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Este Il Congreso de Investigacion del PTS supone una oportunidad para empresas e instituciones interesadas en el sector sa-
nitario que, ademas de brindar su apoyo a un sector estratégico para la ciudad, podran consolidar suimagen entre una audien-
cia que incluye mas de 400 investigadores y profesionales de la salud, asi como estudiantes y otros actores de la sociedad civil.
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PROGRAMA GENERAL ..Dial

09:00 - 09:30
Apertura y bienvenida

09:30 -10:30
Conferencia Plenaria Inaugural.

Impartida por Almudena Ramiro, investigadora del CNIC y premio Ciencias de la Salud
de la Fundacion Caja Rural Granada.

10:30 - 13:30
Sesion de pdsters: Neurociencias, Oncologia, Enfermedades inflamatorias e
infecciosas.

14:30 - 17:30
SESIONES PARALELAS.

Neurociencias
Coordinadoras: Milagros Gallo (UGR) y Elena Gonzalez Rey
(IPBLN-CSIC)

Oncologiall
Coordinadores: Encarnacién Gonzalez Flores (Hospital Virgen de las Nieves) y
Francisco O'Valle Ravassa (UGR)

Enfermedades inflamatorias e infecciosas Coordinadores
Olga Genilloud (Fundacién Medina) y José Maria Navarro Mari
(Hospital Virgen de las Nieves)
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PROGRAMA GENERAL _Dia2

09:00 - 11:30
SESIONES PARALELAS

Terapias avanzadas I: Celular, Génica, Bioingenieria, Nanomedicina
Coordinadores: Karim Benabdel (GENYO) y Miguel Alaminos (UGR)

Medicina de precisiéon
Coordinador: Javier Martin Ibafez (IPBLN-CSIC)

Investigaciéon en COVID-19
Coordinadores: Federico Garcia y José Luis Callejas (Hospital Clinico
San Cecilio)

11:30 - 14:30
Sesion de poésters: Terapias avanzadas, Medicina de precision, Covid-19, Nutricion y
tecnologia de los alimentos, Deporte y salud, Sanidad animal y vegetal.

15:30 - 18:00
SESIONES PARALELAS.

Nutricion y tecnologia de alimentos
Coordinadores: José Luis Quiles (UGR) y Juristo Fonolla (DOMCA)

Deporte y salud
Cordinadores: Felipe Garcia Pinillos (UGR) y Virgina Aparicio Garcia- Molina

Sanidad animal y vegetal
Coordinadoras: Matilde Bardon (EEZ-CSIC) y Arancha Aguinaga (DOMCA)

Terapias avanzadas ll: Celular, Génica, Bioingenieria, Nanomedicina (17:00 a 18:30)
Coordinadores: Karim Benabdel (GENYO) y Miguel Alaminos (UGR)
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PROGRAMA GENERAL n feEelroa20232

09:30 - 11:30
SESIONES PARALELAS.

Enfermedades raras
Coordinadores: Ana Leticia Jiménez Escobar (InvesBiofarm) y Antonio Lépez
Escamez (GENYO)

Epidemiologia y salud publica
Coordinadores: Maria José Sanchez (EASP) y José Juan Jiménez Moleén (UGR)

Gastroenterologia y endocrinologia
Coordinadores: Beatriz Garcia Fontana (Hospital Clinico San Cecilio) y Eduardo
Redondo Cerezo (Hospital Virgen de las Nieves)

Oncologia ll (11:00 a 13:00)
Coordinadores: Encarnacion Gonzalez Flores (Hospital Virgen de las Nieves) y
Francisco O'Valle Ravassa (UGR)

11:30 -14:00

Sesidon de poésteres: Enfermedades raras, Epidemiologia y salud publica,
Gastroenterologia y endocrinologia, Enfermedades respiratorias y cardiovasculares,
Prestacion de servicios y apoyo a la investigacion.

15:00 - 17:30
SESIONES PARALELAS.

Enfermedades respiratorias y cardiovasculares
Coordinadores: Mario Delgado Mora (IPBLN-CSIC) y Juan Jiménez Jaimez (Hospital
Virgen de las Nieves)

Prestacion de servicios y apoyo a la investigacion
Coordinadores: Juan David Rejon Garcia (Biobanco del SSPA), Purificacion Catalina
Carmona (Biobanco del SSPA) y Paloma Munoz de Rueda (ibs.GRANADA)

Inteligencia Artificial y Biotecnologia en Biomedicina
Coordinadores: José Luis Martin Rodriguez (Hospital Clinico San Cecilio) y Francisca
Vicente (Fundacion Medina)

17:30 - 18:30

Conferencia plenaria de clausura.

Impartida por Francisco Herrera, catedratico de Ciencias de la Computacién e
Inteligencia Artificial UGR y director del Instituto Interuniversitario Andaluz en Data
Science and Computational Intelligence.
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Dial

9 febrero 2022

Neurociencias Volver meng SESIONES ()

PONENCIAS

1. Asociacion de la microbiota intestinal infantil con la motricidad fina

2. El neuropéptido cortistatina: una molécula clave regulando la neuroinflamacioén y la alteracion de
la barrera hematoencefalica durante los infartos cerebrales

3. Memoria de reconocimiento gustativa: un modelo para el estudio de los circuitos cerebrales res-
ponsables de la conducta alimentaria en roedores

4. Creacion y validacion de un modelo predictivo de mortalidad en el primoingreso de pacientes
afectos de ictus isqguémico no candidato a reperfusion

5. Neuroinflamacién y dolor en el modelo de artritis reumatoide inducida por colageno

6. Cortistatina: Nuevas estrategias en el tratamiento de enfermedades neuroinmunoldgicas
7. ldentificacion de elementos Alu en el genoma de individuos con acufenos

8. En busca de nuevas dianas terapéuticas: receptores SIGMA-1y modulacién del dolor

9. Caracterizacién del neuropéptido cortistatina en el envejecimiento fisiolégico del sistema neu-
roinmunitario
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Neurociencias Volver meng SESIONES ()

ASOCIACION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL INFANTIL CON LA MOTRICIDAD FINA

Acuna, I.; Cerdo, T.; Ruiz, A.; Torres-Espinola, F.J.; Lopez-Moreno, A.; Aguilera, M.; Sudrez, A.; Campoy, C.

RESUMEN: Durante los primeros afos de vida, la colonizacion intestinal y el desarrollo cerebral coexisten con posi-
bles mecanismos de intercomunicacién que afectan el comportamiento. Utilizamos la secuenciacién del gen rRNA
16S para examinar las asociaciones entre la microbiota intestinal y los resultados del desarrollo neurolégico evalua-
dos por las Escalas de Bayley de Desarrollo Infantil Il en 71 bebés sanos, nacidos a término, a los 18 meses de edad.
Nuestra hipdtesis suponia que los nifos diferirian en la diversidad microbiana intestinal, los enterotipos obtenidos
mediante el andlisis de mezclas multinomiales de Dirichlet y organismos especificos basados en sus caracteristicas
de comportamiento. En nifos dicotomizados en grupos por encima y por debajo de la mediana por desempeno
del comportamiento, la beta-diversidad del weighted UniFrac mostré diferencias significativas en la motricidad fina
(FM). La clusterizacién mediante el modelo Dirichlet Multinomial Mixture (DMM) identificé dos enterotipos fuerte-
mente asociados con los resultados de FM. Al controlar el indice de masa corporal (IMC) materno pregestacional y
la lactancia materna hasta los 3 meses, el examen de los organismos distintivos en los grupos de FM mostré que
Turicibacter y Parabacteroides eran muy abundantes en el grupo de FM por debajo de la mediana, mientras que
Collinsella, Coprococcus, Enterococcus, Fusobacterium, Holdemanella , Propionibacterium, Roseburia, Veillonella,
un género no asignado dentro de Veillonellaceae y, curiosamente, los probidticos Bifidobacterium y Lactobacillus
fueron mas abundantes en el grupo de FM por encima de la mediana. Nuestros resultados sugieren una asociacion
entre enterotipos y géneros especificos con la actividad de la FM y pueden representar una oportunidad para las
intervenciones probidticas relevantes para el tratamiento de los trastornos motores.
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EL NEUROPEPTIDO CORTISTATINA: UNA MOLECULA CLAVE REGULANDO LA NEU-
ROINFLAMACION Y LA ALTERACION DE LA BARRERA HEMATOENCEFALICA DU-
RANTE LOS INFARTOS CEREBRALES

Castillo-Gonzalez J (1), Ubago-Rodriguez A (1), Caro M (1), Forte-Lago I (1), Serrano-Martinez I (1), Bus-
cemi L (2,3), Hernandez-Cortés P (4), Hirt L (2,3), Gonzdlez-Rey E (1)

1. Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez-Neyra (IPBLN-CSIC), Granada, Espana 2. Hospital Universitario de
Lausanne, Lausanne, Suiza 3. Universidad de Lausanne, Lausanne, Suiza 4. Facultad de Medicina, Universidad de
Granada, Granada, Espafa

RESUMEN: Los infartos cerebrales o ictus ocurren cuando se ocluye de forma permanente o transitoria una arteria
cerebral, interrumpiendo el flujo de oxigeno y nutrientes a una parte del cerebro, lo que provoca la muerte neuro-
nal de dicha zona, asi como las consecuentes secuelas motoras y cognitivas. A pesar de los numerosos avances en
investigacion basica y clinica, el fallo terapéutico sigue siendo aun notorio, y los infartos cerebrales siguen siendo
desgraciadamente la segunda causa de muerte a nivel mundial. Numerosos estudios sugieren que, para un mejor
tratamiento de los ictus, las investigaciones deberian focalizarse en estudiar mediadores enddgenos de tipo neuro-
protector que modularan de forma global la respuesta inmunitaria, en vez de en intentar bloquear individualmente
mecanismos patogénicos. En este sentido surge el estudio de cortistatina, un neuropéptido ampliamente distribui-
do en el Sistema Nervioso Central y el Sistema Inmunitario que presenta propiedades antiinflamatorias, neuropro-
tectoras e inmunomoduladoras en diferentes modelos de enfermedades neuroinflamatorias, caracteristicas que
potencialmente lo convierten en una atractiva diana enddgena y en una novedosa posible terapia para el tratamien-
to de los infartos. Por tanto, investigamos el papel enddgeno de cortistatina en los procesos de neuroinflamacion y
desregulacion inmunolégica asociados al infarto, asi como su posible aplicacion terapéutica. Para ello, realizamos un
modelo preclinico de ictus llamado MCAO (del inglés middle cerebral artery occlusion), en el que ocluimos la arteria
cerebral media durante 30’ en ratones controles (wild-type,WT) y deficientes en CST (CST-/-) de 12 semanas (“jéve-
nes”) y de 6 meses (“envejecidos”). Nuestros resultados preliminares muestran una mayor susceptibilidad al infarto
en ratones CST-/- tanto jévenes como envejecidos, ya que estos presentaron peores secuelas fisicas a 48h (un grado
clinico mas alto), lesiones neuronales mas extendidas y una respuesta astrocitica y microglial mucho mas exacer-
bada. Ademas, descubrimos que los ratones CST-/- mostraban una disfuncién en la barrera hematoencefalica (BH)
probablemente relacionada con esta mayor susceptibilidad y peor prondstico, tal y como se muestra en un mode-
lo de BH con células endoteliales WT y CST-/-, donde la BH deficiente en CST mostraba una mayor permeabilidad

y una alteracion o reduccion de la expresion de las moléculas de union tight/adherens juctions, tras someterlas a
condiciones similares a las del infarto cerebral (deprivacion de glucosa y/o oxigeno). Por otro lado, demostramos que
la administracion exdgena de CST podia restaurar los niveles basales de permeabilidad y podia revertir las alteracio-
nes ocurridas en las moléculas de unidn tras condiciones isquémicas. En conjunto, nuestros resultados destacan la
relevancia de CST endégena modulando los eventos de neurodegeneracion y neuroinflamacion asociados al dafio
isquémico y su papel clave en la viabilidad estructural y funcional de la BH. Asimismo, nuestras conclusiones eviden-
cian que recuperar los niveles de CST, a través de su administracion exdégena, podria ser una novedosa y multifuncio-
nal estrategia terapéutica para el tratamiento de los infartos cerebrales.

Este trabajo ha sido financiado por los proyectos SAF2017-85602-R y PID2020-119638RB-100 a EG-R financiados por
MCIN/AEI/10.13039/501100011033 y por FEDER Una manera de hacer Europa; por la Ayuda FPU17/02616 a JC-G finan-
ciada por MCIN/AEIl y por FSE invierte en tu futuro; y por European Molecular Biology Organization (EMBO short-
term fellowship 8942 a JC-G)
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MEMORIA DE RECONOCIMIENTO GUSTATIVA: UN MODELO PARA EL ESTUDIO DE
LOS CIRCUITOS CEREBRALES RESPONSABLES DE LA CONDUCTA ALIMENTARIA EN
ROEDORES

Gallo, M.

RESUMEN: La modalidad gustativa representa un modelo idéneo para estudiar la respuesta a la novedad en roe-
dores ya que la neofobia gustativa, consistente en la reduccion del consumo de bebidas o comestibles novedosas
potencialmente dafinas, representa un mecanismo de defensa conservado en la filogenia. La ausencia de conse-
cuencias gastrointestinales aversivas elimina dicha respuesta neofdbica incrementando el consumo del sabor en
ocasiones posteriores gracias a un proceso de aprendizaje denominado habituacion de la neofobia. Dicho proceso
representa una oportunidad privilegiada para estudiar los circuitos cerebrales asociados no solo a la memoria de
reconocimiento sino también a los cambios emocionales relacionados con la aceptacion. La simplicidad del modelo
comportamental y el empleo de la modalidad sensorial gustativa que es funcional desde |la etapa prenatal hasta
edades avanzadas lo hacen especialmente apropiado para aplicar una aproximacion de desarrollo. De hecho, la
relacion entre reactividad emocional y conductas arriesgadas varia entre los individuos dependiendo de predispo-
siciones previas, experiencia prenatal e infantil asi como de experiencias positivas o negativas durante la adolescen-
cia, fase del desarrollo que se caracteriza por una peculiar combinacion de busqueda de la novedad y reactividad
emocional exacerbadas. Ello determina preferencias gustativas que perduran durante la vida adulta y la senescen-
cia condicionando la dieta a lo largo de la vida. A su vez, la dieta determina la funcién cerebral alterando procesos
cognitivos y afectivos. Empleando marcadores del metabolismo oxidativo y la actividad neural nuestro equipo de
investigacion ha identificado un circuito cerebral responsable de la habituaciéon de la neofobia que incluye talamo,
nucleo accumbens, amigdala, corteza perirhinal, corteza insular, corteza piriforme y corteza prefrontal medial. Se
trata de areas que forman parte tanto del circuito de la memoria de reconocimiento con otras modalidades sen-
soriales como de los circuitos emocionales y de recompensa. Por otro lado, la aplicacion de lesiones neurotdxicas
del hipocampo ha permitido estudiar su papel en la dependencia contextual de este tipo de memoria gustativa.
Asimismo, gracias a la intervencién farmacoldgica con agonistas y antagonistas dopaminérgicos en combinacion
con intervenciones farmacogenéticas mediante la aplicaciéon de DREADDs selectivos se ha identificado un circuito
dopaminérgico accumbens-amigdala crucial para que se produzca la habituaciéon de la neofobia. Dichos circui-

tos han sido o estdn siendo estudiados en distintas fases del desarrollo con especial interés en la adolescenciay el
envejecimiento, asi como en las modificaciones epigenéticas que sufren como consecuencia de intervenciones
tempranas. Ademas, otra linea de investigacion se ha dirigido a explorar el efecto de la aportacion de colina en la
dieta sobre los procesos de aprendizaje y memoria. El conocimiento de los mecanismos cerebrales responsables
del control de la conducta de ingestion es crucial para mejorar la intervencion terapéutica sobre los trastornos de la
conducta alimentaria, el consumo de alcohol o los efectos de |la obesidad maternal, cuestiones que son de interés
para nuestro grupo de investigacion.

Financiado por PSI2017-86381-P (MICINN, Espafa), PID2020-114269GB-100 (MICIU. Espafia), B-SEJ-514-UGCR20 (Junta
de Andalucia. Espafa), 20201049 (Ministerio de Sanidad. Espana).
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CREACION Y VALIDACION DE UN MODELO PREDICTIVO DE MORTALIDAD EN EL
PRIMOINGRESO DE PACIENTES AFECTOS DE ICTUS ISQUEMICO NO CANDIDATO A
REPERFUSION

Juan Manuel Garcia Torrecillas; Maria del Carmen Lea Pereira; Luis Téllez Ramirez

RESUMEN: E| ictus isquémico no susceptible de recibir tratamiento reperfusor -INR- (trombolitico o endovascu-

lar) constituye un elevado porcentaje de los procesos ictales. Es la segunda causa de mortalidad en nuestro pais,

la primera en mujeres. Es necesaria una estrategia auxiliar el cédigo ictus, para aquellos cuadros que no cumplen
todas las condiciones para su activacion. Nuestro objetivo principal es elaborar un modelo predictivo de mortali-
dad y score de riesgo en el primoingreso que permita optimizar la atencién y realizar medicina personalizada. Como
objetivos secundarios, tenemos validar internamente mediante bootstraping y métodos de retenciéon (hold-out),
estimando el rendimiento a través de estas dos metodologia; y validar externamente el modelo sobre una base de
datos de pacientes incluidos en los tres afios siguientes. Como fuente de informacién se usé un Conjunto Minimo
Basico de Datos (CMBD), periodo 2008-2012 con todos los episodios de hospitalizacion por INR. El modelo predictivo
se elaboré mediante métodos de regresion logistica robusta, evaluando su capacidad discriminativa mediante el
estadistico C de Harrell y su ajuste-calibraciéon mediante el test de Hosmer-Lemeshow. Se realizé una doble valida-
cion interna, mediante remuestreo con 1000 reemplazamientos y segun metodologia “hold-out”. Para ésta Ultima se
dividié aleatoriamente en una muestra de training (80%) y otra de test del 20%, creandose el modelo logistico para
mortalidad y estableciéndose su capacidad de discriminacién mediante el drea bajo la curva (AUC). Dicho modelo
fue aplicado a la cohorte Test y finalmente ambos modelos fueron comparados a través de sus AUC. Se siguid el cri-
terio de que diferencias iguales o inferiores a la décima permitian establecer una equipotencia entre modelos. Se va-
lidé externamente el modelo sobre la misma fuente en un periodo cronoldgico posterior (2013-2015). Finalmente se
elabord un grafico para correlacionar puntaje en la regresion con riesgo de mortalidad con el riesgo de mortalidad
de modo grafico. El analisis multivariante mostré asociacion ajustada para mortalidad para la Edad (OR 1,07, IC95%
1,06-1,07), Sexo mujer (OR 1,21, IC95% 1,16-1,26), Reingreso (OR 1,97, IC95% 1,84-2,11), Cardiopatia isquémica (OR 1,33,
IC95% 1,23-1,44), HTA (OR 0,75, IC95% 0,68-0,74), Diabetes (OR 1,09, IC95% 1,05-1,14), Fibrilacion (OR 1,53, IC95% 1,47-1,59),
Dislipemia (OR 0,64, IC95% 0,61-0,67), Insuficiencia Cardiaca (OR 1,48, IC95% 1,40-1,58) e infarto/estenosis basilar (OR
2,83, 1C95% 2,28-3,49). Mostré un AUC de 0.741 (IC95%:0.736-0.745) y buena calibracion visual por deciles de riesgo
(Figs. 1-3). En cuanto a la validacién interna, el modelo elaborado por bootstraping retuvo todas las variables a excep-
cion de diabetes y localizacidn-basilar, manteniendo un AUC de 0.754 (IC95%: 0.749-0.760). En la validacion hold-out,
el AUC en training fue de 0.742 (0.737-0.747); el mismo modelo sobre la cohorte de test del 20% proporcioné un AUC
de 0.736 (0.727-0.746) (Fig. 2). Respecto de la validacion externa se obtuvo un AUC discretamente superior (0.754,
IC95%: 0.749-0.760) pese a la extraccion de las dos variables citadas. Ademas, se pudo establecer un score de riesgo
graficado para una interpretacion visual rapida a pie de cama de la probabilidad de fallecer los pacientes afectos
(Fig. 4). Alavista de esos resultados se concluye que es factible la elaboracion de un modelo logistico que permita
estimar el riesgo de fallecer por ictus durante el primoingreso. Este modelo podria tener repercusiones en la opti-
mizacioén de la calidad y la gestion del proceso ictal. Ademas, el modelo obtuvo una capacidad de discriminacion
moderada-alta y puede considerarse validado internamente mediante el método de hold-out y el de remuestreo o
bootstraping. Asimismo, se consiguié un incremento del AUC de 0.013 Unidades con disminucién en 2 variables res-
pecto del modelo original, pudiendo informarse de una correcta validacion externa del mismo en un formato mas
parsimonioso.
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NEUROINFLAMACION Y DOLOR EN EL MODELO DE ARTRITIS REUMATOIDE INDUCI-
DA POR COLAGENO

Carlos Gémez-Navas, Miriam Santos-Caballero, Maria Del Carmen Ruiz-Cantero, Miguel Angel Huerta,
José Manuel Baeyens, Enrique José Cobos, Francisco Rafael Nieto.

RESUMEN: La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad crénica autoinmune que afecta al 0.5-1 % de la pobla-
cién gque se caracterizada por inflamacién y dolor en las articulaciones, siendo una de las causas mas habituales de
dolor crénico no maligno. Los tratamientos actuales con farmacos modificadores de la enfermedad (FAMEs), no
logran controlar el dolor producido por la AR de forma éptima, incluso aungue logren controlar la inflamacion. Esto
sugiere que, ademas de inflamacion periférica, deben existir mecanismos adicionales (que no son inhibidos por los
FAMES), que contribuyen al dolor. Se ha demostrado que existe un proceso neuroinflamatorio a nivel central, tanto
en animales como en pacientes, que contribuye al dolor en la AR. Sin embargo, se desconoce si a nivel del sistema
nervioso periférico también se produce un proceso neuroinflamatorio. Nuestro objetivo fue evaluar las alteraciones
sensoriales que se generan en el modelo de AR inducida por colageno (Collagen-induced arthritis, CIA) en rata, y
comprobar si existe un proceso neuroinflamatorio a nivel del ganglio de la raiz dorsal (DRG) en este modelo. Para
ello, ratas hembra Wistar fueron inmunizadas con una inyeccién intradérmica de coldgeno bovino. Las ratas contro-
les recibieron salino intradérmico. Se evaluaron las repuestas del animal tras la estimulaciéon plantar con filamentos
de von Frey (alodinia mecéanica) y con acetona (alodinia al frio). La inflamacion de la pata se midié con un calibre y
una escala cualitativa. Las diferencias entre las medias de los grupos experimentales se determinaron mediante una
ANOVA o una t de student. A los 16 dias tras la inmunizacion se extrajeron los DRGs L4-L5 que inervan el tobilloy la
pata trasera. Tras su inclusién en OCT y corte con criostato se realizé el estudio inmunohistoquimico utilizando los
anticuerpos: NeuN (marcador neuronal), GFAP (células satélites activas en DRG) e Ibal (macrdéfagos). Las ratas con
CIA desarrollaron alodinia mecéanica 8 dias después de la inmunizacidn, mientras que la alodiniaal frio se desarrollé
mas tarde, coincidiendo con el comienzo de la inflamacién periférica (dia 12). Las ratas CIA mostraron un incremento
significativo en el nimero de macrdfagos y en la activacion de células satélite en el DRGC. Las ratas controles no mos-
traron evidencia alguna de alteracién sensorial o inmunohistoquimica. Nuestras conclusiones son que el modelo
CIA es un modelo adecuado para estudiar la neuroinflamacion periférica y las alteraciones sensoriales asociadas a la
AR.

