controles (células sin tratar o ratones control).  

A continuación, se detallan los primers usados en los estudios:  

Gen  Sentido 5' ➔ 3' Sentido 3' ➔ 5' 

m-Tnc CCACCAAGTTTACCACAGACCT TCCACAGATTCATAGACCAGGAG 

m-Il13 GCTTATTGAGGAGCTGAGCAACA GCCAGGTCCACACTCCATA 

m-Mrc1 CATGAGGCTTCTCCTGCTTCTG TTGCCGTCTGAACTGAGATGG 

m-Timp1 TCCTCTTGTTGCTATCACTGATAGCTT CGCTGGTATAAGGTGGTCTCGTT 

m-Il1β CTCCACCTCAATGGACAGAA GCCGTCTTTCATTACACAGG 

m-Col3a1 GCCCACAGCCTTCTACAC CCAGGGTCACCATTTCTC 

m-Ccl3 ACTGCCTGCTGCTTCTCCTACA AGGAAAATGACACCTGGCTGG 

m-Mmp3 CAGACTTGTCCCGTTTCCAT GGTGCTGACTGCATCAAAGA 

m-Mmp8 GCCTTCCCAGTACCTGAACA ACTCCACATCGAGGCATTTC 

m-Mmp9 GCTGACTACGATAAGGACGGCA TAGTGGTGCAGGCAGAGTAGGA 

m-Itf TCTGGCTAATGCTGTTGGTG CTCCTGCAGAGGTTTGAAGC 

m-Muc2 GCTGACGAGTGGTTGGTGAATG GATGAGGTGGCAGACAGGAGAC 

m-Muc3 CGTGGTCAACTGCGAGAATGG CGGCTCTATCTCTACGCTCTCC 

m-Cldn AGGTCTGGCGACATTAGTGG CGTGGTGTTGGGTAAGAGGT 

m-Zo1 GACCTTGATTTGCATGACGA AGGACCGTGTAATGGCAGAC 

m-Cox2  TGAGCAACTATTCCAAACCAGC  GCACGTAGTCTTCGATCACTATC 
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m-iNOS  AACGGAGAACGTTGGATTTG  CAGCACAAGGGGTTTTCTTC 

m-Il6  GTATGAACAACGATGATGCACTTG  ATGGTACTCCAGAAGACCAGAGGA 

m-Ccl2  GGGCCTGCTGTTCACAGTT  CCAGCCTACTCATTGGGAT 

m-Bnip3 GCTCCAAGAGTTCTCACTGTGAC GTTTTTCTCGCCAAAGCTGTGGC 

m-Bdnf CGCTAATACTGTCACACACGC TAGCCTGCAGCCTCACCTAT 

m-Sod1 GGGATTGCGCAGTAAACATTC AATGGTTTGAGGGTAGCAGATGA 

m-Nqo1 GCCGAACACAAGAAGCTGGAAG GGCAAATCCTGCTACGAGCACT  

m-P21 CAGGGCTCAGGTAGACCTTG GCCTACCCGGACACTCACCG 

m-Ucp2 ACCAGCTCAGCACAGTTGACAATG GGCCAATAAGATGGGTCTGA 

m-Vegfa CTGCTGTAACGATGAAGCCCTG GCTGTAGGAAGCTCATCTCTCC  

h-Vegfa CGAAGTGGTGAAGTTCATGGATG TTCTGTATCAGTCTTTCCTGGTG 

h-Epo CTCCGAACAATCACTGCT GGTCATCTGTCCCCTGTCCT 

h-Gapdh TGTCCCCACTGCCAACGTGTCA AGCGTCAAAGGTGGAGGAGTGGGT 

m-Gapdh TGGCAAAGTGGAGATTGTTGCC AAGATGGTGATGGGCTTCCCG 

m-Ppia  CATACAGGTCCTGGCATCTTGTC AGACCACATGCTTGCCATCCAG 

Tabla 2. Primers usados en las PCR a tiempo real. 

 

3.1.11  Western Blot 

Después de los tratamientos, las células fueron lavadas con PBS y las proteínas fueron 

extraídas en 50 μl de buffer de lisis (50 mM Tris–HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 10 % glycerol 

and 1 % NP-40) suplementado con 10 mM NaF, 1 mM Na3VO4, 10 μg/ml leupeptina, 1 μg/ml 

pepstatina y aprotinina, y 1 μl/ml PMSF saturado. Las proteínas fueron cuantificadas por el 

método Bradford (Bio-Rad), y se cargaron 50-70 μg de proteína previamente hervidas a 95 °C 

durante 3 minutos en buffer Laemmli.  

La electroforesis se llevó a cabo en geles 8-10% SDS/PAGE, después, las proteínas ya 

separadas se transfirieron a membranas de PDVF (20 V durante 30 minutos) y se bloquearon 

en solución TBS (0.1 % Tween 20 y 5 % leche en polvo desnatada) durante una hora a 

temperatura ambiente. La inmunodetección de las proteínas se llevó a cabo mediante la 

incubación con los anticuerpos primarios (Ver tabla) diluidos en la solución de bloqueo a 4 ºC 

durante la noche. Después de 3 lavados con buffer TTBS, las membranas fueron incubadas 

con los correspondientes anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa durante una hora 

a temperatura ambiente. Finalmente, volvieron a lavarse las membranas y la detección de la 

señal se hizo mediante quimioluminiscencia (GE Healthcare Europe GmbH). 

 

Anticuerpo Técnica Dilución Referencia Casa comercial 

anti HIF-1α humano Western 1:1000 #610959 BD Bioesciences 

Conejo anti HIF-1α murino Western e IHC 1:1000; 1:50 #ab179483 Abcam 

Conejo anti PHD1 humano Western 1:1000 #ab108980 Abcam 

Conejo anti PHD2 humano Western 1:1000 #ab109088 Abcam 

Conejo anti PHD3 humano Western 1:1000 #ab30782 Abcam 

Conejo anti OH-HIF-1α humano Western 1:1000 #3434S Cell Signalling 
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Rata anti-HA Western 1:1000 #11867431001 Merk 

anti-Phospho-PHD2 Ser125 Western 1:500 Proporcionado por M. Mazzone 

Ratón anti β-actina Western 1:10000 #A5316 Merk 

Rata anti-F4/80 murino IHC 1:50 #MCA497 Bio-Rad 

Ratón anti CD3 murino IHC 1:50 #sc20047 
Santa Cruz 

Biotech. 

Conejo anti Muc-2 murino IHC 1:100 #ab97386 Abcam 

Conejo anti Cldn-1 murino IHC 1:200 #ab15098 Abcam 

Conejo anti CD31 murino IF 1:100 #ab28364 Abcam 

Rata anti Tenascin murino IF 1:100 #MAB2138 R&D System 

Ratón anti-α-SMA conjugado a Alexa 488 murino IF 1:100 #53-9760-80 Thermo Fisher 

Caballo anti-IgG murina IHC 1:500 #BA-2000-1.5 Vector Lab. 

Conejo anti Iba-1 murino IHC 1:100 #019-19741 Wako 

Ratón anti-NeuN murino IHC 1:100 #MAB377 Millipore 

Ratón anti GFAP murino IF 1:100 #33673 
Santa Cruz 

Biotech. 

Conejo anti MPO murino IHC 1:200 #ab208670 Abcam 

Ratón anti-Claudina-5 murino IF 1:100 #352500 Invitrogen 

Conejo anti VCAM-1 murino IF 1:500 #ab134047 Abcam 

Conejo anti Zo1 murino IF 1:50 #40-2300 Invitrogen 

Conejo anti Ki67 murino IF 1:250 #ab16667 Abcam 

Cabra anti-conejo biotinilado IHC R.T.U #BP-9100 Vector Lab. 

Cabra anti-rata biotinilado IHC R.T.U #BP-9400 Vector Lab. 

Cabra anti-ratón biotinilado IHC R.T.U #BP-9200 Vector Lab. 

Cabra anti-ratón Alexa 488 IF 1:500 #A11029 Thermo Fisher 

Cabra anti-conejo Texas Red IF 1:500 #A-6399 Thermo Fisher 

Cabra anti-rata Alexa 488 IF 1:500 #A-11006 Thermo Fisher 

Tabla 3. Anticuerpos utilizados para los diferentes ensayos experimentales de proteínas. 

 

3.1.12  Transfección celular e inmunoprecipitación 

Se realizaron transfecciones transitorias con Roti-Fect (Carl Roth, Karlsruhe, Alemania) 

y se mantuvieron entre 36 y 48 h. Se mantuvo constante la cantidad de ADN transfectado 

mediante la adición del vector de expresión vacío. El silenciamiento de B55α se realizó con el 

reactivo de transfección Lipofectamine RNAiMax (#13778100, Life Technologies, Carlsbad, 

EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células fueron recogidas, lavadas 

con PBS y lisadas en buffer de inmunoprecipitación (IP). Después, la inmunoprecipitación se 

completó en una rueda rotatoria tras añadirle 1 μg de los indicados anticuerpos y 25 μl de 

protein A/G Sepharose beads (Santa Cruz). Las proteínas inmunoprecipitadas se lavaron 5 

veces en buffer IP y fueron eluídas en buffer SDS 2x, para a continuación realizar los 

inmunoblots. 
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3.1.13  Ensayo de pull-down de GST  

Las proteínas recombinantes GST-PHDs (PHD1, PHD2 y PHD3) y GST-HIF fueron 

obtenidas de acuerdo con los protocolos estándar en bacterias BL21 y purificadas usando 

Glutation-Sepharosa 4B (GE Healthcare).  

 

3.1.14  Ensayo de hidroxilación de HIF-1α  

Las células HEK-293T fueron transfectadas con los plásmidos de las PHDs como se 

indica. Tras 24 horas de transfección, las células fueron estimuladas durante otras 24h. 

Después de ello, se inmunoprecipitaron las PHDs como se describe anteriormente191. La 

proteína recombinante humana GST-HIF-1α (#ab48734, Abcam) y las PHDs 

inmunoprecipitadas fueron incubadas en el buffer de reacción (50 mM Tris/HCl (pH 7.5), 1 

mM DTT, 50 μM FeSO4, 5 mM ascorbato, y 200 µM oxoglutarato) durante 1 hora a 30 °C. 

La reacción de hidroxilación fue detenida añadiendo buffer Laemli a cada muestra para 

posteriormente ser analizada mediante western.  

 

3.2 Proteómica 

3.2.1 Preparación de las muestras para LC-MS/MS 

Las bolas usadas en la inmunoprecipitación fueron lavadas 3 veces con 500 µl de 

bicarbonato amónico (200 mM) y 60 µl de Urea (6 M). Las muestras fueron luego reducidas 

con dithiotERHitol (30 nmol, 37 °C, 60 min), alkyladas en oscuridad con iodoacetamida (60 

nmol, 25 °C, 30 min) y diluidas en urea (1M) y bicarbonato amónico (200 mM) para la 

digestión en tripsina (1 µg, 37 °C, 8h, #V5113, Promega). Después de la digestión, el mix de 

péptidos fue acidificado con ácido fórmico y desalado con la columna MicroSpin C18 (The 

Nest Group, Inc) antes del análisis mediante LC-MS/MS. 

 

3.2.2 Análisis cromatográfico y espectrometría de masas  

Las muestras se analizaron usando el espectrómetro de masas LTQ-Orbitrap Fusion 

Lumos (Thermo Fisher Scientific, San José, CA, EE. UU) acoplado al EASY-nLC 1000 

(Thermo Fisher Scientific (Proxeon), Odense, Dinamarca). Los péptidos fueron cargados 

directamente en la columna analítica y fueron separados mediante una cromatografía de fase 

reversa usando una columna de 50 cm con un diámetro interno de 75 μm, empacado con un 

espectrómetro de partículas C18 de 2 μm (Thermo Scientific, San José, CA, EE. UU). Los 

gradientes cromatográficos empezaron con el buffer A al 95% y el buffer B al 5 % con un ratio 

de flujo de 300 nl/min durante 5 minutos y se incrementó gradualmente hasta el 25 % del 

tampón B y el 75 % del A en 52 min y luego al 40 % del tampón B y 60 % del A en 8 min. 

Después de cada análisis, la columna se lavó durante 10 min con tampón A al 10% y tampón 

B al 90 %. Tampón A: ácido fórmico al 0,1 % en agua. Tampón B: ácido fórmico al 0,1 % en 
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acetonitrilo al 80 %. El espectrómetro de masas se hizo funcionar en modo de ionización 

positiva con voltaje de nanopulverización ajustado a 2,4 kV y con una temperatura de la fuente 

de 275 °C. Se usó el Ultramark 1621 para la calibración externa del analizador de masas FT 

antes de los análisis, y se realizó una calibración interna usando la señal de iones de 

polisiloxano de fondo en m/z 445.1200. La adquisición se realizó en modo de adquisición 

dependiente de datos (DDA) y se utilizaron escaneos MS completos con 1 micro escaneo a 

una resolución de 120.000 en un rango de masas de m/z 350-1500 con detección en el 

analizador de masas Orbitrap. El control de ganancia automática (AGC) se estableció en 1E5 

y se activó el filtrado del estado de carga que descalificaba los péptidos cargados 

individualmente. En cada ciclo de análisis de adquisición dependiente de datos, después de 

cada barrido, se seleccionaron los iones más intensos por encima de un recuento de iones 

umbral de 10000 para la fragmentación. El número de iones precursores seleccionados para la 

fragmentación se determinó mediante el algoritmo de adquisición de "Velocidad máxima" y 

una exclusión dinámica de 60 segundos. Los espectros de iones de fragmentos se produjeron 

mediante disociación de colisión de alta energía (HCD) a una energía de colisión normalizada 

del 28 % y se adquirieron en el analizador de masas de trampa de iones. El AGC se fijó en 

1E4 y se utilizó una ventana de aislamiento de 1,6 m/z y un tiempo máximo de inyección de 

200 ms. Se analizó la albúmina de suero bovino digerida (#P8108S, New England Biolabs) 

entre cada muestra para evitar el arrastre de la muestra y asegurar la estabilidad del 

instrumento, y se utilizó QCloud 25para controlar el rendimiento longitudinal del instrumento. 

 

3.2.3 Análisis de los datos LC-MS/MS 

Los espectros adquiridos se analizaron utilizando el paquete de software Proteome 

Discoverer (v1.4, Thermo Fisher Scientific) y el motor de búsqueda Mascot (v2.6, Matrix 

Science)192. Los datos fueron búsquedas en la base de datos humana Swiss-Prot193 más una 

lista de contaminantes comunes y todas las decoy entries correspondientes. Para la 

identificación de péptidos, se usó una tolerancia de masa de iones precursores de 7 ppm para 

el nivel de MS1, se eligió tripsina como enzima y se permitieron hasta tres escisiones omitidas. 

La tolerancia de la masa del ión del fragmento se estableció en 0,5 Da para los espectros de 

MS2. La fosforilación de serina, treonina y tirosina, la oxidación de metionina y la acetilación 

de la proteína N-terminal se utilizaron como modificaciones variables, mientras que la 

carbamidometilación de cisteínas se estableció como una modificación fija. El área precursora 

de péptidos fosforilados se extrajo con el software Skyline-daily (v20.1.1.83), se calculó la 

mediana del área para cada condición y sus veces de inducción. La tasa de falsos positivos 

descubrimiento (FDR) en la identificación de péptidos se estableció en un máximo del 5%. 

Por último, se utilizó el algoritmo SAINTexpress para puntuar las interacciones proteína-

proteína194. 
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3.3 Experimentos in vivo 

3.3.1 Animales  

Todos los experimentos se realizaron en estricta conformidad con la Unión Europea 

(UE) y las regulaciones gubernamentales. La manipulación de los animales se realizó de 

acuerdo con las directrices de cuidado animal marcadas por las directrices de la UE 

86/609/CEE, y el Comité de Ética en Experimentación Animal de la Universidad de Córdoba 

(UCO, Córdoba, España) que aprobó todos los procedimientos descritos en los estudios. Se 

establecieron medidas para mejorar el bienestar y el estado clínico, así como distintos criterios 

para minimizar el sufrimiento y garantizar el bienestar animal. Brevemente, se colocaron 

gránulos de comida húmeda en las jaulas cuando los animales comenzaron a desarrollar signos 

clínicos para facilitar el acceso a la comida y la hidratación. Los animales se adquirieron en 

Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, Francia), ratones macho Balb/c para el modelo de colitis 

mediante TNBS y ratones macho C56BL/6 para los modelos de colitis por DSS, Huntington y 

Traumatismo craneal. Todos los animales se alojaron en el animalario bajo las siguientes 

condiciones controladas: ciclo de luz/oscuridad de 12 h; temperatura 20 °C (± 2 °C) y 40-50% 

de humedad relativa con libre acceso a alimentos y agua. 

 

3.3.2 Inducción y establecimiento de los modelos murinos de enfermedad inflamatoria 

intestinal   

3.3.2.1  Modelo de TNBS 

La pre-sensibilización con TNBS (ácido trinitrobencenosulfónico) al 1% se realizó 

rasurando la zona del lomo entre los hombros de los ratones, para evitar que se lamiesen el 

área (día 0). Luego, los animales se anestesiaron mediante inhalación de isoflurano y se les 

administró TNBS por vía rectal semanalmente con una jeringa unida a un catéter de 3,5. El 

TNBS fue disuelto en etanol para tener la capacidad romper la barrera intestinal y permitir su 

interacción con las proteínas del tejido del colon. Se siguió una administración de dosis 

escalonada (0,75 %: día 7, 1 %: día 14 y 1,75 %: día 21) para inducir una colitis crónica195. A 

los animales se les administró VCE-005.1 (20 mg/kg o 50 mg/kg) por sonda oral desde el día 

7 al 23. Los pesos de los ratones se registraron diariamente durante todo el experimento. Una 

vez sacrificados los animales el día 23, se extrajeron los cólones y se midió su longitud. 

 

3.3.2.2  Modelo de DSS 

Para este modelo se usó agua complementada con DSS al 3 % (Mw: 36.000-50.000; MP 

Biomedicals, Solon, OH) ad libitum durante 5 días, después se cambió a agua potable normal. 

Los ratones sanos (control) siempre bebieron agua normal. Desde el día 5 al 20, a los animales 

se les administró VCE-005.1 a 50 mg/kg o vehículo por sonda oral y DMOG a 8 mg por ratón 
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vía intraperitoneal, siendo ésta la concentración estándar para este compuesto131, 196, 197. 

Después del tratamiento con DSS, los ratones C56BL/6 desarrollaron fibrosis en el colon198, 

siendo sacrificados el día 20 del experimento. 

 

3.3.3 Modelo murino de neurodegeneración estriatal como ejemplo de Enfermedad de 

Huntington  

La administración sistémica de ácido 3-nitropropiónico (3-NP), un inhibidor del 

complejo mitocondrial II, da como resultado un deterioro locomotor progresivo y una 

degeneración estriatal que se asemeja a la EH en diferentes cepas de ratones199. La 

neurodegeneración estriatal fue inducida por siete inyecciones intraperitoneales (i.p.) de 3-NP 

(50 mg/kg) cada 12 horas mientras que los ratones control recibieron siete inyecciones de PBS. 