Agradecimientos: Junta de Andalucia (grupo CTS-109) y Proyecto P20_00132, y Proyecto Intramural IN-
TRAIBS-2020-09 IBS.Granada.
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CORTISTATINA: NUEVAS ESTRATEGIAS EN EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES
NEUROINMUNOLOGICAS

Elena Gonzdlez-Rey

Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez-Neyra (IPBLN-CSIC), Granada, Espana

RESUMEN: Las enfermedades neuroinmunoldégicas incluyen un grupo de desdrdenes en los que se producen al-
teraciones tanto en el sistema inmunitario como neuroendocrino. Enfermedades clasicamente reconocidas como
neuroldgicas (Parkinson, Alzheimer, Huntington, etc) se estudian actualmente prestando especial atencion a las
alteraciones de la respuesta inmunitaria tanto generada en el sistema nervioso (mediante la disfunciéon del nicho
glial) como en el sistema inmunoldgico en periferia. De hecho, aunque diferentes mecanismos patolégicos afectan
a estas enfermedades, diferentes evidencias indican que, junto con la neurodegeneraciéon subyacente a las mismas,
existe también una activacion inmunitaria cronica comun en todas ellas. El efecto dual de la respuesta inflama-
toria en enfermedades neurodegenerativas es un campo de alta relevancia en la investigacion actual. En nuestro
grupo, hemos demostrado que algunos neuropéptidos enddgenos, que participan en la interaccion bidireccional y
en las funciones homeostaticas de los sistemas neuroendocrino e inmunoldgico, se producen durante la respues-
ta inflamatoria en curso. Entre ellos, cortistatina, un neuropéptido ciclico relacionado con somatostatina, ha sido
ampliamente estudiado por nuestro grupo. Cortistatina se produce por interneuronas corticales y del hipocampo,
células gliales, y también por macréfagos y células T en respuesta a la estimulacion inflamatoria e inmunoldgica. A
pesar de que comparte muchas funciones con somatostatina, especialmente en lo que respecta a la regulacion de
la secrecion de hormonasy las actividades neuronales, Cortistatina ejerce funciones Unicas en los sistemas nervioso
e inmunoldgico. Nuestro grupo ha descrito el efecto anti-inflamatorio de Cortistatina y su papel terapéutico en di-
ferentes enfermedades inflamatorias y autoinmunes. Recientemente, también hemos descubierto su papel bene-
ficioso en diferentes condiciones neurodegenerativas (esclerosis multiple, envejecimiento patoldgico, enfermedad
de Parkinson, infarto cerebral). En estos escenarios, hemos observado la relevancia tanto del papel endégeno como
terapéutico de cortistatina, caracterizado por su efecto en la desactivacion de las células gliales, la reduccion de pro-
cesos neuroinflamatorios y la induccidn activa de programas de reparacion y neuroproteccion. Nuestros hallazgos
demuestran que cortistatina juega un papel fundamental en el balance de las respuestas inmunitarias en la salud y
la enfermedad e identifica a cortistatina como un factor clave en la comunicaciéon bidireccional que existe entre los
sistemas neuroendocrino e inmunoldgico. Ademas, nuestros resultados apoyan a cortistatina como un novedoso
tratamiento terapéutico multimodal con un enfoque novedoso para tratar enfermedades con componentes autoin-
munitarios y/o inflamatorios. Por otra parte, sefialamos su potencial como un nuevo biomarcador de enfermedades
neurodegenerativas con un componente inmunoldgico. Finalmente, estos estudios se incluyen en una linea de in-
vestigacion que pretende desarrollar enfoques terapéuticos innovadores contra enfermmedades neurodegenerativas
crénicas centradas en esta intercomunicaciéon inmunitaria con el cerebro.

Este trabajo ha sido financiado por los proyectos SAF2017-85602-R y PID2020-119638RB-100 a EG-R financiados por
MCIN/AEI/10.13039/501100011033 y por FEDER Una manera de hacer Europa
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IDENTIFICACION DE ELEMENTOS ALU EN EL GENOMA DE INDIVIDUOS CON ACUFE-
NOS

Pablo J. Martinez-Rodriguez, Alvaro Gallego-Martinez, Christopher Cederroth, Jose A Lopez-Escamez

RESUMEN: Los acufenos son una condiciéon heterogénea asociada con trastornos audioldgicos y mentales. Los acu-
fenos crénicos y severos se reportan en el 1% de la poblacién y muestra una heredabilidad relevante, segun estudios
de agregacion familiar, de adopcidon y de gemelos. Se desconoce la contribucién genética en los acufenos graves ya
gue los estudios gendmicos extensos incluyen individuos con acufenos autoinformados y gran heterogeneidad en
el fenotipo. Aungque se conoce que la importancia genética de elementos transponibles es alta, nunca se ha evalua-
do la contribucién de las secuencias Alu en los acUfenos. Estas secuencias Alu forman parte de los SINEs, que son
elementos transponibles que evolucionaron a partir de genes de ARN y destacan por ser especificas de primates.
Se ha extraido ADN de sangre total de 97 individuos con acufenos seleccionados de una cohorte suecay se han
comparado con 980 controles de dicha poblacién para comparar la frecuencia de las secuencias Alu. Para investi-
gar la contribucion de variantes raras a la heredabilidad de rasgos clinicos complejos se ha utilizado la estrategia de
fenotipo extremo. Para ello hemos utilizado la herramienta bioinformatica MELT, que anota y genotipa inserciones
de elementos moadviles en el genoma. Hemos encontrado asociacion significativa (OR = 5,17 (0,82-24,65), p = 0,0399)
entre una secuencia Alu (tipo AluYa) localizada en el gen HCNT (figura 1), que codifica el canal 1 ciclico de sodio/pota-
sio activado por hiperpolarizacién, con el fenotipo extremo de acuUfenos. Este gen se ha relacionado con trastornos
neuroldgicos ya que la proteina es un canal catidnico esencial en neuronas. Ademas, el gen se expresa especifica-
mente en las neuronas principales del ndcleo coclear dorsal, asocidndose con la resistencia a acuUfenos.

Financiacion: H2020 Gender-Net-Plus GNP-182
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EN BUSCA DE NUEVAS DIANAS TERAPEUTICAS: RECEPTORES SIGMA-1Y MODULA-
CION DEL DOLOR

M. Carmen Ruiz-Cantero, Elsa Cortés-Montero, Aakanksha Jain, Angeles Montilla-Garcia, Inmaculada
Bravo-Caparrds, Jaehoon Shim, Pilar Sdnchez-Blazquez, Clifford J. Woolf, José M. Baeyens, Enrique J.
Cobos

RESUMEN: La sensibilizacion periférica es el aumento de la capacidad de respuesta de las neuronas nociceptivas
periféricas. Esta contribuye al dolor patoldgico, y es producida por algégenos quimicos como la prostaglandina E2
(PGE2), el factor de crecimiento nervioso (NGF) y el factor neurotréfico derivado de la glia (CDNF). Estos sensibiliza-
dores periféricos actUan sobre los nociceptores C para producir hiperalgesia, aunque mientras que la PGE2 y NGF
sensibilizan los nociceptores C peptidérgicos (TRPV1+), el GDNF sensibiliza nociceptores C no peptidérgicos (IB4+). El
receptor sigma-1 es una chaperona sensible al Ca2+ presente en las neuronas sensoriales periféricas, el cual se une a
TRPV1y a los receptores opioides y (MOR), aunque la repercusion funcional de estas interacciones es desconocida.
En este trabajo mostramos que la administracion de los antagonistas sigma-1 STRA y BD-1063, en ratones, revirtio

la hiperalgesia mecanica inducida por PGE2 y NGF, pero no la hipersensibilidad mecanica inducida por GDNF. El
efecto antihiperalgésico del antagonismo sigma-1 fue abolido por el agonista sigma-1 PRE-084, asi como por el
antagonista opioide periférico naloxona metiodida y el antagonista selectivo MOR ciprodime, pero no por el antago-
nista k nor-binaltorpimina ni por el antagonista § naltrindol. Estos resultados indican que el efecto antihiperalgésico
de los antagonistas sigma-1 es mediado por la activacion MOR periférica. Mediante ensayos inmunohistoquimicos,
determinamos la presencia del agonista endégeno MOR endomorfina-2 (END2) en los nociceptores TRPV1+ pero no
en los nociceptores IB4+. Dicha presencia fue confirmada usando el bisturi molecular resiniferatoxina, que elimind
selectivamente las neuronas TRPV1+y con ello el marcaje de END2. Ademas, la administracion de un anticuerpo
frente a END2 en la pata sensibilizada revirtid el efecto antihiperalgésico inducido por los antagonistas sigma-1, in-
dicando que la accién de este opioide enddgeno es esencial para el efecto antihiperalgésico de los antagonistas sig-
ma-1. Usando proteinas recombinantes, mostramos que el antagonista sigma-1 S1IRA disocia al receptor sigma-1 del
extremo C-terminal del TRPV1 e incrementa su uniéon al extremo C-terminal de MOR. En otras palabras, el antago-
nismo sigma-1 mueve a los receptores sigma-1 desde el TRPV1a MOR como parte de su mecanismo de modulacion
opioide. Por lo tanto, el receptor sigma-1 podria participar en la comunicacion entre TRPV1y MOR. En cultivos de
neuronas de la raiz dorsal (DRG, por sus siglas en inglés), PGE2 incrementé el flujo de calcio inducido por capsaicina,
el agonista prototipo TRPV1. Este incremento en el flujo de calcio fue revertido por SIRA de una manera sensible al
antagonista opioide naloxona, lo que concuerda con los efectos dependientes de la activacion opioide del antago-
nismo sigma-1 observados in vivo. En resumen, nuestros resultados sugieren que el antagonismo sigma-1 disminu-
ye la sensibilizacion periférica mediante el incremento del tono opioide endégeno en las neuronas C peptidérgicas,
que producen END2, mientras que no altera la sensibilizacion de los nociceptores C no peptidérgicos.

Agradecimientos: Agencia Estatal de Investigacion (10.13039/501100011033 - SAF2016-80540R y FPU16/03213), Univer-
sidad de Granada (PPJIB2019.11), Junta de Andalucia (grupo CTS 109) y fondos FEDER.
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CARACTERIZACION DEL NEUROPEPTIDO CORTISTATINA EN EL ENVEJECIMIENTO
FISIOLOGICO DEL SISTEMA NEUROINMUNITARIO

Serrano-Martinez I, Castillo-Gonzdlez J, Caro M, Forte-Lago I, Gonzdlez-Rey E

Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez-Neyra (IPBLN-CSIC), Granada, Espana

RESUMEN: E| envejecimiento es un proceso universal, inevitable y progresivo, en el que se va produciendo el de-
terioro de los diferentes sistemas que forman parte del organismo y se va incrementando el riesgo de sufrir enfer-
medades. Actualmente la esperanza de vida ha experimentado un gran aumento, se espera que en el afio 2050
mas del 20% de la poblacién europea supere los 65 afios de edad. Entre las principales consecuencias del enveje-
cimiento se encuentran alteraciones del sistema inmunitario (Sl) y del sistema nervioso central (SNC). Durante el
envejecimiento el S| puede interferir en las funciones del cerebro, mientras que el SNC también puede modular la
respuesta inmunitaria, ademas ambos sistemas pueden comunicarse de manera bidireccional. Se considera que el
envejecimiento es el principal factor de riesgo de enfermedades degenerativas, caracterizadas por una neuroinfla-
macién exacerbada y activacion glial desregulada. Resulta por tanto de vital importancia la busqueda de agentes
enddégenos que puedan regular la comunicacion entre el Sly el SNC durante el envejecimiento. En este sentido, he-
mos decidido estudiar el papel enddgeno de Cortistatina (CST), un neuropéptido con efectos inmunomoduladores
Y neuroprotectores que es expresado tanto por células gliales como por células del sistema inmunitario periférico.
Estudios previos de nuestro grupo han mostrado que la deficiencia en CST da lugar a un perfil proinflamatorio en
la respuesta inmunitaria periférica. Ademas, la deficiencia en CST también se asocia con una mayor susceptibilidad
a modelos preclinicos de enfermedades neurodegenerativas, como el Parkinson o la esclerosis multiple desmie-
linizante. En esta misma linea, hemos observado una disminucion en los niveles de CST en enfermedades neuro-
degenerativas como Alzheimer y Huntington, y en enfermedades asociadas al envejecimiento prematuro del SNC,
como la enfermedad de Cushing o la epilepsia. En base a estos datos previos, decidimos estudiar el papel de CST
en la respuesta neuroinmunitaria en animales envejecidos. De este modo, hemos trabajado con ratones deficientes
en CST de diferentes edades, y en ellos hemos observado diferencias patentes a partir de los 6 meses de edad en
comparacion con los correspondientes animales con niveles normales del neuropéptido: una mayor reduccién en el
nudmero de neuronas en la corteza cerebral, mayor astrogliosis y microgliosis, y una disminucién mas acentuada de
oligodendrocitos en el cuerpo calloso. En concreto, analisis morfomeétricos muestran que la deficiencia en CST da
lugar a microglia activada en forma ameboide, con pérdida de ramificaciones y engrosamiento del soma celular al
compararla con microglia de ratones WT naive de la misma edad. En relacién con estos datos, analisis moleculares
del cerebro de ratones deficientes en CST muestran mayores niveles de expresion de mediadores proinflamato-
rios, al mismo tiempo que presentan menores niveles de expresion de factores tréficos. Por Ultimo, hemos aislado
células gliales de ratones adultos deficientes en CST, lo que nos ha permitido ver que la falta de CST conduce a un
fenotipo activado de estas células gliales, que presentan una respuesta inflamatoria desregulada al ser estimuladas
con la endotoxina bacteriana o en condiciones de hipoxia/hipoglucemia. En resumen, CST muestra un gran po-
tencial como factor enddégeno en la regulacion de procesos de neuroinflamacion y neurodegeneracion asociados al
envejecimiento. Ademas, la reduccion en los niveles de CST o su deficiencia estarian asociados a fenotipos de enve-
jecimiento prematuro y/o exacerbado, afectando de forma especifica a la participacion de células gliales en dichos
fenotipos.

Este trabajo ha sido financiado por los proyectos SAF2017-85602-R y PID2020-119638RB-100 a EG-R financiados por
MCIN/AEI/10.13039/501100011033 y por FEDER Una manera de hacer Europa;y por la Ayuda FPI: PRE2018-084824 a
ISM financiada por MCIN/AEI.
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DESARROLLO Y CARACTERIZACION DE UN MODELO DE c,{\NCER DE MAMA TRIPLE
NEGATIVO RESISTENTE A TAXANOS Y ENRIQUECIDO EN CELULAS MADRE CANCE-
RIGENAS

José L. Blaya-Cdnovas, Tamara Gomez-Pérez, Araceli Lopez-Tejada, Jesus Calahorra, Carmen Gri-
Aan-Lison, Alba Navarro-Ocdn, Francisca E. Cara-Lupiafez, Juan Antonio Marchal, Candela Cives-Lo-
sada, Jose J. G. Marin, Sergio Granados-Principal

RESUMEN: E| cancer de mama triple negativo (TNBC) es la forma mas agresiva de cancer de mama debido a su
gran capacidad metastasica y a sus caracteristicas de pluripotencia. A pesar de una respuesta inicial a la quimiote-
rapia, un numero significativo de pacientes desarrolla una resistencia adquirida, caracterizada por el aumento del
numero de células madre cancerosas (CSC), lo que reduce drasticamente su supervivencia. Con el fin de obtener
un modelo preclinico adecuado para estudiar la quimiorresistencia, hemos desarrollado una linea celular de TNBC
resistente al docetaxel (SUM159-R) mediante la exposicion de las células SUMI159 a ciclos de tratamiento-recupe-
racion con concentraciones crecientes de docetaxel desde 10 nM a 25 nM y luego a 50 nM. La quimiorresistencia

de SUMI159-R, en comyparacion con las células SUMI59 parentales, se caracterizé mediante la determinacion de los
valores IC50 con WST-1, TagMan Low Density Arrays de genes implicados en la resistencia a farmacos, apoptosis y
supervivencia celular. La expresion de los genes significativamente alterados se validé ademas mediante gPCR.

El enriqguecimiento en CSCs se evalué mediante el analisis de ALDH]1, side population, eficiencia de formacién de
mamosferas (MSFE) y formacién de colonias en agar. Nuestros resultados muestran que SUM159-R es 100 veces
mas resistente a docetaxel (IC50: 277 nM) que las células parentales (IC50: 3 nM). Esta resistencia se correlaciond con
el aumento de la expresion de genes ABCB1, ABCG2, TYMS y BIRCS5, y la disminucién de FAS. Ademas, se observo

un aumento de la poblacién ADLH1+ (3,8%) en comparacion con las células parentales (0,5%), de side population
(SUM159-R: 2,8%; SUM159: 0,8%), de la eficiencia de formacién de mamosferas primarias (SUM159-R: 2,5%; SUM159: 1%)
y secundarias (SUMI159-R: 5%; SUM159: 0,8%), asi como del numero de colonias (SUM159-R: 115; SUM159: 7). En conclu-
sion, hemos establecido una linea celular de TNBC con resistencia adquirida al taxano docetaxel que presenta un
alto enriquecimiento en CSCs, constituyendo asi un modelo preclinico excepcional para investigar la quimiorresis-
tencia y la agresividad de la enfermedad mamaria residual.
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COMBINACION DE 3-LAPACHONA Y HIDROXITIRISOL COMO ESTRATEGIA TERAPUE-
TICA CONTRA EL CANCER DE MAMA TRIPLE NEGATIVO

Jesus Calahorra, José L. Blaya-Cdanovas, Araceli Lopez-Tejada, Carmen Grifian-Lison, Alba Nava-
rro-Ocon, Francisca E. Cara-Lupianez, Juan Antonio Marchal, Sergio Granados-Principal

RESUMEN: La B-lapachona (B-LP) es una o-naftoquinona natural que se reduce especificamente por la enzima
NQOI, sobreexpresada en cancer de mama, generando grandes cantidades de H202 que desencadena la muerte
de las células tumorales, y conduce a la hiperactivacion de PARP como principal mecanismo de resistencia a B-LP.

El hidroxitirosol (HT) es un compuesto fendlico del aceite de oliva con propiedades anticancerigenas que tiene la
capacidad de inhibir PARP-1. Con estas premisas, en este estudio planteamos que la combinacion de ambos com-
puestos podria resultar un céctel eficaz contra las células de cdncer de mama triple negativo (CMTN), previniendo
asi posibles resistencias. Para ello determinamos la IC50 de B-LP tras 48h de tratamiento mediante WST-1 en mo-
notratamiento y combinada con HT 50 y 100 uM en las lineas de CMTN BT549, MDA-MB-231y Hs578T. Empleando
los valores de IC50 obtenidos para B-LP, estudiamos los efectos de la combinacién con HT sobre apoptosis celular
mediante el ensayo de Anexina V por citometria de flujo. Finalmente, estudiamos el impacto sobre las células madre
cancerigenas (CMC) a través de un ensayo de eficiencia de formacién de mamosferas primarias (tratadas con B-LP

y HT, y sus combinaciones) y secundarias (en ausencia de tratamiento) durante 72h. Nuestros resultados demues-
tran que la IC50 de B-LP (0,5 uM en BT549, y 1,5 uM en MDA-MB-231y Hs578T) se ve significativamente reducida en
combinacién con HT. En las tres lineas celulares estudiadas observamos que, en comparacion con la monoterapia, la
combinacién de ambos compuestos induce de forma mas significativa la apoptosis temprana y tardia, asi como la
inhibicion de las esferas secundarias. En conclusion, los efectos antiproliferativos y proapoptoticos observados, junto
a la actividad frente a las CMC, sugieren que la combinacién de B-LP y HT puede constituir una novedosa alternativa
terapéutica frente al CMTN.
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DESVELANDO UNA NUEVA FUNDION INMUNOMODULADURA DEL NIDOGENO 1EN
EL MODELO DE MELANOMA MURINO B16F1

Rita Caracuel-Peramos, Silvia Redondo-Garcia, MD Plaza-Calonge, JC Rodriguez-Manzaneque

RESUMEN: En Europa, la incidencia de melanoma ha aumentado en los ultimos afos, pero gracias a la conciencia-
cion y diagnoéstico precoz la lucha contra este tumor ha mejorado. No obstante, en fases avanzadas con metastasis
la supervivencia cae hasta el 6%, debido en gran parte a la aparicion de recidivas por el desarrollo de resistencias al
tratamiento. Dentro del complejo microambiente tumoral es importante destacar la contribucion de la matriz extra-
celular (ECM), que ejerce de andamiaje necesario para la estructura tisular. La ECM esta en constante remodelacion
adaptandose a las respuestas neoplasicas, contribuyendo asi a la heterogeneidad tumoral. Las proteasas extracelu-
lares tienen especial protagonismo en esta remodelacion de la ECM, concretamente nosotros estudiamos el papel
de la proteasa ADAMTSI (a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin motifs 1), cuya actividad proteo-
litica sobre los proteoglicanos regula procesos como la neovascularizacion, plasticidad y progresion tumoral. Con el
objetivo de elucidar el mecanismo de acciéon de esta proteasa centramos nuestros estudios en uno de sus sustratos,
los nidégenos. Los nidégenos son proteinas tri-globulares que participan en el ensamblaje de la membrana basal y
regulan la adhesion ente las célulasy la ECM. Trabajando con el modelo de melanoma murino B16F]1, presentamos
el impacto de la sobreexpresion de nidégeno 1 (Nid1) en la progresion tumoral. Nuestros resultados muestran que la
sobreexpresion de Nidl en células B16F1 inhibe la progresion tumoral, produciendo tumores mas pequenos que las
células silvestres. Cuando analizamos el infiltrado inmunitario del tumor mediante citometria de flujo, descubrimos
que los tumores que sobreexpresan Nidl poseen una mayor infiltraciéon de macréfagos (células CD11b+ y F4/80+) y
células T (células CD3+). Dado el relevante papel de los macréfagos induciendo un microambiente anti o pro-tumo-
rigénico, procedimos a estudiar in vitro el papel inmunomodulador de Nidl sobre los macréfagos. Los ensayos mos-
traron que el medio de células B16F1 que contenia Nidl promueve la polarizacién de los macrdfagos hacia un estado
antitumoral. Este efecto solo ocurre cuando Nid1 estd intacto; sin embargo, cuando los macréfagos se trataron con
medio B16F1 que contenia los fragmentos de Nid1 protealizados por ADAMSTSI, no observamos dicha polarizacion
antitumoral. Los resultados obtenidos muestran que la sobreexpresion de Nid1 presenta similitudes muy relevantes
con la ausencia de ADAMTSI en nuestro modelo de melanoma de ratén, actuando como supresor tumoral. Ademas,
hemos desvelado una nueva funcién inmunomoduladora del Nid1 intacto que afecta al infiltrado inmunitario del
tumor y se correlaciona con el bloqueo del crecimiento tumoral. En experimentos futuros, exploraremos el meca-
nismo molecular por el cual Nid1 polariza los macréfagos y cémo Nidl podria afectar la extravasacion de las células
inmunes hacia el tumor.
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GENERACION DE UN MODELO DE PRODUCCION DE PLAQUETAS MODIFICADAS
GENETICAMENTE PARA ESTUDIAR LA TRANSFERENCIA DE ARNM DE KRAS G12D A
DIFERENTES LINEAS CELULARES

J Cerén-Herndandez, G Martinez-Navajas, C Garrido, P Molina, MJ Serrano, PJ Real

RESUMEN: Las plaquetas son pequefios fragmentos de células enucleadas producidas a partir de grandes célu-

las hematopoyéticas llamadas megacariocitos. Tienen un papel decisivo en el proceso de coagulacion y estudios
recientes han demostrado su papel activo en la tumorogénesis. Recientemente se han descrito mecanismos de
comunicacion bidireccional entre plaquetas y células tumorales. Por ejemplo, las plaquetas reciben biomoléculas
tumorales en un proceso denominado educacién y permiten la identificacion de subpoblaciones de plaquetas lla-
madas plaguetas educadas por tumores (TEP). Este fendmeno podria tener papeles relevantes en muchos tipos de
cancer. Ademas, las plaguetas también son capaces de transferir diferentes ARN a las células tumorales mediante
diversos mecanismos (fusidn directa, microvesiculas, exosomas...). En este estudio, queremos demostrar que dife-
rentes tipos de células pueden capturar ARNmM derivados de plaquetas y modificar su comportamiento después de
la adquisicion de esas biomoléculas. Para probar esta hipdtesis, se ha escogido un oncogén bien conocido como es
KRAS, que estd expresado normalmente en las plaguetas. Se ha generado un modelo in vitro basado en iPSC para
producir plaguetas humanas modificadas que llevan una variante mutante de este oncogén (KRAS G12D). Se utilizd
un sistema lentiviral para sobreexpresar el oncogén KRAS G12D en una linea iPSC (iKRAS) que es capaz de diferen-
ciarse en megacariocitos y producir plaguetas. La linea celular iKRAS se diferencia en medios definidos especificos
siguiendo el protocolo de diferenciacién megacariocitica de Moreau et al. (2016). A diferentes tiempos, se midioé el
estado de diferenciacion por citometria de flujo y los niveles de ARNmM y proteina de KRAS G12D por gPCR y Wes-
tern Blot. Es importante destacar que los megacariocitos y las plaquetas generadas a partir de iKRAS expresaron
marcadores de superficie CD41y CD42 (linaje megacariocitico). La expresion del oncogén se mantiene durante la
diferenciacion al menos cinco veces mas alta que la expresion de KRAS wild type. En el futuro utilizaremos estas
plaguetas personalizadas para modificar lineas celulares tumorales y no tumorales para evaluar las consecuencias
de la expresion de KRAS G12D en ellas.
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LAS PROTEINAS DEL GRUPO POLYCOMB REGULAN LA PLASTICIDAD CELULARY LA
METASTASIS EN CANCER DE PULMON

Amador Gallardo, Aldara Molina, Helena G Asenjo, Lourdes Lopez-Onieva, Juan Carlos Alvarez Perez,
Jordi Martorell-Marugan, Francisca E Cara, Mencia Espinosa-Martinez, Pedro Carmona-Saez, Segio
Granados-Principal, Pedro P Medina, Antonio Sanchez-Pozo y David Landeira

RESUMEN: La transicion reversible entre los estados epitelial y mesenquimal es un aspecto vital en la diseminacion
de las células de carcinoma y la posterior formacién de metdastasis. De esta manera caracterizar las bases mole-
culares de la transiciéon epitelio a mesénquima (EMT) es crucial para encontrar nuevos enfoques terapéuticos que
permitan combatir el cancer. Estudios vanguardistas proponen que los reguladores epigenéticos podrian ser los
encargados de conferir a las células cancerigenas la plasticidad necesaria para poder llevar a cabo los cambios dina-
micos asociados al EMT. Sin embargo, la mayoria de estos mecanismos moleculares aun quedan por ser caracteri-
zados. Los complejos represivos polycomb (PRCs) estan robustamente establecidos como reguladores epigenéticos
del desarrollo embrionario y de la diferenciacion de células madre pero su papel en cancer es todavia inconsistente
y muchas veces contradictorio. En este trabajo hemos analizado el papel de |la proteina EZH2 del complejo repre-
sivo Polycomb 2 (PRC2) en células de carcinoma de pulmon. Nuestros resultados demuestran que EZH2 reprime la
transcripcion de cientos de genes mesenquimales sustentando el mantenimiento de un estado epitelial. Tanto la
inhibicion quimica como la modificacién genética de EZH2 provoca que las células permanezcan bloqueadas en

un estado mesenquimal durante la transicion reversible de epitelio a mesénquima. Ademas, el analisis de muestras
de pacientes de cancer de pulmon y ensayos en ratones muestran que EZH2 es necesario para que se repriman de
manera eficiente los genes mesenguimales y se posibilite la colonizacién tumoral in vivo. En conjunto, este estudio
disecciona un nuevo papel PRC2 como un regulador vital en EMT en células de carcinoma. Este descubrimiento tie-
ne un impacto importante en el disefio de terapias basadas en la inhibiciéon de EZH2 para el tratamiento del cancer
en pacientes.
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NUEVOS BIOMARCADORES GENOMICOS EN CANCER COLORRECTAL

Encarna Gonzdlez Flores.Gonzdlez-Flores E, Ortiz R, Martinez-Gonzdlez LJ, Antunez-Rodriguez A, Expo-
sito-Ruiz M, Melguizo C, Caba O, C. Jiménez Luna, Prados J.

RESUMEN: E| cancer colorrectal (CCR) debe ser considerado como un auténtico problema de salud publica tanto
por su incidencia como por su mortalidad. A pesar de los importantes avances en los Ultimos anos y de la mejora en
su diagndstico precoz, entre un 20-25%, presentan enfermedad metastdsica en el momento del diagndstico y hasta
un 50% desarrollan metdstasis a lo largo de la evolucion de la enfermedad. Por tanto, el diagndstico precoz asi como
el desarrollo de estrategias para mejorar la eficacia de la terapia aplicada, es un campo prioritario en la investigacion
oncolégica. En este contexto, el conocimiento cada vez mas profundo de la etiopatogenia del CCR y la demostracion
de que multiples alteraciones tanto genéticas como epigenéticas son capaces de alterar los mecanismos de control
de los procesos de proliferacion y apoptosis celular, estdn dando paso, no sélo al uso de nuevas dianas moleculares
,sino a la determinaciéon de nuevos biomarcadores que puedan indicarnos la presencia, la evolucion y/o la respues-
ta al tratamiento de la enfermedad. Entre las moléculas mas ampliamente analizadas como biomarcadores de
CCR se encuentran la presencia de ARNmM en sangre periférica. En este contexto, el ARNmM de moléculas relacionas
con el proceso de la angiogénesis han cobrado un gran interés en el CCR, habiéndose testado la sobreexpresion de
moléculas como PTGS2 y GUCY2C como marcadores de la enfermedad o de la presencia de metastasis ocultas en
pacientes con CCR. En este contexto, nuestro trabajo tiene como objetivo fundamental realizar un estudio de la
utilidad de genes intensamente relacionados con el proceso de angiogénesis, fendmeno esencial en el crecimiento
y la expansion metastasica de un tumor, como nuevos biomarcadores de facil deteccién en sangre periferica o en
suero de los pacientes con CCRm. Para ello hemos seleccionado cinco genes, GUCY2C, JAGT, PTGS2, PGF y MMP7,
con demostrada relevancia en la angiogénesis y hemos determinado los niveles de ARN circulante tanto en suero
como en células mononucleares de sangre periférica en un grupo de 59 pacientes con CCRm enfrentados a un gru-
po de 47 controles sanos. La presencia de estos marcadores en los fluidos bioldgicos fue realizada por una tecnolo-
gia altamente sensible como es la dPCR que permitiria un facil desarrollo de su aplicaciéon clinica en un corto plazo
de tiempo, mientras que el analisis del AUC se utilizé para estimar el valor predictivo de los biomarcadores tanto

de forma individual como en combinaciones. Nuestros resultados demostraron que, a través de la utilizaciéon de la
dPCR, existieron diferencias significativas en los niveles de ARNm de tres genes relacionados con la angiogénesis
(PTGS2, GUCY2C y JAGI) en el suero se pacientes con CCRm en relacién al suero de controles sanos. El mayor ren-
dimiento en cuanto a la discriminacién entre grupos fue observado para el ARNmM de PTGS2. Sélo la determinacion
de ARNmM de JAG1 en sangre demostrd un valor de discriminacion aceptable como biomarcador. En general, el nivel
de ARNm circulante de todos los genes en el suero de los pacientes fue significativamente mas abundante que el
detectado en las células sanguineas. Por otra parte, la asociaciéon de genes con la intencién de buscar una “firma”
para la patologia estudiada no mostré una mejora significativa de la capacidad discriminatoria en relacién a los
genes individuales. Curiosamente, la expresion sérica de GUCY2C y GUCY2C/ PTGS2 se correlacionaron significativa-
mente con la respuesta terapéutica. Sin embargo, ninguno de los biomarcadores se correlacioné con la SG o la SLP.
En conclusién, nuestros hallazgos sugieren que los genes relacionados con la angiogénesis pueden ser excelentes
biomarcadores no invasivos y de facil determinacidon para su aplicacion clinica.Nuevas investigaciones con estudios
mas amplios y validaciones externas seran necesarias para determinar la aplicabilidad clinica de estos biomarcado-
res en CCR.
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EL PARALELISMO ENTRE LA EVOLUCION DE UN TUMOR PRIMARIO Y SU MICROAM-
BIENTE

Pablo Hernandez Camarero, Elena Lépez Ruiz, Juan Antonio Marchal Corrales, Macarena Perdn Que-
sada

RESUMEN: Actualmente, esta ampliamente documentado que el microambiente alrededor de los tumores sdlidos
juega un papel muy importante en la progresion del cancer, su crecimiento, su capacidad invasiva, la aparicion de
metastasis e incluso en la generacion y mantenimiento de las células madre cancerigenas. Aunque la naturalezay
organizacion del microambiente tumoral pueda parecer cadtica e impredecible, se puede apreciar que en realidad
es un reflejo preciso de la propia heterogeneidad (tanto a nivel molecular como fenotipico) y organizacion espacial
de las células cancerosas. En efecto, dicho paralelismo entre el tumor y su estroma puede ser observado de forma
reiterativa en el tiempo a lo largo de las distintas etapas del desarrollo del tumor primario. Notablemente, la hetero-
geneidad fenotipica y la distribuciéon espacial de las principales células estromales, como los fibroblastos y los ma-
croéfagos, experimenta cambios segun el tumor primario progresa en su desarrollo, mostrando una gran correlacion
con la aparicion de las células madre cancerigenas en los bordes de la masa cancerigena en las etapas mas avanza-
das de progresion tumoral. En consecuencia, entender el orden de organizacion intrinseco de una masa tumoral
y de su microambiente nos puede ser de utilidad en el ambito clinico. Un ejemplo seria la obtencion de biopsias
sélidas procedentes de los bordes de la masa tumoral cuyo analisis proporcionaria informacion realmente represen-
tativa del estado de progresion tumoral.
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NUEVA ESTRATGIA TERAPEUTICA PARA EVITAR LA RESISTENCIA A LA QUIMIOTE-
RAPIA ASOCIADA A LA FUNCION MITOCONDRIAL

Lépez-Rodriguez, Alba; Fabrega-Puentes, Alejandro; Rodriguez- Santana, César; Martinez-Ruiz, Laura;
Florido, Javier; Oliver- Ramirez, Andrés; Escames, Germaine.

RESUMEN: La resistencia oncoldgica a agentes antineoplasicos se considera una de las mayores causas del fallo cli-
nico en el tratamiento con quimioterapia de pacientes afectados de cancer. Estas células resistentes pueden causar
recidivas y metastasis. A dia de hoy, no se ha identificado un mecanismo Unico, que por si solo confiera resistencia a
todos los farmacos conocidos. Sin embargo, la reducciéon intracelular de los farmacos antineopldsicos es un meca-
nismo muy frecuente. El fenotipo de multiresistencia a farmacos (MDR o &guot;multidrug resistance&quot;) consti-
tuye la mayor causa de fallo en el tratamiento con quimioterapia y se ha asociado con la expresion de una serie de
proteinas que incluyen la proteina ABCBI, conocida como P-glicoproteina (P-gp). Esta proteina pertenece a la fa-
milia ATP-binding-cassette (ABC) transporters, dependientes de ATP. En nuestro Grupo de Investigacion llevamos
estudiando los efectos de la melatonina en la mitocondria desde hace afios y se ha demostrado que la melatonina
ejerce un efecto directo en el interior de la mitocondria, aumentando la actividad mitocondrial. En la célula tumoral
tiene un efecto prooxidante, debido a que se produce un escape de electrones, lo que conlleva a un aumento de
especies reactivas del oxigeno (ROS) y una disminucién de la produccion de ATP. Asi, el primer objetivo es estudiar
la conexidon entre funcién mitocondrial, estrés oxidativo y quimioresistencia a la doxorrubicina en células tumorales
guimioresistentes MCF-7 (adenocarcinoma humano de mama) tratadas con y sin melatonina. El segundo objetivo
es evaluar los efectos de la melatonina en células MCF-7 modificadas genéticamente para el gen ABCBI utilizando
la tecnologia CRISPR/Cas9. Para llevar a cabo el primer objetivo se establecioé una linea celular MCF7 resistente a la
doxorrubicina (DOX). Para ello, estas células se sometieron a tratamientos crecientes de DOX, desde 0,01 uM hasta

1 uM. Dicha quimioresistencia se comprobd a través de ensayos de viabilidad MTT Cyquant y Western-Blot de las
proteinas ABCBT1y ABCB6. A continuacion, se analizaron los niveles de ATP, NAD+/NADH, apoptosis mediante kit

de anexina y producciéon de ROS por fluorescencia y Mito Tracker Green y Mitosox Red. Para el objetivo 2, median-
te tecnologia CRISPR/Cas9 se modificaron genéticamente las células MCF-7, inhibiendo y sobreexpresando el gen
ABCB]I. Se analizaron los mismos parametros que en el objetivo 1. Los resultados muestran, en primer lugar, que
se ha establecido de forma correcta una linea celular de MCF-7 resistente a DOX, ya que presentan una mayor tasa
de viabilidad y proliferacion ante la presencia de DOX que aquellas células no resistentes y una mayor expresion de
las proteinas ABCB1y ABCBG6. En segundo lugar, hemos demostrado que el tratamiento con melatonina revierte

la resistencia a la doxorrubicina haciendo que las células sean mas sensibles a este tratamiento. Ademas, hemos
comprobado que este efecto de la melatonina es dependiente de la expresion de los transportadores ABCBI1. En
conclusiéon, podemos decir que el tratamiento con melatonina revierte la resistencia a la DOX en células resistentes
MCF-7 y este efecto estd vinculado a la expresion del transportador ABCBI.
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BIOPSIA LIQUIDA PARA EL ANALISIS DE LAS ALTERACIONES DEL HLA-1 EN PACIEN-
TES CON CANCER: UN PASO MAS CERCA DE LA MEDICINA PERSONALIZADA

Alba Navarro-Océn, Laura Cabo-Zabala, Berit Brinkman, J.Alberto Lopez-Sanchez, Francisco Pereaq,
Modnica Bernal, Martin Kerick, Annette Paschen, Federico Garrido, Francisco Ruiz-Cabello, Natalia Apt-
siauri

RESUMEN: Las células cancerigenas desarrollan mecanismos que les permiten escapar del sistema inmunolégico,
reduciendo asi la tasa de éxito de tratamientos contra el cancer tan prometedores como la inmunoterapia. Uno de
los mecanismos mas frecuentes asociados a la resistencia a inmunoterapia es la pérdida de la expresion del comple-
jo de Antigenos Leucocitarios Humanos de clase | (HLA-1). Cuando la expresion del HLA-| se ve alterada en las células
cancerigenas, éstas dejan de ser reconocidas y eliminadas por los linfocitos T. Asi, resulta crucial analizar la expresiéon
tumoral del HLA-I en los pacientes para predecir su respuesta a la inmunoterapia y seleccionar el tratamiento mas
eficiente de forma personalizada. Por tanto, proponemos como método de estudio del HLA-I tumoral el anélisis del
complejo a partir de exosomas derivados de tumor (TDEs) y DNA libre circulante (cfDNA) procedentes de pacientes
con cancer. Para ello, fue necesario comprobar si las alteraciones genéticas del HLA-I de las células cancerigenas po-
dian ser detectadas en los TDEs procedentes de las mismas y determinar si los TDEs y el cfDNA podian ser emplea-
dos para identificar cambios en la expresion del HLA-I tumoral durante la progresion de la enfermedad. Con este
fin, aislamos TDEs, cfDNA y DNA gendmico de diferentes lineas celulares de cancer de colén y melanoma. Como
modelo de estudio de la progresion metastasica, purificamos TDEs, cfDNA y DNA gendmico de tres lineas celulares
establecidas a partir de una metastasis estadio Ill y dos lesiones consecutivas de estadio IV de un mismo paciente
con melanoma, asi como de dos muestras de suero humano representativas de la primera y la tercera lesion me-
tastdsicas. Se estudiaron los niveles de expresion en superficie del HLA-I en los TDEs, mediante citometria de flujoy
Western blot. El genotipado del HLA-I, la secuenciaciéon de la cadena ligera del complejo B2 microglobulina (B2M) y
el andlisis de pérdida de heterocigosidad (LOH) en el HLA-I, se llevé a cabo a partir del cfDNA. Como resultado, se
identificaron las mismas alteraciones genéticas de los alelos del HLA-1y la B2M en los TDEs y en sus lineas celulares
de origen. Fue posible detectar la LOH en el cromosoma 15 (B2M) y en el cromosoma 6 (alelos del HLA-I) a partir

de cfDNA, coincidiendo los datos con exactitud con los procedentes de DNA gendmico de las células tumorales de
origen. Usando cfDNA procedente de las muestras de suero del paciente modelo, el patrén de LOH concordaba con
el que presentaba el DNA gendmico de las lineas celulares aisladas en el mismo momento que fueron obtenidas
dichas muestras. Por tanto, a pesar de que los resultados preliminares deben ser confirmados en una cohorte de
pacientes mas amplia y de que este estudio del HLA-I tumoral debe ser optimizado, este método posee el potencial
para caracterizar las alteraciones tumorales del HLA-I y monitorizar los cambios en la expresién de este complejo
durante la progresion metastasica de forma precisa y no invasiva. Consiste en una herramienta Util para lograr una
selecciéon individualizada del tratamiento, acercandonos un paso Mmas a una medicina personalizada que aumente
la tasa de supervivencia de los pacientes con cancer.
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PROYECTO NEMESIS: HACIA UNA INSTALACION INNOVADORA PARA LA TERAPIA
DEL CANCER MEDIANTE CAPTURA DE NEUTRONES Y PRODUCCION DE RADIOI-
SOTOPOS PARA MEDICINA NUCLEAR

I. Porras, J. Expdsito-Herndndez, J.M. Llamas-Elvira, J.L. Osorio-Ceballos, O. Lindn, A.Ramirez-Navarro,
A.Rodriguez-Fernandez, F. Arias de Saavedra, M.C. Ruiz-Ruiz, M.J. Ruiz-Magana, M.P. Sabariego, M.
Pedrosa-Rivera, P. Torres-Sdnchez, F. Garcia-Infantes, P. Alvarez-Rodriguez, M. Porras-Quesada, I. To-
rres-Torres, E. Lépez-Melero, A. Verdera, J. Praena

RESUMEN: La Terapia mediante captura de neutrones por boro (BNCT) es una modalidad experimental de radio-
terapia muy prometedora para los canceres de mal prondstico. Se basa en la accién combinada de dos agentes
gue no son téxicos por si mismos. En primer lugar, se le suministra al paciente un aminoacido borado (BPA) que en
diversos tumores se ha mostrado ser captado selectivamente por las células tumorales, alrededor de 3.5 veces la
captacion en los tejidos sanos. A continuacion, la region del tumor es irradiada con un campo amplio de neutrones
de baja energia que depositan una muy baja dosis en los tejidos a excepcion de las células donde se encuentra al
boro, sobre las que induce una reaccién con emision de una particula alfa, de alta energia y elevada efectividad bio-
l6gica pero muy corto alcance (menor que el didmetro celular). Por tanto, es una estrategia de especial interés para
tumores dispersos en érganos criticos [1]. Los ensayos clinicos en pacientes con Glioblastoma Multiforme o cdnceres
de cabezay cuello muestran una mejora significativa respecto a las terapias actuales [2]. La principal limitacién
para la expansion de esta terapia ha sido la escasez de fuentes de neutrones adecuadas. Hasta el momento se han
realizado todos los ensayos clinicos en los escasos reactores de investigacion nuclear, que estan lejos de los hospita-
lesy producen un amplio espectro de neutrones que incluye neutrones de alta energia que no son deseables para
la terapia. Sin embargo, la tecnologia actual permite la produccién de haces de neutrones de baja energia a partir
de aceleradores que se pueden colocar en hospitales y muchas instalaciones de BNCT intrahospitalarias estan en
proyecto en diferentes paises [3], La Universidad de Granada y el Hospital Universitario Virgen de las Nieves han
puesto en marcha el proyecto NEMESIS [4], que se basa en un disefo del grupo de Fisica Atdmica, Molecular y Nu-
clear de un perfilador de haz de neutrones que, acoplado a un acelerador electrostatico compacto existente en el
mercado, produce un espectro de neutrones éptimo para BNCT, mejorando todos los disefos publicados anterior-
mente [5]. En este trabajo mostraremos un ejemplo de las posibilidades de esta instalaciéon mediante una simula-
cién de un tratamiento BNCT sobre un paciente real aquejado de un GBM, mostrando la capacidad de impartir una
dosis terapéutica sobre todo el volumen clinico del tumor en una Unica sesiéon sin que los érganos de riesgo superen
la dosis maxima tolerable, con un margen importante de seguridad. Por otra parte, en el proyecto NEMESIS y como
novedad a nivel mundial se ha explorado la posibilidad de producir con la misma instalacion para BNCT, diferentes
radioisétopos para Medicina Nuclear, tanto los de uso comun como los denominados emergentes como el 177Lu,
empleado en la terapia de tumores neuroendocrinos; asi como otros de vida ultra corta como el 11C, que ofrece
grandes posibilidades de diagndstico para PET, y actualmente no disponible dada su corta vida (20 minutos), lo que
requiere su produccion in-situ.

[1] RF Barth, Z Zhang and T Liu, Cancer Commun. 38: 36 (2018). https://dx.doi.org/10.1186s40880-018-0280-5 [2] NU-
PPEC (Eur. Comm.), http://Mmww.nupecc.org/pub/npmed2014.pdf [3] A.J. Kreiner et al, Rep Pract Oncol Radiother. 21:
95 (2016) https://dx.doi.org/10.1016/j.rpor.2014.11.004 [4] | Porras, J Praena, F Arias de Saavedra, M.Pedrosa-Rivera, P.To-
rres-Sanchez et al.,, Appl Radiat Isot. 165:109247 (2020) http://dx.doi.org/10.1016/j.apradiso.2020.109247 [5] P Torres-San-
chez, | Porras, N Ramos-Chernenko, F Arias de Saavedra and J Praena, Sci Rep. 11:7576
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INFLUENCIA DE LA INHIBICION DE PARP1 EN EL PROCESO DE MIGRACION CELU-
LAR Y EN LA RESPUESTA A RADIOTERAPIA EN CANCER DE PANCREAS

Francisco Quifionero, Alba Ortigosa, Cristina Luque, Kevin Doello, Cristina Jiménez-Luna, Raul Ortiz

RESUMEN: E| adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC) es uno de los tumores con menor tasa de supervivencia
(menor al 10% a los 5 anos) y con menor capacidad de diagndstico temprano en la actualidad, siendo su reseccion
tumoral y el uso de radioterapia complicados debido a la alta extensiéon del tumor (infiltrado o metastasico) cuando
es diagnosticado. El agente citotdxico Gemcitabina, un taxol encapsulado en forma de nanoparticula (nab-Pacli-
taxel) y el FOLFIRINOX (una combinaciéon de varios farmacos) son los tratamientos empleados en pacientes me-
tastasicos, siendo este Ultimo el mas tdxico y efectivo. Por otra parte, la familia enzimatica PARP juega un papel
trascendental en el proceso de resistencia a farmacos en cancer en general y el PDAC en particular, dada su gran
importancia en el proceso de reparacion de dafnos en el DNA. De hecho, la inhibiciéon de su miembro principal,
PARPI1, sensibiliza a distintos tipos de cancer frente agentes quimioterapéuticos. El objetivo de este trabajo es em-
plear inhibidores de PARP1 junto a radioterapia in vitro para determinar la modulacion que esta asociacion puede
inducir en la sensibilidad de lineas celulares de PDAC frente a la quimioterapia, ademas de comprobar el efecto que
posee esta inhibicion en el proceso de migracion celular in vitro. Para ello se empled la linea celular Panc02 (P2) y
una derivada de esta que poseia la expresion de PARP1 inhibida de forma estable, generada mediante transduccion
con lentivirus (Panc02-L, P2L). Las células fueron cultivadas en medio DMEM suplementado e incubadas a 37°Cy
5% CO2 y tratadas con un inhibidor de PARPT1 (Olaparib), en una concentraciéon inhibitoria celular del 25% (IC25) y del
50% (IC50). Mediante RT-gPCR y Western Blot se valord la expresion genética y de proteina de PARPI. Los experi-
mentos de citotoxicidad fueron valorados mediante Sulforrodamina B. Para analizar la migracion, las células fueron
sembradasy el siguiente dia se elimind el suero del medio impidiendo el crecimiento mediante proliferacion. Pos-
teriormente, se realizd una raya en el centro del pocillo y su capacidad migratoria fue estudiada durante las 72 horas
posteriores. Los resultados obtenidos muestran que (1) el tratamiento de presensibilizacion empleando Olaparib
disminuye la expresion de PARPT en un 14% (IC25) y un 72% (IC50). Ademas, (2) esta presensibilizacion disminuye la
proliferacion y la resistencia al farmaco Gemcitabina en ambas lineas celulares, reduciendo la IC50 de ambas en un
50-60%, mientras que la irradiaciéon provoca una disminucion menor (35% en la linea P2 y no mostrando diferencias
significativas en P2L). Unido a esto, (3) las células tratadas con sensibilizacidn previa e irradiacién producen las ma-
yores inhibiciones frente al control, demostrando que la combinacién de ambos tratamientos potencia la inhibicién
de la proliferacion tumoral. Por otro lado, (4) el pretratamiento de sensibilizacidon con Olaparib y el uso del farmaco
durante el proceso migratorio disminuyen la capacidad de invasion de las células en ambas lineas celulares, sien-
do este fendmeno mas relevante en la linea basal. Se concluye que (1) la combinacién de un inhibidor de PARP1

y la radioterapia potencia el efecto antitumoral en células en cultivo de PDAC, pudiendo ser su uso como pretrata-
miento Util para conseguir una reduccion en la masa tumoral mas efectiva y (2) la inhibicion de PARP1 disminuye

la capacidad migratoria de las células, siendo estas menos invasivas y pudiendo ser una terapia eficaz para evitar la
metastasis en pacientes que posean el tumor localizado.
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EVALUACION DEL EFECTO ANTITUMORAL DE LA TIGECICLINA EN UN MODELO
EXPERIMENTAL DE CANCER COLORRECTAL ASOCIADO A COLITIS: IMPACTO EN LA
COMPOSICION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

Antonio Jesus Ruiz Malagodn, Laura Hidalgo Garcia, Maria Jesus Rodriguez Sojo, Jose Alberto Molina
Tijeras, Patricia Diez Echave, Teresa Vezza, José Garrido Mesa, Maria Elena Rodriguez Cabezas, Alba
Rodriguez Nogales, Juan Antonio Marchal, Julio Galvez

RESUMEN: E| cancer colorrectal (CCR) es uno de los canceres con mayor incidencia y mortalidad, siendo el segundo
mas frecuente en mujeres y el tercero en varones. Esta enfermedad se asocia con la activaciéon de oncogenesy la in-
activacion de genes supresores de tumores, originando un crecimiento celular descontrolado y evasion de la apop-
tosis, caracteristicas principales de las células tumorales. Se ha observado que la inflamacién crénica que caracteriza
a la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) puede contribuir al inicio y desarrollo del CCR, favoreciendo la aparicion
de estas mutaciones. Ademas, tanto la Ell como el CCR se asocian con una alteraciéon en la composicion y/o funcién
de la microbiota intestinal o disbiosis. Este estudio evalUa el efecto antitumoral de la tigeciclina, una tetraciclina de
tercera generacion con propiedades inmunomoduladoras, in vitro, en la linea celular de cancer de colon HCT-116, e in
Vivo, en un modelo experimental de CCR asociado a colitis (CAC), valorando los cambios en la microbiota y utilizando
el 5-fluorouracilo (5FU) como control positivo. En los estudios in vitro se analizé el efecto antiproliferativo de los tra-
tamientos mediante los ensayos de MTT y clonogénico, evaluando el impacto de estos en la via de sefalizacion Wn-
t/pB-catenina candnica. Ademas, se hizo un ensayo de TUNEL y citometria de flujo (FACS) de los marcadores anexi-
naV/yoduro de propidio para la evaluacion de la apoptosis. Los niveles de marcadores involucrados en el proceso de
proliferacion, apoptosis y de generaciéon de células madre tumorales (CMT) fueron determinados mediante RT-gPCR
y western blot (WB). El ensayo in vivo de CAC consistié en la administraciéon a ratones hembra C57BI/6] de azoxime-
tano (10 mg/kg, i.p.) seguida de tres ciclos de sulfato de dextrano sédico (DSS) (2% p/v) en agua de bebida durante

5 dias, con dos semanas de reposo entre cada ciclo. Dos grupos de ratones (n=10) fueron tratados con tigeciclina

(25 6 50 mg/kg) y un tercero, con 5FU (15 mg/kg cada 3 dias), durante las ultimas 7 semanas del ensayo. El indice de
actividad de la enfermedad (DAI) fue evaluado peridédicamente y el dia previo al final del ensayo se hizo una colonos-
copia para evaluar el dafno tumoral. Ademas, las muestras de colon se analizaron por expresion géenica, WB y FACS.
Por dltimo, en los contenidos intestinales se analizd la composicidn microbiana (secuenciacion con lllumina MiSeq).
Los resultados revelaron que la tigeciclina ejercié un efecto antiproliferativo in vitro, con disminucion significativa

y dosis-dependiente del nUmero de colonias en el ensayo clonogénico y de la actividad mitocondrial evaluada en

el ensayo MTT. Este efecto antiproliferativo se asocié con una reduccion de la actividad de la via de senalizacion
Wnt/B-catenina candnica, incrementando la B-catenina fosforilada y reduciendo la B-catenina nuclear, y los genes
de esta via involucrados en la proliferacion celular. La tigeciclina y el 5FU favorecieron la apoptosis al incrementar

los niveles de células Anexina V positivas, hecho que fue confirmado con el ensayo de TUNEL. In vivo, la tigeciclina
redujo la inflamacién asociada al proceso tumoral, con reduccién del DAL, asi como de la expresion de citoquinas
pro-inflamatorias y de los niveles de macrdfagos asociados al tumor (TAM). Ademas, la tigeciclina y el 5FU redujeron
el nimero y el tamano de los tumores. Se observd una reduccion de los niveles de células madre tumorales (CD44+/
LGR5+/CD133+/CD326+) y de la expresién de marcadores implicados en el proceso tumoral como Ccndly Angpt2.
Por Ultimo, la tigeciclina (50 mg/kg) consiguio restaurar la microbiota alterada en el proceso tumoral, recuperando
la biodiversidad microbiana. En conclusion, la tigeciclina ejerce un efecto anti-proliferativo y pro-apoptético in vitro
e in vivo que, junto con su accidén inmunomoduladora y su efecto sobre la modulacién de la microbiota intestinal,
hace que pueda ser considerada un candidato antitumoral para el tratamiento del CCR.
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CARACTERIZACION DEL PATRON DE GLICOSACION EN LA PROTEINA DE FUSION
FC TERAPEUTICA ZIV-AFLIBERCEPT MEDIANTE ANALISIS DEL MAPA PEPTIDO OB-
TENIDO POR LC-MS/MS(ORBITRAP)

Julio Ruiz-Travé (1,2), Raquel Pérez-Robles (1,2,3), Jesus Hermosilla (1,2), Antonio Salmeron-Garcia (2,4),
Jose Cabeza (2,4), Natalia Navas (1,2)

1. Department of Analytical Chemistry, Science Faculty, University of Granada, Granada, Spain. 2. Instituto de Inves-
tigacion Biosanitaria de Granada (ibs.GRANADA), Granada, Spain. 3. Fundacion para la Investigacion Biosanitaria
de Andalucia Oriental-Alejandro Otero, Granada, Spain. 4. Department of Clinical Pharmacy, San Cecilio University
Hospital, Granada, Spain.