El tratamiento con VCE-005.1 (30 mg/kg) o vehículo (1:1:18 de etanol:cremophor:solución 

salina) se administró diariamente por vía i.p.. Doce horas después de la última administración 

de 3-NP, se llevaron a cabo los análisis de comportamiento midiendo la curvatura de la 

columna vertebral, la distonía de las extremidades traseras y del tronco y la actividad 

locomotora general tal y como se describió anteriormente200. A cada ratón se le dio una 

puntuación de 0, 1 ó 2 para cada prueba, donde 0 corresponde al comportamiento normal y 2 

al trastorno motor máximo. Los animales se sacrificaron mediante dislocación cervical y se 

extrajeron los cerebros, un hemisferio se congeló inmediatamente y se mantuvo a -80 ° C para 

el análisis de RT-PCR y el otro hemisferio se fijó en formaldehído al 4% seguido de un 

gradiente de sacarosa para los análisis histológicos. 

 

3.3.4 Modelo murino de Traumatismo craneal inducido (TCI) por impacto cortical 

controlado (ICC) 

El traumatismo craneal fue inducido utilizando un dispositivo de impacto cortical 

controlado (ICC) (Impactador de precisión #6809, RWD Life Science Co., Ltd, China). 

Brevemente, los ratones se anestesiaron con ketamina (125 mg/kg) más xilazina (10 mg/kg). 

Después de retraer el cuero cabelludo, se perforó mediante un micro taladro un orificio de 5 

mm de diámetro en el hemisferio cerebral derecho (entre las suturas bregma y lambda) para 

exponer la duramadre intacta. Los ratones fueron impactados a 4,5 m/s con un tiempo de 

permanencia de 0,2 segundos y una profundidad de 2 mm utilizando una punta de 3 mm de 

diámetro, correspondiéndose con un TCI moderado en humanos. Después de la lesión por ICC, 

la incisión del cuero cabelludo sobre la craniectomía se suturó usando un adhesivo quirúrgico 

disponible comercialmente. Finalmente, los ratones se colocaron en una placa térmica hasta 

que se recuperaron de la anestesia, además, se les administró buprenorfina por vía subcutánea 

como analgésico. Los ratones con lesiones simuladas (Sham) recibieron todos estos 

procedimientos salvo por el ICC. La eficacia del compuesto VCE-005.1 en la fase aguda de 
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TCI se estudió mediante los siguientes grupos: grupo Sham + vehículo; Grupo de ICC + 

vehículo y grupo de ICC + VCE-005.1 a 30 mg/kg por vía intraperitoneal (i.p) durante 24h, 

72h y 7 días. La dosis inicial se administró 1 h después del impacto. 

 

3.3.5 Entrenamiento y evaluación neuroconductual 

En el modelo de TCI, la coordinación y el aprendizaje de la motricidad fina se evaluaron 

utilizando el aparato Rotarod. Los días previos a la lesión, los ratones fueron entrenados en el 

Rotarod durante tres ensayos consecutivos a una velocidad de rotación lenta (4 rpm/min) 

durante 1 minuto para adaptarse al aparato, seguidos de tres ensayos adicionales con una 

velocidad de rotación acelerada (de 4 a 40 rpm en 5 min) para obtener su tiempo de latencia 

inicial. Tras sufrir el ICC, los ratones hicieron tres pruebas de Rotarod con una aceleración de 

300 s y un intervalo entre pruebas de 30 minutos. La latencia promedio hasta la primera caída 

del rodillo fue registrada y la rotación pasiva en la que el ratón acompaña al rodillo giratorio 

sin caminar, también se consideró una caída. 

 

3.3.6 Análisis histológico del colon 

Después de ser medidos, los cólones se abrieron longitudinalmente y se cortaron en dos 

mitades; uno se congeló inmediatamente y se mantuvo a -80 ºC para el análisis de RT-PCR y 

el otro se enrolló con la mucosa hacia afuera en los llamados Swiss-rolls para permitir el 

examen microscópico de toda la longitud del colon. Las muestras recogidas se transfirieron a 

PFA al 4 % durante al menos 24 h a 4 °C. Para realizar las tinciones de hematoxilina y eosina 

o picrosirius red/fast green, se tiñeron secciones de cinco micrómetros de espesor de las 

muestras de colon previamente incluidas en parafina. Se realizó una puntuación histológica 

arbitraria para cuantificar el daño del colon. Esta puntuación se calculó modificando el método 

descrito anteriormente131 teniendo también en cuenta el porcentaje de tejido que presentaba 

cada característica. 

 

3.3.7 Análisis histológico del cerebro 

Los cerebros tras ser extraídos se incubaron durante 24 horas en paraformaldehído y 

luego se pasaron a sacarosa al 10 % (p/v) y al 30 % (p/v) en PBS para su criopreservación. Se 

realizaron cortes de 30 μM en un criostato con OCT. Antes de realizar las tinciones, se dejaron 

las muestras durante la noche sumergidas en una mezcla 1:1 de cloroformo:etanol para su 

fijación. Al día siguiente, se hidrataron en un gradiente de etanol para posteriormente realizar 

la tinción de Nissl mediante violeta de cresilo. Se fotografiaron 4-6 campos aleatorios de cada 

sección del cerebro, se digitalizaron usando la cámara LeicaDFC420c y se analizaron usando 

el software Image J. 
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3.3.8 Análisis Inmunohistoquímico 

Para el análisis histológico (IHC), las secciones de colon (5 µm) tuvieron que ser 

desparafinadas mientras que las muestras de cerebro (30 µm) se fijaron con una mezcla 1:1 de 

metanol:acetona durante 8 minutos a -20 °C para posteriormente, todas ser hervidas durante 

10 min en tampón de citrato de sódico (10 mM, pH 6,0). La actividad peroxidasa endógena se 

inhibió con peróxido de hidrógeno al 3,3 % en metanol. Seguidamente, se lavaron 3 veces en 

buffer PBS-Tween para posteriormente ser bloqueadas con blocking buffer, e incubadas 

durante la noche a 4 ºC con los anticuerpos primarios disueltos en el tampón de bloqueo. En 

el caso de los anticuerpos primarios provenientes de ratón, antes del bloqueo estándar, se 

utilizó el tampón de bloqueo Rodent Block M (#RBM961, Biocare Medical, Concord, CA) 

para bloquear la IgG endógena de ratón y el fondo no específico. Al día siguiente, se lavaron 

las muestras con buffer PBS-Tween y luego se incubaron con el kit Vectastain Elite ABC HRP 

(#416411, Vector Laboratories) seguido de los correspondientes anticuerpos secundarios. 

Finalmente, todas las muestras se visualizaron con el cromógeno de diaminobencidina (DAB) 

(#K346811, Dako, Santa Clara, CA), se fotografiaron y digitalizaron con una cámara Leica 

DFC420c y se analizaron con el software Image J. 

 

3.3.9 Estudios de microscopía confocal  

Para el desenmascaramiento antigénico, las secciones de colon y de cerebro se hirvieron 

durante 10 min en tampón de citrato sódico (10 mM, pH 6,0). A continuación, se lavaron tres 

veces en PBS-tritón X100-saponina (0,1 %) y los sitios de unión a anticuerpos inespecíficos 

se bloquearon durante 1h a temperatura ambiente con albúmina de suero bovino (BSA) al 3 

%. Luego, las secciones se incubaron durante la noche a 4 °C en los correspondientes 

anticuerpos primarios diluidos en PBS con BSA al 3 %. Después de un lavado extenso en PBS, 

los portaobjetos se incubaron con los anticuerpos secundarios durante 1 h a temperatura 

ambiente en oscuridad.  

Las inmunorreacciones se revelaron con los correspondientes anticuerpos secundarios 

y se montaron con el medio de montaje Vectashield Antifade Mounting Medium con DAPI 

(#H-1200, Vector Laboratories). Todas las imágenes se adquirieron utilizando un microscopio 

de barrido láser confocal espectral LSM710, (Zeiss, Jena, Alemania) con una lente Plan-

Apochromat de 20×/0,8 y se cuantificaron 10-15 campos elegidos aleatoriamente utilizando 

el software ImageJ. 

 

3.3.10  Ensayo Tunel 

El ensayo de túnel (#11684795910, In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein, 

Roche) fue llevado a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, los cortes 

de cerebro se procesaron como se describe en la sección de microscopía confocal salvo que en 
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vez de anticuerpo secundario, los cortes se incubaron una hora a temperatura ambiente con el 

reactivo de Tunel para luego añadirles el medio de montaje con DAPI y ser visualizadas con 

un microscopio de barrido láser confocal espectral LSM710, (Zeiss, Jena, Alemania) con una 

lente Plan-Apochromat de 40×/0,8. Se cuantificaron de 2-4 zonas del área pericontusional.  

3.3.11  Extracción de ARN mensajero de los estudios in vivo 

Los tejidos animales fueron extraídos y conservados en RNAlater a -80 ºC. Para extraer 

el ARN del cerebro, se delimitó la zona del estriado en el caso del modelo de Huntington y la 

zona pericontusional en el modelo de Traumatismo craneal, para el colon se cogió una de las 

mitades longitudinales previamente descritas. El ARN total tanto del colon como de los 

cerebros de los ratones se extrajo usando el reactivo de lisis QIAzol y el mini kit RNeasy Lipid 

(#74804, Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. En el caso del 

colon, seguidamente fue necesario realizar una purificación del ARN con cloruro de litio201. 

El ARN fue cuantificado por espectrofotometría utilizando NanoDrop 2000 (ThermoFisher 

Scientific) y la integridad de este fue comprobada mediante electroforesis en gel de agarosa. 

 

3.3.12  Array de PCR 

Para el Array de PCR, se utilizó el kit RT² Profiler PCR Array Mouse Fibrosis 

(#PAMM024ZD6, Qiagen). Se transcribió un microgramo de ARN a ADNc usando el kit de 

síntesis RT2 First-Strand Synthesis (#330401, Qiagen) y se analizó usando RT2 SYBR Green 

qPCR (#330504, Qiagen). Los cambios en la expresión génica se calcularon utilizando el 

método 2−ΔΔCt junto con cinco genes constitutivos para su normalización siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Cada array se realizó con un pool de 4 ratones por grupo. 

                                                                                                                                                                                                                                

3.4 Estudios de farmacocinética y ADME/Tox 

3.4.1 Farmacocinética plasmática 

Este estudio fue realizado por Pharmacology Discovery Services Taiwan, Ltd., una 

empresa del grupo Eurofins. El experimento fue aceptado de acuerdo con el procedimiento 

operativo estándar de validación de Eurofins. Brevemente, BioLasco Taiwan (bajo licencia de 

Charles River Laboratories) proporcionó ratones ICR machos que pesaban 25 ± 5 g. El estudio 

de FC se realizó después de una sola administración intravenosa (IV) y oral (PO) de VCE-

005.1 a 2 y 20 mg/kg, respectivamente. El compuesto VCE-005.1 se formuló respectivamente 

en DMSO al 5 %/Solutol® HS15 al 10 %/solución salina al 85 % a 0,4 mg/ml para la 

administración IV y Etanol:Cremophor® EL:solución salina (1:1:18) a 2 mg/ml para la 

administración oral. Se recogieron muestras de plasma a los 3, 10, 60, 120, 240 y 480 minutos 

después de la administración IV, y a los 10, 30, 60, 120, 240, 360 y 480 minutos después del 

tratamiento oral. Las muestras de plasma se procesaron mediante precipitación con acetonitrilo 

y se analizaron por LC-MS/MS. Se generó una curva de calibración de plasma y se añadieron 
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alícuotas de plasma sin VCE-005.1 con el compuesto de ensayo a los niveles de concentración 

especificados. Las muestras de plasma enriquecidas se procesaron junto con las muestras de 

plasma desconocidas utilizando el mismo procedimiento. Las muestras de plasma procesadas 

se almacenaron a -70 ºC hasta el análisis LC-MS/MS, momento en el que se registraron las 

áreas de los picos y se determinaron las concentraciones del compuesto de prueba en las 

muestras de plasma desconocidas usando la curva de calibración. Se determinó el rango lineal 

detectable del ensayo, junto con el límite inferior de cuantificación. Se construyeron gráficos 

de concentración plasmática del compuesto frente al tiempo y los parámetros farmacocinéticos 

fundamentales de cada compuesto después de la administración IV (t1/2, C0, AUClast, 

AUCInf, AUCExtr, MRT, Vss y CL) y la dosis oral (Tmax, Cmax, AUClast, AUClnf, AUC/D, 

AUCExtr y MRT) fueron obtenidos del análisis no compartimental de los datos de plasma 

utilizando WinNonlin. También se calculó la biodisponibilidad (B). 

 

3.4.2 Farmacocinética de tejido cerebral 

Este estudio también fue realizado por Pharmacology Discovery Services Taiwan, Ltd. 

Brevemente, ratas SD macho (180-250 g. BioLasco Taiwan bajo la licencia de Charles River 

Laboratories) recibieron una única administración intravenosa (IV) de VCE-005.1 a 3 mg/kg 

formulado en Etanol: Cremophor® EL: Solución salina (1:1:18). Se recogieron muestras de 

plasma y cerebros completos de 3 animales por cada punto de tiempo a las 0,5, 1 y 3 horas 

después de la administración intravenosa, y se utilizaron 3 animales para plasma y cerebro sin 

VCE-005.1. Las muestras de plasma y cerebro se procesaron mediante precipitación con 

acetonitrilo y se analizaron por LC-MS/MS. El análisis cuantitativo de muestras de plasma y 

cerebro se realizó como se ha descrito en el apartado anterior. Después del análisis, se generó 

el gráfico de concentraciones plasmáticas y cerebrales de VCE-005.1 frente al tiempo y se 

calculó la relación cerebro/plasma por cada punto de tiempo. 

 

3.4.3 Aclaramiento intrínseco (estabilidad metabólica)  

Esta medición fue realizada por Eurofins Panlabs Inc., una empresa del grupo Eurofins. 

Brevemente, el compuesto VCE-005.1 a 1 µM de concentración final se incubó en la fracción 

S9 de hígado de rata y humano (concentración final de proteína 0,3 mg/ml) durante 0, 15, 30, 

45 y 60 min a 37 °C y se analizó por HPLC-MS/MS. La estabilidad metabólica, expresada 

como porcentaje del VCE-005.1 restante, se calculó comparando el área del momento en que 

el compuesto llegó a su pico en relación a la del tiempo 0. La vida media (T1/2) se estimó a 

partir de la pendiente del rango lineal inicial de la curva logarítmica del compuesto restante 

(%) frente al tiempo, asumiendo una cinética de primer orden. El aclaramiento intrínseco 

aparente (CLint, en μL/min/mg) se calculó de acuerdo con la siguiente fórmula: CLint = 

0,693/(T1/2*(mg de proteína/μL)). Se utilizaron imipramina, propranolol, terfenadina y 
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verapamilo a 0,1 µM como compuestos de referencia y los datos se compararon con valores 

históricos determinados en Eurofins. 

 

3.4.4 Identificación de metabolitos 

Este ensayo fue realizado por Eurofins Panlabs Inc. Se incubó el compuesto VCE-005.1 

a 10 µM de concentración final en microsomas de hígado humano o de rata (concentración 

final de proteína 1 mg/ml) durante 0 y 90 minutos a 37 °C. La reacción se detuvo mediante la 

adición de acetonitrilo. Las incubaciones de microsomas de control (sin fármaco) se 

incluyeron como blancos. Se realizó un análisis de HPLC-MS de barrido completo y se 

compararon los cromatogramas de corriente iónica total de las incubaciones a tiempo 0 y 90 

minutos. Se identificaron y registraron los tiempos de retención y los respectivos espectros 

MS y MS/MS de las especies detectadas en las muestras incubadas (90 minutos) y no en el 

tiempo cero o en las muestras en blanco. 

 

3.4.5 Ensayo Qpatch basado en células del canal de iones de potasio humano hERG 

Este ensayo fue realizado por Eurofins Panlabs Inc. En resumen, se incubaron células 

de ovario de hámster chino (CHO-K1) que expresaban de manera estable el gen hERG con 

VCE-005.1 a 0,1, 1 y 10 µM y se analizaron durante 5 minutos de incubación a temperatura 

ambiente mediante la técnica de parche de membrana para medir la inhibición de hERG. El 

grado de inhibición (%) se obtuvo midiendo la amplitud de la corriente, que es inducida por 

un segundo pulso de prueba a -40 mV después de un pulso de dos segundos a +20 mV, antes 

y después de la incubación con VCE-005.1 (la diferencia de corriente se normalizó para 

controlar E4031 y se multiplicó por 100 para obtener el porcentaje de inhibición). Las curvas 

de respuesta de concentración (log) se ajustaron a una ecuación logística (tres parámetros 

suponiendo un bloqueo completo de la corriente a concentraciones del compuesto de ensayo 

muy altas) para generar estimaciones de la concentración inhibidora del 50% (IC50). La 

relación concentración-respuesta del VCE-005.1 se determinó a partir de las reducciones 

porcentuales de la amplitud de la corriente por concentraciones secuenciales. 

 

3.4.6 Test Ames y toxicidad genética 

Este ensayo fue realizado por Eurofins Panlabs Inc. Brevemente, para evaluar la 

mutagenicidad en una prueba de mutación genética inversa bacteriana, se probaron cuatro 

concentraciones diferentes de VCE-005.1 (5, 10, 50 y 100 µM) en las cepas TA98, TA10, 

TA1535 y TA1537 de Salmonella typhimurium en presencia y ausencia de activación 

metabólica S9 en hígado de rata a 37 °C durante 96 horas. Los pocillos que mostraban 

crecimiento de bacterias debido a la reversión de la mutación de histidina (a juzgar por la 

relación de DO430/DO570 superior a 1,0) se contaron y registraron como recuentos positivos. 
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La importancia de los recuentos positivos entre el tratamiento (en presencia del compuesto de 

prueba) y el control (en ausencia de compuesto de prueba) se calculó usando la prueba de 

Fisher. Se utilizaron como compuestos de referencia quercetina, 2-aminoantraceno, 

estreptozotocina y 9-aminoacridina y los datos se compararon con valores históricos 

determinados en Eurofins. Paralelamente, se evaluó una medición de la citotoxicidad 

intrínseca del VCE-005.1 en cada cepa para descartar falsos negativos. 

 

3.4.7 Inhibición del Citocromo P450 y perfil off-target  

Este estudio fue realizado por Eurofins Panlabs Discovery Services Taiwan, Ltd. Los 

ensayos se realizaron usando una concentración de VCE-005.1 de 10 µM. Los resultados del 

ensayo bioquímico se presentan como el porcentaje de inhibición de la unión o actividad 

específica, siendo respuestas significativas aquellas ≥ 50% de inhibición o estimulación para 

los ensayos bioquímicos.  

 

3.4.8 Ensayo de citotoxicidad 

Las células DU145 y A549 modificadas con el sistema de lentivirus NucLight (#4476, 

Essen BioScience) que les confiere fluorescencia roja, fueron sembradas a una densidad de 

5.000 células en placas de 96 pocillos y tras 24 horas, fueron estimuladas con el compuesto 

VCE-005.1 a las concentraciones señaladas e introducidas en el sistema de imagen IncuCyte 

ZOOM (Essen BioScience) donde se tomaron medidas a las 0, 24 y 48h tras el tratamiento. 

Los datos se analizaron con el software perteneciente al equipo midiendo la intensidad total 

integrada. Los resultados se muestran como porcentaje de viabilidad respecto al 100% 

obtenido en las células control. 