RESUMEN: Las proteinas de fusidon-Fc, que son el principio activo de medicamentos biotecnolégicos, se caracteri-
zan por presentar una alta eficacia y especificidad por su diana terapéutica sin generar elevado numero de efectos
adversos. En consecuencia, son el tratamiento ideal para enfermedades crénicas como el cancer y distintos trastor-
nos autoinmunes. Estas se fabrican a partir de técnicas de ingenieria genética, mediante las cuales se concatenan
diferentes secuencias parentales de distintas proteinas para generar una proteina de mayor complejidad. Estas
construcciones, generalmente presentan el dominio Fc de una inmunoglobulina IgGl humana para beneficiarse
del aumento de vida media en sangre, a la que se le unen distintas moléculas como citoquinas, péptidos u hormo-
nas entre otros, aportando nuevas propiedades bioldgicas. Desde un punto de vista estructural, estas proteinas de
fusion-Fc presentan una alta complejidad y un gran tamario (115 kDa aprox); ademas, presentan ciertas modifica-
ciones postraduccionales (PTM, por sus siglas en inglés) de diferente indole (oxidaciones, desamidaciones, isome-
rizaciones, glicosilaciones, etc). Los N-glicanos, en particular, tienen un efecto muy importante en el plegamiento,
conformacién, localizacion y actividad de la proteina; influyendo de esta forma en la eficacia, efectividad y seguridad
de los medicamentos biotecnoldgicos, considerandose un potente atributo critico de la calidad (CQA, por sus siglas
eninglés) (1,2). Ademas, estas PTMs generan cierta heterogeneidad estructural en los principios activos, que ha de
considerarse tanto entre distintos lotes como dentro de un mismo lote. Como consecuencia, se estan desarrollan-
do métodos analiticos multi-atributo (MAM, por sus siglas en inglés), con los que se pretenden analizar una amplia
bateria de CQAs por medio de uno o pocos ensayos. De entre todos los MAM existentes, cabe destacar el mapeo
peptidico o “peptide mapping”, donde a partir de un digerido peptidico analizado por espectrometria de masas de
alta resolucidon y masa exacta, se genera una informacion sitio-especifica de la secuencia primaria de la proteina en
estudio, permitiendo la identificacion y cuantificacion de PTMs con alta fiabilidad (3). En este trabajo se ha emplea-
do un MAM basado en el andlisis del mapa peptidico de aflibercept (Zaltrap®, 25 mg/mL) obtenido tras su diges-
tion enzimatica. Los glicopéptidos generados son separados por cromatografia liquida en fase reversa acoplada a
espectrometria de masas de alta resolucion y masa exacta (RP/UHPLC-(Orbitrap)MS/MS), para el estudio del perfil
de N-glicanos. Se conoce que esta proteina de fusion es muy compleja estructuralmente debido principalmente a
su elevada glicosilacion (15% del peso molecular), lo cual ha impedido hasta el momento su analisis intacto median-
te espectrometria de masas (4). El analisis mediante la estrategia propuesta, permite determinar y caracterizar dicho
patréon de N-glicanos presentes en la proteina, el cual, confirman los resultados obtenidos, es muy complejo por su
gran variedad.

[1] Higel, F. et al. N-glycosylation heterogeneity and the influence on structure, function and pharmacoki-

netics of monoclonal antibodies and Fc fusion proteins. Eur. J. Pharm. Biopharm. 100, 94-100 (2016) doi: 10.1016/].
ejpb.2016.01.005. [2] Higel, F. et al. N-glycans of complex glycosylated biopharmaceuticals and their impact on pro-
tein clearance. Eur. J. Pharm. Biopharm. 139, 123-131 (2019) doi: 10.1016/j.ejpb.2019.03.018. [3] Rogstad, S. et al. Multi-At-
tribute Method for Quality Control of Therapeutic Proteins. Anal. Chem. (2019) doi:10.1021/acs.analchem.9b03808. [4]
Pérez-Robles, R, Cuadros-Rodriguez, L., Salmerén-Garcia, A., Cabeza-Barrera, J. &amp; Navas, N. Intact charge variant
analysis of ziv-aflibercept by cationic exchange liquid chromatography as a proof of concept: Comparison between
volatile and non-volatile salts in the mobile phase. J. Pharm. Biomed. Anal. 185, (2020) doi: 10.1016/j.jpba.2020.113233.
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RESISTENCIA CRUZADA A LOS TRATAMIENTOS DE SEGUNDA LIiNEA APALUTAMIDA
Y DOCETAXEL EN MODELOS CELULARES DE CANCER DE PROSTATA RESISTENTE A
LA CASTRACION

Iris Simon, Pablo Lupianez, Sonia Perales, Maria J. Serrano, Pedro J. Real.

RESUMEN: E| cancer de prostata (CaP) es el tipo de tumor mas frecuente en varones no fumadores a nivel mundial
y ocupa el tercer lugar como causa de muerte por cancer en varones, por detras sélo del cancer de pulmon y colon.
El tratamiento de eleccion para el CaP es la terapia de deprivacion androgénica (ADT). Aunque el ADT es inicialmen-
te efectivo, los pacientes comuUnmente desarrollan lo que se denomina Cancer de Préstata Resistente a la Castra-
cion (CRPC). Dado que los androgenos estimulan el crecimiento de las células cancerosas de prostata mediante la
union al receptor de andrégenos (AR), los pacientes con CRPC son comuUnmente tratados como primera linea de
actuacion con farmacos bloqueadores del AR como Abiraterona (AA) y Enzalutamida (Enz). Sin embargo, también
se generan mecanismos de resistencia contra estos tratamientos. Por ello, se usan farmacos de segunda linea con
mecanismos de accidn diferentes como el antiandrogénico Apalutamida o el antineopldsico taxoide Docetaxel. El
objetivo de este trabajo es evaluar si el CRPC también podria originar resistencia cruzada a los tratamientos de se-
gunda linea. Ya que un enfoque adecuado de los tratamientos para el CaP es fundamental para evitar la progresion
de la enfermedad. Para comprobar esta hipdtesis, en el laboratorio generamos modelos celulares de CaP resisten-
tes a ADT de manera exclusiva, 0 en combinacion con AA y/o Enz (modelos concomitantes). Primero, las diferen-
tes lineas celulares resistentes se trataron durante 5 dias con los farmacos de segunda linea (Apa o Docetaxel). En
estas lineas, se realizaron andlisis funcionales y genéticos para cada tratamiento mediante ensayos de proliferacién
celular en tiempo real, ciclo celular, expresion de mMRNA (AR y sus variantes, genes de pluripotencia y EMT), asi como
ensayos de migracion e invasion celular. Notablemente, observamos una disminucion de la sensibilidad al antian-
drogeno Apa en la mayoria de las lineas celulares resistentes en comparacién con las lineas control. Esta resistencia
cruzada se ve reflejada en tasas de proliferacion y perfiles de ciclo celular normales en presencia de Apa, espe-
cialmente en lineas celulares resistentes a ADT donde este este efecto se vio intensificado. En el caso del farmaco
Docetaxel, sorprendentemente las lineas resistentes a ADT desarrollaron una resistencia cruzada. Sin embargo, los
modelos concomitantes conservan su sensibilidad a este tratamiento. Nuestros resultados preliminares tienen una
gran relevancia clinica ya que sugieren que el enfoque actual para el tratamiento de CRPC podria cuestionarse. Sin
embargo, aun se necesitan estudios mas profundos para dilucidar los mecanismos involucrados en la adquisicion
de resistencia.
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EVALUACION DE LA FUNCIONALIDAD DE NIVOLUMAB MEDIANTE SU UNION A SU
DIANA TERAPEUTICA (PD-1) TRAS SU EXPOSICION A ESTRES AMBIENTAL POR TEM-
PERATURAY LUZ

Anabel Torrente-Lépez, Jesus Hermosilla, Adolfina Ruiz-Martinez, José Cabeza, Antonio Salmerdén-Gar-
cia, Natalia Navas

RESUMEN: Los anticuerpos monoclonales (mAbs) terapéuticos son utilizados principalmente en ambito hospitala-
rio. Estos medicamentos de origen proteico se degradan facilmente y su manipulacién rutinaria hospitalaria puede
comprometer su estabilidad, produciéndose cambios estructurales que pueden pasar inadvertidos y afectar a su
seguridad y eficacia. En este contexto se enmarca la importancia de estudiar la estabilidad en condiciones de uso
hospitalario de mAbs innovadores inhibidores de puntos de control inmunitario -como nivolumab- en aspectos
relacionados con su manejo en la practica clinica diaria. La caracterizacion funcional y evaluaciéon de la actividad
bioldgica de los mAbs terapéuticos es una parte fundamental de los estudios de estabilidad [1]. La técnica ELISA es
una técnica de inmunoensayo idénea para evaluar la funcionalidad de estos mAbs a través de la unién del propio
anticuerpo especifico a su diana terapéutica. Ademas, la realizacién de estudios de degradacién forzada (estreses)
ofrece la oportunidad de conocer en profundidad la forma en la que la manipulacién inherente a la practica clinica
diaria puede comprometer la eficacia de los mAbs por perdida o disminucién de su accién terapéutica, es decir, por
pérdida o disminucién de la capacidad de unidén al antigeno para el cual el mAb fue diseflado. Nivolumab (Opdi-
vo®, 10 mg/mL) es un mAb humano de inmunoglobulina G4 (IgG4) que se une al receptor de muerte programada
1(PD-1) y bloguea su interaccion con los ligandos PD-L1y PD-L2. Por su mecanismo de accion, se utiliza en el trata-
miento de diferentes tipos de céncer, tales como el melanoma, cancer de pulmdén no microcitico (CPNM), linfoma
de Hodgkin clasico (LHc), entre otros [2]. En este trabajo se presenta el impacto que ejerce la temperatura (calor) y
la luz visible sobre la funcionalidad de nivolumab (Opdivo®). El estrés por temperatura se llevé a cabo en un Eppen-
dorf ThermoMixer® C (40°C, 1h). El estrés luminico se realizé en una cdmara de estrés acelerado que simula la luz
solar (250 W/m2, 24h, 25°C). Para evaluar la funcionalidad de nivolumab -mediante su unién especifica a PD-1-, se
desarrolld, optimizd y validd un nuevo método ELISA indirecto y no competitivo, y se establecié el modelo de calibra-
cién para poder abordar el estudio de la actividad bioldgica remanente en las muestras estresadas del medicamen-
to Opdivo® (nivolumab). Los resultados mostraron que el estrés por temperatura no afecta significativamente a la
unién de nivolumalb con su diana terapéutica, estimandose una actividad bioldgica remanente alrededor del 94%.
En cambio, el estrés luminico provocd una gran disminucion de la funcionalidad de nivolumab, dando un promedio
de actividad bioldgica remanente alrededor del 60%. Se puede concluir que la exposicion del medicamento Op-
divo® (nivolumab 10 mg/mL) a una temperatura de 40°C durante 1 hora no afecta a la funcionalidad de nivolumab,
mientras que la exposicion a la luz solar puede comprometer la eficacia de dicho medicamento, llegando a perderse
alrededor de la mitad de su actividad biolégica tras 1 hora de exposiciéon a las condiciones estresantes seleccionadas.

[1] International Conference on Harmonisation (ICH) guidelines ICH Q 5 C. Quality of Biotechnological Products: Sta-
bility Testing of Biotechnological/Biological Products, 1996. [2] European Medicines Agency. Nivolumab: Summary of
Product Characteristics. https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/opdivo-epar-product-infor-
mation_en.pdf
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SOBREEXPRESION DE LA ONCOPROTEINA IMP3 EN NEOPLASIAS COMO BIOMAR-
CADOR DE MAL PRONOSTICO

Martin-Morales N., Ramirez C., Ramirez-Moreno E., Caba-Molina M., Padial Molina M., Tovar I., Davis J
G., Padial Molina M., Tovar I., Ruiz de Almodovar J., Galindo Moreno P., Oliver FJ., O&#039;valle F.,

RESUMEN: La sobreexpresion de la proteina 3 de unidn al ARN mensajero (ARNm) del factor de crecimiento simi-
lar a la insulina (IMP3) juega un papel clave en la transmision y estabilizacion del ARNm, el crecimiento celulary la
migracion durante la embriogénesis. El aumento de la expresion de IMP3 se asocia con un comportamiento agre-
sivo de diferentes tipos de tumores, un estadio clinico avanzado, metdastasis a distancia y una supervivencia general
mas corta. IMP3 es un predictor de la recurrencia de tumores y metastasis en algunos tipos de melanoma humano,
pero no en otras lesiones cutaneas benignas, lo que ha planteado la posibilidad de utilizarlo como biomarcador
predictivo y prondstico. Nuestro grupo ha explorado su relaciéon con la biopsia del ganglio linfatico centinela. El
ojetivo del presente trabajo es evaluar la expresion inmunohistoquimica de IMP3 y otras moléculas relacionadas
con el prondstico tumoral en una serie retrospectiva de 120 muestras histoldgicas de pacientes diagnosticados de
melanoma cutaneo maligno entre 2012 y 2018. Todos los pacientes habian tenido una biopsia de ganglio centinela
(BSGC) realizada en el Hospital Universitario Clinico San Cecilio. A nivel experimental, probamos el efecto del trata-
miento con radioterapia (RT) y células estromales mesenquimales (MSCs), analizando la capacidad tumorogénica

y metastatizante en un modelo de xenoinjerto de melanoma de ratén. Para ello se inocularon lineas celulares de
melanoma humano A375y G361 en ratones gamma NOD / SCID (n = 64). Se establecieron los siguientes grupos:
control, tratados con MSC, tratados con MSC mas RT y tratados con RT. Evaluamos la expresion inmunohistoqui-
mica de IMP3, E-cadherina, N-cadherina, PARPT, HIF-1a. y el marcador de proliferacion Ki-67. En los resultados
observamos una diferencia significativa con respecto al porcentaje de células que expresan IMP3 (29,73 + 3,81 para
SLNB negativo frente a 44,86 + 591 para SLNB positivo, p = 0,020). Nuestro criterio de valoracién calculado segun la
curva ROC del 35% fue significativo con p = 0,007. Los indices H (P =.013) y AR (P = .016), creados por el porcentaje de
células tumorales positivas y la intensidad de la expresion de IMP3, también fueron estadisticamente significativos.
A nivel experimental, la mayoria de las caracteristicas morfolégicas e inmunohistoquimicas mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre las dos lineas celulares. La linea celular A375 indujo la formacion de metastasis,
mientras que la linea celular G361 provoco la formacion de tumores pero no metastasis. También encontramos que
la expresion de IMP3 (Figura) estd relacionada con una mayor agresividad tumoral y se correlaciond significativa-
mente con la proliferacion celular (medida por la expresion de Ki-67), el nUmero de metastasis y la expresion reduci-
da de moléculas de adhesion. El tratamiento combinado de RT mas MSC redujo significativamente la expresion de
la proliferacion de Ki-67 y el marcador prondstico IMP3.  En conclusion: encontramos una asociacion significativa
entre la expresion de IMP3 y el estado ganglionar regional definido por la BSGC en los melanomas malignos de
nuestra serie. Y experimentalmente el tratamiento combinado de RT mas MSC reduce la expresion de moléculas
relacionadas con la proliferacion celular de Ki-67 y de marcadores que facilitan el proceso metastasico (E-cadherina)
y pronosticos relacionados (IMP3) en el melanoma xenotrasplantado.
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EL PEZ CEBRA COMO MODELO PARA ESTUDIAR LAS CLAVES DEL ENVEJECIMIEN-
TO DEL MUSCULO ESQUELETICO

Paula Aranda-Martinez, Nicolds Del Cuerpo-Salinas, Germaine Escames, Dario Acufia-Castroviejo

RESUMEN: E| envejecimiento es un importante factor de riesgo para muchas enfermedades, incluso siendo el mas
importante para algunas de ellas. Gracias a los avances biomédicos, la edad media de la poblacién ha aumentado

a lo largo de las ultimas décadas y ahora estamos afrontando un envejecimiento poblacional elevado. Hoy en dia,

la esperanza de vida es igual o superior a 60 anos y se espera que para 2050 haya un aumento de 900 millones con
respecto a 2015. Afortunadamente, la investigacion en este campo estd creciendo y el pez cebra surge como un
modelo éptimo para su estudio. Aunque el proceso intrinseco del envejecimiento no esta claro aun, se conoce que
cursa con una inflamacién crénica debido a la liberacién de una gran cantidad de citoquinas inflamatorias, respon-
sables de la pérdida de masa muscular, lo que se conoce como sarcopenia. Todavia se sabe muy poco sobre la rela-
cion entre la inflamacién y la sarcopenia. La inflamacién intramuscular tiene un papel muy importante en la regula-
cion de las sefales de reparacion, remodelacidén y mantenimiento del musculo. Pero si esta inflamacién se produce
de forma persistente, conduce a la atrofia muscular y disminucién de la capacidad regenerativa. Recientemente se
ha demostrado que durante la atrofia muscular hay una pérdida importante de mitocondrias, asi como cambios
en la morfologia y funcién mitocondrial. También se produce una alteracién de los procesos de dindmica mitocon-
drial, fusion y fisidn, que afectan a muchas vias de sefalizacién. En este estudio queremos esclarecer algunos de
los procesos que tienen lugar durante el envejecimiento en el musculo esquelético del pez cebra. Para ello hemos
utilizado peces cebra de hasta 60 meses de edad y hemos analizado la actividad locomotora, aspectos biométricos,
expresion de genes implicados tanto en la funcién muscular como la dindmica mitocondrial y la organizacién de
las fibras musculares. Finalmente, hemos observado una disminucidn de la actividad locomotora con la edad, tanto
de la distancia recorrida como de la velocidad media y maxima. También existe una disminucion de la miogénesis,
una alteracion en la via de sefializacion Akt/mTOR/p70s6Kk y de los procesos de dindmica mitocondrial. Y por Ultimo,
mediante microscopia encontramos una desorganizacion del musculo esquelético que va avanzando con la edad.
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MACHINE LEARNING EN ESPECTROMETRIA DE MASAS COMO HERRAMIENTA DIAG-
NOSTICA PARA INFECCIONES RESISTENTES

Manuel J. Arroyo, Gema Méndez , Margarita Estreya Zvezdanova, Ana Candela-Gonzalez, Pilar Escri-
bano, David Rodriguez-Temporal Belén Rodriguez-Sanchez, , Eva G. Corral, Marina Oviafo, Younes
Smani, Luis Mancera.

RESUMEN: E| desarrollo constante de las resistencias a antimicrobianos (RAM) esta catalogado por la OMS como
una de las 10 amenazas para la salud publica y para el desarrollo econdmico mundial. Ademas del costo que supo-
nen para la economia por incrementar los tiempos de ingreso o el uso de medicamentos mas caros, son factores
gue aumentan de forma directa el indice de mortalidad y morbilidad en pacientes con estas infecciones. Estos
microorganismos presentan un desafio para los hospitales, donde el tiempo en el diagndstico e identificacion de
infecciones nosocomiales resistentes es un factor determinante para el prondstico del paciente. Frente a los méto-
dos convencionales de identificacion y clasificaciéon de microorganismos, la espectrometria de masas MALDI-TOF
se ha convertido en un método de referencia en la rutina de muchos laboratorios de microbiologia clinica de todo el
mundo por su facilidad, especificidad y su relacién costo-eficacia. La posibilidad de analizar directamente pruebas
clinicas, junto con la aplicacion de una metodologia basada en Machine Learning, esta permitiendo el desarrollo de
maodulos informaticos predictivos que identifican y clasifican mecanismos de resistencia. Los datos obtenidos en
forma de espectros a partir del espectrémetro de masas son pre-procesados por sistemas informaticos desarrolla-
dos con el fin de crear matrices de picos. Estas matrices son usadas como datos de entrada de algoritmos de apren-
dizaje automatico para formar bases de prediccion que puedan identificar y clasificar las cepas de microorganis-
mMos resistentes para las que se han programado ayudando al diagnostico de estas infecciones. En esta direccion,
grupos de investigacion a nivel nacional de diversos departamentos de microbiologia como el del Complejo Hospi-
talario A Corufa, o el Hospital Gregorio Marafndén han venido colaborando junto a Clover Biosoft, para la clasificacion
de bacterias productoras de carbapenemasas, la identificacion de mecanismos de resistencia de K. Pneumoniae,
deteccidon de brotes de Pseudomonas aeruginosa, clasificacion de cepas del género Clostridium, identificaciéon de
hongos resistentes del género Aspergillus o Cryptococcus, responsables de infecciones oportunistas, o la clasifica-
cion de cepas de E. Coli susceptibles a desarrollar resistencias, esta Ultima, en colaboracion con el Hospital Universi-
tario Virgen del Rocio de Sevilla.
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EL EPIGENOMA DEL LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO: SUBTIPOS MOLECULARES,
PERFILES DE AUTO-ANTICUERPOS E INFLUENCIAS GENETICAS

Olivia Castellini-Pérez, Guillermo Barturen, Manuel Martinez-Bueno, Elena Carnero-Montoro, Marta E.
Alarcon-Riquelme

RESUMEN: E| Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune sistémica prototipica caracte-
rizada por una etiologia compleja y una sintomatologia altamente heterogénea. Las alteraciones epigenéticas,

por otro lado, se conocen por ser mediadoras de factores ambientales y genéticos y por su impacto en programas
transcripcionales. El objetivo de este trabajo es incrementar el conocimiento de las alteraciones epigenéticas en
LES, mediante el estudio de su asociacién con subtipos moleculares, con perfiles serolégicos y genéticos, con la
transcripcion y con la produccién de citoquinas. Para ello, se usan datos generados en el proyecto PRECISEADs.