 

3.4.9 Ensayo Cometa 

Se sembraron 100.000 células Jurkat en placas de 24 pocillos y se trataron con VCE-

005.1 (10 μM), ácido betulínico (10 μM) o etopósido (25 μM) durante 4 h. El daño en el ADN 

se detectó utilizando el kit OxiSelect™ Comet Assay (Cell Biolabs Inc, San Diego, EE. UU.) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las células se recolectaron y se 

mezclaron con agarosa de bajo punto de fusión. Luego, las células incluidas se lisaron y se 

trataron con una solución alcalina para desnaturalizar el ADN. Posteriormente, se llevó a cabo 

la electroforesis en condiciones alcalinas a 1 V/cm y 300 mA durante 30 min. Las muestras se 

tiñeron con colorante de fluorescencia Vista Green durante 15 min en la oscuridad y se 

analizaron con un microscopio fluorescente Leica DM2500. Las imágenes mostradas fueron 

tomadas con una amplificación de 10x. 
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3.4.10  Screening de quinasas 

El ensayo fue llevado a cabo por el International Center for Kinase Profiling de la 

Universidad de Dundee. El método utilizado es un ensayo de unión de filtro radiactivo usando 

33P-ATP202 que consiste en la adición de los complejos enzima-sustrato a una placa 

previamente tratada con los controles y el compuesto, para posteriormente añadir el 33P-ATP 

durante un tiempo determinado según la enzima y finalmente parar la reacción con ácido 

ortofosfórico. Este método es sensible y proporciona una medida directa de la actividad de un 

panel de 140 quinasas. 

 

3.5 Análisis estadístico  

Todos los datos in vitro están expresados como la media ± SD mientras que los in vivo 

se representan como la media ± SEM. Los datos primero se sometieron a pruebas de 

normalidad para determinar si los datos se distribuían de manera paramétrica o no. A 

continuación, según el resultado se realizó el análisis One-way ANOVA seguido de la prueba 

de Tukey´s o la prueba de Kruskall-Wallis seguida del test de Dunnett´s. Se consideró un valor 

significativo cuando p˂0.05. Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa 

GraphPad Prism versión 9.1.1 (GraphPad, CA, EE. UU).  
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4 Resultados 

4.1 Estudios de metabolismo, toxicología y farmacocinética del compuesto VCE-005.1 

4.1.1 Metabolismo in vitro  

Con el objetivo de predecir las posibles interacciones farmacológicas que pueda 

producir el VCE-005.1 con otros fármacos se evaluó su capacidad de inhibir al Citocromo 

(CYP) P450. Para tal fin, se determinó la inhibición producida por el compuesto sobre las 

formas recombinantes de las isoenzimas humanas P450 más predominantes, resultando en una 

mínima capacidad de inhibición de todas las isoformas a excepción de la isoforma 3A4 que 

resultó en una moderada inhibición con VCE-005.1. 

 VCE-005.1 

Isoenzima % de inhibición 

CYP450, 1A2 4 

CYP450, 2C19 4 

CYP450, 2C9 0 

CYP450, 2D6 0 

CYP450, 3A4 49 

Tabla 4. Capacidad inhibitoria del Citocromo P450 del VCE-005.1. 

En paralelo, se llevó a cabo un estudio de estabilidad metabólica para determinar la 

susceptibilidad del VCE-005.1 de ser biotransformado a nivel hepático, mediante la 

realización de un ensayo in vitro utilizando la fracción S9 de hígado humano y de rata. Este 

ensayo estableció un valor intrínseco de excreción hepática estimada (Intrinsic clearance, 

CLint) y un tiempo de vida media similares en ambas especies testadas. 

Tiempo de 

incubación 

(minutos) 

% 

Compuesto 

Vida media 

(minutos) 

Clint 

(μL/min/mg) 

Tiempo de 

incubación 

(minutos) 

% 

Compuesto 

Vida media 

(minutos) 

Clint 

(μL/min/mg) 

Fracción S9 de hígado humano Fracción S9 de hígado de rata 

0 100 22 105.9 0 100 24 103.4 

15 51   15 25   

30 38   30 26   

45 22   45 19   

60 15   60 14   

        

Tabla 5. Estudio de estabilidad metabólica en microsomas de hígado. 

El estudio metabólico se completó mediante un análisis de identificación de metabolitos 

para conocer las posibles diferencias entre especies del perfil de metabolitos generado por el 

VCE-005.1 tras su incubación en microsomas humanos y de rata, como dato predictivo del 

metabolismo in vivo. Este análisis identificó un perfil de metabolitos idéntico entre las 
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especies, lo que permitirá extrapolar a humanos los futuros resultados que se obtengan con la 

experimentación animal. 

Posible 

modificación 

Precursor 

iónico 

observado 

Tiempo de 

retención 

observado 

Área de pico en muestras de microsomas, 

90 minutos  

Iones de productos 

principales 

 (m/z) (minuto) Humano Rata (m/z) 

Compuesto original 472,380 4.21 4,154 (tiempo 0) 4,972 (tiempo 0) 

421.24, 270.32     1,811 (tiempo 90) 2,758 (tiempo 90) 

Hidroxilación 488,375 3,48 63 107 476.41, 364.28 

 

Hidroxilación+ 

formación de 

cetona 

502,356 3,67 112 85 475.40, 460.37 

 

Hidroxilación y 

desaturación 486,363 3,77 102 86 428,15 

Tabla 6. Metabolitos generados tras la incubación de VCE-005.1 con microsomas. 

 

4.1.2 Toxicidad in vitro 

A continuación, se realizaron distintos ensayos de genotoxicidad y citotoxicidad con el 

compuesto VCE-005.1. 

Mutagénesis: La capacidad mutagénica se evaluó mediante la realización de la prueba 

de fluctuación de Ames sobre las cepas TA98, TA100, TA1535 y TA1537 de Salmonella 

typhimorium en presencia y ausencia de la fracción S9 de hígado de rata, que permite detectar 

mutaciones de cambio de marco de lectura y de sustitución de pares bases. Para ello, se testaron 

4 concentraciones diferentes (100, 50, 10 y 5 µM), obteniéndose un resultado negativo en 

todas ellas, lo que determinó el perfil no mutagénico del VCE-005.1. Además, la activación 

metabólica, mediante la utilización de la fracción S9 de hígado de rata, permitió determinar la 

ausencia de metabolitos mutagénicos generados. En paralelo, para evitar falsos negativos 

debidos a efectos bacteriocidas o bacteriostáticos del compuesto, se realizó un ensayo de 

citotoxicidad bacteriana que resultó también negativo. 

Cepa Compuesto 
Concentración más 

alta testada (M) 

Resultado 

Ames 
Comentarios 

Ames test (TA98 - S9) 

VCE-005.1 

10-4 µM Negativo - 

Ames test (TA98 + S9) 10-4 µM Negativo - 

Ames test (TA100 - S9) 10-4 µM Negativo - 

Ames test (TA100 + S9) 10-4 µM Negativo - 

Ames test (TA1535 - S9) 10-4 µM Negativo - 

Ames test (TA1535 + S9) 10-4 µM Negativo - 

Ames test (TA1537 - S9) 10-4 µM Negativo - 

Ames test (TA1537 + S9) 10-4 µM Negativo - 
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Ames test (TA98 - S9) Quercetin 3 ·10-5 µM Positivo Control 

Ames test (TA98 + S9) 2-Aminoanthracene 10-5 µM Positivo Control 

Ames test (TA98 + S9) Quercetin 3 ·10-5 µM Positivo Control 

Ames test (TA100 - S9) Streptozotocin 2.5 ·10-6 µM Positivo Control 

Ames test (TA100 + S9) 2-Aminoanthracene 2.5 ·10-6 µM Positivo Control 

Ames test (TA100 + S9) Streptozotocin 2.5 ·10-6 µM Positivo Control 

Ames test (TA1535 - S9) Streptozotocin 2.5 ·10-6 µM Positivo Control 

Ames test (TA1535 + S9) 2-Aminoanthracene 2.5 ·10-6 µM Positivo Control 

Ames test (TA1535 + S9) Streptozotocin 2.5 ·10-6 µM Positivo Control 

Ames test (TA1537 - S9) 9-Aminoacridine 10-5 µM Positivo Control 

Ames test (TA1537 + S9) 2-Aminoanthracene 10-5 µM Positivo Control 

Tabla 7. Evaluación de la mutagenicidad. Se realizó una prueba de mutación genética inversa 

en las cepas bacterianas de S. typhimurium TA98, TA10, TA1535 y TA1537 en presencia y 

ausencia de activación metabólica S9. 

 

Cardiotoxicidad: La toxicidad cardíaca del VCE-005.1 se evaluó mediante la realización 

del ensayo de seguridad sobre el canal de potasio hERG. Este ensayo permite conocer el 

potencial de un compuesto para inhibir el canal hERG y por tanto retrasar la repolarización 

ventricular. Para ello, se testaron 3 concentraciones diferentes (10, 1 y 0.1 µM), obteniéndose 

un resultado negativo en todas ellas, lo que determinó el perfil no cardiotóxico del compuesto 

(Figura 10).  

-5 0 5 10 15

VCE-005.1 (0.1 μM)

VCE-005.1 (1 μM)

VCE-005.1 (10 μM)

% Inhibición

 

Figura 10. Inhibición del canal hERG. 

 

Genotoxicidad (ensayo cometa): Se evalúo la capacidad del compuesto VCE-005.1 de 

producir daño en el ADN mediante la realización del ensayo cometa, técnica empleada para 

evaluar la genotoxicidad inducida por sustancias químicas. Para ello, se midió la capacidad 

genotóxica de la concentración activa, 10 µM, de VCE-005.1 sobre la línea celular Jurkat 

(células T leucémicas humanas) testándose, en paralelo, células sin tratamiento como control 

negativo, y células tratadas con 25 µM de etopósido como control positivo de daño al ADN. 

Este ensayo resultó en una ausencia de daño al ADN tras el tratamiento con VCE-005.1 lo que 

determinó el perfil no genotóxico del compuesto (Figura 11). 
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Figura 11.  Imágenes representativas del ensayo cometa. 

 

Citotoxicidad: La citotoxicidad del VCE-005.1 se evaluó a tres concentraciones (25, 10 

y 1 µM) mediante la realización de un ensayo de proliferación celular basado en fluorescencia 

usando células A549 (células de cáncer de pulmón humano) y DU145 (células de cáncer de 

próstata humano) modificadas con el sistema NucLight (Essen Bioscience). Este ensayo 

mostró un resultado negativo en todas las concentraciones evaluadas, lo que determinó el perfil 

no citotóxico del compuesto. 

 DU145  A549 

VCE-005.1 Viabilidad (%) SD (%)  Viabilidad (%) SD (%) 

1 µM 102,4 2,0  71,2 6,9 

10 µM 85,9 2,8  57,1 18,4 

25 µM 65,9 8,8  90,0 6,8 

Tabla 8. Viabilidad celular tras tratamiento con VCE005.1. Los resultados representan la media 

de 3 experimentos independientes (n=3). SD, desviación estándar. 

 

4.1.3 Efectos off-target 

También se realizó un estudio más detallado sobre dianas de relevancia en desarrollo 

preclínico. Se determinó la inhibición producida por el VCE-005.1 sobre las formas 

recombinantes de las 68 dianas que se indican a continuación, demostrándose que presenta un 

perfil de seguridad idóneo para realizar su desarrollo preclínico.  

Diana 
Inhibición 

(%) 
  Diana 

Inhibición 

(%) 

GPCR 5-HT1A Serotonina Humano -7   Glutamato (No Selectivo) Canal iónico Rata 4 

GPCR 5-HT2B Serotonina Humano 13   Glutamato, Kainate Canal iónico Rata -13 

GPCR 5-HT3 Serotonina Humano -6   Glutamato, NMDA, Glicina Canal iónico Rata 6 

GPCR A1 Adenosina Humano -27   NHR GR Glucocorticoide Humano 0 

GPCR A2A Adenosina Humano 53   GPCR H1 Histamina Humano 27 

GPCR A3 Adenosina Humano 11   GPCR H2 Histamina Humano 11 

GPCR alpha1A Adrenoceptor Rata 3   GPCR H3 Histamina Humano -13 

GPCR alpha1B Adrenoceptor Rata -6   hERG Canal iónico de potasio Humano 6 

GPCR alpha1D Adrenoceptor Rata 20   Imidazolina I2, Receptor Central Rata -4 

GPCR alpha2A Adrenoceptor Humano 2   
Interleuquina IL-1 R1 Receptor de superficie 

celular Humano 
-15 

NHR AR Andrógeno Humano (receptor nuclear 

hormonal) 
7   GPCR kappa (KOP) Opioide Humano 23 

GPCR B1 Bradykinin Humano 5   KATP Hamster Canal iónico de potasio -1 
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GPCR B2 Bradykinin Humano 13   
GPCR M1 Acetylcholina (Muscarinic) 

Humano 
1 

GPCR beta1 Adrenoceptor Humano -13   
GPCR M2 Acetylcholina (Muscarinic) 

Humano 
-7 

GPCR beta2 Adrenoceptor Humano 3   
GPCR M3 Acetylcholina (Muscarinic) 

Humano 
9 

Cav1.2 (tipo L) Canal iónico de calcio Rata 23   GPCR MT1 Melatonina Humano  21 

Cav1.2 (tipo L) Canal iónico de calcio Rata 4   GPCR mu (MOP) Opioide Humano 27 

Cav2.2 (tipo N) Canal iónico de calcio Rata -1   nAChR (alpha1) Canal iónico Humano 19 

GPCR CB1 Cannabinoide Humano 26   
nAChR Acetilcolina (Nicotínico) Canal iónico 

Humano 
-7 

GPCR CysLT1 Leucotrieno Humano 13   NET Transportador Norepinefrina Humano 34 

GPCR D1 Dopamina Humano 27   GPCR NK1 Tachykinin Humano 33 

GPCR D2S Dopamina Humano -1   No Selectivo GABAA Canal iónico Rata 7 

GPCR D3 Dopamina Humano 39   No Selectivo GABAA Canal iónico Rata -7 

GPCR D4.2 Dopamina Humano 1   No Selectivo P2X Canal iónico Rata -1,7 

DAT Transportador Dopamina Humano 48   GPCR No Selectivo P2Y Rata 11 

GPCR delta (DOP) Opioide Humano 15   
No Selectivo enzima PDE (fosfodiesterasa) 

Rata 
12 

EGFR RTK Quinasa Humano 1   No Selectivo Canal iónico de sodio Rata 30 

GPCR EP4 Prostanoide Humano -2   
GPCR PAF Factor activador de Plaquetas 

Humano 
15 

NHR ER alpha Estrógeno Humano 28   Receptor Phorbol Ester  -11 

GPCR ETA Endotelina Humano 16   SET Transportador Serotonina Humano  -22 

GPCR ETB Endotelina Humano -2   Receptor Sigma1 Humano -30 

GABA (No Selectivo) Transportador Rata 6   
NHR TR (No Selectivo) Hormona Tiroidea 

Rata 
27 

GPCR GABAB (B1a/B2) Humano  10   GPCR Y1 Neuropéptido Y Humano 1 

Glutamato (NMDA, No Selectivo) Canal iónico 

Rata 
23   GPCR Y2 Neuropéptido Y Humano 13 

Tabla 9. Porcentaje de inhibición de distintas dianas tras el tratamiento con VCE-005.1. 

 

4.1.4 Screening de quinasas 

Además, también se realizó un estudio detallado del efecto del VCE-005.1 sobre un 

panel de quinasas de relevancia. Para ello, se determinó la inhibición producida por el VCE-

005.1 sobre las formas recombinantes de 140 quinasas comparadas con el efecto producido 

por su precursor el ácido betulínico. Este estudio ha puesto de manifiesto que in vitro, el VCE-

005.1 inhibe de forma significativa a las quinasas SGK1, CAMK1, NEK6 y VEG-FR y activa 

a Src, quinasas todas relacionadas con la actividad de HIF-1α, mientras que el AB no tiene 

ningún efecto sobre ellas. Sin embargo, la concentración usada en este ensayo es de 10 μM y 

en ningún caso se observa una inhibición total, lo cual sería lo deseable para continuar con 

posteriores estudios.  

  VCE-005.1 (10 μM) Ácido Betulínico (10 μM)     VCE-005.1 (10 μM) Ácido Betulínico (10 μM) 

Quinasa 
Actividad 

(%) 
SD 

Actividad 

(%) 
SD   Quinasa 

Actividad 

(%) 
SD Actividad (%) SD 

NEK6 16,27 4,89 92,89 17,95   ABL 90,12 4,18 101,18 2,02 

SGK1 32,73 8,67 69,94 2,11   
CDK9-Cyclin 

T1 
90,61 2,26 77,36 5,09 
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CAMK1 33,44 6,05 131,68 26,38   PKBa 90,70 2,96 97,60 0,24 

VEG-FR 36,94 1,28 72,98 3,25   MNK2 91,52 3,42 99,80 5,20 

TrkA 47,63 2,49 79,41 4,96   ERK2 91,60 2,05 106,74 16,81 

TIE2 47,68 7,18 70,48 15,83   HIPK1 91,61 3,99 101,89 8,54 

PIM2 52,16 1,34 103,65 0,94   MST2 91,74 11,49 112,54 2,20 

DYRK3 57,46 0,58 85,91 4,58   SIK3 91,80 1,17 80,88 0,68 

CAMKKb 58,95 2,50 111,91 1,14   TBK1 92,37 17,70 113,21 6,84 

PKBb 58,96 7,73 92,28 7,17   Aurora A 92,84 17,48 98,19 9,65 

BTK 59,48 3,48 79,94 12,89   CK1δ 93,11 9,85 90,16 2,47 

p38g MAPK 60,04 7,48 104,71 12,18   IR 93,16 9,47 132,85 15,67 

MSK1 60,18 10,40 64,89 3,73   CK2 93,17 2,82 89,66 10,35 

EPH-B3 62,53 8,94 82,95 2,59   MAP4K3 93,65 7,64 97,30 17,67 

RSK1 65,98 2,56 95,56 12,99   MARK4 93,80 1,00 100,71 16,44 

SRPK1 66,33 14,37 95,96 8,59   MINK1 95,08 8,13 111,27 2,72 

IKKb 66,85 9,52 103,02 6,70   ERK5 95,10 7,45 98,57 14,81 

PIM1 69,20 4,50 80,57 1,95   IRR 95,43 19,75 91,50 3,85 

Aurora B 69,48 8,16 80,59 10,37   IGF-1R 95,46 20,18 110,62 10,04 

ZAP70 70,79 11,15 105,18 12,11   PKCz 96,36 5,79 122,86 1,39 

PIM3 71,21 6,06 97,01 12,36   PKD1 96,67 5,49 84,96 13,04 

ULK2 72,88 7,27 81,00 1,45   PKCa 96,69 4,80 113,54 4,01 

HIPK2 73,63 12,01 93,64 0,95   PRK2 96,99 5,22 118,33 2,44 

HIPK3 73,76 1,71 95,97 15,74   PAK4 97,38 9,46 101,50 21,35 

JAK3 74,02 0,94 77,66 5,07   PLK1 97,56 13,16 87,33 8,13 

MAPKAP-K3 74,43 15,64 99,75 6,44   DAPK1 97,64 0,29 110,71 10,67 

GCK 75,60 8,03 78,23 0,29   RIPK2 99,19 1,93 112,43 6,54 

MLK3 76,00 7,75 105,48 6,34   CHK1 99,78 8,29 99,19 9,48 

MLK1 76,45 9,22 89,08 14,88   EPH-B2 99,84 22,29 85,43 3,10 

CLK2 77,30 14,31 94,82 11,04   BRK 99,94 9,29 102,57 5,93 

ERK1 77,93 2,91 106,56 5,34   PDK1 100,06 11,75 101,38 10,99 

MAPKAP-K2 77,98 2,01 77,32 2,73   IRAK1 100,13 8,39 106,40 5,52 

MEKK1 78,29 9,69 117,62 15,59   BRSK2 100,17 0,56 94,81 12,25 

NUAK1 78,76 4,81 79,94 17,13   MARK1 100,27 6,50 87,08 1,18 

TESK1 79,31 3,81 81,81 7,79   CHK2 100,57 3,84 121,79 8,08 

GSK3b 79,92 0,27 102,77 4,30   EPH-A4 100,78 19,04 107,44 6,35 

CSK 80,49 13,17 122,93 31,14   EPH-B4 102,29 7,96 112,76 14,96 

MARK2 80,70 10,18 108,59 17,68   TTBK2 103,76 14,00 113,95 12,03 

FGF-R1 80,91 0,94 90,52 8,18   MKK2 104,08 19,04 95,41 3,74 

MARK3 81,29 0,31 77,90 3,37   IRAK4 104,32 10,32 122,83 0,66 

IKKe 81,49 13,15 87,13 12,02   PAK6 105,74 5,99 106,10 11,61 

TTBK1 81,51 2,47 80,19 6,42   MELK 106,12 7,33 96,42 3,42 

p38b MAPK 81,65 9,65 128,98 15,13   MST3 106,50 7,11 122,66 0,37 

p38a MAPK 81,66 1,07 123,24 6,60   EIF2AK3 107,42 12,49 104,61 19,66 

TLK1 82,02 4,75 137,27 5,40   OSR1 107,50 18,45 134,14 2,27 

TSSK1 82,13 3,66 90,24 17,45   EPH-B1 107,57 8,70 77,24 4,74 

PRAK 82,31 8,61 110,58 2,71   CK1γ2 107,80 0,47 117,40 14,50 
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TGFBR1 83,27 12,96 94,70 11,95   STK33 108,44 4,41 99,67 15,70 

DYRK1A 83,47 1,05 94,28 13,13   p38d MAPK 108,87 8,93 107,58 19,05 

PHK 83,69 11,71 77,64 4,64   PAK2 110,17 5,99 124,67 16,78 

JNK3 83,78 4,53 76,04 12,79   EF2K 110,77 12,64 107,32 9,99 

ERK8 84,16 1,51 104,79 15,78   PKCγ 112,67 11,08 87,73 1,54 

TAO1 84,89 3,30 102,67 16,21   ASK1 112,96 13,22 123,45 9,02 

RSK2 85,13 5,93 107,60 12,69   MPSK1 113,61 10,56 111,99 1,70 

TAK1 85,28 9,73 103,71 10,81   MNK1 113,64 17,68 104,16 15,21 

HER4 85,99 5,87 117,48 32,22   SmMLCK 114,49 0,07 121,69 16,90 

EPH-A2 86,27 6,17 129,20 29,54   
CDK2-Cyclin 

A 
115,36 1,87 105,39 1,36 

ULK1 86,47 4,92 97,81 3,97   NEK2a 115,38 6,41 111,87 2,00 

DDR2 86,70 0,47 111,74 1,80   DYRK2 116,51 0,73 105,50 5,78 

TTK 86,73 4,28 64,97 10,78   PINK 117,07 19,49 124,76 16,87 

PKA 87,83 6,44 101,79 1,41   S6K1 119,91 4,42 121,35 2,91 

Lck 88,66 1,28 98,08 4,20   SYK 120,52 6,07 105,53 5,14 

SIK2 89,05 2,27 86,94 4,03   JNK1 123,66 13,49 116,67 14,15 

MKK1 89,06 11,02 80,38 4,12   MST4 125,44 7,86 120,10 0,94 

LKB1 89,10 12,82 114,79 6,05   MKK6 127,93 13,31 135,06 4,86 

MAP4K5 89,27 5,94 105,96 0,91   JNK2 128,52 24,88 113,73 1,28 

AMPK (hum) 89,33 5,43 88,21 9,95   PAK5 149,00 3,47 103,79 24,21 

BRSK1 89,38 0,52 115,31 5,07   WNK1 149,79 6,68 84,56 4,70 

PDGFRA 89,96 12,83 96,06 20,29   YES1 154,70 9,42 121,43 7,66 

ROCK 2 90,00 10,07 112,30 11,85   Src 221,84 6,51 145,13 7,89 

Tabla 10. Porcentaje de actividad de las distintas quinasas tras el tratamiento con VCE-

005.1 y AB. 

 

4.1.5 Estudios de farmacocinética y biodisponibilidad 

Por último, se llevaron a cabo dos estudios la biodisponibilidad por vía oral del 

compuesto VCE-005.1. 

En una primera fase, se evaluó la biodisponibilidad oral del compuesto. Para ello se 

realizó un análisis farmacocinético en ratones macho ICR tras la administración oral de una 

única dosis de 20 mg/kg de VCE-005.1 formulado en 1:1:18: etanol Cremophor EL: Salino. 

En paralelo, ha evaluó la administración intravenosa de una dosis de 2 mg/kg formulado en 5 

% DMSO/10 % Solutol® HS15/85 % de solución salina. Para cada grupo se recogieron 

muestras de sangre a 6 tiempos (a los 3, 10, 60, 120, 240 y 480 minutos después de la 

administración intravenosa, y a los 10, 30, 60, 120, 240, 360 y 480 minutos después del 

tratamiento por vía oral) y la concentración del VCE-005.1 presente en plasma en cada tiempo 

de análisis se cuantificó mediante LC-MS/MS. Este análisis mostró que el compuesto VCE-

005.1 formulado en dicho vehículo se absorbe rápidamente por vía oral alcanzando una 

concentración plasmática máxima a las 0.5 h, siendo su biodisponibilidad total del 7.6 %.  
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Ruta de 

administración 
Tmax (h) Cmax (ng/mL) AUCInf (h·ng/mL) 

Biodisponibilidad 

(%) 

Intravenosa 0.05 5659   2240 N/A 

Oral 0.5 618 1894  7.6 

Tabla 11. Parámetros estudiados en el ensayo de farmacocinética. 

 

 

Figura 12. Farmacocinética. Perfil de concentración plasmática media en el tiempo de 

VCE-005.1 después de su administración oral (20 mg/kg) e intravenosa (2 mg/kg) en 

ratones. Los resultados se expresan como media ± SEM (n = 3 animales por grupo). 

 

También se llevó a cabo un estudio de la farmacocinética del VCE-005.1 para conocer 

su penetrabilidad en cerebro y estudiar su capacidad de atravesar la barrera hematoencefálica. 

Este es un punto importante ya que esta barrera protectora obstaculiza la eficacia terapéutica 

de los fármacos que actúan sobre el sistema nervioso central, siendo más del 95% de los 

agentes terapéuticos moléculas pequeñas incapaces de traspasarla. 

Para ello, se realizó un análisis farmacocinético en ratas macho Sprague-Dawley en dos 

fases. Una primera fase donde se estudió la administración intravenosa de una dosis única de 

2 mg/kg de VCE-005.1 formulado en 5 % DMSO/10 % Solutol® HS15/85 % de solución 

salina y 5 % Cremophor EL: 20 % Capmul PG8/75 % de solución salina, y una segunda fase 

donde se estudió la administración intravenosa de una dosis única de 3 mg/kg de VCE-005.1 

formulado en etanol 1:1:18: Cremophor EL: Salino, 5 % DMSO/10 % Solutol® HS15/85 % 

de solución salina y 5 % Cremophor EL: 20 % Capmul PG8/75 % de solución salina. Para los 

grupos de la primera fase se recogieron muestras de sangre a los 30, 60 y 120 después de la 

administración intravenosa, y a los grupos de la segunda fase se recogieron muestras de sangre 

a los 30, 60, y 180 minutos después de la administración intravenosa. La concentración del 

VCE-005.1 presente en plasma y en cerebro en cada tiempo de análisis se cuantificó mediante 

LC-MS/MS. Este análisis mostró que el compuesto VCE-005.1 formulado en cualquiera de 

los vehículos estudiados alcanza ratios plasma/cerebro que indican que el candidato penetra 

rápidamente en cerebro. 
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Time (h)   

Concentración 

en el cerebro 

Concentración 

en el plasma 
Cerebro/Plasma 

    (ng/g) (ng/mL) Ratio 

VCE-005.1 

(2 mg/kg, IV) 

 5 % DMSO/10 % 

Solutol-HS15/85 % 

Saline 

0,5 Mean 296,7 298,0 1,02 

  SD 65,4 99,8 0,11 

1 Mean 76,3 75,7 1,24 

  SD 23,2 28,7 0,93 

2 Mean 0,0 17,3 0,00 
  SD 0,0 6,5 0,00 

      
VCE-005.1 

(2 mg/kg, IV) 

5 % Tween 20/20 % 

N-Methyl-2-

pyrrolidone/75 % 

Saline 

0,5 Mean 199,7 177,0 1,14 

  SD 63,5 22,5 0,39 

1 Mean 158,7 117,3 1,36 

  SD 112,1 86,2 0,08 

2 Mean 17,0 21,3 0,55 

  SD 29,4 9,5 0,95 

      

VCE-005.1 

(3 mg/kg, IV) 

 5 % DMSO/10 % 

Solutol-HS15/85 % 

Saline 

0,5 Mean 491,3 480,3 1,03 

  SD 58,9 88,3 0,07 

1 Mean 240,3 150,3 1,61 

  SD 9,0 17,0 0,21 

3 Mean 22,3 2,7 6,00 
  SD 24,2 4,6 NA 

      

VCE-005.1 

(3 mg/kg, IV) 

5 % Ethanol/5 % 

Kolliphor/90 % 

Saline 

0,5 Mean 333,7 314,7 1,08 

  SD 15,0 50,1 0,17 

1 Mean 176,3 84,0 2,48 

  SD 5,9 45,2 1,10 

3 Mean 12,0 9,7 1,34 
  SD 10,4 1,5 1,17 

Tabla 12. Concentración del VCE-005.1 en cerebro y plasma tras su administración 

intravenosa. 

 

 

Figura 13. Penetración cerebral del VCE-005.1. Perfiles farmacocinéticos plasmáticos y 

cerebrales de VCE-005.1 en 1: 1: 18 Etanol: Cremophor® EL: Solución salina 

administrada por vía i.v. a ratas SD macho (3 mg/kg; n = 3 ratas por tiempo, media ± 
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SEM). Los valores de las relaciones cerebro/plasma por punto de tiempo se indican en la 

gráfica. 

 

Estos resultados apoyan la posibilidad de que el VCE-005.1 pueda ser empleado por vía 

intravenosa para patologías agudas o por vía oral para patologías crónicas. 
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4.2 Mecanismo de acción del VCE-005.1 

4.2.1 El compuesto VCE-005.1 modifica la actividad de las PHDs 

Previamente se ha descrito que el compuesto VCE-005.1 es un derivado del ácido 

betulínico al cual se le ha añadido un grupo hidroxamato con capacidad de estabilizar a HIF-

1α48. Para identificar el mecanismo de acción del compuesto en la vía del HIF, primero 

analizamos su efecto sobre la actividad de las PHDs mediante experimentos in vitro. Para ello, 

estudiamos la capacidad de las proteínas PHDs recombinantes de hidroxilar HIF-1α en 

presencia o ausencia de VCE-005.1. Como se muestra en la Figura 14A el VCE-005.1 no 

afectó a la actividad enzimática de las PHDs in vitro.  

A continuación, decidimos analizar el efecto del VCE-005.1 sobre la actividad de las 

PHDs inmunoprecipitadas a partir de células que habían sido previamente estimuladas con el 

compuesto. En este caso, encontramos que el tratamiento con VCE-005.1 produjo una clara 

inhibición de la capacidad de las enzimas PHD2 y PHD3 de hidroxilar HIF-1α. Sin embargo, 

no se observó ninguna alteración en la actividad de hidroxilación de PHD1 (Figura 14B).  

 

Figura 14. El VCE-005.1 altera la actividad de la PHD2. A. Se llevaron a cabo reacciones 

de hidroxilación in vitro empleando proteínas GST recombinantes para HIF1α y las 

distintas PHDs. Los niveles de hidroxilación de HIF1α, así como la señal de HIF1α total 

se analizaron mediante Western Blot. B. Se transfectaron células HEK-293T con los 

plásmidos HA-PHD1, HA-PHD2 o HA-PHD3. A las 24 h se realizaron los tratamientos 

indicados con VCE-005.1 o DMOG (como control positivo). 48 h después de las 

transfecciones, se obtuvieron lisados celulares y las PHDs se inmunoprecipitaron con 

anticuerpos específicos anti-HA. Finalmente, estas fracciones de proteínas se utilizaron 

para realizar ensayos de hidroxilación in vitro y los niveles de HIF1α hidroxilado se 

analizaron mediante inmunotransferencia. 

 

En conjunto, estos resultados sugieren que el compuesto VCE-005.1 tiene la capacidad 

de modificar la actividad de PHD2 y PHD3 de forma indirecta. 
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4.2.2 El compuesto VCE-005.1 afecta tanto a la fosforilación de la Ser125 de la PHD2 

como a su interactoma 

A continuación, decidimos analizar los cambios producidos en el interactoma así como 

las modificaciones postraduccionales (PTM) de la proteína PHD2 después de la estimulación 

con VCE-005.1. Para ello, se inmunoprecipitó la proteína PHD2 a partir de células que habían 

sido previamente estimuladas con VCE-005.1 (Figura 15A), para posteriormente analizar las 

PTM y el interactoma por LC-MS/MS. Los péptidos identificados permitieron obtener una 

cobertura del 78 % de la secuencia de PHD2.  

A partir de las PTM identificadas, se observó una clara diferencia en los niveles de 

fosforilación de la Ser125 después del tratamiento con VCE-005.1 en comparación con la 

situación control. Para confirmar esta observación, se analizó su estado de fosforilación 

utilizando un anticuerpo fosfoespecífico. Los resultados demostraron que la estimulación con 

VCE-005.1 produjo una reducción del 14 % de la fosforilación de la Ser125 (Figura 15B). 

Como mencionamos en la introducción, estudios anteriores habían confirmado que la proteína 

fosfatasa 2A junto con su subunidad reguladora B55α (PP2A/B55α) se considera uno de los 

principales moduladores de la fosforilación de la Ser125 de PHD270. Para verificar si la 

estimulación con VCE-005.1 modifica la fosforilación de la Ser125 de la PHD2 a través de la 

desfosforilación mediada por el complejo PP2A/B55α, que se asocia con la remodelación 

vascular de las células endoteliales203, emprendimos un enfoque de “pérdida de función”. Así, 

el silenciamiento de B55α por medio de un siRNA específico disminuyó sustancialmente el 

nivel de la proteína HIF-1α tras la estimulación con VCE-005.1 (Figura 15C).  

De la misma manera, empleamos inhibidores de la proteína PP2A bien caracterizados 

como son el LB-100 y el Ácido Okadaico (AO). Como se muestra en la Figura 15D, el aumento 

en el nivel de proteína HIF-1α mediado por VCE-005.1 disminuyó claramente después de la 

estimulación con ambos inhibidores. Además, esta observación se complementó mediante un 

experimento de transactivación de EPO-luc en el que se midió la actividad transcripcional de 

HIF-1α en presencia de LB-100 y AO. Como se muestra en la Figura 15E, la actividad sobre 

HIF-1α mediada por VCE-005.1 se vió reducida de una manera dosis-dependiente con ambos 

inhibidores de la PP2A. 
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Figura 15. El compuesto VCE-005.1 altera la actividad de PHD2 modulando la 

fosforilación de la Ser125. A. Se transfectaron células HEK-293T con el plásmido HA-

PHD2, se trataron con VCE-005.1 a 10 µM durante 24 h y finalmente se lisaron. La 

proteína PHD2 se inmunoprecipitó usando un anticuerpo específico (anti-HA) o uno 

inespecífico (IgG de rata) y su presencia se observó mediante Western Blot (n = 3). B. Se 

transfectaron células HEK-293T para expresar HA-PHD2, se trataron con VCE-005.1 a 

50 µM durante 24 h y se lisaron. Una fracción se sometió a inmunoprecipitación (IP) 

usando un anticuerpo anti-HA. Después de la elución, la fosforilación se midió con un 

anticuerpo anti-fosfo Ser125-PHD2 específico, mientras que los niveles de la proteína 

HA-PHD2 exógena se visualizaron con un anticuerpo anti-HA mediante Western Blot 

(panel superior). La fracción de extracto restante se analizó para determinar la presencia 

de las proteínas indicadas (panel inferior). Además, las imágenes se cuantificaron 

(derecha) utilizando el software ImageJ. Los datos representan la media ± SD (n = 3). * 

p <0,05. C.  Se transfectaron las células HEK-293T con los siRNAs B55α o scrambled 

(siControl), después de 2 días en cultivo tratados con VCE-005.1 a 10 μM durante 6 h, se 

analizó la expresión de B55α y HIF-1α mediante Western Blot (n= 2). D. Se pre-trataron 

las células HEK-293T con inhibidores de PP2A LB-100 (5 µM) y ácido okadaico (5 nM) 

durante 30 minutos. Luego, se trató con VCE-005.1 a 10 μM durante 6 h y finalmente se 

lisó. La proteína HIF-1α se detectó usando un anticuerpo específico (n = 3). E. Se 

estimularon los fibroblastos NIH-3T3 transfectados de forma estable con el plásmido 

EPO-luc con las concentraciones indicadas de VCE-005.1, LB-100 y ácido okadaico. Los 

datos representan la media ± SD (n = 3). * p <0,05, ** p <0,01. 
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Por otro lado, los resultados del estudio del interactoma identificaron en un principio 

277 proteínas que interactuaban en condiciones normales con PHD2, mientras que después de 

la estimulación con VCE-005.1 se encontraron 232 interactores. Para eliminar posibles 

interactores no específicos, se empleó el algoritmo SAINT con un umbral de 0,2 para 

seleccionar específicamente aquellas proteínas que no están presentes en el control de la 

inmunoprecipitación (IgG). Después de esa restricción, las proteínas obtenidas en condiciones 

control se redujeron a 28, mientras que las encontradas después del tratamiento con VCE-

005.1 fueron 23 (Figura 16A). El tratamiento adicional de los datos permitió clasificar estas 

proteínas identificadas en tres grupos diferentes. El primer grupo estaba formado por aquellas 

proteínas presentes solo en las células no tratadas, que en consecuencia se pierden tras el 

tratamiento con VCE-005.1 (28,12 % de las proteínas identificadas). El segundo grupo lo 

formaron aquellas proteínas que permanecieron inalteradas entre los distintos tratamientos 

(58,38 %). Finalmente, el último grupo contenía las proteínas que aparecieron solo tras el 

tratamiento con VCE-005.1 (12,5 %) (Figura 16B). La posterior caracterización funcional de 

estos datos a través de un análisis de sobrerrepresentación nos ha permitido tener una visión 

global de cómo la estimulación con VCE-005.1 modifica el interactoma PHD2 y cómo afecta 

a diferentes funciones celulares, entre las que podemos mencionar una clara reducción en vías 

relacionadas con la translocación de proteínas a la membrana, el inicio de la traducción o 

moléculas de adhesión celular (Figura 16C). 
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Figura 16. El tratamiento con VCE-005.1 afecta al interactoma de PHD2. A. Datos 

significativos de los análisis de interactoma realizados: la barra del gráfico muestra el 

número de proteínas de cada grupo. B. Diagrama de Venn donde se clasifican las 

proteínas obtenidas utilizando categorías de MSigDb e interactores individuales para el 

control y VCE-005.1. C. Vías inducidas representadas por categoría y tratamiento donde 

las etiquetas indican el número de genes superpuestos en una categoría funcional dada y 

la longitud de la barra el enriquecimiento. La línea discontinua indica el límite de P = 

0.05. 
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4.3 Efecto terapéutico del compuesto VCE-005.1 en Enfermedad Inflamatoria 

Intestinal (EII) 

4.3.1 VCE-005.1 induce la retracción del colágeno y activa la vía HIF-1α 

Como hemos visto, el compuesto VCE-005.1 disminuye la capacidad de PHD2 de 

hidroxilar HIF-1α. Dado que los inhibidores de las PHDs mejoran la cicatrización de heridas 

y la remodelación tisular, comenzamos evaluando si, y en qué medida, nuestro compuesto 

podría inducir respuestas similares. Para ello, se llevó a cabo un experimento de contracción 

de gel de colágeno como modelo de cicatrización de heridas utilizando las células NIH-3T3-

EPO-Luc132. Como se muestra en las Figuras 17A y 17B, el tratamiento con VCE-005.1 de los 

fibroblastos inmersos en los geles de colágeno mejoró la contracción de estos geles de una 

manera concentración-dependiente, resultados que se corroboran con el efecto que ejerce el 

compuesto sobre la activación de la vía de HIF (Figura 17C). Además, ambos experimentos 

se correlacionan de manera lineal como se muestra en el gráfico que enfrenta la actividad de 

HIF frente a la contracción del gel (Figura 7D). Al mismo tiempo, el compuesto VCE-005.1 

indujo la estabilización de la proteína HIF-1α en esta línea celular (Figura 17E). Estos 

hallazgos implican una relación directa entre VCE-005.1 y HIF durante la remodelación tisular 

y la contracción de la herida. 