Los datos de metilacion del ADN se obtuvieron con illumina HumanMethylation EPIC BeadChip y se combinaron
con datos genéticos y RNAseq basados en 207 pacientes de LES y 235 controles sanos, procedentes de PRECISEADs.
Realizamos estudios de asociacién de todo el genoma en analisis estratificados, que interrogan la influencia en las
asociaciones epigenéticas de la presencia de auto-anticuerpos y de perfiles moleculares. A continuacion, realiza-
mos analisis de loci de rasgos cuantitativos (meQTL) de la metilaciéon, asociaciones epigéneticas con la expresion
de citoquinas y correlaciones de expresion con la metilacion. Con este estudio observamos que existe metilacion
diferencial en 1198 CpGs a lo largo de todo el genoma, asociados a los diferentes subtipos de LES y a los perfiles de
auto-anticuerpos. Ademas, se obtienen loci genéticos novedosos y asociados con LES que podrian ejercer un riesgo
a través de los cambios de la metilacion del ADN. Por otro lado, se obtienen meQTLs novedosos que regulan los
CpGs especificos asociados a LES en contextos inmunoldgicos concretos. Este estudio expande la lista de CpGs
asociados con la heterogeneidad de LES y otras vias implicadas en el desarrollo de la enfermedad. Nuestros descu-
brimientos revelan nuevas variantes genéticas de riesgo asociadas a LES con un papel regulatorio. Ademas encon-
tramos meQTLs especificos de la enfermedad, asi como nuevos potenciales biomarcadores moleculares para los
diferentes subtipos de LES y nuevas dianas terapéuticas.
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CARA?TERIZACI(’)N DEL RATON KNOCKOUT PARA BMALI INDUCIBLE Y ESPECIFICO
DE MUSCULO ESQUELETICO (IMS-BMALI-/-) COMO MODELO PARA EL ESTUDIO DE
LA SARCOPENIA

José Ferndndez-Martinez* Yolanda Ramirez-Casas* Germaine Escames, Dario Acuna-Castroviejo.
(*Ambos autores han contribuido de igual manera en este trabajo)

Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Centro de Investigacion Biomédica, Universidad de Granada;
CIBERFes; Ibs.Granada; UGC de Laboratorios Clinicos, Hospital Universitario Clinico San Cecilio, Granada.

RESUMEN: Entre 2015y 2050, la proporcion de la poblacion mundial con mas de 60 afnos de edad pasara de 900 mi-
llones hasta 2000 millones, lo que representa un aumento del 12% al 22%. Esta transicion demografica va acompa-
fada de la aparicién de nuevas enfermedades asociadas al envejecimiento, suponiendo un grave problema sanitario
sin precedentes. En este contexto, la sarcopenia es una enfermedad asociada al envejecimiento que dificulta la ca-
lidad de vida de las personas que la padecen, ya que produce dependencia y fragilidad debido a la pérdida progresi-
va de la masa, fuerza y funcién muscular. Actualmente, no existe ningun tipo de tratamiento frente a la sarcopenia,
siendo el gjercicio fisico y el aumento de la ingesta proteica las Unicas formas de prevenir o retrasar la aparicion
temprana de esta enfermedad. Por este motivo, se hace imprescindible el desarrollo de nuevos modelos experi-
mentales para comprender mejor esta patologia y encontrar nuevas dianas terapéuticas. Aunque los mecanismos
gue conllevan a la sarcopenia no estan completamente definidos, se han reportado algunos procesos involucrados
en esta patologia, como la inflamacién dependiente de la edad, la reduccion de la defensa antioxidante endégena
del organismo, el estrés oxidativo y el dafno mitocondrial. Ademas, cada vez hay mas evidencias que sugieren una
conexion entre la disrupcion del reloj bioldgico, el envejecimiento y la activacion de la inmunidad innata. Particu-
larmente se ha visto que la expresion del gen reloj Bmall, que presenta propiedades antiinflamatorias y mejora la
funcién mitocondrial, esta disminuida en el musculo envejecido. El objetivo de este trabajo es desarrollar un modelo
murino knockout para Bmall inducible y especifico de musculo esquelético (iMS-Bmall-/-) que nos permita estudiar
la relacidén entre cronodisrupcion, inflamacion, disfuncién mitocondrial y pérdida muscular en el envejecimiento.
Nuestros estudios fenotipicos preliminares (SMART, Treadmill, ClockLab, cociente peso musculo gastrocnemio/peso
corporal, indice de fragilidad (Fl)) muestran una caida significativa de la funcion muscular en ratones iMS-Bmall-/-
en comparacion con ratones control, especialmente en machos. Posteriormente, analisis histolégicos y de microsco-
pia electrénica, y estudios moleculares nos indicaran si esos cambios se asocian a la sarcopenia.
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IDENTIFICACION DE LOS MECANISMOS MOLECULARES DETRAS DE LAS ASOCIA-
CIONES GENETICAS EN ESCLEROSIS MULTIPLE

Antonio Alcina, Maria Fedetz, Fuencisla Matesanz

RESUMEN: La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria desmielinizante del sistema nervioso central.
De etiologia desconocida, sabemos que la interaccion entre factores genéticos y ambientales podrian estar en el
origen de la EM. Hasta la fecha se han identificado 200 regiones del genoma donde se localizan polimorfismos aso-
ciados con susceptibilidad a padecer la enfermedad. En los Ultimos afos hemos estudiado las variantes causales
de las asociaciones y caracterizado los efectos funcionales que se asocian a ellas. Hemos descrito polimorfismos que
alteran la expresion de los genes y CYP27B1y CYP24Al, que codifican proteinas implicadas en la activaciéon y degra-
dacioén de la vitamina D. Variantes que afectan la expresion de genes reguladores de la lectura de marcas epigenéti-
cas, como la proteina spl140, o la regulaciéon del crecimiento y diferenciacién de células madre. La mayor parte de las
alteraciones genéticas que hemos analizado tienen una conexién con factores ambientales de riesgo para la enfer-
medad, los que pone de manifiesto la necesidad de abordar interaccién gen-ambiente para determinar el origen de
la EMy las futuras estrategias terapéuticas.
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VIGILANCIA DE INFECCION HUMANA POR VIRUS WEST NILE EN ANDALUCIA: DES-
DE LA CLINICA A LA GENOMICA

Casimiro-Soriguer CS, Perez-Florido J, Fernandez-Rueda JL, Pedrosa-Corral I, Guillot-Sulay V, Lorusso
N, Martinez-Gonzalez LJ, Navarro-Mari IM, Dopazo J, Sanbonmatsu-Gdmez S

RESUMEN: Se presentan los datos de diagndstico de laboratorio obtenidos en el Laboratorio de Referencia del HU
Virgen de las Nieves, de los Ultimos brotes (2020 y 2021) de infecciéon humana por virus West-Nile en Andalucia, asi
como la herramienta https://www.clinbioinfosspa.es/projects/WNV/ disefiada por el Area de Bioinformatica Clinica
de la Fundacion Progreso y Salud, para caracterizacion filogenética de virus circulantes en nuestro medio.
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DERIVADOS DE NAFTALENO DIIMIDA COMO LIGANDOS DE G-QUADRUPLEX QUE
ACTUAN COMO AGENTES ANTIPARASITARIOS

Manuel Pérez-Soto, Pablo Pefalver, Dora Weenink, Steven T. G. Street, Michael P. O'Hagan, M. Carmen
Galan and Juan Carlos Morales.

RESUMEN: Los G-quadruplex o G4 son unas estructuras secundarias que se encuentran en el ADN y ARN y que jue-
gan un papel muy importante en la regulacion de la expresion de genes en células humanas. Estos se han propues-
to como dianas terapéuticas para tratar el cancer [1]. Asimismo, se han encontrado secuencias capaces de formar
G-quadruplex en el genoma de pardsitos como T. brucei, L. major y P. falciparum. Este hecho posibilita su estudio
como potenciales dianas terapéuticas. Los ligandos de G-quadruplex frecuentemente estan formados por una
estructura aromatica heterociclica que es modificada con grupos con carga positiva. Hemos explorado la influencia
gue tienen las cadenas laterales y grupos cargados sobre el conocido ligando de G-quadruplex: naftaleno diimida
(NDI). Nuestro punto de partida es NDI 1, un compuesto de mostré un valor de IC50 de 0,41 uM en Hela [2] y 0,94
UM frente al pardsito Trypanosoma brucei. Entre los nuevos compuestos sintetizados, destacamos NDI MPS16 que
contiene un grupo piperazina y una cadena lateral con una conformacioén restricta que resulté en un IC50 de 0,086
UM frente a T. brucei con un indice de selectividad de 19,59 (indice de selectividad = IC50 MRC5 / IC50 T. brucei).

[11 S. Balasubramanian, L.H. Hurley, S. Neidle, Targeting G-quadruplexes in gene promoters: a novel anticancer stra-
tegy? Nat Rev Drug Discov. 2011, 10, 261-275. [2] S. T. G. Street, D. N. Chin, G. J. Hollingworth, M. Berry. J. C. Morales, M.
C. Galan. Divalent Naphthalene Diimide Ligands Display High Selectivity for the Human Telomeric G-quadruplex in
K+ Buffer. Chem. Eur. J. 2017, 23, 6953-6958.
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LA REGION 3'UTR DEL GENOMA DE WNV ES UNA EXCELENTE DIANA PARA EL DE-
SARROLLO DE FARMACOS ANTIVIRALES

Sara Esther Ramos-Lorente, Beatriz Berzal-Herranz, Alejandro Jiménez-Sdnchez, Cristina Rome-
ro-Lépez y Alfredo Berzal-Herranz

RESUMEN: E| virus del Nilo Occidental (West Nile virus, WNV) es un miembro del género Flavivirus cuyo ciclo de
transmision tiene lugar entre aves y mosquitos. La infeccién de humanos, equinos y otros mamiferos se produce de
forma accidental a través de la picadura de un mosquito. El calentamiento global y el auge del turismo han provo-
cado que WNV, al igual que otros miembros del género, se haya diseminado por todo el mundo en las Ultimas dos
décadas, provocando brotes infecciosos que han cursado con una alta morbilidad y mortalidad. A pesar de haber
sido declarado por la OMS de importancia sanitaria mundial en 1999, se han realizado pocos avances en el desarro-
llo de vacunas y tratamientos en humanos. Como otros virus RNA, los flavivirus codifican parte de su informacion
genética en dominios estructurales altamente conservados presentes en su genoma que desempefan funciones
esenciales distintas a la codificacion de proteinas. Concretamente, la region 3' no traducible (3'UTR) del genoma de
WNV actua como un elemento multivalente que juega un papel clave en la replicacion, encapsidacion y traduccion
viral, lo que la convierte en una potencial diana para el desarrollo de tratamientos antivirales especificos. En nues-
tro laboratorio, hemos observado que la regidon 3'UTR de WNV es capaz de reclutar la subunidad ribosémica 40S

de forma especifica en ausencia de otros factores proteicos. Hemos observado que este fendmeno también ocurre
en otros flavivirus, por lo que proponemos que se trata de un mecanismo general de regulacién de la traduccion
de los miembros de este género. Mediante el uso de tecnologia de interferencia molecular y mapeo estructural,
hemos detectado que los elementos SL-11l y 3'DB de la regiéon 3'UTR sufren una profunda reorganizacién estructural
como resultado de la unién de la subunidad 40S. Dichos cambios conformacionales podrian constituir la base del
efecto potenciador de la traduccion mediado por la region 3'UTR que ha sido descrito por varios autores. Ademas,
se ha comprobado que el reclutamiento de 40S depende estrictamente de interacciones RNA-proteina, y que una
0 Mas proteinas ribosémicas estan intimamente implicadas en la unidén. También proporcionamos una prueba de
concepto de que la interferencia del reclutamiento de la subunidad 40S mediante el blogueo de sus sitios de unién
en la region 3'UTR con aptdameros de RNA constituye una potencial estrategia terapéutica frente a WNV. Nuestros
hallazgos abren asi el camino al desarrollo de nuevos farmacos dirigidos a motivos estructurales especificos del RNA
viral.
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EFECTOS DE UN EXTRACTO DE THYMUS SERPYLLUM EN UN MODELO DE OBESI-
DAD EN RATONES

Maria Jesus Rodriguez-Sojo, Antonio Jesus Ruiz-Malagdn, Laura Hidalgo-Garcia, José Alberto Mo-
lina-Tijeras, Federico Garcia, Ivo Pischel, Miguel Romero, Juan Duarte, Patricia Diez-Echave, Maria
Elena Rodriguez-Cabezas, Alba Rodriguez-Nogales, Julio Gdlvez.

RESUMEN: Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la obesidad es un problema de salud publica que esta
asociada con una inflamacién subclinica, y se relaciona con otras enfermedades créonicas como la diabetes tipo 2,
hiperlipidemia, hipertension, cancer, etc. Los cambios en el estilo de vida, como el ejercicio y buenos habitos dieté-
ticos, tienen un impacto positivo en la obesidad y, en consecuencia, en sus enfermedades relacionadas. Sin embar-
go, con frecuencia, estas practicas saludables son dificiles de incorporar a numerosos individuos. Por este motivo,
son numerosos los estudios que se han centrado en la busqueda de tratamientos alternativos que sean seguros

y efectivos contra la obesidad. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de un extracto de tomillo (Thymus
serpyllum) (Serpylli herba) en un modelo de obesidad inducida por una dieta enriquecida en grasa. Para ello, se han
usado 60 ratones machos C57BL/6] divididos en 6 grupos experimentales: dos alimentados con dieta estandar (SD)
y el resto de grupos alimentados con dieta con alto contenido en grasa (HFD). Tres grupos HFD fueron tratados
con el extracto (50,100 y 150 mg/kg al dia) durante 10 semanas y a uno de los grupos SD se le administro la dosis
maxima del extracto para evaluar un posible efecto téxico. Los grupos controles (SD y HFD) recibieron el vehiculo

en el que se administré el extracto. Antes del sacrificio de los animales, se obtuvieron las muestras de sangre para

el andlisis plasmatico de los perfiles lipidico y glucidico, asi como para cuantificar los niveles de LPS en plasma. Una
vez sacrificados, se obtuvieron distintos tejidos (grasa, higado y colon) para la caracterizacion del estado inflamatorio
en tejido mediante RT-gPCR, western blot y analisis histoldgicos. Tambien se recogieron los contenidos intestinales
para caracterizar la microbiota intestinal. Los resultados revelaron que la administracion del extracto Serpylli herba
a los ratones obesos redujo la ganancia de peso en comparacion con el grupo no tratado, junto con una reduccion
significativa en el depdsito de grasa corporal. El analisis bioquimico en plasma mostrd una mejora del perfil gluci-
dicoy lipidico en los ratones obesos tratados en comparacion con los del grupo control. Estos efectos beneficiosos
se corroboraron histolégicamente tanto en higado, con una mejora de la esteatosis, como en el tejido adiposo, por
reduccidon de la hipertrofia y la hiperplasia de los adipocitos que se observa en ratones obesos sin tratar. La expre-
sion proteica en higado y grasa reveld que el extracto redujo significativamente la expresion de citocinas Tnf-a e II-6,
de la quimiocina Mcpl, de las kinasas Jnk-1y Jnk-2, mientras que incrementa la de los transportadores de glucosa
Glut2 y Glut4, en comparacion con los obesos no tratados. Por otro lado, la relacion pAMPK/AMPK evaluada por WB,
aumento en el tejido adiposo de ratones tratados con el extracto, que es indicativo de un incremento del catabo-
lismo lipidico. El tratamiento también incrementd la expresion de genes de permeabilidad intestinal como Zo-1y
mucinas como Muc-3, con mejora de la funciéon de barrera epitelial, que se asocid con la disminucién de niveles
plasmaticos de LPS en plasma de ratones tratados con respecto al grupo obeso no tratado y, en consecuenica, con
una reduccion del estado inflamatorio asociado a la obesidad. Por ultimo, la adminstracién de Serpylli herba a los
ratones obesos promovidé una restauracion de la disbiosis intestinal que caractarizaba al grupo obeso control. En
conclusioén, la administracion de Serpylli herba tiene efectos beneficiosos en ratones obesos, que se manifiestan con
la disminuciéon de la acumulaciéon de grasa corporal, la reduccion del estado antiinflamatorio sistémico asociado a la
obesidad y mejora de la composicion de la microbiota intestinal; por tanto, este extracto podria constituir un posible
tratamiento en el tratamiento obesidad y sus complicaciones asociadas.
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CD38 DEFICIENCY AMELIORATES CHRONIC GRAFT VERSUS HOST DISEASE MURINE
LUPUS VIA A B-CELL DEPENDENT MECHANISM

Africa Martinez-Blanco; Marilid Dominguez-Pantoja; Maria Botia-Sdnchez; Sonia Pérez-Cabrera; Nerea
Bello-lglesias; Paula Carrillo-Rodriguez; Natividad Martin-Morales; Antonio Lario-Simadn; Maria M.
Pérez-Sanchez-Cafete; Laura Montosa-Hidalgo; Salvador Guerrero-Ferndndez; Victoria M. Longobar-
do-Polanco; Sandra Redondo-Sanchez; Alberto Cornet-Gémez; Maria Torres-Sdez; Ana Ferndndez-1ba-
Aez; Laura Terron-Camero; Eduardo Andrés-Ledn; Francisco O’Valle Ravassa; Ramon Merino; Merce-
des Zubiaur; Jaime Sancho.

RESUMEN: Absence of mouse cell surface receptor CD38 in Cd38-/- mice suggests that this receptor acts as positive
regulator of inflammatory and autoimmune responses. Here we report that in the setting of a chronic graft versus
host disease (cGVHD) lupus model induced by the transfer of B6.C-H2bm12/KhEg (bm12) spleen cells into co-iso-
genic Cd38-/- B6 mice causes milder lupus-like autoimmunity with lower levels of anti-ssDNA autoantibodies than
the transfer of bm12 spleen cells into WT B6 mice. | In addition, significantly lower percentages of Tfh cells, as well
as GC B cells, plasma cells and T-bet+CD11chi B cells are observed in Cd38-/- mice than in WT mice, while the expan-
sion of Treg cells, and Tfr cells is normal, suggesting that the ability of Cd38-/- B cells to respond to allogeneic help
from bm12 CD4+ T cells is greatly diminished. The frequencies of T-bet+CD1lchi B cells, which are considered the
precursors of the autoantibody secreting cells, correlate with anti-ssDNA autoantibody serum levels, with IL-27, and
sCD40L. Proteomics profiling of spleens from WT cGVHD mice reflects a STATI1-driven type | IFN-signature, which is
absent in Cd38-/- cGVHD mice. Kidney, spleen and liver inflammation was mild and resolved faster in Cd38-/- cGVHD
mice than in WT cGVHD mice. We conclude that in B cells CD38 functions as a modulator receptor that controls
autoimmune responses. &quot;Proteomic Data are available via ProteomeXchange with identifier PXD026947.&quot;
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PAPEL DE LA ENZIMA FOSFATASA ALCALINA NO ESPECIFICA DE TEJIDO (TNAP) EN
EL EPITELIO INTESTINAL EN LA INFLAMACION

Mireia Tena-Garitaonaindia, Samir Cordova, Diego Ceacero-Heras, Fermin Sdnchez de Medina, Olga
Martinez Augustin.

RESUMEN: La fosfatasa alcalina (AP) es una familia de enzimas que ha sido relacionada con la proteccion frente

a inflamacioén intestinal. Se ha descrito que una de sus isoformas, la fosfatasa alcalina intestinal (IAP), es capaz de
desfosforilar diferentes antigenos bacterianos, de tal forma que la enzima regula el crecimiento de la microbiota e
impide el paso de antigenos activos. En cuanto a la isoforma TNAP, se ha observado que su expresion se encuentra
incrementada en la colitis experimental, no solo debido a la infiltracidon de células del sistema inmunoldgico, sino
también po el incremento de expresion de esta enzima en las células del epitelio intestinal. A pesar de que los estu-
dios sugieren que tiene un papel importante en la inflamacién, se desconoce el papel especifico de la TNAP en el in-
testino. Por ello, se ha generado un modelo de ratén con delecién condicional inducible del gen que codifica TNAP
(Alpl) en el epitelio intestinal (ratones AlplIEC-/-). El fenotipo en condiciones basales fue aparentemente normal. El
silenciamiento especifico de TNAP en |IECs en inflamacidon por DSS (7 dias) supuso una pérdida mayor de peso en
los ratones, sin observarse diferencias en el indice de actividad de la enfermedad (DAI). A nivel histolégico se observo
un mayor nivel de infiltracion en la submucosa en el colon de los ratones sin TNAP. Los ratones AlplIEC-/- presen-
taron una expresion reducida de marcadores inflamatorios en el colon, como S100a8, 116 y Tnf. Por el contrario, la
deficiencia en TNAP en el epitelio intestinal supuso un aumento en la expresidn de la fosfatasa alcalina intestinal
global (Akp6) en el colon, sugiriendo que podria existir algun mecanismo de compensacion. Por lo tanto, los ratones
AlplIEC-/- presentan un fenotipo mixto, con mayor infiltracion y dafo histoldgico pero menor expresion de marcado-
res inflamatorios en la colitis por DSS
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LA MINOCICLINA MEJORA EL DOLOR ASOCIADO A LA INFLAMACION EN LA COLI-
TIS EXPERIMENTAL INDUCIDA POR DSS EN RATONES

Teresa Vezza, José Alberto Molina-Tijeras, Rafael Gonzdlez-Cano, Alba Rodriguez-Nogales, Federico
Garcia, Julio Gdlvez, Enrique J. Cobos.

RESUMEN: La enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) incluye principalmente la enfermedad de Crohn (EC) y la
colitis ulcerosa (CU), que son afecciones inflamatorias crénicas remitentes o progresivas que afectan el tracto gas-
trointestinal. Los sintomas mas destacados de la Ell incluyen diarrea, sangrado rectal, pérdida de peso, fiebre, dolor
abdominal y fatiga. Entre estos, el dolor abdominal es uno de los sintomas mas frecuentes (afecta a alrededor del
50% al 70% de los pacientes) y mas debilitantes. El uso de antibiéticos inmunomoduladores que permitiera actuar
simultaneamente frente a diferentes factores relacionados con el proceso inflamatorio intestinal es una estrategia
farmacoldgica interesante pero poco estudiada. El objetivo del presente estudio fue evaluar si los efectos inmuno-
moduladores y antiinflamatorios de la minociclina (MNC) en un modelo experimental de colitis de ratdn se asocia-
ron con la mejora del dolor asociado a esta situacion, y avanzar en el papel que la microbiota intestinal puede tener
en estos procesos. Para ello se utilizaron ratones C57BL/6] machos que se dividieron aleatoriamente en 4 grupos
experimentales: 2 grupos no coliticos (tratado y no tratado con MNC ((50 mg/kg)) y 2 grupos coliticos (tratado y no
tratado con MNC). El tratamiento empezd el mismo dia de la induccion del dano colénico inducido por la incor-
poracion de sulfato de dextrano sédico (DSS) en el agua de bebida (3% p/v)). Durante el experimento, los ratones
se colocaron individualmente en una jaula con acceso libre a una rueda conectada a un sistema para registrar la
distancia recorrida (m) y en donde se pudieron codificar las expresiones faciales. La hipersensibilidad sensorial de
la region abdominal se evalué mediante la prueba de los filamentos de von Frey. El estado inflamatorio se evalué
mediante un indice de actividad de la enfermedad (DAI) en el curso del experimento. Transcurridos 9 dias de trata-
miento, se sacrificaron todos los ratones, procediendo a la evaluaciéon en el tejido colénico de distintos marcadores
inflamatorios y de integridad de barrera mediante gPCR. Por otra parte, se llevé a cabo el estudio de la disbiosis de
la microbiota intestinal que caracteriza la colitis, y los posibles cambios inducidos por el tratamiento. La administra-
cion de MNC tuvo un efecto beneficioso en ratones sometidos a inflamaciéon intestinal, tal y como se evidencié por
los valores mas bajos de DAl en el grupo colitico que recibié el tratamiento frente a los correspondientes controles.
Esto se corrobord bioquimicamente, dado que se observd una disminucion de la expresion de marcadores inflama-
torios como 1B, Tnfa, INOS y Cox2. El tratamiento también mejord la integridad del epitelio intestinal al aumentar la
expresion de mucinas (Muc2 y Muc3) y proteinas de unién intercelular (Ocln y Zol), lo que resulté en una reduccion
de la permeabilidad intestinal. Asimismo, el tratamiento se asocidé con una restauracion de la disbosis intestinal
asociada al proceso inflamatorio intestinal. Por otra parte, la actividad motora de los animales coliticos tratados con
MNC se vio mejorada al incrementar la distancia total recorrida en comparacion con los animales del grupo colitico
control. El tratamiento con MNC en los ratones coliticos se asocié con una menor hipersensibilidad sensorial cu-
tanea en el abdomen, medida mediante el umbral de von Frey, asi como por una disminucion de las expresiones
faciales de dolor de los animales, indicando un menor dolor espontaneo. En conclusién, este estudio confirma la
actividad antiinflamatoria intestinal de la MNC, derivada de sus propiedades inmunomoduladoras y protectoras de
la funcion de barrera intestinal, la cual se asocia con una restauracion de la composicién de la microbiota intestinal
y la mejora del dolor abdominal que caracteriza a la enfermmedad inflamatoria intestinal, lo que avala el potencial uso
de este antibidético inmunomodulador en el manejo de esta enfermedad.
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PROGRAMA IIMENA: INTEGRACION DE LA BIOINFORMATICA Y LA INGENIERIA ME-
TABOLICA EN EL DESCUBRIMIENTO DE NUEVOS ANTIBIOTICOS

Olga Genilloud

RESUMEN:
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PONENCIAS

1. CRISPNA, una herramienta de edicion gendémica y diagndstico
2. Biomateriales a base de grafeno para la estimulacién neuronal

3. Mejora de los métodos de cultivo celular para la generacidn de cultivos primarios de queratinoci-
tos humanos utilizando nanoparticulas lipidicas nanoestructuradas con EGF

4. Generacidén y caracterizacion ex vivo de aloinjertos nerviosos acelulares entrecruzados con geni-
pina

5. Desarrollo de nuevos sistemas tubulares biomimeéticos para la regeneracién de mucosa urotelial
mediante técnicas de ingenieria tisular

6. Importancia de la funcionalizacién de las particulas magnéticas en la preparacién de hidrogeles
magnéticos con aplicaciones biomédicas

7. Desarrollo de células CAR-T regulables de 4 generacion (iTRUCKS) para el tratamiento de tumores
sélidos pancreaticos

8. Nanodispositivos poliméricos para la entrega selectiva de farmacos en sistemas de cocultivo ce-
lular

9. Desarrollo de biotintas autdlogas basadas en matriz descelularizada con aplicacién en ingenieria
de tejidos cutaneos

10. Cartilago de esturion como un nuevo biomaterial en ingenieria tisular
1. Nuevos sustitutos de limbo esclerocorneal mediante tejidos descelularizados

12. Desarrollo de vectores lentivirales regulados que mimetizan el comportamiento fisiolégico del
TCR para la optimizaciéon de la inmunoterapia antitumoral con células CAR-T

13. Traslacioén clinica de nuevos medicamentos de terapias avanzadas generados mediante ingenie-
ria tisular

14. Nuevos avancesy retos en la inmunoterapia contra el cancer

15. Hacia una nueva generacion de células CAR-T reciclando sus sefales intracelulares inmunoldgicas
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CRISPNA, UNA HERRAMIENTA DE EDICION GENOMICA Y DIAGNOSTICO

Araceli Aguilar-Gonzdlez (1,2)% Noelia Maldonado-Pérez(1), Iris Ramos-Herndandez(1), Francisco Javier
Molina Estévez(1), Juan José Diaz Mochdn(1,2,3), Rosario Maria Sanchez-Martin(1,2), Francisco Martin(1).