 

Figura 17. Efecto del VCE-005.1 en la contracción de colágeno y actividad de HIF. A. 

Imágenes de los geles contraídos en respuesta a VCE-005.1 durante 12 h. B. Área de la 

superficie del gel cuantificada en términos de número total de píxeles utilizando ImageJ. 

C. Se estimularon los fibroblastos NIH-3T3 transfectados de forma estable con plásmido 

reportero de luciferasa (NIH3T3-EPO-luc) con las concentraciones indicadas de VCE-
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005.1 o DMOG. D. Correlación entre la actividad de HIF inducida por VCE-005.1 y la 

contracción del gel de colágeno. E. Expresión de la proteína HIF-1α en células NIH-3T3-

Epo-luc después de 6 h de tratamiento con VCE-005.1 y DMOG. Los valores se expresan 

como media ± SD. * p <0,05, ** p <0,01 vs grupo Control y la significancia se determinó 

mediante un análisis one-way ANOVA seguido de la prueba post-hoc Dunnett. 

 

4.3.2 VCE-005.1 alivia la inflamación y la fibrosis del colon inducida por TNBS 

Después de la primera administración rectal del TNBS (día 7), se les administró el 

compuesto VCE-005.1 de manera oral a los ratones durante 2 semanas. Durante este tiempo, 

el grupo de control mostró un aumento de peso corporal progresivo en comparación con el día 

0. Por el contrario, los ratones a los cuales se les estaba induciendo la colitis mostraron una 

pérdida de peso transitoria durante los 2 días posteriores a cada administración de TNBS 

(Figura 18A). A tiempo final (día 23), los ratones sometidos a la inducción de la colitis (grupo 

TNBS) mostraron una pérdida significativa del peso corporal en comparación con el grupo 

control. Aunque los ratones tratados con las diferentes dosis de VCE-005.1 también mostraron 

una pérdida de peso transitoria después de cada administración de TNBS, la pérdida de peso 

se mitigó significativamente durante todo el transcurso del modelo en comparación con el 

grupo del TNBS.  

Finalmente, el día 23 se sacrificó a los ratones y se les extrajo el colon que 

posteriormente fue evaluado macroscópicamente. Los cólones de los ratones TNBS habían 

experimentado un acortamiento en comparación con el grupo de control, lo cual fue evitado 

significativamente con el tratamiento del VCE-005.1 (Figura 18B). 

 

Figura 18. El compuesto VCE-005.1 atenúa la gravedad clínica en el modelo de TNBS. 

A. El VCE-005.1 mejoró significativamente la disminución del peso corporal inducida 

por TNBS. La significancia se determinó mediante un two-way ANOVA seguido de la 

prueba post-hoc Tukey. B. La longitud del colon se midió en el momento del sacrificio y 

se comparó entre los grupos. La significancia se determinó mediante un análisis one-way 

ANOVA seguido de la prueba post-hoc Dunnett. Todos los resultados se muestran como 

media ± SEM (n = 4 a 10 animales por grupo). *** p <0,001 TNBS + Vehículo vs Control 

+ Vehículo; # p <0,05, ### p <0,001 TNBS + VCE-005.1 frente a TNBS + Vehículo. 
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A continuación, se confirmó el efecto beneficioso del VCE-005.1 mediante un examen 

histológico (Figura 19A-B). En el análisis histopatológico de colon utilizando H&E, se pudo 

detectar la ruptura de la barrera epitelial, inflamación transmural, ulceraciones, pérdida de 

células caliciformes, destrucción marcada de las criptas, así como áreas mucosas necróticas en 

los ratones tratados con TNBS, pero no en los tratados con el compuesto.  

Para evaluar el proceso inflamatorio se realizó un análisis de la infiltración de células 

del sistema inmune mediante los marcajes F4/80 para macrófagos y CD3 para linfocitos por 

IHC. Se observó un aumento en el número de células F4/80+ y CD3+ acumuladas en la mucosa 

del lugar de la lesión del colon de los ratones tratados con TNBS, produciendo el tratamiento 

con VCE-005.1 una reducción significativa del número de células infiltradas en el tejido 

(Figura 19A-B). Para evaluar la existencia de fibrosis en el colon de los ratones TNBS, se 

realizó la tinción Picrosirius Red/Fast green y la inmunofluorescencia de Tenascin C (Tnc) 

(Figura 19A-B). En el grupo del TNBS se observó una clara fibrosis por medio de la 

acumulación de colágeno y Tnc en el tejido en comparación con los animales control, sin 

embargo, esta acumulación se vio reducida mediante el tratamiento con el compuesto VCE-

005.1. Estos resultados sugirieren que el compuesto puede mejorar con éxito la colitis y la 

fibrosis inducida por TNBS. 
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Figura 19. El compuesto VCE-005.1 atenúa la fibrosis y los biomarcadores relacionados 

con la inflamación en el modelo de TNBS. A. El panel presenta secciones histológicas 

teñidas con H&E o Picrosirius Red/Fast green, las IHC de macrófagos (F4/80) y linfocitos 

T (CD3) así como la inmunofluorescencia de TNC. Las imágenes representativas se 

muestran con el aumento indicado. B. Cuantificaciones de los marcadores del panel A. 

Todos los resultados se muestran como media ± SEM (n = 4 a 10 animales por grupo). 

La significancia se determinó mediante un análisis one-way ANOVA seguido de la 

prueba post-hoc Tukey, excepto el score histológico (prueba Dunnett). ** p <0,01, *** p 

<0,001 TNBS + Vehículo vs Control + Vehículo; # p <0,05, ## p <0,01, ### p <0,001 

TNBS + VCE-005.1 frente a TNBS + Vehículo. 

 

Para evaluar más a fondo la actividad antifibrótica del compuesto VCE-005.1 en el 

modelo de TNBS, se realizó un array de qPCR con genes relacionados con la fibrosis. Lo que 

pudimos observar es que varios genes relacionados con procesos inflamatorios y fibróticos se 

desregularon tras la administración de TNBS en comparación con el grupo control, y este 

efecto se vio minimizado con el compuesto a una dosis de 50 mg/kg (Figura 20A). Estos 

resultados fueron confirmados por qPCR, evidenciando que el aumento de la expresión de Tnc, 

Ccl3, Il1β, Mmp3, Mmp8 y Timp1 fue prevenido por el tratamiento con VCE-005.1. Por el 

contrario, la expresión de Il13 y Mrc1 aumentó con el tratamiento del compuesto (Figura 20B). 
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Figura 20. El tratamiento con VCE-005.1 normalizó la expresión de genes asociados con 

la fibrosis en el modelo de TNBS. A. Se utilizó ARN de tejido de colon para determinar 

la expresión de genes implicados en la fibrosis mediante un Array de PCR. Los heat-maps 

mostraron genes significativamente incrementados (verde) o reducidos (rojo) en TNBS + 

Vehículo o TNBS + VCE-005.1 en comparación con Control + Vehículo. B. La expresión 

de ARNm de genes relacionados con la fibrosis (Tnc, Il13, Timp1, Il1β, Ccl3, Mmp3, 

Mmp8 y Mrc1) se cuantificó mediante qPCR y se normalizó frente a Gapdh. Los datos 

representan la media ± SEM (n = 3 a 7 animales por grupo) y la significancia se determinó 

mediante un análisis one-way ANOVA seguido de la prueba post-hoc Dunnett. * p <0,05, 

** p <0,01, *** p <0,001 TNBS + Vehículo vs Control + Vehículo; # p <0,05, ## p <0,01 

TNBS + VCE-005.1 frente a TNBS + Vehículo. 
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El sangrado rectal es una de las características comunes de la EII204 y por ello se 

investigó el daño vascular en los ratones TNBS mediante un análisis morfométrico con 

consistió en medir el perímetro y el área de los vasos sanguíneos marcados con el marcador 

endotelial CD31. De esta manera pudimos observar que ambos parámetros aumentaron 

significativamente en el grupo TNBS en comparación con los ratones control y se recuperaron 

en los ratones tratados con VCE-005.1 (Figura 21A-B). 

 

Figura 21. El tratamiento con VCE-005.1 previno el aumento del perímetro y el área de 

los vasos sanguíneos. A. Imágenes representativas de microscopía confocal (aumento 

original 20x) de los vasos marcados con CD31 (flechas blancas). B. Las cuantificaciones 

del perímetro y el área se muestran como media ± SEM (n = 4 animales por grupo), y la 

significancia se determinó mediante un análisis one-way ANOVA seguido de la prueba 

post-hoc Tukey. *** p <0,001 TNBS + Vehículo vs Control + Vehículo; ### p <0,001 

TNBS + VCE-005.1 vs TNBS + Vehículo. 

 

4.3.3 Efecto del compuesto VCE-005.1 sobre la integridad de la barrera epitelial 

Para explorar más a fondo el efecto del VCE-005.1 en el colon de ratones con colitis 

inducida por TNBS, primero examinamos los niveles de ARNm de genes regulados por HIF 

asociados con la integridad de la barrera intestinal como son las mucinas y las proteínas de 

unión estrecha205. En nuestros experimentos, el tratamiento con TNBS redujo notablemente la 

expresión de estos genes, pero el VCE-005.1 pudo restaurar o incluso mejorar la expresión de 

Itf, Muc2, Muc3, Cldn1 y Zo1 (Figura 22A). Para confirmar estos resultados a nivel de 

proteína, se estudió la expresión de Muc-2 y Cldn-1 mediante IHC (Figura 22B-C). En 

conjunto, estas observaciones indican que el compuesto VCE-005.1 ejerce un efecto 

beneficioso sobre la alteración de la mucosa inducida por TNBS.  
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Dado que citocinas como el TNFα o IFNg inducen disrupción epitelial206, se investigó 

adicionalmente el efecto del VCE-005.1 sobre la disrupción de la barrera epitelial en un 

modelo in vitro fisiológicamente relevante como es el TEER. Se incubaron células Caco-2 con 

diferentes concentraciones de VCE-005.1 durante 24 h, y posteriormente se les añadió 

sobrenadantes de PBMCs activados con PHA justo 30 min antes de la medición. Como se 

muestra en la Figura 22D, el sobrenadante de las PBMCs estimuladas con PHA, al contener 

un cóctel de citocinas proinflamatorias, fue capaz de inducir una ruptura epitelial clara, la cual 

se previno significativamente en las células que habían sido tratadas con VCE-005.1. En 

general, todos los datos experimentales apoyan la opinión de que el compuesto VCE-005.1 

tiene un efecto positivo sobre la integridad de la barrera epitelial intestinal. 

 

Figura 22. El compuesto VCE-005.1 mejora la integridad de la barrera epitelial intestinal. 

A. La expresión de un panel de genes relacionados con la integridad de la barrera epitelial 

aumentó significativamente en ratones tratados con el compuesto VCE-005.1. Las 

cuantificaciones se muestran como media ± SEM (n = 3 a 8 animales por grupo), y la 

significancia se determinó mediante un análisis one-way ANOVA seguido de la prueba 
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post-hoc Dunnett. B. Las imágenes muestran la IHC de secciones de colon para el 

marcador de mucina Muc-2 y la proteína de unión estrecha Claudin-1 con un aumento 

original de 20x, sus cuantificaciones (C) se muestran como media ± SEM (n = 4 animales 

por grupo), y la significancia se determinó mediante un análisis one-way ANOVA 

seguido de la prueba post-hoc Tukey. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 TNBS + 

Vehículo vs Control + Vehículo; # p <0,05, ## p <0,01, ### p <0,001 TNBS + VCE-

005.1 frente a TNBS + Vehículo. D. El tratamiento con VCE-005.1 protege de la 

alteración epitelial provocada por PBMCs en la línea celular Caco-2. Los datos 

representan la media ± SD (n = 5). *** p <0,001. Células tratadas con PBMC vs Control; 

# p <0,05 células tratadas con VCE-005.1 vs células tratadas con PBMC (one-way 

ANOVA seguido de la prueba post-hoc Tukey). 

 

4.3.4 VCE-005.1 previene la inflamación del colon y la fibrosis inducida por DSS 

Para estudiar la colitis ulcerosa existen diferentes modelos animales que se asemejan a 

las características clínicas e histológicas de los diferentes tipos de EII. Así, los modelos de 

colitis inducida por TNBS son "similares a EC" (asociados con inflamación y edema 

transmural), mientras que los de colitis por DSS son "similares a CU" (asociados con rotura 

epitelial, lesiones focales e inflamación superficial)207. Estudios previos han demostrado que 

el daño en el colon inducido por DSS está directamente relacionado con la infiltración celular 

en la mucosa intestinal208. Por esta razón, se investigó adicionalmente el efecto protector de 

VCE-005.1 en la colitis mediada por DSS tratando a los animales durante 2 semanas después 

de recibir DSS durante 5 días. Los cólones se procesaron para el análisis histológico mediante 

tinción con H&E y se estudió la infiltración con los marcadores F4/80 y CD3 (Figura 23A-B). 

El colon de los ratones tratados con DSS mostró destrucción de tejido con cambios 

histopatológicos en la mucosa, submucosa, capa muscular y pared del colon. Además, se 

observó un aumento en el número de células inflamatorias en el tejido visualizado por la IHC 

de células F4/80+ y CD3+. En este modelo, el compuesto DMOG se utilizó como control 

positivo debido a sus efectos protectores sobre la EII inducida por DSS131. Los compuestos 

VCE-005.1 a una concentración de 50 mg/kg y DMOG a 8 mg/ratón mejoraron el score 

histológico y disminuyeron el número de células inflamatorias inducidas por el daño por DSS.  
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Figura 23. El compuesto VCE-005.1 reduce significativamente la inflamación y preserva 

la estructura epitelial en el colon de los animales tratados con DSS. A. Imágenes 

representativas de la tinción H&E e infiltración de macrófagos (F4/80) y linfocitos (CD3) 

en secciones de colon (aumento original 20x). B. Los tratamientos con VCE-005.1 y 

DMOG mejoraron la puntuación histológica y el número de células inflamatorias 

presentes en el colon. Las cuantificaciones se muestran como media ± SEM (n = 4 a 7 

animales por grupo), y la significancia se determinó mediante un análisis one-way 

ANOVA seguido de la prueba post-hoc Tukey. *** p <0,001 DSS + Vehículo vs Control 

+ Vehículo; ## p <0.01, ### p <0.001 DSS + VCE-005.1 o DSS + DMOG vs DSS + 

Vehículo. 

 

La fibrosis desarrollada en el colon en este modelo con DSS también se alivió con el 

tratamiento del DMOG y del VCE-005.1. Esto fue observado a nivel transcriptómico, según 

lo investigado por RT-PCR array (Figura 24A), y confirmado por qPCRs midiendo la 

expresión de los genes Col1a2, Col3a1, Tnc y Timp1 (Figura 24B).  
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Figura 24. El tratamiento con VCE-005.1 normalizó la expresión de genes asociados con 

la fibrosis en el modelo de DSS. A. Se utilizó ARN de colon para determinar la expresión 

de genes implicados en la fibrosis mediante un array de PCR. Los heat-maps mostraron 

los genes incrementados (verde) o disminuidos (rojo) en DSS + Vehículo, DSS + VCE-

005.1 o DSS + DMOG en comparación con Control + Vehículo. B. La expresión de 

ARNm de genes relacionados con la fibrosis (Col1a2, Col3a1, Timp1 y Tnc) se cuantificó 

mediante qPCR y se normalizó frente a Gapdh. Los datos representan la media ± SEM y 

la significancia se determinó mediante un análisis one-way ANOVA seguido de la prueba 

post-hoc Tukey. ** p <0.01, *** p <0.001 DSS + Vehículo vs Control + Vehículo; #p 

<0.05, ## p <0.01, ### p <0.001 DSS + VCE-005.1 o DSS + DMOG vs DSS + Vehículo. 

 

Además, en el colon también se analizó la expresión de marcadores fibróticos como α-

SMA y Tnc, mostrando que el aumento de su expresión en el grupo DSS se vio reducida 

significativamente tras el tratamiento con VCE-005.1 y DMOG (Figura 25A-B). Para 

cuantificar el contenido de colágeno, se realizó la tinción de Picrosirius Red/Fast green, 

encontrando que el compuesto VCE-005.1 prevenía significativamente su acumulación 

(Figura 25C). 
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Figura 25. El compuesto VCE-005.1 previene la fibrosis del colon en el modelo de DSS. 

A. Imágenes representativas de microscopía confocal de α-SMA (fluorescencia verde) en 

secciones de colon y su cuantificación. B. Se muestra el marcaje de inmunofluorescencia 

de TNC (fluorescencia verde) en el control, DSS + Vehículo, DSS + DMOG y DSS + 

VCE-005.1. C. Imágenes representativas de la tinción Picrosirius Red/Fast Green (panel 

izquierdo). Comparación del contenido de colágeno entre los grupos experimentales 

(panel derecho). El aumento original de todas las imágenes es 20x. Las cuantificaciones 

se muestran como media ± SEM (n = 6 a 8 animales por grupo), y la significancia se 

determinó mediante un análisis one-way ANOVA seguido de la prueba post-hoc Tukey. 

*** p <0,001 DSS + Vehículo vs Control + Vehículo; #p <0.05, ## p <0.01, ### p <0.001 

DSS + VCE-005.1 o DSS + DMOG vs DSS + Vehículo. 
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4.3.5 El compuesto VCE-005.1 administrado por vía rectal no previene la inflamación 

del colon. 

Dado que las preparaciones de sulfasalazina y mesalazina se han utilizado durante 

muchos años por vía oral o rectal para el tratamiento de la EII, evaluamos si el VCE-005.1 

también podría ejercer una actividad anti-ulcerativa por vía rectal. Como se muestra en la 

Figura 26 y en comparación con el DMOG y el VCE-005.1 oral, la administración rectal del 

compuesto no mejoró el score histológico o el contenido de colágeno, observándose las 

mismas características que en los ratones DSS. Estos resultados sugieren con firmeza que el 

compuesto VCE-005.1 actúa de manera sistémica. 

 

Figura 26. El compuesto VCE-005.1 ejerce sus funciones sistémicamente pero no 

tópicamente en el recto. A. El VCE-005.1 mejoró el score histológico y el contenido de 

colágeno cuando se administró por sonda oral pero no cuando es administrado por vía 

rectal (aumento original 20x). B. Las cuantificaciones se muestran como media ± SEM 

(n = 6 a 8 animales por grupo), y la significancia se determinó mediante un análisis one-

way ANOVA seguido de la prueba post-hoc Tukey. *** p <0,001 DSS + Vehículo vs 

Control + Vehículo; ## p <0.01, ### p <0.001 DSS + VCE-005.1 o DSS + DMOG vs 

DSS + Vehículo. 
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4.4 Estudio del potencial terapéutico del VCE-005.1 en Enfermedad de Huntington 

(EH) 

4.4.1 Efectos del compuesto VCE-005.1 en neuronas estriatales que expresan 

huntingtina normal y mutada. 

Para estudiar el efecto del VCE-005.1 en la vía de HIF, se estimularon neuronas 

estriatales inmortalizadas que expresan la proteína huntingtina normal (STHdhQ7/Q7) o una 

versión mutante asociada con la aparición juvenil de la EH (STHdhQ111/Q111)209 con las dosis 

indicadas y se analizó la expresión de las proteínas HIF-1α y PHDs. Como se muestra en la 

Figura 27A, el compuesto VCE-005.1 estabilizó la proteína HIF-1α de una manera dosis-

dependiente tanto en neuronas que expresan la huntingtina normal como la mutada. Aunque 

la expresión basal de las proteínas PHDs es mayor en la línea celular STHdhQ111/Q111 en 

comparación con la STHdhQ7/Q7, no se encontraron cambios significativos tras el tratamiento 

con VCE-005.1.  

Para investigar más en profundidad la activación de la vía HIF, se decidió determinar la 

expresión de los genes Vegf y Bnip3 en ambas líneas celulares (Figura 27B-C). En ambos 

casos, el compuesto VCE-005.1 pudo inducir la expresión de Vegf y Bnip3 de una manera 

dosis-dependiente.  

 

Figura 27. Efectos del compuesto VCE-005.1 sobre las células estriatales con huntingtina 

normal y mutada. A. Las células STHdhQ7/Q7 y STHdhQ111/Q111 se trataron con VCE-005.1 

durante 6 h y se analizaron para determinar la expresión de HIF-1α, PHD1, PHD2 y 
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PHD3 mediante western blot. Los niveles de expresión del ARNm de los genes VegfA 

(B) y Bnip3 (C) se cuantificaron mediante qPCR en células STHdhQ7/Q7 y STHdhQ111/Q111 

después de 6 h de tratamiento con el compuesto. Los datos representan la media ± SD (n 

= 3) y la significancia se determinó mediante un análisis one-way ANOVA seguido de la 

prueba post-hoc Dunnett. * p <0,05, ** p <0,01, células tratadas con VCE-005.1 vs 

células no tratadas. 

 

Finalmente, se evaluó el efecto neuroprotector del VCE-005.1 en respuesta a la 

disfunción mitocondrial en neuronas inducida por el inhibidor selectivo del complejo II, el 

ácido 3-nitropropiónico (3-NP). Como se esperaba, el 3-NP fue fuertemente citotóxico en las 

células STHdhQ111/Q111 en comparación con las células STHdhQ7/Q7, y el tratamiento con VCE-

005.1 protegió a ambas líneas de la muerte celular inducida por 3-NP (Figura 28). 

 

Figura 28. Efectos del compuesto VCE-005.1 sobre las células estriatales con huntingtina 

normal y mutada. Se preincubaron células STHdhQ7/Q7 y STHdhQ111/Q111 con las 

concentraciones indicadas de VCE-005.1 durante 6 horas y se estimularon con 3NP 

durante 30 h. El porcentaje de muerte neuronal fue determinado por Yoyo-1 y se 

normalizó con las neuronas tratadas con vehículo. Los datos representan la media ± SD 

(n = 3) y la significancia se determinó mediante un análisis one-way ANOVA seguido de 

la prueba post-hoc Dunnett. * p <0,05, *** p <0,001 células tratadas con 3NP vs células 

no tratadas; # p <0,05, ### p <0,001 células tratadas con 3NP + VCE-005.1 vs células 

tratadas con 3-NP. 
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4.4.2 Efecto neuroprotector del compuesto VCE-005.1 en un modelo murino de 

degeneración neuronal del estriado  

Para confirmar la acción neuroprotectora del VCE-005.1 in vivo, se utilizó un modelo 

de enfermedad de Huntington basado en la administración de 3-NP. El tratamiento con 3-NP 

produce diversas alteraciones, entre las que se encuentran cambios neurológicos e histológicos 

característicos de algunos aspectos de la patología de la EH. En comparación con los animales 

control tratados con vehículo, los ratones tratados con 3-NP exhibieron puntuaciones altas en 

el score clínico que incluía los parámetros: capacidad de agarre de las extremidades traseras, 

actividad locomotora, distonía de las extremidades traseras y cifosis (Figura 29). Esta 

sintomatología se vio significativamente mejorada en el grupo de ratones a los cuales se les 

había administrado el compuesto VCE-005.1.  

 

Figura 29. El compuesto VCE-005.1 es neuroprotector en ratones tratados con 3NP. El 

score clínico se determinó 12 horas después de la última administración de 3NP. Los 

ratones se trataron con VCE-005.1 a una dosis de 30 mg/kg. El agarre de las extremidades 

posteriores, la actividad locomotora general, la distonía de las extremidades traseras y la 

cifosis se calificaron de 0 a 2 según la gravedad, con una puntuación de 0 que indica una 

función normal y 2 que indica la función afectada más grave. Los valores se expresan 

como medias ± SEM (n = 6) y la significancia se determinó mediante un análisis one-way 

ANOVA seguido de la prueba post-hoc Tukey. *** p <0,001 3NP vs vehículo; #p <0.05, 

### p <0.001 3NP + VCE-005.1 vs 3NP. 

 

A continuación, investigamos el efecto del VCE-005.1 en la degeneración y atrofia 

estriatal. Como pudimos determinar mediante la tinción de Nissl y la inmunohistoquímica de 

NeuN, la administración de 3-NP produjo una reducción en el número de neuronas presentes 

en el estriado mientras que el tratamiento con el compuesto protegió frente a ella. Además, la 

neuroprotección mediada por VCE-005.1 se asoció con una reducción en la astrogliosis 

inducida por 3-NP tal y como podemos ver en la inmunofluorescencia de GFAP, y una 

disminución en la activación de la microglía. Los ratones tratados con 3-NP mostraron el 

cambio de morfología típico asociado a la activación microglial que consiste en ramificaciones 

citoplasmáticas retraídas y una apariencia ameboide210. Sin embargo, las células positivas para 

Iba1 presentes en los ratones control y en los tratados con VCE-005.1 exhibieron una 

morfología típica de microglía en estado de reposo con ramificaciones finas y extendidas 

(Figura 30A-B). 
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Figura 30. El compuesto VCE-005.1 es neuroprotector en ratones tratados con 3NP. A. 

Tinción de Nissl, inmunohistoquímica de NeuN e Iba-1 y marcaje por 

inmunofluorescencia de GFAP (fluorescencia verde) en secciones de estriado de los 

diferentes grupos de ratones (aumento original 20x). B. Las cuantificaciones de la 

expresión de Nissl, NeuN, Iba1 y GFAP (flechas amarillas) se realizaron con el software 

Image J. Los valores se expresan como media ± SEM (n = 6) y la significancia se 

determinó mediante un análisis one-way ANOVA seguido de la prueba post-hoc Tukey. 

*** p <0,001 3NP frente a vehículo; ### p <0,001 3NP + VCE-005.1 vs 3NP. 

 

Por último, también analizamos la expresión de marcadores proinflamatorios mediante 

qPCR en la zona del estriado. En los ratones tratados con 3-NP se observó un aumento de los 

niveles de ARNm de los marcadores inflamatorios Cox2, iNos, Il1β e Il6, los cuales fueron 

completamente inhibidos por el tratamiento con VCE-005.1. Además, se estudiaron otros 

genes relacionados con el estrés oxidativo y la neuroprotección como son Bdnf y Sod1211. 

Ambos marcadores mejoraron en los ratones que habían sido tratados con VCE-005.1, 

mientras que otros como Nqo1, Ucp2 y p21 aumentaron su expresión en los ratones 3-NP y 

casi recuperaron sus niveles basales después del tratamiento con el VCE-005.1 (Figura 31). 
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Figura 31. El tratamiento con VCE-005.1 indujo cambios en la expresión génica. La 

expresión génica de marcadores inflamatorios, incluidos Il6, iNos, Cox2 e Il1β, se redujo 

significativamente en los ratones tratados con 3NP + VCE-005.1 en comparación con los 

ratones 3NP, mientras que la expresión de Bdnf y Sod1 se vio aumentada. Marcadores de 

neuroprotección como Nqo1, Ucp2 y p21 también alteraron su expresión tras la 

administración de 3NP. Los valores se expresan como medias ± SEM (n = 6) animales 

por grupo y la significancia se determinó mediante un análisis one-way ANOVA seguido 

de la prueba post-hoc Tukey. ** p <0,01, *** p <0,001 3NP vs Vehículo; #p <0.05, ## p 

<0.01, ### p <0.001 3NP + VCE-005.1 vs 3NP. 
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4.5 Estudio del potencial terapéutico del compuesto VCE-005.1 en la angiogénesis y en 

un modelo de Traumatismo craneal inducido (TCI) por impacto cortical 

controlado (ICC) 

4.5.1 Efectos del compuesto VCE-005.1 en la expresión génica dependiente de HIF y en 

la angiogénesis in vitro e in vivo 

Se ha descrito que el complejo PP2A/B55α desempeña un papel importante durante la 

formación de vasos sanguíneos y la restauración del oxígeno. Esto lo lleva a cabo reduciendo 

la actividad de la enzima PHD2 y promoviendo la supervivencia de las células endoteliales de 

una manera dependiente de HIF, al protegerlas contra el estrés celular y disminuyendo su 

apoptosis 203. Estos resultados, junto con las evidencias de que HIF-1α regula la expresión de 

una gran cantidad de productos génicos con actividad neuroprotectora a través de genes 

proangiogénicos, incluido el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFA) y el factor de 

crecimiento de fibroblastos-2, ambos principalmente producidos por células endoteliales 

vasculares, nos llevó a estudiar el posible papel del compuesto VCE-005.1 en la angiogénesis. 

Para ello, comenzamos investigando el efecto del compuesto sobre la expresión de 

genes dependientes de HIF. Con este fin, células HBMEC se trataron con VCE-005.1 durante 

12 horas, y luego se analizó la expresión de 83 genes implicados en la vía de la hipoxia 

mediante un array de qPCR (Figura 32A). Se identificaron varios genes cuya expresión estaba 

aumentada más de 10 veces tras el tratamiento con el compuesto. Entre ellos encontramos a la 

angiopoyetina tipo 4 (ANGPTL4), el gen NRDG1, la eritropoyetina (EPO) y el SLC2A1, todos 

ellos involucrados en la neuroprotección. Más concretamente, la Angptl4 modula la disfunción 

de la barrera hematoencefálica en el ictus isquémico212, EPO también es neuroprotector en 

diferentes modelos de enfermedades del SNC213, 214, NRDG1 juega un papel importante en la 

supervivencia de los oligodendrocitos215 y SLC2A1 codifica la proteína transportadora de 

glucosa 1 (Glut1) que juega un papel clave en la neuroprotección y la homeostasis de la 

microvasculatura cerebral216. Además, el compuesto VCE-005.1 indujo claramente la 

expresión de VEFG (Figura 32B) y EPO (Figura 32C) de una manera dosis dependiente.  

 

Figura 32. El compuesto VCE-005.1 induce la expresión de genes dependientes de HIF. 

A. Se estimularon células endoteliales microvasculares del cerebro humano con VCE-

005.1 (10 µM) durante 12 h y se determinó la expresión de genes implicados en la vía de 
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señalización de hipoxia humana mediante un array de PCR. Los heat-map muestran los 

genes significativamente incrementados (verdes) en las células tratadas con VCE-005.1 

en comparación con el control. B-C. Los niveles de expresión de ARNm de los genes 

VEGFA y EPO respectivamente, se cuantificaron mediante qPCR en células HBMEC. 

Los datos representan la media ± SD (n = 3) y la significancia se determinó mediante un 

análisis one-way ANOVA seguido de la prueba post-hoc Dunnet. * p <0,05, *** p <0,001 

células tratadas con VCE-005.1 vs células no tratadas. 

 

En cuanto a la angiogénesis, nos interesó comparar el efecto del VCE-005.1 con los 

inducidos por los factores de crecimiento proangiogénicos VEGF y FGF in vitro y también en 

un modelo in vivo. Para la aproximación in vitro usamos células HUVEC co-cultivadas en una 

monocapa de fibroblastos primarios. Los resultados obtenidos muestran que tanto el 

tratamiento con ambos factores de crecimiento como con el compuesto VCE-005.1 indujeron 

un aumento en la red de vasos endoteliales (Figura 33). 

 

Figura 33. El compuesto VCE-005.1 induce la angiogénesis in vitro. Se utilizó el kit 

PrimeKit y se determinó la formación de vasos tras el tratamiento con rhVEGFA, rhFGF 

o VCE-005.1 durante 10 días. Se muestran imágenes representativas del experimento. 

Ampliación 4x. 

 

Para verificar estos resultados, se realizó un modelo in vivo de angiogénesis basado en 

matrigel (Figura 34). Para ello, se inyectó matrigel el cual contenía heparina (control negativo), 

heparina + VEGFA + FGF (control positivo) o heparina + VCE-005.1 a 10 μM. Esto se realizó 

por vía subcutánea en el costado de los ratones para luego analizar los resultados tras 10 días. 

Como se muestra en la Figura 34 mediante la tinción de H&E de los matrigeles así como la 

inmunofluorescencia de los marcadores endoteliales CD31 y αSMA, el tratamiento con el 

compuesto logró inducir la formación de vasos, confirmando así su efecto angiogénico in vivo. 
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Figura 34. El compuesto VCE-005.1 induce la angiogénesis in vivo. Los ratones fueron 

inoculados con el matrigel conteniendo los distintos tratamientos y se determinó la 

capacidad angiogénica tras 10 días. Se muestran fotos de los matrigeles al ser extraídos, 

así como como cortes tras la tinción de H&E e imágenes representativas de microscopía 

confocal de α-SMA (verde) y CD31 (rojo). El aumento original de todas las imágenes es 

20x. 

 

En resumen, el tratamiento con el compuesto VCE-005.1 aumentó la expresión de genes 

neuroprotectores dependientes de HIF e indujo angiogénesis en células endoteliales vasculares 

y en un modelo de ratón basado en matrigel. 
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4.5.2 Efectos del compuesto VCE-005.1 en la sintomatología neuroconductual de un 

modelo de Traumatismo craneal inducido (TCI) por impacto cortical controlado 

(ICC) 

Para confirmar la acción neuroprotectora del VCE-005.1 in vivo, se utilizó un modelo 

de traumatismo craneal inducido basado en un impacto cortical controlado. De manera 

resumida, el procedimiento de este modelo consiste en realizar una craneotomía entre las 

suturas lambda y bregma. Posteriormente se ejecuta un impacto con parámetros controlados 

en esta zona y luego se sutura y monitoriza a los ratones hasta su recuperación. 

De esta manera se realizó un estudio a corto plazo de TCI moderado que se centró en 

los resultados inflamatorios, así como en la BHE. Los animales se repartieron en los siguientes 

grupos: grupo Sham + vehículo; grupo ICC + vehículo y grupo ICC + VCE-005.1. Los ratones 

fueron tratados por vía intraperitoneal con una dosis diaria de 30 mg/kg durante 1, 3 y 7 días 

consecutivos de VCE-005.1 a 30 mg/kg comenzando la administración 1 hora después del 

ICC. 

Primero, para determinar una mejoría en el estado clínico, se realizó la prueba 

locomotora Rotarod. Como podemos ver en el gráfico, en comparación con los animales Sham, 

los ratones ICC exhibieron el peor rendimiento, mientras que los ratones tratados con VCE-

005.1 mostraron una mejora significativa en la coordinación motora en los días 1 y 3 (Figura 

35). 

 

Figura 35. El compuesto VCE-005.1 mejora el rendimiento en el test Rotarod. El gráfico 

muestra el tiempo que permanecen los animales en el Rotarod un día antes del ICC y 1 y 

3 días post daño. El tratamiento con el compuesto mejora significativamente la capacidad 

motora de los ratones a todos los tiempos ensayados. Los datos se muestran como media 

± SEM (n = 6 a 20 animales por grupo) y la significancia se determinó mediante un 

análisis two-way ANOVA seguido de la prueba post-hoc Tukey. *** p <0,001 ICC + 

Vehículo vs Sham + Vehículo; ## p <0.01, ### p <0.001 ICC + VCE-005.1 vs ICC + 

Vehículo. 
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4.5.3 Efectos del compuesto VCE-005.1 sobre la BHE 

Como comentamos en la introducción, la BHE es fundamental para el mantenimiento 

de la homeostasis cerebral, siendo en gran medida debido a las propiedades únicas de las 

células endoteliales cerebrales. Estas células se distinguen de las células endoteliales 

periféricas por la presencia de uniones intercelulares particularmente estrechas que impiden el 

transporte paracelular. Además, interactúan con tipos de células específicas del SNC, como 

astrocitos, microglía y neuronas, que juntas forman la unidad neurovascular funcional 

(UNF)217.  

Dado que la BHE restringe el acceso de moléculas grandes como puede ser la IgG al 

parénquima cerebral, esta inmunoglobulina es usada como marcador de su disrupción. Es por 

ello por lo que el estado de la BHE se estudió inicialmente de una manera general mediante el 

estudio de la extravasación de la inmunoglobulina IgG por IHC. Los resultados mostraron una 

clara alteración de la BHE en los animales ICC, mientras que los tratados con VCE-005.1 

demostraron que el tratamiento con el compuesto fue capaz de reducir la presencia de la IgG 

a los 3 y 7 días (Figura 36). 

 

Figura 36. El compuesto VCE-005.1 previene el aumento de la permeabilidad de la BHE 

a IgG. A. Imágenes representativas de la distribución de la inmunoglobulina IgG en la 

zona impactada de los cerebros (aumento original 4x). B. Cuantificación de la expresión 

de IgG en el córtex. A los 3 y 7 días tras el TCI, la integridad de la BHE fue 

significativamente peor, sin embargo, el tratamiento con VCE-005.1 fue capaz de 

disminuir la permeabilidad y reducir la extravasación de la IgG al parénquima cerebral. 