1. Departamento de Medicina Gendmica. GENYO, Centro de Investigacion Gendmica e Oncoldgica, Pfizer-Uni-
versidad de Granada-Junta de Andalucia, Parque Tecnoldgico Ciencias de la Salud, Av. de la llustracion 114, 18016
Granada, Espana. 2. Departamento de Quimica Médica y Organica, Facultad de Farmacia, Universidad de Granada,
Campus Cartuja, 18071 Granada, Espana. 3. DestiNA Genomica S.L. Parque Tecnoldgico Ciencias de la Salud (PTS),
Armilla, Granada, Espana.

RESUMEN: El sistema CRISPR/Cas es una tecnologia poderosa que esta cambiando la forma en que los cientifi-

cos abordan problemas no resueltos en biologia basica, terapia y diagndstico. Los diferentes sistemnas CRISPR/Cas
requieren moléculas de ARN (crRNA o sgRNA) para dirigir las diferentes proteinas Cas a sus dianas de ADN o ARN.

A pesar de su potencia y especificidad, las moléculas de ARN son inestables y pueden permitir uniones inespeci-
ficas al unirse a su diana. Los acidos nucleicos peptidicos (PNA) son oligonucledtidos sintéticos que muestran una
mayor afinidad por el ADN y el ARN complementarios que los oligonucleétidos normales. Por lo tanto, las uniones
PNA-ARN y PNA-ADN son mas estables y especificas que las de ARN-ADN. Ademas, su esqueleto peptidico sin carga
hace que los PNA sean muy estables en fluidos bioldgicos debido a su resistencia a las proteasas y nucleasas. Por

lo tanto, proponemos CRISPNA como una nueva herramienta que combina la versatilidad de las enzimas asociadas
a CRISPR (Cas) con la robustez, estabilidad y especificidad de las PNA para generar la tecnologia CRISPNA. En este
trabajo, hemos disefiado varios PNA (denominados crPNA) para diferentes secuencias diana (TCR, eGFP y SARS-
CoV-2) manteniendo el tamano de los crRNA naturales del sistema CRISPR (Cas9 y Casl3). Hemos observado forma-
ciones del complejo al incubar crPNA, tracrRNA y Cas9 o Casl3, lo que indica la viabilidad del concepto CRISPNA. Es
importante destacar que también demostramos que el complejo Cas9-CRISPNA puede unirse especificamente a
su secuencia diana de ADN, como lo demuestra el ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA). Ademas,
los experimentos preliminares indican que la nucleofeccion del complejo CRISPNA es capaz de editar el genoma

de las células eucariotas, aunque con baja eficacia (3-8%). En resumen, proponemos aqui la prueba de concepto

de la tecnologia CRISPNA como una alternativa potencial al sistema CRISPR para algunas aplicaciones de edicion y
diagnostico del genoma.
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BIOMATERIALES A BASE DE GRAFENO PARA LA ESTIMULACION NEURONAL

Matteo Moschetta, Andrea Capasso, Mattia Bramini

RESUMEN: E| interés emergente hacia la aplicacion de nanomateriales para la administraciéon de farmacos y genes,
imagenes biomédicas y biosensores de diagnodstico dentro del sistema nervioso central (SNC) llevé a los neurocien-
tificos a centrarse en los efectos de la interaccidon de nanoestructuras en contacto con los sistemas neuronales. En
este trabajo daré una vision general de los estudios que hemos realizado en los Ultimos anos sobre el impacto del
grafeno en neuronas primarias y astrocitos. Se presentardn estudios sobre los mecanismos moleculares de la bio-in-
teraccion de flakes de grafeno con las neuronas primarias y las células gliales, junto con las posibles respuestas infla-
matorias (1-3), y la posibilidad de usar film grafeno 2D como soportes biocompatibles para aplicaciones biomédicas
y regeneracion celular (5,6) . El objetivo final es explotar las propiedades conductoras del grafeno para modulary
controlar la actividad de las redes neuronales que crecen en estrecho contacto con tales estructuras (centrandose
tanto en la nanomedicina como en las caracteristicas de nano- seguridad).

[1l Bramini et al., Graphene Oxide Nanosheets Disrupt Lipid Composition, Ca(2+) Homeostasis, and Synaptic Trans-
mission in Primary Cortical Neurons, ACS Nano, 10 (7), 7154-71, 2016 [2] Chiacchiaretta, Bramini et al., Graphene Oxide
Upregulates the Homeostatic Functions of Primary Astrocytes and Modulates Astrocyte-to-Neuron Communica-
tion, Nano Lett, 18 (9), 5827-5838, 2018 [3] Bramini, Chiacchiaretta et al., An Increase in Membrane Cholesterol by
Graphene Oxide Disrupts Calcium Homeostasis in Primary Astrocytes, Small, 5 (15), €1900147, 2019 [4] Moschetta et
al., Hydrogenated Graphene Improves Neuronal Network Maturation and Excitatory Transmission. Adv Biol (Weinh).
5(1):e2000177, 2021 [5] Moschetta et al., Graphene Nanoplatelets Render Poly(3-Hydroxybutyrate) a Suitable Scaffold
to Promote Neuronal Network Development. Front Neurosci. 15:731198, 2021
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MEJORA DE LOS METODOS DE CULTIVO CELULAR PARA LA GENERACION DE CUL-
TIVOS PRIMARIOS DE QUERATINOCITOS HUMANOS UTILIZANDO NANOPARTICU-
LAS LIPIDICAS NANOESTRUCTURADAS CON EGF

Jesus Chato-Astrain, David Sdnchez-Porras, Oscar Dario Garcia-Garcia, Cristina Blanco-Elices, Olimpia
Ortiz-Arrabal, Fernando Campos, Ingrid Garzén, Miguel Alaminos

RESUMEN: Los medicamentos de terapias avanzadas (MTA) ofrecen nuevas y revolucionarias oportunidades para

el tratamiento de enfermedades y lesiones. Un medicamento generado por técnicas de ingenieria tisular, que ha
sido aprobado para su uso clinico en Espafa como uso compasivo para pacientes grandes quemados, es el modelo
de piel bioartificial UGRSKIN. UGRSKIN consiste en una capa epidérmica cultivada en la superficie de un sustituto
dérmico, y requiere el establecimiento de cultivos de células estromales y epiteliales. Se han descrito varios métodos
para generar eficientemente cultivos de queratinocitos de piel. Sin embargo, los queratinocitos humanos suelen
mostrar bajas tasas de proliferacion, y el establecimiento de cultivos celulares abundantes suele requerir periodos
de tiempo prolongados. Aunque los métodos actuales son eficaces, es necesario optimizarlos para acelerar el pro-
cedimiento y obtener estos sustitutos en un menor tiempo para conseguir un cierre rapido y eficaz de las lesiones
cutdneas de estos pacientes. Es por ello por lo que, en el presente estudio, evaluamos el efecto de nuevas formu-
laciones de medio de cultivo queratinocitico basados en la incorporacién de nanoparticulas lipidicas nanoestruc-
turados (NLC) cargadas con el factor de crecimiento epidermal (EGF). En primer lugar, comprobamos los requisitos
basicos de bioseguridad de las NLC-rhEGF para su uso en cultivos celulares en queratinocitos inmortalizados de piel
y en células epiteliales de la cérnea, asi como en dos lineas celulares de cancer epitelial, mediante la cuantificacion
del ADN liberado al medio de cultivo. A continuacion, establecimos cultivos celulares primarios de queratinocitos de
piel humana mediante los dos métodos principales para generar cultivos de queratinocitos de piel: el aislamiento
celular por digestion enzimatica y la técnica del explante, a los que incorporamos medio de cultivo basal (MB) y MB
suplementado con NLC-rhEGF, EGF liquido (L-rhEGF), o NLC vacio (NLC-blanco). Los resultados mostraron que las
células aisladas por digestion enzimatica y cultivadas con o sin capa de alimentaciéon tenian una tasa de crecimiento
similar independientemente del medio utilizado. Sin embargo, la técnica del explante mostré una mayor eficacia
cuando se utilizé el medio de cultivo NLC-rhEGF, en comparaciéon con el BM, L-rhEGF o NLC-blanco. El andlisis de la
expresion génica mostré ademas que las NLC-rhEGF fueron capaces de aumentar la expresion del gen EGFR, junto
con la de otros genes relacionados con las citoqueratinas, las uniones célula-célula y la maduracion y diferenciacion
de los queratinocitos. En resumen, este estudio es el primero en describir la la generacién de un método capaz de
reducir el tiempo necesario para generar cultivos celulares primarios de queratinocitos con la técnica del explante.
Dadas las ventajas de los métodos de explante en comparacion con la digestion enzimatica, nuestros resultados
apoyan la aplicacién del primer enfoque en combinacién con las NLC-rhEGF en los protocolos disenados para aislar
cultivos primarios de queratinocitos humanos para la generacion de MTA por ingenieria tisular.

Este estudio fue financiado por el proyecto NanoGSkin de EuroNanoMed-IIl (ERA-NET Cofund action of the Horizon
2020 Research and Innovation Framework Programme, EU), y cofinanciado por el Instituto de Salud Carlos Il (ISCIII)
a través de AES 2017 (ref. AC17/00013) y el Centro para el Desarrollo Tecnolégico Industrial (CDTI) (ref. 00108589),
Ministerio de Ciencia e Innovacién de Espafa. También se financid a través de los proyectos PE-0395-2019 de la
Consejeria de Salud y Familias, Junta de Andalucia, Espafa, y B-CTS-450-UGR20 (proyectos de I+D+i en el marco del
Programa Operativo FEDER Andalucia 2014-2020, Universidad de Granada y Consejeria de Transformacién Econo-
mica, Industria, Conocimiento y Universidades). Se ha contado con el apoyo del Plan Nacional de Investigacion.
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GENERACION Y CARACTERIZACION EX VIVO DE ALOINJERTOS NERVIOSOS ACELU-
LARES ENTRECRUZADOS CON GENIPINA

Oscar Dario Garcia-Garcia (1,2,3)* Marwa El Soury (1,4), David Gonzdlez-Quevedo (1,5), David Sdn-
chez-Porras (1,2), Jesus Chato-Astrain (1,2), Miguel Angel Martin-Piedra (1,2), Miguel Alaminos (1,2), Fer-
nando Campos (1,2), Victor Carriel (1,2).

1. Grupo de Ingenieria Tisular, Dpto. de Histologia, Universidad de Granada, Granada, Espafa. 2. Instituto de Inves-
tigacion Biosanitaria ibs GRANADA, Granada, Espana. 3. Programa de Doctorado en Biomedicina, Universidad de
Granada, Granada, Espafa. 4. Departamento de Ciencias Clinicas y Biolégicas, Universidad de Turin, Orbassano,
Italia. 5. Departamento de Cirugia Ortopédica y Traumatologia, Hospital Regional Universitario de Malaga, Malaga,
Espana.

RESUMEN: Los aloinjertos nerviosos acelulares (ANA) representan una alternativa prometedora en la reparacion de
lesiones de nervios periféricos. Sin embargo, todo proceso de descelularizacion puede conllevar una alteracion de
las caracteristicas de la matriz extracelular resultante, pudiendo llegar a comprometer las propiedades estructurales,
biomecanicas y/o biolégica de los mismos. Por ello, surge la necesidad de buscar estrategias que contrarresten los
posibles efectos adversos citados durante la descelularizacion, como puede ser el entrecruzamiento quimico. El
presente estudio tuvo como objetivo investigar los efectos del agente entrecruzante natural genipina (GP) en dos
concentraciones diferentes (0,10 y 0,25%) sobre las propiedades histoldgicas, ultraestructurales, biomecanicas y de
biocompatibilidad de los nervios descelularizados mediante dos métodos diferentes, los protocolos de Sondell (SD)
[y Roosens (RS)[2]. Los nervios descelularizados no entrecruzados y los nervios nativos fueron utilizados como con-
troles. La histologia confirmo las diferencias generadas entre ambos procedimientos SD y RS, pero la GP no indujo
cambios notables, lo que ayudod a preservar el patrén histoldgico del nervio. La prueba de traccion reveld que la GP
mejord las propiedades biomecanicas de los ANAs generados con ambos métodos de descelularizacion (SD y RS),
siendo los ANAs de RS entrecruzados mas comparables a los nervios nativos utilizados como control. La evaluacion
de la biocompatibilidad de los ANAs realizada con células madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo culti-
vadas en la superficie de los ANAs confirmd un alto grado de biocompatibilidad en todos los ANAs, especialmente
en los ANAs RSy RS-GP0,10%. Finalmente, este estudio demuestra que el uso de GP podria ser una alternativa
eficiente para mejorar las propiedades biomecanicas de los ANAs con un ligero impacto en la biocompatibilidad y el
patron histolégico. Por estas razones, planteamos la hipdtesis de que nuestros nuevos ANAs entrecruzados con GP
podrian ser una alternativa adecuada para futuros estudios preclinicos in vivo.

[1] Sondell, M., G. Lundborg, and M. Kanje, Regeneration of the rat sciatic nerve into allografts made acellular throu-

gh chemical extraction. Brain Res, 1998. 795(1-2): p. 44-54. [2] Chato-Astrain, J., et al., Detergent-based decellularized

peripheral nerve allografts: An in vivo preclinical study in the rat sciatic nerve injury model. J Tissue Eng Regen Med,
2020.14(6): p. 789-806.

Financiacién: Con el apoyo de las becas FIS PI17/393 y P120/318, Ministerio de Ciencia e Innovacion e Innovacion (Ins-
tituto de Salud Carlos 1), cofinanciadas por FEDER; subvencion P18-RT-5059 de la Consejeria de Economia, Conoci-
miento, Empresas y Universidad, Junta de Andalucia, Espana; y la subvencion A-CTS-498-UGR18, Programa Operati-
vo FEDER Andalucia 2014-2020 y Universidad de Granada, Espania.
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DESARROLLO DE NUEVOS SISTEMAS TUBULARES BIOMIMETICOS PARA LA REGE-
NERACION DE MUCOSA UROTELIAL MEDIANTE TECNICAS DE INGENIERIA TISULAR

Ingrid Garzdn (1,2), Cristina Blanco-Elices (1,2), Jesus Chato Astrain (1,2), Fernando Campos Sdnchez
(1,2), David Sanchez Porras (1,2), Oscar Garcia Garcia (1,2), Olimpia Ortiz Arrabal (1,2), Vicente Crespo
Ferrer (1,2), J6se Manuel Garcia Lépez (1,2), Miguel Alaminos (1,2).

1. Department of Histology (Tissue Engineering Group), University of Granada, Spain. 2. Instituto de Investigacion
Biosanitaria ibs.GRANADA, Spain.

RESUMEN: Los avances recientes en Ingenieria Tisular del aparato urinario han permitido la generacion de susti-
tutos bioldgicos de la mucosa urotelial con el objetivo de restaurar la funcion de los érganos y tejidos urolégicos
afectados por diversas patologias. Sin embargo, la mayoria de los sustitutos biolégicos creados en el laboratorio
hasta el momento, requieren grandes cantidades de células con gran capacidad de proliferaciéon y diferenciacién en
un periodo limitado de tiempo, siendo este, un factor limitante en el proceso de biofabricacion y traslacion clinica.
En el presente trabajo, se ha disefnado un nuevo sustituto bioldgico tubular utilizando células madre de la Gelatina
de Wharton (HWJSC) como fuente celular alternativa para su uso potencial en cirugia uroldégica. Metodolégica-
mente se generaron biomateriales naturales de morfologia tubular a base de fibrina y agarosa mediante técnicas
de compresion plastica. En el biomaterial bioldgico se cultivarén fibroblastos de la mucosa urotelial en una densi-
dad celular de 500.000 células. Una vez desarrollados los sustitutos estromales de mucosa urotelial, 250.000 HWJSC
fueron cultivadas sobre la superficie estromal. Con el objetivo de promover la induccién epitelial, tres medios de
diferenciacion fueron utilizados: 1. medio de cultivo basal de HWISC; 2. medio de diferenciacion epitelial; 3. medio
de cultivo pre-condicionado durante 7 y 14 dias de cultivo in vitro. Los resultados del presente trabajo de investiga-
cion revelaron que el método de compresion plastica fue eficiente para lograr una estructura tubular biomimética
con el aparato urinario nativo. Asi mismo, el proceso de induccion epitelial de las HWISC mostro la presencia de
estratificacion usando el medio de diferenciacion epitelial tal y como ocurre en el tejido urotelial. A nivel funcional se
demostrd la expresion de proteinas de la matriz extracelular del estroma de mucosa urotelial. Asi como, la expresion
de proteinas de diferenciacion epitelial después de 14 dias de desarrollo in vitro. Los hallazgos del presente trabajo,
ponen de relieve el potencial de diferenciacion de las HWISC y su potencial uso en biofabricacion de tejidos artificia-
les mediante Ingenieria Tisular para la traslacion clinica.
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IMPORTANCIA DE LA FUNCIONALIZACION DE LAS PARTICULAS MAGNETICAS EN
LA PREPARACION DE HIDROGELES MAGNETICOS CON APLICACIONES BIOMEDI-
CAS

Cristina Gila-Vilchez, Mariusz Barczak, Miguel Alaminos, Modesto T. Lopez-Lopez

RESUMEN: La correcta funcionalizacion de las particulas magnéticas es de vital importancia en tanto en cuanto
permite modular las interacciones entre ellas y los filamentos poliméricos que forman los hidrogeles, teniendo un
impacto directo en las propiedades finales de los mismos [1]. Ademas, las particulas magnéticas con una superficie
guimica adecuada pueden conjugar farmacos, proteinas, enzimas o anticuerpos, lo cual se requiere en numerosas
aplicaciones biomédicas. Como puede comprobarse en la bibliografia mas representativa sobre hidrogeles magné-
ticos, las particulas magnéticas se usan generalmente tal y como se reciben, es decir, sin ninguna funcionalizacién.
Sin embargo, ademas del hierro que compone las particulas y que proporciona la activacion del campo magnético,
la superficie de las mismas se puede utilizar para crear interacciones con los hidrogeladores [2], que a su vez pueden
afectar a las propiedades finales de los hidrogeles resultantes e incluso proporcionar mas caracteristicas favorables,
como una mejor adhesion de especies bioldgicas (por ejemplo, células). Sin embargo, en la bibliografia se encuen-
tran pocos intentos de funcionalizar quimicamente las particulas magnéticas utilizando grupos distintos de las
aminas [2]. En este trabajo [3] se determind el papel que juega la funcionalizacién de la superficie de particulas de
hierro en las propiedades finales de hidrogeles magnéticos de alginato. Para ello, se tomaron como punto de parti-
da particulas de hierro micrométricas recubiertas por una capa de silice. Estas particulas control se funcionalizaron
posteriormente con diferentes grupos funcionales que incluian hidroxilo, amina, glicidoxi, fenilo y tiocianato; siendo
muchas de estas modificaciones novedosas ya que se presentaron en este trabajo por primera vez. Las distintas
funcionalizaciones afectaron a la interaccion quimica entre la matriz polimérica del hidrogel y la superficie de las
particulas de hierro de manera diferente, contribuyendo a la aparicién de diversas microestructuras, y propiedades
mecanicas y de biocompatibilidad de los hidrogeles resultantes. Por tanto, estos resultados se pueden utilizar para
ajustar las propiedades de hidrogeles basados en carbohidratos.

[11 A. B. Bonhome-Espinosa et al. 2017 Soft Matter 13(16), 2928-2941. [2] E. Tanasa et al. 2019 Nanomaterials 9(10), 1384.
[3] M. Barczak et al. 2020 Carbohydrate Polymers 247, 116747.

Agradecimientos: Proyecto PID2020-118498GB-100 financiado por MCIN/AEI/10.13039/501100011033 (Espana). Ayuda
FPU17/00491 financiada por MCIN/AEI/10.13039/501100011033 y FSE "El FSE invierte en tu futuro” y por la Universidad
de Granada.
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DESARROLLO DE CELULAS CAR-T REGULABLES DE 4* GENERACION (ITRUCKS)
PARA EL TRATAMIENTO DE TUMORES SOLIDOS PANCREATICOS

Pedro Justicia Lirio, Maria Tristdn Manzano, Noelia Maldonado Pérez, Marina Cortijo Gutiérrez, Carlos
Blanco Benitez, Maria Castella, Manel Juan, Francisco Martin

RESUMEN: Las células CAR-T (del inglés Chimeric Antigen Receptor) han demostrado un éxito sin precedentes en el
tratamiento de neoplasias hematoldgicas avanzadas. Sin embargo, su eficacia en el tratamiento de tumores soélidos
sigue siendo inferior al 5%, debido a la heterogeneidad de la expresidon del antigeno sobre la superficie del tumor, a
la incapacidad de las células CAR-T para infiltrarse en el tumor por el efecto inhibidor del microambiente tumoral
(en inglés Tumor Microenvironment, TME) y por no poder sobrevivir el tiempo suficiente. Un enfoque para supe-
rar estas limitaciones es la coexpresion de receptores de quimioquinas, moléculas inmunoestimuladoras y/o genes
implicados en la supervivencia/stemness. Sin embargo, la expresion continua de estas moléculas puede causar
efectos secundarios excesivamente agresivos en pacientes. Otra forma de aumentar la potencia/supervivencia de las
células CAR-T es expresar el CAR de forma fisiolégica, siguiendo la cinética de expresion del TCR. La tecnologia AW
ha demostrado previamente la capacidad de mejorar el fenotipo y el agotamiento de las células CAR-T mediante la
expresion fisioldgica de la CAR en un modelo de linfoma, mientras que la plataforma Lent-On-Plus (LOP) es un siste-
ma de control de expresion génica libre de transactivadores capaz de regular la expresion de cualquier gen utilizan-
do dosis minimas de doxiciclina. Agui combinamos la expresion de un CAR frente a CD19 a través del promotor AW
y la coexpresion de IL-18, ya sea de forma constitutiva o a través del sistema inducible LOP, para generar los primeros
TRUCKSs e ITRUCKs bajo el promotor AW. Observamos que la secrecidn de IL-18 por parte de las células CAR-T se
correlaciona con un aumento de la actividad citotdxica in vitro frente a un modelo heterogéneo de adenocarcino-
mMa pancreatico ductal agresivo (KRAS/p53/p16-mutado) que expresa artificialmente CD19. Cabe destacar que, en
comparacion con los TRUCKSs - IL-18 bajo el promotor EF1a, los TRUCKSs-IL-18 bajo el promotor AW no sélo mejoraron
la capacidad citotoxica especifica, sino que también mostraron una mayor proporcion de células T stem/memoria.
Estos datos sugieren que la combinacién de las tecnologias AW y LOP podria ser una plataforma interesante para
desarrollar TRUCKs mas eficientes y seguros para el tratamiento de tumores soélidos agresivos.
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NANODISPOSITIVOS POLIMERICOS PARA LA ENTREGA SELECTIVA DE FARMACOS
EN SISTEMAS DE COCULTIVO CELULAR

Jose Antonio Laz-Ruiz, Maria Victoria Cano-Cortes, Patricia Altea-Manzano, Juan Diego Unciti-Broce-
ta, Francisco Javier Lopez-Delgado, Jose Manuel Espejo-Roman, Juan Jose Diaz-Mochon and Rosario
M. Sanchez-Martin

RESUMEN: En este trabajo, presentamos el desarrollo de un nanodispositivo versatil, robusto y estable para el di-
reccionamiento activo y entrega selectiva de farmacos. Este nanotransportador se basa en nanoparticulas polimé-
ricas bifuncionalizadas con un anticuerpo monoclonal que permite el direccionamiento activo de (i) un fluoréforo
para seguimiento o (ii) un farmaco para monitorear respuestas celulares especificas. Este nanodispositivo puede
discriminar eficazmente entre células en cocultivo en funcién de los niveles de expresiéon de los receptores de la
superficie celular. Como prueba de concepto, hemos demostrado una entrega eficiente utilizando un receptor de
superficie celular ampliamente establecido como objetivo, el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR),
gue esta sobreexpresado en varios tipos de canceres. Ademas, se llevo a cabo con éxito una segunda validacion de
este nanodispositivo utilizando otro receptor de superficie celular, el cluster de diferenciacion 147 (CD147). Nuestros
resultados sugieren que este nanotransportador versatil se puede expandir a otros receptores celulares y cargas
bioactivas, ofreciendo una notable eficiencia de discriminacion entre células con diferentes niveles de expresiéon de
un marcador especifico. Este trabajo apoya la capacidad de las nanoplataformas para impulsar y mejorar el progre-
so hacia la medicina personalizada.
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DESARROLLO DE BIOTINTAS AUTOLOGAS BASADAS EN MATRIZ DESCELULARIZA-
DA CON APLICACION EN INGENIERIA DE TEJIDOS CUTANEOS

Julia Lépez de Andrés, Ana Voltes Martinez, Gema Jiménez, Elena Lépez Ruiz, Ana Fernandez, Antonio
Manuel Lizana Moreno, Salvador Arias Santiago* y Juan Antonio Marchal*

RESUMEN: E| uso de la matriz extracelular descelularizada (AMEC) como biomaterial ha supuesto un paso adelante
en la generacion de sustitutos tisulares funcionales. Los cultivos primarios derivados de pacientes proporcionan una
fuente de MEC que permite recapitular la estructura, los componentes y la funcionalidad del tejido nativo, personali-
zada para cada paciente. Por otro lado, el avance de las tecnologias de bioimpresion 3D ha permitido la personaliza-
cién y automatizacion de la generacion de estos sustitutos tisulares. En este proyecto hemos desarrollado diferentes
biotintas basadas en dMEC obtenidas a partir de células madre mesenquimales (MSCs), fibroblastos (FBs) y MSCs
diferenciadas a adipocitos aisladas de muestras de donantes, para replicar en sustitutos de piel las principales capas
del tejido nativo.
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CARTILAGO DE ESTURION COMO UN NUEVO BIOMATERIAL EN INGENIERIA TISU-
LAR

Olimpia Ortiz Arrabal, Ramdn Carmona, Oscar Dario Garcia Garcia, Jesus Chato Astrain, David San-
chez Porras, Victor Carriel, Antonio Campos y Miguel Alaminos

RESUMEN: E| cartilago humano es un tejido que presenta baja capacidad de regeneracion tras lesiones traumati-
cas, degeneracion asociada a la edad o enfermedades autoinmunes, entre otras causas. Por este motivo, la repara-
cion de los danos producidos en el cartilago constituye un problema comun para los traumatdlogos. La ingenieria
tisular presenta una buena alternativa en este caso ya que posibilita la obtencion de un sustituto para el cartilago
danado a través de la utilizacion de biomateriales en combinacion con células humanas. Entre los biomateriales
gue se utilizan se encuentran aquellos obtenidos mediante la descelularizacion de productos naturales, debido a
que ofrecen una alta biocompatibilidad y capacidad de remodelacién del tejido a reparar. En este estudio, se ha
llevado a cabo la descelularizacion del cartilago del esturion (Acipenser naccarii) y su posterior recelularizacion con
cuatro tipos de células madre mesenquimales humanas (procedentes del tejido adiposo, de la médula dsea, de la
gelatina de Wharton y de la pulpa dental) y con condrocitos humanos para su evaluacion ex vivo e in vivo como
posible sustituto del cartilago humano. Se observd que este tejido parece tener una estructura y funciéon parecidas
al cartilago humano y, ademas, esa estructura fue capaz de preservarse de manera adecuada gracias al protocolo de
descelularizacion empleado. Los resultados ex vivo mostraron que el cartilago de esturidon descelularizado favorece
la adhesion celular, asi como también la proliferacion. El analisis in vivo reveld que los sustitutos implantados eran
seguros para los animales y estables a lo largo del tiempo. Ademas, las células madre mesenquimales presentes en
estos sustitutos eran capaces de remodelar la matriz extracelular, aumentando la cantidad de coldgeno tipo Il entre
otros componentes, siendo especialmente visible cuando se recelularizaba con células mesenquimales derivadas
del tejido adiposo. Los sustitutos generados también son capaces de desencadenar una reacciéon pro-regenerativa
mediada por macrdfagos M2. Estos resultados preliminares sugieren que el cartilago de esturion descelularizado
puede emplearse para generar sustitutos artificiales con diferentes tipos celulares, pero se requieren mas estudios
para poder conocer su verdadero potencial para la traslacion a la clinica.

Financiacién: Este estudio ha sido apoyado por el Plan Nacional Espanol de Investigacion Cientifica, Desarrollo e
Innovacion Tecnoldgica (I+D+i) del Ministerio Espafol de Economia y Competitividad (Instituto de Salud Carlos Il1),
Subvencion FIS PI120/0317, y cofinanciado por fondos FEDER de la Unidn Europea y por la subvencion PI-0257-2017
de la Consejeria de Salud y Familias de la Junta de Andalucia.
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NUEVOS SUSTITUTOS DE LIMBO ESCLEROCORNEAL MEDIANTE TEJIDOS DESCELU-
LARIZADOS

David Sdnchez-Porras, Manuel Caro-Magdaleno, Carmen Gonzdlez-Gallardo, Oscar Dario Garcia-Gar-
cia, Ingrid Garzon, Victor Carriel, Fernando Campos y Miguel Alaminos

RESUMEN: Se denomina limbo esclerocorneal (LE) a la transicion entre el tejido escleral y el corneal. Esta region es
crucial en el mantenimiento de la estructura, funcion y homeostasis de la cérnea. Esta formado por una estructura
3D en forma de criptas altamente compleja, donde se localizan las empalizadas de Vogt, estructuras fibrovascu-
lares que conforman el nicho de las células madre limbares. Existen numerosas patologias que pueden ocasionar
una pérdida de transparencia corneal y una posible ceguera. El tratamiento estandar es la queratoplastia, pero esta
contraindicada en caso de LE dafados o insuficiencia de células madre limbares (ICML). Esto se debe a la pérdida
del nicho limbary a la imposibilidad de autorenovacion del epitelio, por lo que una queratoplastia fallard a medioy
largo plazo. En caso de ICML unilateral y que el ojo sano no se vea comprometido, la primera alternativa es el auto-
trasplante. Si no se cumplen estos requisitos se opta por trasplantes de LE alogénicos de donantes vivos o cadavéri-
cos, con el consiguiente riesgo de rechazo y escasez de donantes adecuados. Estos condicionantes hacen necesario
la generacion de nuevas estrategias alternativas. La compleja estructura 3D del LE hace dificil generar de novo

un nuevo tejido artificial funcional, por lo que los xenotrasplantes de tejidos descelularizados se presentan como
una alternativa prometedora dentro de la ingenieria tisular. El objetivo de este trabajo es evaluar 4 protocolos de
descelularizacion aplicados sobre LE porcinos completos y hemilimbos superiores (HL), la capacidad de adhesiéon
celular sobre los sustitutos generados y su composicion en términos de moléculas de la matriz extracelular (MEC) y
del epitelio limbar. Los protocolos de descelularizacion estan basados en el empleo, solos o combinados, de agua
destilada, cloruro sédico (para inducir el choque osmatico), detergentes (para remover las membranas celulares)

y enzimas (para eliminar los remanentes de ADN y ARN). Se evalu¢ la eficiencia de descelularizacion mediante la
tincion con DAPI y cuantificacion de ADN, la morfologia y estructura mediante la tincién con hematoxilina eosina y
los componentes de la MEC mediante las técnicas azul alcidn y rojo picrosirio para identificar proteoglicanos y fibras
colagenas respectivamente. Los resultados demostraron que todos los protocolos de descelularizacion consiguie-
ron remover eficientemente el contenido celular. En términos de preservacion de MEC, todos los protocolos produ-
jeron una disminucién de sus componentes y una alteraciéon en la orientacién y alineamiento de las fibras, siendo

el protocolo basado en el empleo de agua destilada y del detergente SDS aplicado a los HL el que mejor preservo
estos componentes. Tras determinar que el candidato con mayor potencial eran los HL tratados con SDS se proce-
did a la recelularizaciéon con células corneales de conejo (SIRC) y células madre mesenquimales derivados de tejido
adiposo humano (hADSC). Dichos tejidos recelularizados se evaluaron a los 7, 14 y 21 dias de cultivo ex vivo mediante
histoquimica e inmunohistoquimica. Ambas fuentes celulares generaron sustitutos con un epitelio estratificado ca-
paz de expresar los marcadores limbares p63, pancitoqueratina y cristalina Z, observables desde el dia 7, para SIRC,
y desde el dia 14 con hADSC. En ambos tipos celulares se observo la expresion de componentes de membrana basal
laminina y coldageno IV desde el dia 14 de maduracion. Estos resultados demuestran la posibilidad de generar nue-
VOs sustitutos limbares mediante descelularizacion y recelularizacion de LE porcinos con células epiteliales y mesen-
quimales, manteniendo la expresion de marcadores concretos del epitelio limbar y suponiendo una alternativa con
potencialidad clinica para el tratamiento de la ICML.

Este proyecto contd con el apoyo de el Instituto de Salud Carlos IlI (ICI21-00010 y FIS P120/0317), Consejeria de Salud y
Familias, Junta de Andalucia (P1-0086-2020) y la UGR- fondos FEDER (B-CTS-504-UGR).
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DESARROLLO DE VECTORES LENTIVIRALES REGULADOS QUE MIMETIZAN EL COM-
PORTAMIENTO FISIOLOGICO DEL TCR PARA LA OPTIMIZACION DE LA INMUNOTE-
RAPIA ANTITUMORAL CON CELULAS CAR-T

M Tristan-Manzano (2), N Maldonado-Pérez (1), P L Justicia-Lirio (2), P Mufoz (1), M Cortijo-Gutiérrez
(1), K Pavlovic (1,3), R Jiménez-Moreno (3), S Nogueras (3), M D Carmona (3), S Sdnchez-Herndndez (1),
A Aguilar-Gonzdlez (1), M Castella (4), M Juan (4), 3 A Marchal (5), C Marafon (1), K Benabdellah (1), C
Herrera (3), F Martin (1).

1. Pfizer-University of Granada-Junta de Andalucia Centre for Genomics and Oncological Research (GENYQ) 2. Len-
tiStem Biotech 3. Maimonides Institute of Biomedical Research in Cordoba (IMIBIC), Cellular Therapy Unit, Reina So-
fia University Hospital, University of Cérdoba, Cérdoba, Spain 4. Department of Hematology, ICMHO, Hospital Clinic
de Barcelona, Spain. 5. Biopathology and Regenerative Medicine Institute (IBIMER), Centre for Biomedical Research
(CIBM), University of Granada, Spain

RESUMEN: Las células T que expresan receptores de antigeno quimeérico (CAR-T, Chimeric Antigen Receptor T
cells) han revolucionado el panorama actual de inmunoterapia frente al cancer, con un éxito impresionante frente
a tumores hematoldgicos de linaje B refractarios/recidivantes CD19+, con cuatro productos CAR-T aprobados como
medicamento de terapias avanzadas desde 2017. Estos receptores sintéticos dirigen y determinan la actividad de la
célula T hacia las células diana que expresan el antigeno frente al que estan disefiadas. Sin embargo, estas tera-
pias CAR-T aun presentan importantes limitaciones debido a efectos secundarios muy graves (como la tormenta
de citoquinas o los eventos neuroldgicos adversos), asi como una falta de eficacia en el 40-50% de los pacientes de
leucemiay linfomas tratados y presentando una respuesta aln mas pobre frente a tumores soélidos. A dia de hoy, la
gran mayoria de las células CAR-T se generan utilizando vectores retrovirales con promotores de expresion fuerte y
constitutiva que generan una alta densidad de CAR en la superficie de la célula y con ello, provocan en muchos ca-
S0s, Una excesiva sefalizacion ténica en ausencia del antigeno, agotamiento prematuro y una estimulacion créonica
que reducen la eficacia y comprometen la seguridad de la terapia. Asi, nos planteamos la optimizacién y desarrollo
de vectores lentivirales (VLs) orientados a incrementar la seguridad y eficacia de las células CAR-T mediante el con-
trol de la expresion génica. Sadelain et al. demostraron mediante CRISPR/Cas9 que el CAR expresado bajo el promo-
tor enddgeno del locus del receptor de la célula T (TCR), incrementa el potencial antitumoral, ya que el CAR deja de
estar continuamente expresado en la membrana, evitando el agotamiento y reduciendo la sefalizacion tdonica. En
esta linea, buscamos VLs que imiten ese patron de expresion del TCR, como una alternativa mas cercana a la clinica
para la generacion de células CAR-T mejoradas. Nuestros datos mostraron que los VLs que expresan el transgén a
través de un promotor quimérico (AW) del gen WAS (Wiskott-Aldrich) imitan fielmente la cinética del TCR/CD3 tras
la estimulacion antigénica. Es decir, se observa una bajada en la densidad del CAR en membrana tras la activacion,
restaurandose a niveles basales a los pocos dias. Esta cinética contrasta con la de las células CAR-T comerciales, don-
de el CAR se expresa bajo los promotores fuertes EFla 0 MSCV, generandose un incremento de la expresion tras la
activacion. Posteriormente, desarrollamos AW-VL a partir del CAR clinico aCD19-4-1BB (ARI-0001), desarrollado por
el Hospital Clinic y recientemente aprobado para exencidn hospitalaria en Espana. En esta comparativa, las células
AW-CAR-T (AWARI) exhibieron una mayor proporcion de células T troncales memoria, menor agotamiento tras la
eliminacion eficaz in vitro e in vivo de células CD19+, menor sefalizacion tonica y niveles mas moderados de TNFa e
IFNy tras la lisis tumoral. Sin embargo, la eficacia citotdxica in vitro e in vivo de células de linfoma de Burkitt y leuce-
mia fue similar con ARl y AWARI, probablemente debido a limitaciones de los modelos. Por el contrario, si que ob-
servamos una mayor actividad litica especifica de las células AWARI comparado con las ARI en un modelo artificial
in vitro de tumor de pancreas CD19+. Estos resultados demuestran que el vector lentiviral AW puede constituir una
alternativa interesante para la generacion de productos CAR-T con mejores caracteristicas. Finalmente, dado que

la expresion del CAR ARI-001 controlada por el vector AW mejora sus propiedades, nos centramos en demostrar la
factibilidad de producir células AWARI a gran escala en condiciones similares a GMP. Considerando todo lo anterior,
hemos propuesto las células AWARI para la realizacion de un ensayo clinico con la finalidad de determinar si real-
mente se logra mejorar los resultados de las células ARI-0001, tanto en términos de eficacia como de reduccion de
los efectos secundarios.
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TRASLACION CLINICA DE NUEVOS MEDICAMENTOS DE TERAPIAS AVANZADAS GE-
NERADOS MEDIANTE INGENIERIA TISULAR

Miguel Alaminos (1,2)

1. Departamento de Histologia de la Universidad de Granada 2. Instituto de Investigacion Biosanitaria ibs. GRANADA

RESUMEN: E| desarrollo de nuevos métodos de biofabricacion basados en células, biomateriales y factores de creci-
miento ha posibilitado la generacion en laboratorio de nuevos medicamentos de terapias avanzadas (ATMP) para el
tratamiento de diversas patologias de dificil abordaje. A este respecto, el Grupo de Ingenieria Tisular de la Univer-
sidad de Granada desarrollé nuevos biomateriales nanoestructurados basados en hidrogeles de fibrina y agarosa
gue mostraron ser altamente biocompatibles tanto ex vivo como in vivo. Utilizando estos biomateriales combinados
con células cultivadas a partir de pequenas biopsias de tejido humano, el grupo de investigacion ha logrado diseAar
modelos innovadores de piel, cérnea, paladar, mucosa oral, nervio, uréter, vejiga urinaria, pared abdominal y otros
tejidos y 6rganos humanos mediante ingenieria tisular. En colaboracion con la Red Andaluza de Disefo y Traslacion
de Terapias Avanzadas (RADYTTA), el Grupo ha logrado trasladar a la clinica dos de estos productos de terapias avan-
zadas (la coérneay la piel), y esta en proceso de traslacion clinica de otros de estos productos. Para ello, los investiga-
dores demostraron, en primer lugar, que los productos generados mediante ingenieria tisular eran biocompatibles
y mostraron adecuados niveles de bioseguridad y utilidad a nivel preclinico cuando se implantaron en animales de
laboratorio. En segundo lugar, se consiguiod fabricar estos productos en calidad de medicamento y se obtuvo autori-
zacion por parte de la Agencia Espanola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) para su traslacion clinica
mediante la implementacion de un ensayo clinico, en el caso de la cérnea, y mediante uso compasivo, en el caso de
la piel. Los resultados preliminares obtenidos tras la utilizacion clinica de ambos productos son muy prometedores
y demuestran la utilidad de la cérnea artificial en pacientes con Ulceras corneales graves refractarias al tratamiento,
y de la piel artificial en pacientes con graves quemaduras ingresados en una unidad de quemados. Aunque aun es
necesario desarrollar productos de terapias avanzadas mas biomiméticos y funcionalmente mas Utiles, estos resul-
tados ponen de relieve la posibilidad de generar tejidos artificiales humanos para el tratamiento de enfermedades
para las cuales no existe una terapia realmente eficaz en estos momentos.

Este trabajo ha sido financiado por el Plan Nacional de Investigacién Cientifica, Desarrollo e Innovacion Tecnolégi-
ca (I+D+i), Ministerio de Ciencia e Innovacion, Instituto de Salud Carlos Il (Cofinanciado por FEDER), proyectos FIS
PI20/0317, FIS PI21/0980, FIS PI18/0331, FIS PI18/0332, ICI21/00010 (NANOULCOR) y ICI19/00024 (BIOCLEFT). Finan-
ciado por los proyectos PE-0395-2019, PI-0086-2020 y PI-0442-2019 de la Consejeria de Salud y Familias, Junta de
Andalucia y B-CTS-450-UGR20 y B-CTS-504-UGR20 (proyectos de I+D+i en el marco del Programa Operativo FEDER
Andalucia 2014-2020, Universidad de Granada y Consejeria de Transformacion Econémica, Industria, Conocimiento y
Universidades, Junta de Andalucia).
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NUEVOS AVANCES Y RETOS EN LA INMUNOTERAPIA CONTRA EL CANCER
Karim Benabdel Lah El Khlanji

Grupo de Terapia génicay celular. Departamento de medicina gendmica, GENYO, Granada, 14016, Espaia.

RESUMEN: Las tecnologias basadas en edicion del genoma no solo brindan oportunidades sin precedentes para
estudiar la funcionalidad basica del sistema celular, sino que también mejoran los resultados de varias aplicaciones
clinicas. En nuestro laboratorio, estamos desarrollando herramientas de edicion gendmica para mejorar el sistema
inmune desde una perspectiva clinica y de investigacion basica. Durante esta breve charla discutiremos los avan-
ces recientes en el desarrollo de las nucleasas programables, y su utilizacion para la mejora de las células inmunes.
Ademas, describimos como las diferentes herramientas de edicién de genes han permitido el uso de células de
donantes sanos en la terapia CAR T en lugar de las células autélogas sin riesgo de enfermedad de injerto contra
huésped o rechazo. Finalmente hablaremos de futuras aproximaciones basadas en la nanotecnologia y su imple-
mentacion en el campo de la inmunoterapia.
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HACIA UNA NUEVA GENERACION DE CELULAS CAR-T RECICLANDO SUS SENALES
INTRACELULARES INMUNOLOGICAS

Marina Cortijo-Gutiérrez (1), Noelia Maldonado-Pérez (1), Maria Tristdn-Manzano (1), Kristina Pavlo-
vic-Pavlovic (1-2), Pedro Justicia-Lirio (1-4), Carlos Blanco (1-4), Inmaculada Herrera (2-3), Francisco
Martin (1), Karim Benabdellah (1)

1. Grupo de Terapia génicay celular. Departamento de medicina gendmica, GENYO, Granada, 14016, Espana. 2. GC14
Terapia cellular, IMIBIC. Universidad de Cérdoba, Hospital universitario Reina Sofia, Cérdoba, 14004, Espana. 3. Uni-
dad de Hematologia, Hospital Reina Sofia, Cérdoba, 14004, Espana. 4. Lentistem Granada, 14016, Espana.

RESUMEN: Las células T genéticamente modificadas para expresar los Receptores Antigénicos Quiméricos (CAR-T
cells), del inglés Chrimeric Antigen Receptors, han emergido como una exitosa terapia para las enfermedades
relacionadas con las células B o linfocitos B. Los CARs son proteinas de fusion formadas por la combinacion de

una regioén extracelular encargada de la unién especifica al tumor, un espaciador, y un dominio transmembrana
unido finalmente a los dominios citoplasmaticos responsables de la sefalizacion. A pesar de que la terapia CAR-T
es prometedora, aun hay que luchar contra varios impedimentos existentes como son la toxicidad, la inactivacion
por el microambiente tumoral y una baja persistencia de las células CAR en los pacientes. En el presente estudio,
exploramos la aplicacion de Edicién Génica (EG) basada en el uso de CRISPR/Cas9 para abolir la expresion del gen
PD-1, envuelto en los mecanismos intrinsecos de la activacion y agotamiento de las células T a través del eje PD-1/
PD-L1, uno de los principales mecanismos de inmunoescape tumoral. Nuestro principal objetivo es expresar el CAR
anti-CD19 mediante un vector lentiviral y modificar el locus de PD-1 para, en su lugar, expresar |L-15. De esta manera,
la célula CAR modificada sera resistente a la inactivacion mediada por PD-L1y podria expresar IL-15 bajo el promo-
tor enddgeno de PD-1induciendo asi una activacion de las células T CAR y se podria ver comprometida la aparicion
de agotamiento. Esta nueva configuracion de CAR deberia aumentar la actividad y fisiologia de la célula debido a

la retroalimentacion entre IL15-IL15R. Como prueba inicial, nosotros diseflamos donadores de ADN para insertar
IL15-2A-eGFP en el locus de PD-1. Inicialmente fue usado como plantilla donadora producto de PCR junto con una
nucleofeccion con ribonucleoproteina (RNP) de CRISPR/Cas9. Nuestros primeros resultados mostraron la apariencia
de células T GFP+PD1- después de la activacion de las mismas con un porcentaje de expresion de eGFP de un 26,9%.
En contraposicion, encontramos un alto porcentaje de muerte celular como consecuencia de la técnica de edicion
usada (observamos una disminucion del 50% al 30,9% en el caso de las células Wildtype y hasta de un 12% en el caso
de las células editadas). Probablemente esto fue debido al uso de productos de PCR como donadores de ADN. Aho-
ra estamos tratando de entregar estos AND donadores mediante el uso de Vectores Adenoasociados (AAV) como
alternativa para reducir asi la citotoxicidad del experimento.
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PONENCIAS

1. Identificacidon de nuevas variantes genéticas asociadas al desarrollo de fenotipos extremos de in-
fertilidad masculina mediante la estrategia GWAS

2. Los perfiles de metilacién y expresion génica de monocitos revelan nuevas vias implicadas en la
patogénesis de la arteritis de células gigantes

3. Genomics of Systemic Sclerosis: functional and clinical implications

4. Papel de la variacién genética comun de las regiones no codificantes del gen KATNALI en la sus-
ceptibilidad a fenotipos severos de infertilidad masculina

5. Bioimpresion de un modelo de melanoma maligno trilaminar para el tratamiento personalizado
del cancer

6. Validacion y caracterizacion funcional de variantes identificadas por GWAS para leucemia linfoci-
tica crénica: estudio en el contexto del consorcio CRUCIAL

7. Meta-analisis de datos gendmicos de multiples enfermedades revela nuevos loci de riesgo com-
partido entre vasculitis sistémicas
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IDENTIFICACION DE NUEVAS VARIANTES GENETICAS ASOCIADAS AL DESARROLLO
DE FENOTIPOS EXTREMOS DE INFERTILIDAD MASCULINA MEDIANTE LA ESTRATE-
GIA GWAS

Miriam Cervan-Martin, Tattelmann F, Alexandra M. Lopes, Lara Bossini-Castillo, Rocio Rivera-Egea, Ni-
colds Garrido, Saturnino Lujan, Gema Romeu, Samuel Santos-Ribeiro, José A. Castilla, M. Carmen Gon-
zalvo, Ana Clavero, F. Javier Vicente, Miguel Burgos, Rafael Jiménez, Sara Gonzdlez-Murnoz, Andrea
Guzman-Jiménez, Alberto Pacheco, Cristina Gonzdlez, Susana Gémez, David Amords, Jesus Aguilar,
Fernando Quintana, Carlos Calhaz-Jorge, Ana Aguiar, Joaquim Nunes, Sandra Sousa, Isabel Pereira,
Maria Graga Pinto, Sénia Correia, Josvany Sanchez-Curbelo, Olga Lépez-Rodrigo, M. Fernanda Peraza,
Javier Martin, Iris Pereira-Caetano, Patricia I. Marques, Filipa Carvalho, Alberto Barros, J6rg Gromoll,
Lluis Bassas, Susana Seixas, Jodo Gongalves, Sara Larriba, Sabine Kliesch, Rogelio J. Palomino-Mora-
les, F. David Carmona.