Los datos se muestran como media ± SEM (n = 4-7 animales por grupo) y la significancia 

se determinó mediante un análisis one-way ANOVA seguido de la prueba post-hoc 

Tukey.  ** p <0,01 ICC + Vehículo vs Sham + Vehículo; ## p <0.01 ICC + VCE-005.1 

vs ICC + Vehículo. 

 

Tras ver estos resultados, decidimos estudiar en más detalle las proteínas que forman 

las uniones estrechas de la BHE en las células endoteliales. La Claudina 5 es la proteína de 
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unión estrecha transmembrana más expresada por las células endoteliales vasculares 

cerebrales. La organización espacial de sus hebras está determinada por la proteína scaffold 

zonula occludens (ZO-1), a la que está unida por un extremo y que la ancla al citoesqueleto de 

actina. Los modelos animales de TCI se caracterizan por la apertura de la BHE debido a una 

disminución en la expresión de las proteínas de unión estrecha, incluidas Claudina 5, Ocludina 

y ZO-1, con la posterior extravasación de proteínas séricas como la IgG218. 

 Nuestros resultados muestran la reducción de los niveles de Claudina 5 en todos los 

tiempos estudiados en los animales ICC así como de la Zo1 a los 7 días tras el golpe. Mientras 

tanto, en los animales tratados con el compuesto VCE-005.1, no llegaron a disminuir los 

niveles de Claudina 5 y los de Zo1 incluso aumentaron con respecto al control (Sham) (Figura 

37). Sin embargo, el co-marcaje con el marcador vascular CD31, nos muestra que no hay una 

continuidad completa en las células endoteliales, por lo menos a los tiempos estudiados.  

 

Figura 37. El compuesto VCE-005.1 aumenta la expresión de las proteínas de unión 

estrecha de la BHE. A. Imágenes de microscopia confocal representativas de la expresión 

de Claudina 5, CD31 y Zo1 en los distintos grupos de estudio a una magnificación de 

40x. B. Cuantificación de la expresión de los distintos marcadores. Los datos se muestran 

como media ± SEM (n = 3 animales por grupo) y la significancia se determinó mediante 

un análisis one-way ANOVA seguido de la prueba post-hoc Tukey.  * p <0,05, *** p 

<0,001 ICC + Vehículo vs Sham + Vehículo; # p <0.05, ### p <0.001 ICC + VCE-005.1 

vs ICC + Vehículo. 

 

4.5.4 Efectos del compuesto VCE-005.1 sobre la vasculogenesis. 

La importancia de la recuperación del daño vascular en el tratamiento de esta 

patología219 junto con los resultados positivos obtenidos en la barrera hematoencefálica y la 

angiogénesis in vitro, nos llevaron a estudiar si el compuesto podría llevar a cabo sus efectos 

a través de la proliferación de las células endoteliales cerebrales.  
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Para ello, se estudió la expresión conjunta del marcador endotelial vascular CD31 con 

el marcador de proliferación Ki67 en la zona pericontusional. Los resultados obtenidos indican 

que, tras un TCI, el número de células positivas para ambos marcadores descienden levemente, 

siendo solo significativa esta bajada a los 3 días. Sin embargo, tras el tratamiento con el 

compuesto VCE-005.1, el co-marcaje aumenta en todos los tiempos estudiados, denotando el 

efecto vasculogénico del compuesto también en el modelo de TCI (Figura 38).  

 

Figura 38. El compuesto VCE-005.1 aumenta la vasculogénesis tras un TCI. A. Imágenes 

de microscopía confocal representativas de la expresión individual y conjunta de CD31 

(verde) y Ki67 (rojo) en los distintos grupos de estudio a una magnificación de 63x. B. 

Cuantificación del número de células Ki67+/CD31+ en el área pericontusional. Los datos 

se muestran como media ± SEM (n = 3 animales por grupo) y la significancia se determinó 

mediante un análisis one-way ANOVA seguido de la prueba post-hoc Tukey.  * p <0,05 

ICC + Vehículo vs Sham + Vehículo; ### p <0.001 ICC + VCE-005.1 vs ICC + Vehículo. 

 

4.5.5 Efectos del compuesto VCE-005.1 sobre la neuroinflamación. 

El cerebro es un órgano inmunológicamente privilegiado en condiciones normales 

debido entre otras razones a la existencia de la BHE. Sin embargo, tras un trauma se causaría 

un daño directo sobre ella, dando como resultado la llegada de un gran número de células 

periféricas presentadoras de antígenos, así como la activación instantánea de la glía residente 

220, 221. 

De esta manera se iniciaría la neuroinflamación, que se define como el proceso en el 

cual participan conjuntamente las células inmunes residentes y periféricas del cerebro para dar 

lugar a la respuesta inflamatoria del SNC. Aunque la respuesta se inicia con el objetivo de 
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proteger al SNC de infecciones y daños, también es un mecanismo importante que induce la 

lesión secundaria tras el TCI. La neuroinflamación relacionada con TCI se caracteriza por la 

activación de la glía, el reclutamiento de neutrófilos, leucocitos y macrófagos, y el aumento 

de expresión de citocinas proinflamatorias en el cerebro222. 

La glía en el SNC la constituyen la microglía, los oligodendrocitos y los astrocitos, 

siendo todos indispensables para asegurar un estado constante de homeostasis que permita una 

señalización neuronal eficiente223. 

La microglía la podemos encontrar en dos estados: en reposo y activada. La microglía 

activada es la responsable del reclutamiento de leucocitos periféricos en el SNC y de iniciar la 

activación de las células endoteliales, facilitando la extravasación de otras células inmunes a 

través de la BHE.  

Los astrocitos son las células gliales más abundantes del SNC, siendo imprescindibles 

para el mantenimiento de la homeostasis del SNC y contribuyendo a la integridad de la BHE 

por medio de su interacción con las células perivasculares. Los astrocitos suelen presentar un 

proceso patológico denominado astrogliosis reactiva en respuesta a las lesiones del SNC, lo 

que contribuye a la neuroinflamación. 

Debido a la importancia de estos tipos celulares, decidimos estudiar su presencia en 

nuestro modelo de TCI. En los ratones pertenecientes a los grupos ICC pudimos distinguir el 

cambio de forma asociado a la microglía activada, mientras que en los tratados con el 

compuesto VCE-005.1 el porcentaje de estas células era inferior a todos los tiempos estudiados 

tras el impacto. Además, en lo que respecta a los astrocitos, pudimos observar la astroglía 

reactiva en los ratones golpeados mientras que una menor expresión del marcador GFAP es 

observado en aquellos animales tratados con el compuesto (Figura 39), confirmando de esta 

manera la mejora del estado inflamatorio del tejido.  
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Figura 39. El compuesto VCE-005.1 disminuye la activación de la microglía y de la 

astroglía en el modelo de TCI. A. Imágenes de inmunofluorescencia representativas de la 

morfología de la microglía y de la presencia de GFAP en los distintos grupos de estudio 

(aumento original 40x). B. Cuantificación del porcentaje de activación de la microglía y 

la expresión de GFAP. Los datos se muestran como media ± SEM (n = 3-5 animales por 

grupo) y la significancia se determinó mediante un análisis one-way ANOVA seguido de 

la prueba post-hoc Tukey.  *** p <0,001 ICC + Vehículo vs Sham + Vehículo; # p <0.05, 

## p <0.01, ### p <0.001 ICC + VCE-005.1 vs ICC + Vehículo. 

 

Por otro lado, como consecuencia del daño en la BHE y de la activación de la microglía 

se produce una disfunción endotelial. Esto consiste en una activación de las células 

endoteliales que da lugar a un aumento de la permeabilidad vascular y de las interacciones 

endotelio-leucocitos que resultan en una inflamación sistémica. En este proceso están 

involucradas distintas moléculas de adhesión celular, incluida la molécula de adhesión celular 

vascular 1 (VCAM1), la molécula de adhesión intracelular 1 (ICAM1) y la E-selectina224. Para 

evaluar este parámetro decidimos estudiar la expresión de la molécula VCAM1. Como 

podemos observar en la Figura 40, se produce un aumento en la expresión de esta molécula a 

los 3 y 7 días tras el impacto en los animales CCI, mientras que el tratamiento con el compuesto 

VCE-005.1 disminuye significativamente los niveles de esta proteína de adhesión celular.  
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Figura 40. El compuesto VCE-005.1 disminuye la expresión del marcador VCAM1 en 

el modelo de TCI. A. Imágenes de inmunofluorescencia representativas de la presencia 

de VCAM1 en los distintos grupos de estudio (aumento original 40x). B. Cuantificación 

de la expresión de VCAM1. Los datos se muestran como media ± SEM (n = 3 animales 

por grupo) y la significancia se determinó mediante un análisis one-way ANOVA seguido 

de la prueba post-hoc Tukey.  *** p <0,001 ICC + Vehículo vs Sham + Vehículo; ### p 

<0.001 ICC + VCE-005.1 vs ICC + Vehículo. 

 

Dado que el aumento de la expresión de la molécula VCAM1 está ligado a un aumento 

de la permeabilidad vascular, a continuación, decidimos analizar la presencia de mediadores 

proinflamatorios periféricos en el córtex del área pericontusional. 

Como podemos ver en el panel, el número de neutrófilos, linfocitos y macrófagos 

periféricos aumentó significativamente a los 1, 3 y 7 días post-ICC (Figura 41). Sin embargo, 

el tratamiento con el compuesto VCE-005.1 logró reducir la infiltración de estas células, en 

sintonía con los resultados previamente mostrados.  
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Figura 41. Efecto del VCE-005.1 sobre la infiltración de neutrófilos, linfocitos y 

macrófagos después de un TCI. A.  Imágenes representativas de los distintos grupos ICC 

tras 1, 3 y 7 días así como los tratados con el compuesto. El aumento original de las fotos 

es 20x. B. Cuantificación de los distintos marcadores estudiados. Los datos se muestran 

como media ± SEM (n = 3 a 7 animales por grupo) y la significancia se determinó 

mediante un análisis Kruskal-Wallis seguido de la prueba post-hoc Dunnet. *** p <0,001 

ICC + Vehículo vs Sham + Vehículo; # p <0.05, ## p <0.01, ### p <0.001 ICC + VCE-

005.1 vs ICC + Vehículo. 

 

4.5.6 Efectos del VCE-005.1 sobre la apoptosis producida por TCI 

La neuroinflamación se caracteriza por la activación de cascadas inflamatorias, la 

acumulación excesiva de células inflamatorias y el aumento de los niveles de citocinas, lo que 

está asociado a un aumento de la apoptosis. Estudios previos han descrito cómo la 

estabilización de HIF-1α reduce la apoptosis en distintos modelos neurodegenerativos como 

el TCI225. Es por ello por lo que decidimos estudiar si el VCE-005.1 podría atenuar la muerte 

celular en nuestro modelo.  Para ello, llevamos a cabo un ensayo TUNEL y nos centramos en 

la zona del córtex anexa al impacto. Lo que pudimos observar fue que 1 y 3 días tras el TCI 

hubo un aumento significativo del número de células en apoptosis en el tejido. Sin embargo, 

el tratamiento con el compuesto VCE-005.1 fue capaz de disminuir drásticamente este 

aumento (Figura 42).  
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Figura 42. Efecto del tratamiento con VCE-005.1 sobre la muerte celular. A. Imágenes 

de inmunofluorescencia representativas del ensayo de Tunel (verde) tomadas con un 

aumento original de 40x. B. Cuantificación del número de células positivas para Tunel 

por campo. Los datos se muestran como media ± SEM (n = 4-6 animales por grupo) y la 

significancia se determinó mediante un análisis one-way ANOVA seguido de la prueba 

post-hoc Tukey.  *** p <0,001 ICC + Vehículo vs Sham + Vehículo; ## p <0.01, ### p 

<0.001 ICC + VCE-005.1 vs ICC + Vehículo. 

 

4.5.7 Efectos del compuesto VCE-005.1 en la expresión génica de marcadores 

inflamatorios 

Por último, analizamos la expresión de diferentes biomarcadores inflamatorios en el 

área pericontusional del cerebro producidos por las células inmunes. 

El primer día tras el ICC, se observó un aumento en los niveles del ARNm de 

marcadores inflamatorios como Il6, Il1β y Ccl2 y de marcadores relacionados con daño en la 

BHE como Mmp9 y Timp1, que se inhibió completamente por el tratamiento con VCE-005.1. 

Estos resultados también se observaron a los 3 días tras el impacto, restaurándose 

significativamente los niveles de estos marcadores inflamatorios y de daño con el tratamiento 

del compuesto. En el caso de Mmp9, aunque se observa una tendencia, no llega a ser 

significativo (Figura 43). 
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Figura 43. El tratamiento con el compuesto VCE-005.1 produjo cambios génicos en la 

zona pericontusional del golpe. La expresión de marcadores inflamatorios como Il1β, Il6 

y Ccl2 se vio reducida significativamente 1 y 3 días después del impacto en los ratones 

tratados con ICC + VCE-005.1 en comparación con los ratones ICC. De igual manera, la 

expresión de Mmp9 y Timp1, ambos marcadores de daño en la BHE, se vio aumentada y 

restablecida tras el tratamiento con el compuesto. Los valores se expresan como media ± 

SEM (n = 5-8 animales por grupo) y la significancia se determinó mediante un análisis 

one-way ANOVA seguido de la prueba post-hoc Tukey. ** p <0,01, *** p <0,001 ICC 

vs Sham; #p <0.05, ## p <0.01, ### p <0.001 ICC + VCE-005.1 vs ICC. 

 

En resumen, el compuesto VCE-005.1 mejora la clínica del modelo de TCI, es capaz de 

proteger la BHE, previniendo la infiltración de células inmunes y, por tanto, disminuyendo las 

citoquinas liberadas por ellas en el tejido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

5. DISCUSIÓN 
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5 Discusión  

5.1 Mecanismo de acción del compuesto VCE-005.1  

Nuestros resultados sugieren que el VCE-005.1 no es un quelante de Fe2 + y que tiene 

la capacidad de modificar indirectamente la actividad de PHD2 sin afectar a su unión con HIF-

1α. La clara reducción de la fosforilación de la enzima PHD2 en la Ser125 obtenida en los 

experimentos de MS/MS, sumada a su validación utilizando un anticuerpo fosfoespecífico 

para la Ser125 de PHD2 indica que el VCE-005.1 reduce la defosforilación de este residuo, el 

cual parece estar constitutivamente fosforilado en condiciones de normoxia. Así, se ha descrito 

previamente que la fosforilación de la Ser125 aumenta la actividad de la PHD2 conduciendo 

a una mayor degradación de HIF-1α. Además, este estado fosforilado está controlado con 

precisión por la quinasa P70S6K y la fosfatasa PP2A70.  

Aunque se deben realizar más estudios para aclarar cómo el VCE-005.1 es capaz de 

modificar la fosforilación de PHD2, encontramos que los inhibidores de la fosfatasa PP2A, 

LB-100 y AO así como el uso de un siRNA específico para su subunidad regulatoria B55α 

impedían la estabilización de HIF-1α inducida por VCE-005.1. Este resultado es muy 

interesante ya que los fármacos activadores de la PP2A están siendo investigados activamente 

no sólo como posibles tratamientos contra el cáncer, sino también contra enfermedades 

inflamatorias y neurodegenerativas226. Ya que la PP2A es una enzima heterotrimérica muy 

compleja que cataliza la eliminación selectiva de grupos fosfato de los residuos serina y 

treonina de las proteínas, sería importante realizar más experimentos para identificar con más 

precisión el mecanismo de acción del VCE-005.1. Especialmente será interesante investigar si 

el efecto del VCE-005.1 es especifico de PP2A/B55a o si por el contrario es capaz de 

interactuar con otros heterotrímeros de PP2A.  

 

 

Figura 44. Esquema del mecanismo de acción del VCE-005.1. 
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5.2 Potencial terapéutico del compuesto VCE-005.1 en EII  

A lo largo de esta tesis se ha descrito el uso beneficioso de la ruta de HIF en distintas 

patologías y cómo su modulación por medio de distintas moléculas confiere un efecto 

protector.  

El potencial de los inhibidores de las PHDs para el tratamiento de la EII se ha 

documentado en varios modelos in vivo131, 132, 227, asociando sus efectos beneficiosos a una 

combinación de la restauración de la función de la barrera intestinal, la inhibición de la 

apoptosis de las células epiteliales138, el aumento de la expresión de una batería de genes 

protectores de barrera específicos del epitelio a través de la vía HIF, y la estimulación de la 

apoptosis de neutrófilos por PHD3147. 

Para validar la actividad del compuesto VCE-005.1 en modelos preclínicos de EII, se 

utilizaron modelos murinos de inflamación y fibrosis de colon, que ejemplifican, 

respectivamente, la CU humana (modelo DSS) y la EC (modelo TNBS). En el modelo de 

TNBS, el tóxico se administró semanalmente a ratones Balb/C, induciendo una colitis crónica 

que cursa con inflamación y fibrosis228. Mientras que en el modelo de DSS, se utilizaron 

ratones C57BL/6 para estudiar la colitis, ya que en esta cepa la enfermedad aguda no tiene una 

recuperación espontánea, sino que progresa a fibrosis grave y crónica198. Nuestros resultados 

mostraron que, en ambos modelos, el tratamiento oral con VCE-005.1 mejoró no solo la 

inflamación del colon sino también la fibrosis. 

Es bien sabido que HIF puede modular las respuestas inmunes innata y adquirida y, por 

lo tanto, se esperaba una actividad antiinflamatoria del compuesto en ambos modelos de EII 

229. En ambos modelos, se observó una mejora general de los infiltrados inmunitarios, incluida 

una reducción del número de macrófagos (F4/80+) y linfocitos (CD3+). Además, la expresión 

de genes proinflamatorios inducidos en el modelo TNBS como Ccl3 e Il1β disminuyó después 

del tratamiento con VCE-005.1. Por el contrario, la Il13 y su gen diana Mrc1 aumentaron su 

expresión en ratones tratados con el compuesto, mientras que sus niveles permanecieron 

inalterados en el grupo del TNBS y en los ratones control. 

Se han descrito roles contradictorios para la Il13 y la colitis, con estudios que muestran 

generalmente un vínculo entre esta citocina y la fibrosis. Sin embargo, en algunos casos 

también describen efectos antiinflamatorios230. Por lo tanto, según describen en un trabajo con 

un modelo de TNBS, la Il13 podría inducir fibrosis de una manera dependiente de TGFβ228, 

pero otros estudios basados en el mismo modelo de colitis sugirieron que la Il13 podría ser 

beneficiosa para la colitis crónica231. En este último estudio, se demostró que la mejora 

espontánea de la inflamación crónica es críticamente dependiente de la activación de STAT6 

por Il13, seguida de la inactivación de la glucógeno sintasa quinasa-3β, con un cambio final 
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de la producción de IL17 e IL10 por las células inmunes. Nuestros resultados indican que esta 

recuperación espontánea se acelera mediante el tratamiento oral del compuesto VCE-005.1 en 

el modelo de TNBS. Alternativamente, también sería posible que el VCE-005.1 altere la 

señalización “downstream” de la Il13, lo que explicaría por qué, a pesar de los niveles elevados 

de esta citocina, la fibrosis se veía prevenida en el modelo de TNBS. Por ejemplo, encontramos 

un aumento de la expresión del gen Mrc1, que está asociado con el fenotipo antiinflamatorio 

de los macrófagos M2. Sin embargo, sería necesaria investigación adicional para dilucidar el 

papel de los macrófagos M2 en el efecto terapéutico del compuesto VCE-005.1. 

Las superficies de las mucosas intestinales están revestidas por células epiteliales que 

proporcionan una barrera selectiva entre las superficies biológicas, evitando la mezcla libre de 

material antigénico luminal con los tejidos subyacentes y el desencadenamiento de una 

respuesta inmunológica. En consonancia con esto, nuestros resultados in vitro e in vivo 

demostraron el efecto protector del VCE-005.1 en la integridad de la barrera intestinal 

mediante la medición del ensayo TEER y la inducción de genes y proteínas como Muc2, Muc3, 

Itf, Zo-1 y Cldn1. Es probable que la protección mediada por VCE-005.1 en el epitelio pueda 

provocar una disminución de la entrada de material luminal al organismo, con menor 

activación del sistema inmunológico, menos inflamación y finalmente un menor desarrollo de 

fibrosis. Esta protección de la mucosa podría ser el resultado de mecanismos complementarios 

llevados a cabo por el compuesto VCE-005.1 que protejan la barrera a nivel epitelial y 

promuevan la cicatrización de heridas asociadas con la colitis. 

A lo largo de su vida, un gran número de pacientes con enfermedad de Crohn sufre de 

obstrucción intestinal debida a fibrostenosis232, siendo la cirugía el único tratamiento 

disponible. Nuestro estudio demuestra que el tratamiento oral con VCE-005.1 mejora en gran 

medida, tanto en ratones tratados con TNBS como DSS, el aumento de marcadores 

relacionados con la fibrosis a nivel de ARN, disminuyendo la expresión de genes como 

Col1a2, Col3a1, Tnc, Timp1, Mmp3 y Mmp8, disminuyendo también a nivel proteico la 

expresión de colágeno, TNC y α-SMA. Estos efectos podrían ser el resultado de un estado 

inflamatorio reducido asociado a una mejora en la integridad de la barrera epitelial y al efecto 

producido por la Il13. El compuesto VCE-005.1 podría disminuir la fibrosis en el tejido del 

colon actuando a través de diferentes vías que eventualmente induzcan una mejora general de 

los diferentes parámetros de la enfermedad. Es importante mencionar que, en ambos modelos 

de colitis, el tratamiento con VCE-005.1 disminuyó significativamente los niveles de Tnc, una 

proteína no solo relacionada con la fibrosis sino también con el cáncer y la metástasis233, 234. 

En particular, se ha establecido que los pacientes con EII tienen un mayor riesgo de desarrollar 

cáncer colorrectal o cáncer colorrectal asociado a colitis123, 235. Además, varios estudios 

también han informado que un incremento en la expresión de Tnc está presente en pacientes 
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con EII y cáncer de colon236, lo que sugiere que la reducción de sus niveles mediada por VCE-

005.1 podría ser potencialmente beneficiosa también en otros aspectos de la enfermedad no 

abordados en este estudio.  

La baja biodisponibilidad oral del VCE-005.1 formulado sugiere una importante 

excreción y acumulación fecal en el colon. Sin embargo, la falta de efecto de VCE-005.1 

administrado por vía intrarrectal indica que el compuesto o bien es degradado por el 

microbiota, o está actuando a nivel sistémico. Curiosamente, actualmente se están 

desarrollando varias moléculas pequeñas que actúan a nivel sistémico para el tratamiento oral 

de la EII237, como el AJM300, un antagonista oral de la integrina α4, que reduce la inflamación 

al bloquear el tráfico de leucocitos238. Aún no conocemos los tejidos diana exactos 

involucrados en la actividad sistémica del VCE-005.1, siendo los efectos “off-target” los 

principales inconvenientes que enfrentan los candidatos a fármacos con actividad sistémica196, 

239. Por ello, se testó el VCE-005.1 en un panel de 68 posibles dianas farmacológicas, ninguna 

de las cuales se vio afectada a concentraciones terapéuticas. Esto, junto con la falta de actividad 

mutagénica, sugiere que el VCE-005.1 puede tener un perfil seguro para el desarrollo 

farmacológico. 

En resumen, el derivado hipoximimético triterpenoide VCE-005.1 podría brindar 

protección en las fases crónicas de la inflamación y fibrosis de la mucosa en dos modelos 

murinos diferentes de EII, mejorando la fibrosis y la inflamación por medio de la reducción 

del número de macrófagos y linfocitos, y también induciendo o reprimiendo selectivamente la 

expresión de varios genes implicados en el mantenimiento y la inflamación de los tejidos. 

Estas observaciones asociadas con un perfil farmacocinético y toxicológico prometedor 

podrían indicar que el VCE-005.1 sería un buen candidato para su desarrollo adicional en el 

tratamiento de la fibrosis del colon asociada a la EII. 

 

 

Figura 45. Esquema de la acción del VCE-005.1 sobre los modelos de EII. 
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5.3 Potencial terapéutico del compuesto VCE-005.1 en EH 

Las enfermedades neurodegenerativas como la EH se caracterizan por un deterioro 

progresivo de la estructura y función del cerebro. Su incidencia ha aumentado dando lugar a 

un importante problema de salud púbica que necesita de nuevos tratamientos. Diversos 

estudios indican que la activación leve de HIF-1α (pre-acondicionamiento hipóxico) protege 

al cerebro153 contra varios tipos de lesiones como las ROS240 y la inflamación241 a través de la 

inducción de mecanismos adaptativos que implican la modulación de transportadores de 

glucosa, enzimas glucolíticas y factores angiogénicos. Además, se ha demostrado que el 

aumento de Bnip3 mediado por HIF-1α favorece la neuroprotección activando la vía de la 

autofagia242. 

HIF-1α también regula al alza una plétora de genes que incluyen el factor de crecimiento 

endotelial vascular (VEGF) y la eritropoyetina, ambos con actividad neuroprotectora en 

diferentes modelos animales de enfermedades neurológicas. Aunque los niveles altos de 

VEGF se encuentran significativamente aumentados en pacientes con HD en comparación con 

los controles243, y hay evidencia de que VEGF causa disrupción de la BHE, otros trabajos 

indican que tiene efectos neurotróficos, ya que estimula el crecimiento axonal y aumenta la 

supervivencia de las neuronas en diferentes regiones del cerebro, y también protege a las 

células del hipocampo de la muerte inducida por la escasez de suero244. Además, la inhibición 

de las PHDs protege a las neuronas corticales de la citotoxicidad inducida por 3-NP, lo que se 

correlaciona con una mayor expresión de VEGF245. Además, las dosis bajas de VEGF165 son 

neuroprotectores en modelos in vitro e in vivo de EH causada por la sobreexpresión de 

huntingtina mutada246. 

El ácido betulínico es un compuesto bioactivo pleiotrópico que se ha descrito que actúa 

sobre diferentes dianas moleculares que median la neuroprotección y la actividad 

antiinflamatoria. Es probable que distintos farmacóforos en la molécula de AB sean 

responsables de la actividad sobre diferentes dianas y, por lo tanto, el VCE-005.1 retendría 

algunas de las actividades atribuidas al AB. Así, uno de los posibles mecanismos a partir de 

los cuales el VCE-005.1 podría realizar sus acciones sería la disminución de la respuesta 

inflamatoria.  

Varios estudios indican que la activación del sistema inmunológico y una respuesta 

inmunitaria alterada son evidentes incluso en la etapa pre-sintomatológica de la enfermedad 

de Huntington247. De hecho, la microglía activada y los astrocitos reactivos contribuyen a la 

muerte neural en la patología de la EH248. El análisis inmunohistoquímico del cuerpo estriado 

de ratones tratados con 3-NP mostró que el tratamiento con VCE-005.1 redujo la expresión de 

GFAP, el principal biomarcador de astrogliosis reactiva249. Además, la microglía activada, que 

está claramente presente en los ratones tratados con 3-NP, pasó a un estado de reposo cuando 
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se trató con el compuesto VCE-005.1. Estos resultados concuerdan con la disminución de la 

expresión de citocinas proinflamatorias (Il1β, Il6, iNos y Cox2) observada por RT-PCR, lo 

que sugiere que el VCE-005.1 podría reducir la cascada de citocinas proinflamatorias inducida 

por la microglía activada y la astrogliosis250. Además, también investigamos los niveles de 

expresión del factor neurotrófico derivado del cerebro (Bdnf), un factor crítico de 

supervivencia para las neuronas estriatales que mueren en la EH251. Los resultados mostraron 

una ligera disminución en su nivel después de la administración de 3-NP tal y como había sido 

descrito previamente, pero hubo un aumento significativo en los ratones tratados con el 

compuesto VCE-005.1, lo que sugiere otro mecanismo por el cual VCE-005.1 podría inducir 

neuroprotección.  

Por último, el estrés oxidativo y la disfunción mitocondrial se han relacionado con 

trastornos neurodegenerativos, incluida la EH252. En estudios previos se indica que los 

inhibidores de las PHDs protegen contra la citotoxicidad inducida por la toxina mitocondrial 

3-NP a las células del estriado que portan una forma mutada de la proteína huntingtina. 

Nuestros resultados corroboran estas publicaciones, mostrando una protección notable frente 

al 3-NP en las células STHdhQ111/Q111 tratadas con VCE-005.1 desde la concentración más baja 

(1 μM). En el modelo animal, se estudiaron genes dependientes de HIF-1α implicados en 

respuestas al estrés con efectos neuroprotectores. Las expresiones de los genes Nqo1, p21 y 

Ucp2 aumentaron en los ratones tratados con 3-NP, lo que indica una situación de estrés. Sin 

embargo, una disminución en el nivel de estos genes después del tratamiento con VCE-005.1 

valida el hecho de que nuestro compuesto producía acciones neuroprotectoras.  

En resumen, el compuesto VCE-005.1 proporcionó neuroprotección en un modelo de 

ratón de degeneración estriatal inducida por 3-NP, mejorando los síntomas clínicos y las 

defensas antioxidantes en el cerebro, previniendo la pérdida neuronal, disminuyendo la 

astrogliosis reactiva y la activación microglial y disminuyendo la expresión de marcadores 

proinflamatorios. Estos resultados indicaron que el VCE-005.1 tiene el potencial para un 

mayor desarrollo farmacológico como fármaco candidato para el tratamiento de la EH.  

 

Figura 46. Esquema de la acción del VCE-005.1 sobre un modelo de EH. 
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5.4 Potencial terapéutico del compuesto VCE-005.1 en TCI 

Los traumatismos cerebrales son una de las principales causas de mortalidad y 

morbilidad en todo el mundo. Lamentablemente, los ensayos clínicos llevados a cabo para esta 

patología con moléculas neuroprotectoras no han demostrado tener efectos beneficiosos, por 

lo que actualmente se está abordando el problema con tratamientos que no solo promuevan la 

reparación y regeneración del tejido cerebral lesionado, sino también su recuperación 

funcional a través de estrategias que prevengan el daño de la barrera hematoencefálica (BHE) 

y favorezcan la angiogénesis253. Dado que la ruta de HIF regula positivamente este proceso, 

decidimos estudiar si nuestro compuesto VCE-005.1 era capaz de inducirla. Los resultados 

obtenidos in vitro muestran cómo el tratamiento con el compuesto es capaz de inducir la 

expresión de genes de la ruta de la hipoxia en células endoteliales microvasculares de cerebro 

con carácter neuroprotector como ANGPTL4, NRDG1, EPO y VEGFA. Además, en el ensayo 

de formación de túbulos en las células HUVEC, vimos cómo nuestro compuesto era capaz de 

igualar la capacidad angiogénica del VEGF y del FGF, resultados que se confirmaron al hacer 

el modelo animal de angiogénesis basado en implantes de matrigel. En este experimento 

también observamos cómo la adición del VCE-005.1 al matrigel fue suficiente para producir 

la generación de vasos sanguíneos. 

Para estudiar el efecto terapéutico del compuesto VCE-005.1 se llevó a cabo un modelo 

animal de traumatismo cerebral inducido por medio de un impacto cortical controlado. Este 

tipo de modelo animal es ampliamente usado en la literatura debido a su elevada 

reproducibilidad y caracterización254. Tras ser realizado el impacto, a los animales se les 

administró el compuesto diariamente de manera i.p. a una concentración de 30 mg/kg y se 

evaluaron distintos parámetros que informan de la progresión de la enfermedad. Después de 

un traumatismo cerebral, alrededor del 30 % de los pacientes sufren déficits motores que 

limitan las actividades que llevan a cabo durante su vida diaria255. Por ello, como evaluación 

clínica, se estudió la disfunción motora realizando la prueba Rota-rod, ya que es la más 

sensible y eficiente para evaluar el deterioro motor producido por una lesión cerebral256. De 

esta manera, pudimos ver que tanto a las 24 h como a las 72 h después del daño, los ratones 

tratados con VCE-005.1 realizaban significativamente mejor la prueba que los dañados sin 

tratamiento.  

A la vista de estos resultados positivos, pasamos a estudiar el efecto del compuesto 

VCE-005.1 sobre la BHE. Aunque trabajos previos han descrito el efecto beneficioso de PHDi 

como el DMOG186 y el DFX225 como moduladores de HIF-1α en modelos de TCI a través de 

la angiogénesis y la inhibición de la apoptosis, ninguno estudia los efectos sobre la integridad 

de la barrera hematoencefálica, la cual, como ya hemos mencionado con anterioridad, es de 

crucial importancia. Su disrupción es un punto clave en la patofisiología del TCI e involucra 
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directamente a las proteínas de unión estrecha257. En nuestro estudio hemos demostrado cómo 

la administración del compuesto VCE-005.1 mejora la integridad de la BHE por medio de una 

disminución en la infiltración de IgG y una recuperación de la expresión primero de la 

Claudina 5 y posteriormente de la proteína Zo1, ambas en las células endoteliales cerebrales. 

Asimismo, el tratamiento con el compuesto indujo un aumento en la proliferación de las 

células endoteliales vasculares. Un estudio reciente relaciona la estabilización de HIF-1α por 

medio de la inhibición de la PHD2 por la PP2A/B55α con una disminución en la apoptosis de 

las células endoteliales203, lo que podría explicar por qué nuestro compuesto actúa 

favorablemente sobre estas células, mejorando la integridad de la BHE e induciendo la 

vasculogénesis. De hecho, también hemos visto que el compuesto reduce la apoptosis en 

comparación con el grupo de animales ICC.  

La mejora en la integridad de la barrera hematoencefálica se vio reflejada en una 

reducción de la inflamación observada en el área pericontusional al golpe. Está descrito que la 

activación temprana de la microglía y astroglía después de un traumatismo cerebral puede 

contribuir a la restauración de la homeostasis en el cerebro258, 259. Sin embargo, si esta 

activación se convierte en crónica, las células liberarían moléculas proinflamatorias que 

contribuirían a un mayor daño tisular y, finalmente, neurodegeneración260, 261. En nuestros 

resultados podemos ver cómo el tratamiento con el compuesto VCE-005.1 disminuye el 

porcentaje de microglía activada en todos los tiempos estudiados, así como una disminución 

de la astrogliosis reactiva, demostrando una menor neuroinflamación. 

Las citocinas proinflamatorias producidas por las células gliales tienen la capacidad 

de activar las células endoteliales e inducir la expresión de moléculas de adhesión como 

VCAM1, la cual media la interacción leucocitos-endotelio para su posterior transmigración a 

través de la BHE hacia el parénquima cerebral266. El estudio de este marcador y de las células 

inmunes periféricas reclutadas (linfocitos, macrófagos y neutrófilos) confirmó el efecto 

antiinflamatorio del compuesto VCE-005.1 en comparación con los animales ICC, los cuales 

tenían una mayor infiltración en la zona de la lesión. Finalmente, estudiamos por qPCR 

distintos marcadores asociados a inflamación (Il6, Il1β y Ccl2) y a daño en la BHE (Mmp9 y 

Timp1). Los resultados obtenidos concuerdan con los observados por microscopía, un marcado 

carácter inflamado en los animales ICC y una clara disminución tras el tratamiento con el 

compuesto VCE-005.1. 

Finalmente, creemos que la actividad neuroprotectora observada no depende 

exclusivamente de la activación de HIF. Esto se debe a que el complejo PP2A/B55α se expresa 

en gran medida en el cerebro, donde se han descrito otros sustratos para esta fosfatasa. Por 

ejemplo, se ha demostrado que B55α interactúa con la proteína Tau induciendo su 

desfosforilación y previniendo las agregaciones aberrantes, estando descrito que la pérdida de 
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la expresión y función de B55α es un mecanismo patogénico importante en las tauopatías262. 

Además, la fosforilación de tau también ocurre en condiciones de hipoxia cerebral y tras un 

TCI263-265.  Por lo tanto, es posible que el compuesto VCE-005.1 ejerza sus efectos beneficiosos 

en nuestro modelo actuando sobre diferentes vías de señalización. Además, no podemos dejar 

de lado que el compuesto pueda conservar otras actividades biológicas importantes atribuidas 

al ácido betulínico como la actividad antiinflamatoria, por lo que se necesitan más 

investigaciones para comprender con más detalle las distintas rutas implicadas en el 

mecanismo de acción del VCE-005.1. 

Como conclusión, podemos decir que el compuesto VCE-005.1 es capaz de inducir la 

angiogénesis tanto in vitro como in vivo y mejora la coordinación motora en un modelo de 

TCI, así como la integridad de la BHE. Esta neuroprotección a nivel de BHE podría ser la 

responsable de una disminución en la activación de la glía residente, así como del 

reclutamiento de células inmunes periféricas y sus citoquinas asociadas. Todo ello conllevaría 

una menor inflamación y apoptosis del tejido cerebral, mejorando así el desarrollo de la 

enfermedad. Estos resultados junto con los EH ponen de manifiesto el efecto neuroprotector 

del compuesto VCE-005.1 y sus posibles efectos beneficiosos para estas y otras enfermedades 

neurodegenerativas. 

 

 

Figura 47. Esquema de la acción del VCE-005.1 en un modelo de TCI. 
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6 Conclusiones  

 
1. El derivado hidroxamato del ácido betulínico denominado VCE-005.1 posee un perfil 

metabólico y toxicológico favorable para su desarrollo farmacológico.  

 

2. El VCE-005.1 se absorbe rápidamente por vía oral y es capaz de atravesar la barrera 

hematoencefálica. 

 

3. El VCE-005.1 estabiliza al factor de transcripción HIF-1α a través de la 

desfosforilación de la S125 de la PHD2 por medio de la modulación del complejo 

PP2A/B55α. 

 

4. El VCE-005.1 disminuye la inflamación y la fibrosis del colon en modelos de EII a 

través de la protección de la barrera intestinal. 

 

5. El VCE-005.1 induce angiogénesis tanto in vitro como in vivo.   

 

6. El VCE-005.1 tiene efecto neuroprotector en un modelo de enfermedad de Huntington 

inducida por 3-NP.  

 

7. El VCE-005.1 previene la disrupción de la barrera hematoencefálica tras el 

traumatismo craneal. 

 

8. El VCE-005.1 mejora la inflamación y tiene efecto neuroprotector en un modelo de 

Traumatismo craneal inducido por impacto cortical controlado. 
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