RESUMEN: La infertilidad masculina es un problema creciente en las sociedades desarrolladas actuales. La azoos-
permia no obstructiva (NOA) y la oligospermia severa (SO) son dos manifestaciones extremas de infertilidad mascu-
lina debida a alteraciones en el nUmero de espermatozoides en el eyaculado. NOA y SO estan caracterizadas por un
fallo espermatogénico grave (SPGF). En la actualidad, sélo se puede establecer una causa genética para alrededor
del 20% de los hombres con SPGF, teniendo el resto de los casos una etiologia desconocida. La estrategia de los es-
tudios de asociacion del genoma completo (GWAS) se ha aplicado con éxito en multitud de enfermedades comple-
jas. Sin embargo, ha sido menos fructifera en los estudios que han intentado descifrar el componente genético del
SPGF idiopatico debido, principalmente, a la falta de potencia estadistica y a otras limitaciones en el disefio de los
estudios realizados hasta la fecha. Nuestro grupo ha realizado el primer GWAS con una amplia cohorte de origen
europeo, incluyendo un total de 1.274 individuos infértiles debido a SPGF y 1.951 controles fértiles de la Peninsula
Ibérica y Alemania. Hemos utilizado distintas herramientas bioestadisticas y bioinformaticas para evaluar el posi-
ble efecto de los polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) en la susceptibilidad a desarrollar SPGF, incluyendo

el analisis de subtipos histolégicos especificos. La cohorte de casos abarcd 502 pacientes con SOy 772 con NOA,
subdividiendo a estos Ultimos segun el resultado de las técnicas que se les aplicaron para la extraccién de esper-
matozoides testiculares (TESE) y de sus caracteristicas histopatoldgicas. El genotipado se realizé con la plataforma
GSA V3 (lllumina). Tras el control de calidad y la imputacién de genotipos, se analizaron un total de 6.539.982 SNPs
mediante modelos de regresion logistica. Finalmente, los datos se sometieron a un meta-analisis por el método de
varianza inversa. Nuestros resultados mostraron dos asociaciones significativas con el fenotipo de Sindrome de
Soélo Células de Sertoli (SCO). Una de ellas estd localizada en la region del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) de clase I (rs1136759, OR=1,80, P=1,32E-08) y la otra en una regién reguladora del cromosoma 14 cercana al
gen VRKI (rs115054029, OR=3,14, P=4,37-08). VRKI1 codifica un factor proliferativo relevante para la espermatogénesis
gue provoca la pérdida progresiva de espermatogonias cuando se interrumpe en modelos ratén. Ademas, llevamos
a cabo un analisis pormenorizado del posible papel del sistema MHC en la susceptibilidad a SCO mediante un méto-
do de imputacion validado que infiere los alelos clasicos del MHC y las posiciones de aminoacidos polimaorficos. Con
este método, observamos que la presencia de serina en la posicion 13 de la proteina HLA-DRR1 (definida por el alelo
de riesgo de la variante principal: rs1136759) explicaba la mayoria de las sefiales de asociacién con SCO dentro de

la region del MHC de clase Il. Este residuo esta situado en el bolsillo de unién de la molécula HLA-DR e interactua
directamente con el antigeno presentado. Curiosamente, la posicion 13 del HLA-DRp1 es la posicidon de aminoacidos
de riesgo mas relevante para un amplio espectro de trastornos inmmunomediados. En cuanto a los haplotipos tradi-
cionales del MHC, el haplotipo HLA-DRB1*13 (principal marcador genético asociado a NOA idiopatica en asiaticos)
fue la sefal mas intensa. Nuestros datos sugieren que la variacion comun tiene un papel relevante en el desarrollo
de la infertilidad masculina debida a SPGF, en concreto de SCO, el fenotipo mas extremo de NOA. SCO se caracteriza
por la pérdida de células germinales e implica una probabilidad considerablemente mayor de que el TESE no tenga
éxito. Por tanto, nuestros hallazgos podrian ayudar a mejorar el diagndstico y prondstico de los pacientes con SPGF
de origen desconocido, cuya Unica alternativa para tener hijos bioldgicos es someterse al TESE sin tener una garan-
tia de éxito en este proceso.
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LOS PERFILES DE METILACION Y EXPRESION GENICA DE MONOCITOS REVELAN
NUEVAS VIAS IMPLICADAS EN LA PATOGENESIS DE LA ARTERITIS DE CELULAS GI-
GANTES

Elkyn Estupifidn-Moreno (1), Lourdes Ortiz-Ferndndez (1), Tianlu Li (2), Laura Ciudad (2), Eduardo An-
drés-Ledn (1), Laura Carmen Terron-Camero (1), Sergio Prieto-Gonzdlez (3), Georgina Espigol-Frigolé (3),
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1. Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez-Neyra (IPBLN), Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(CSIC). Granada, Espafa. 2. Grupo de Epigenética y Enfermedades Inmunes. Instituto de Investigacion contra la Leu-
cemia Josep Carreras (13C), Badalona, Barcelona, Espafa. 3. Departamento de Enfermedades Autoinmunes, Hospital
Clinic, IDIBAPS, Universidad de Barcelona, Barcelona, Espafa. 4. Unidad de Enfermedades Autoinmunes Sistémicas,
Hospital Clinico San Cecilio, Instituto de Investigacion Biosanitaria de Granada ibs.GRANADA, Granada, Espana.

RESUMEN: La arteritis de células gigantes (ACG) es una vasculitis sistémica de grandes vasos mediada por el sis-
tema inmunitario con una etiologia compleja en la cual intervienen, tanto en su inicio como en su progresion, un
numero indeterminado de factores genéticos y epigenéticos. Diversas células inmunitarias han sido relacionadas
con su fisiopatologia, entre ellas los monocitos CD14+, células cruciales en los procesos inflamatorios sistémicos

y locales. Teniendo en cuenta que la integracion de los datos dmicos ha demostrado ser eficaz para una mejor
comprension de las bases moleculares de las enfermedades complejas, el objetivo de nuestro estudio fue realizar
un analisis integrativo de los perfiles de metilacion del ADN y expresion génica de los monocitos CD14+ en la ACG.
Para ello, primero seleccionamos positivamente por citometria de flujo los monocitos CD14+ a partir de sangre total
de 31 controles sanos y 82 pacientes con ACG clasificados en tres estados clinicos diferentes (pacientes con enferme-
dad activa, en remisiéon con tratamiento de glucocorticoides (GC) y en remision sin tratamiento). Posteriormente, se
realizé un perfil de metilacion del ADN con la matriz lllumina Infinium Methylation EPIC y se llevd a cabo la secuen-
ciacion del ARN para un estudio de asociacion del epigenoma y del transcriptoma, respectivamente. Se utilizo el
paquete MatrixEQTL de R para determinar la correlacion entre los cambios de metilacion del ADN y las alteraciones
de la expresion génica. Los resultados revelaron una profunda desregulaciéon tanto en el perfil de metilacion como
en el de expresidon génica de los monocitos CD14+ de los pacientes con ACG. En particular, los monocitos de los
pacientes con la enfermedad activa mostraron un fenotipo mas pro-inflamatorio en comparacién con los controles y
los pacientes en remision. Por ejemplo, la respuesta a la interleucina-6 (IL-6) y a la IL-1, asi como a la IL-11, que sur-
gié como una nueva via de citoquinas implicada en la ACG, estaba desregulada en los monocitos de los pacientes
activos. Ademas, los monocitos de pacientes en remisidén con tratamiento presentaron un fenotipo anti-inflamatorio
en comparacion con los controles y los pacientes en remision sin tratamiento, con una sobreexpresion de los genes
diana del receptor de glucocorticoides y una menor expresion de los genes implicados en las vias cruciales del pro-
ceso inflamatorio. Por Ultimo, el analisis de integracion permitié identificar nuevos genes con un papel potencial en
la patogénesis de la ACG, como ITGA7 y CD63, asi como genes que median la respuesta molecular a la GC en la ACG,
como FKBP5, ETS2, ZBTB16 y ADAMTS2. Este es el primer analisis que estudia los perfiles de metilacion y expre-
sion génica de los monocitos de pacientes con ACGC. Los resultados obtenidos proporcionan evidencias de genes y
vias que contribuyen al papel patogénico de este tipo celular en esta vasculitis, asi como a la respuesta molecular al
tratamiento con GC.
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GENOMICS OF SYSTEMIC SCLEROSIS: FUNCTIONAL AND CLINICAL IMPLICATIONS

Javier Martin

Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lopez-Neyra” (CSIC)

RESUMEN: La esclerosis sistémica (SSc) o esclerodermia es una enfermedad autoinmune crénica del tejido conec-
tivo que se caracteriza por presentar alteraciones del sistema inmunoldgico, problemas vasculares y fibrosis de la
piel y 6rganos internos. Afecta principalmente a mujeres, ratio mujer / hombre de 8 a 2, en la edad media de la vida,
no tiene tratamiento especifico y estd considerada entre las mas graves de las enfermedades reumatoldgicas. Al
igual que otras enfermedades mediadas por el sistema inmunoldgico (IMIDs) no se conoce de forma completa su
etiologia pero si que en ella intervienen tanto factores medio-ambientales como genéticos. Nuestro grupo de in-
vestigacion lleva mas de 15 anos estudiando las bases genéticas de la SSc y mediante estudios amplios del genoma
completo -GWAS- hemos sido capaces de identificar 27 zonas gendmicas asociadas de forma firme al desarrollo de
la enfermedad y a las formas clinicas mas severas de esta. Nuestros datos han destacado el papel de genes de la res-
puesta inflamatoria y del sistema inmunolégico innato y adquirido en la enfermedad, junto a molécula implicadas
en fibrosis y autofagia. Diferentes estudios funcionales (eQTLS, RNAseq, metilacidn, capture Hi-C) nos han ayudado
a profundizar en los mecanismos moleculares y tipos celulares alterados en la SSc, permitiendo, junto al analisis de
factores genéticos comunes entre la SSc y otras IMIDs, la identificacidon de posibles nuevas dianas terapéuticas. Ade-
mas, nuestros avances gendmicos han facilitado el desarrollado un indice poligénico de riesgo —PRS- para la SSc con
posible utilidad clinica en el futuro.
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PAPEL DE LA VARIACION GENETICA COMUN DE LAS REGIONES NO CODIFICANTES
DEL GEN KATNALI EN LA SUSCEPTIBILIDAD A FENOTIPOS SEVEROS DE INFERTILI-
DAD MASCULINA

Andrea Guzmadn-Jiménez, Miriam Cervdn-Martin, Lara Bossini-Castillo, Rocio Rivera-Egea, Nicolds
Garrido, Saturnino Lujan, Gema Romeu, Samuel Santos-Ribeiro, IVIRMA Group, Lisbon Clinical Group,
José A. Castilla, M. Carmen Gonzalvo, Ana Clavero, Vicente Maldonado, F. Javier Vicente, Miguel Bur-
gos, Rafael Jiménez, Sara Gonzdlez-Mufioz, Warintorn Ruksiriwanich, Josvany Sadnchez-Curbelo, Olga
Lépez-Rodrigo, Iris Pereira-Caetano, Patricia I. Marques, Filipa Carvalho, Alberto Barros, Lluis Bassas,
Susana Seixas, Jodo Gongalves, Sara Larriba, Alexandra M. Lopes, Rogelio J. Palomino-Morales, F. Da-
vid Carmona.

RESUMEN: La espermatogénesis es un proceso que requiere una regulacion estricta de la expresion génica para
generar gametos masculinos moviles y viables. Las manifestaciones mas graves de fallo espermatogénico severo
(SpF) se caracterizan por una disminucion radical (oligospermia severa, SO) o total (azoospermia no obstructiva,
NOA) del nUmero de espermatozoides en el eyaculado. La infertilidad de la mayoria de pacientes con SpF presen-
ta una etiologia desconocida y se sospecha que ésta puede ser de tipo multifactorial (en la que intervengan tanto
factores genéticos como ambientales). Se ha propuesto, por tanto, que SpF podria representar un rasgo complejo.
Este trabajo pretende arrojar luz sobre |la posible relacion existente entre la variacion genética de KATNALI (que es
un gen esencial para la correcta regulacion de microtubulos del citoesqueleto involucrada en la interaccion entre
células de Sertoliy células germinales) y el desarrollo de los distintos fenotipos de SpF, asi como sobre el posible
papel prondstico de dicha variacion en la extraccion de espermatozoides testiculares (TESE) a partir de biopsias de
pacientes sometidos a técnicas de reproduccion asistida. Estudios previos en ratones mutantes para KATNALT mos-
traron que la desregulaciéon de este gen puede ser clave en el desarrollo de infertilidad masculina, mediante exfolia-
cioén prematura de espermatidas a la luz de los tubulos seminiferos. En base a lo anterior, diseflamos un estudio de
asociacion genética caso-control en el que se analizaron tres polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs; rs2077011,
rs7338931y rs2149971) situados en los extremos 3'y 5’ de KATNALI, en una poblacién compuesta por 715 hombres
infértiles (505 NOA y 210 SO) y 1058 controles sanos de Espafa y Portugal. El genotipado de las muestras se realizd
con la tecnologia TagMan y la posible asociacion de los SNPs analizados con los fenotipos de estudio se llevé a cabo
con distintos modelos de regresion logistica. Nuestros resultados indicaron que el haplotipo que incluye los alelos
rs2077011*C, rs7338931*T y rs2149971*A confiere un riesgo significativo para desarrollar SpF (P=3.45E-02, OR=2.33),
NOA (P=8.22E-03, OR=2.97), arresto en la maduracién de la linea germinal (MA) (P=2.44E-02, OR=5.00) y sindrome
de Sertoli sélo (SCO) (P=4.03E-03, OR=5.16). Ademas, este haplotipo parece ser un buen marcador genético de la
probabilidad de TESE infructuoso (P = 2,22E-04, OR = 6,13). Posteriores analisis in silico de anotaciones funcionales
del genoma evidenciaron que el efecto de riesgo observado puede ser consecuencia de una alteracion del patron
de splicing de KATNALI en testiculo, la cual podria producir una sobrerrepresentacién de una isoforma corta no fun-
cional. Enresumen, nuestros resultados sugieren que la variacién genética comun de regiones no codificantes de
KATNALT confiere riesgo a desarrollar infertilidad masculina debido a SpF. Creemos que este tipo de estudios puede
suponer una ayuda fundamental para disefar marcadores de prondéstico eficaces del éxito del TESE, que permitan
un Mmejor asesoramiento a los pacientes con SpF idiopatico.
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BIOIMPRESION DE UN MODELO DE MELANOMA MALIGNO TRILAMINAR PARA EL
TRATAMIENTO PERSONALIZADO DEL CANCER

Gema Jiménez, Julia Lépez de Andrés, Marta Ruiz-Toranzo, Cristina Antich, Carlos Chocarro-Wrona,
Elena Loépez-Ruiz, Carmen Griidn-Lisén y Juan Antonio Marchal

RESUMEN: Los modelos in vitro convencionales para el estudio del cancer no reproducen con precision el microam-
biente tumoral, por lo que la bioimpresion 3D representa una excelente herramienta para superar sus limitaciones.
En el presente trabajo, se bioimprimen dos modelos multicelulares de melanoma maligno (MM) de tres capas, com-
puestos por células madre cancerosas aisladas de una linea celular establecida de MM o de una linea celular deriva-
da de un paciente primario, junto con otros tipos celulares que componen el microambiente tumoral como son los
fibroblastos, células madre mesenquimales y células endoteliales. Los diferentes tipos celulares, tanto aisladas de
pacientes como obtenidas de lineas establecidas, se embebieron en una biotinta y se bioimprimieron réplicas de los
modelos de MM utilizando la bioimpresora de extrusion REGEMAT 3D V1. Una vez obtenido el modelo, se procedid
al andlisis de la proliferacion celular, viabilidad y actividad metabdlica mediante imagenes confocales 3D y el ensayo
de AlamarBlue. La remodelacion del microambiente tumoral se evalué mediante pruebas reoldgicas e imagenes
ESEM. Ademas, se evalud la respuesta de ambos modelos tumorales al vemurafenib midiendo la proliferaciéon y via-
bilidad celular a diferentes dosis de farmaco y periodos de administracion, y se examinaron los genes relacionados
con la quimiorresistencia mediante gPCR. La capacidad tumorogénica se analizé mediante la implantaciéon sub-
cutanea de los hidrogeles de MM en ratones NGS. Tras el andlisis, los diferentes tipos celulares que componen el
modelo mostraron una alta proliferaciéon y actividad metabdlica, y remodelaron activamente la matriz extracelular.
Los modelos de MM reunieron una serie de propiedades reoldgicas similares a las de la piel y llegan a desarrollar una
vascularizacion temprana. Ademas, estos modelos presentaron respuestas diferentes al vemurafenib en compara-
cién con los cultivos celulares y entre ellos, segun si las células son obtenidas de pacientes o de lineas establecidas.
Finalmente, inducen un proceso tumorogénico en xenotransplantes murinos logrando modelos in vivo mas mimé-
ticos que los convencionales. Por primera vez, se ha desarrollado un modelo de MM trilaminar humano basado en
células madre cancerosas bioimpresas que recrea el microambiente tumoral in vitro e in vivo, asi como una respues-
ta al tratamiento mas realista, siendo Util commo modelo de cribado farmacolégico para establecer una medicina
personalizada y de precision contra el MM.
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VALIDACION Y CARACTERIZACION FUNCIONAL DE VARIANTES IDENTIFICADAS
POR GWAS PARA LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA: ESTUDIO EN EL CONTEXTO
DEL CONSORCIO CRUCIAL

Ana MonRiz-Diez, Paloma Garcia-Martin, José Manuel Sdnchez-Maldonado, Antonio José Cabrera-Se-
rrano, Marisa Cafiadas-Garre, Rob ter Horst, Yolanda Benavente, Stefano Landi, Angelica Macauda,
Francisca Hernandez-Mohedo, Pedro Gonzdlez-Sierra, Blanca Espinet, Esther Clavero, Rossana Maffei,
Anna Maria Puiggros, Roberto Marasca, Miguel Angel Lépez-Nevot, Elisa Lépez-Ferndndez, Tzu Chen-
Liang, Irene Gamez, Adoracion Herndndez-Vidafia, Juan José Rodriguez-Sevilla, Victor Moreno, Rafael
Marcos-Gragera, Maria Garcia-Alvarez, Javier Llorca, Andrés Jerez, Aleksandra Butrym, Delphine Ca-
sabonne, Mario Luppi, Miguel Alcoceba, Kari Hemminki, Yang Li, Lourdes Vdzquez, Silvia de Sanjosé,
Asta Forsti, Daniele Campa, Federico Canzian, Mihai G. Netea, Manuel Jurado, Juan Sainz

RESUMEN: La leucemia linfocitica crénica (LLC) es la leucemia mas comun entre los adultos en los paises occiden-
tales. Se trata de una enfermedad incurable, que disminuye drasticamente la esperanza de vida en comparacion
con la poblacién general. El curso clinico de la LLC es extremmadamente heterogéneo, pudiendo variar en funciéon del
estadio clinico y la presencia de lesiones genéticas estables y/o mutaciones puntuales recurrentes. Actualmente,
los estudios de genes candidatos y de asociacidon del genoma completo (GWAS) han identificado variantes gené-
ticas asociadas con la susceptibilidad a LLC; sin embargo, estas variantes genéticas requieren validacion en otras
poblaciones para su futura implementacién en la clinica, ademas de un estudio en profundidad de su funcionalidad
biolégica. En este trabajo nos propusimos validar y caracterizar funcionalmente 41 polimorfismos de nucledtido
Unico (SNPs) para LLC, identificados por GWAS, en una cohorte de 1139 pacientes diagnosticados con LLC y 1950
controles sanos del consorcio CRUCIAL. La asociacion se evalud mediante regresion logistica ajustada por edad, sexo
y pais de origen, y confirma la asociacion de 21 SNPs con riesgo de LLC (P&It;0.05). El efecto mas fuerte se detectd
en el SNP rs35923643 del locus GRAMDIB (OR=1.93; IC95%: 1.66-2.25; P=6.50E-16). Ademas, se confirmo la asociacion
de SNPs en los genes AC107990.1||INFE2L3P1, ACOXL, BCL2, CXXC1, DMRTAI, EOMES|LINCO1980, FAS, GPR37, IRF4,
IRF8, MDS2, ODF3B, OPRMI|IPCEFT1, PCAT29|LOC107984788, POT1, PRKD2, TERT and TMPRSS5|MAP2K?2 loci (OR=1.16-
1.45). El metaanalisis de los datos de CRUCIAL con los obtenidos de GWAS previos confirmo la asociacion de 28 SNPs
a nivel GWAS (P0.05). Mecanisticamente, los portadores del alelo CGRAMDI1Brs35923643G presentaron niveles au-
mentados de células B transicionales CD24+CD38+, asi como mayores niveles séricos de ILI8R1 (P=0.00085), expre-
sada en células B. Ademas, los niveles de proteinas SIRT2, STAMBP y ADA en suero fueron menores en portadores
del alelo GRAMDI1Brs2953196G (P=0.00037, 0.0003 y 0.00078, respectivamente). Por otra parte, los portadores del
alelo IRF8rs391855A presentaron mayores niveles de células B de memoria con cambios de isotipo (“class-switched”)
(CD27+IgM~-IgD-) (P=3.3910-5) y células T de memoria central CD4+CD45RA-CD27+ (P=0.00010). Los portadores de
los alelos CXXC1rs1036935A y PRKD2rs11083846A mostraron menores niveles de células B CD19+CD20+ y de células B
transicionales CD24+CD38+ (P=0.00046 y 0.00075, respectivamente). Paralelamente, los portadores del alelo ILRUN-
rs3800461C tenian menores niveles de células T reguladoras HLA-DR+ y células T convencionales CD4+ (P=0.00058 y
0.00041, respectivamente), mientras que los portadores del alelo POU5F1P2|ODF1rs2511714G presentaban niveles au-
mentados de células efectoras de memoria CD8+CD45-CD27- (P=0.00053). Finalmente, detectamos una interesante
relacion entre el alelo TERTrs7705526A y descenso en suero de TRAIL y TWEAK (P=5.23-10-5 y 0.0001, respectivamen-
te), gue son potentes activadores de la via de muerte celular en células de LLC. El modelo incluyendo los 16 polimor-
fismnos con una asociacioén significativa con riesgo de LLC (P&It;0.10) mejord significativamente la prediccion de LLC
en la poblacién CRUCIAL, en comparacién con un modelo que sélo consideralba variables demograficas (AUC=0.813
1C95%:0.787-0.838 vs AUC=0.769 1C95%:0.741-0.799; PLRtest=6.83-10-14). En conclusién, este estudié confirma la
asociacion de 28 loci identificados por GWAS con el riesgo a LLC y sugirié que algunos de los genes mas relevantes,
entre los que se encuentran GRAMDIB, IRF8, CXX1, PRKD2, ILRUN y TERT, podrian ejercer su funciéon modulando

la diferenciacion de células By T, asi como a través de la respuesta inmune mediada por células By Ty las vias de
apoptosis.
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META-ANALISIS DE DATOS GENOMICOS DE MULTIPLES ENFERMEDADES REVELA
NUEVOS LOCI DE RIESGO COMPARTIDO ENTRE VASCULITIS SISTEMICAS

Ortiz-Fernandez L (1), Carmona E.G (1-2), Lopez-Mejias R (3), Lyons P.A (4), GCA Group, AAV Group, Taka-
yasu Group, IgAV Group, IKDGC, Direskeneli H (5), Merkel P.A (6), Morgan A.W (7-8), Burgner D (9-12),
Sawalha A.H (13-16), Smith K.G.C (4), Gonzdlez-Gay M.A (3), Martin J (1), Marquez A (1-2).

l.Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lopez-Neyra”, CSIC, PTS Granada, Granada, Spain. 2.Unidad de Enferme-
dades Autoinmunes Sistémicas, ibs. GRANADA, Granada, Spain. 3.Epidemiology, Genetics and Atherosclerosis Re-
search Group on Systemic Inflammatory Diseases, Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, IDIVAL, Santander,
Spain. 4.Cambridge Institute of Therapeutic Immunology and Infectious Disease, Department of Medicine, Univer-
sity of Cambridge, Cambridge Biomedical Campus, Cambridge, UK. 5.Department of Internal Medicine, Division of
Rheumatology, Marmara University, Faculty of Medicine, Istanbul, Turkey. 6.Division of Rheumatology, Department
of Medicine, Division of Clinical Epidemiology, Department of Biostatistics, Epidemiology, and Informatics, Univer-
sity of Pennsylvania, Philadelphia, PA, USA. 7.Leeds Institute of Cardiovascular and Metabolic Medicine, University
of Leeds, Leeds, UK. 8.NIHR Leeds Biomedical Research Centre, Leeds Teaching Hospitals NHS Trust, Leeds, UK.
9.Murdoch Children’s Research Institute, The Royal Children’s Hospital, Parkville, Victoria, Australia. 10.Department of
Paediatrics, The University of Melbourne, Parkville, Victoria, Australia. 11.Department of General Medicine, The Royal
Children’s Hospital, Parkville, Victoria, Australia. 12.Department of Paediatrics, Monash University, Clayton, Victoria,
Australia. 13.Division of Rheumatology and Clinical Immunology, Department of Medicine, University of Pittsburgh,
Pittsburgh, PA, USA. 14.Lupus Center of Excellence, University of Pittsburgh School of Medicine, Pittsburgh, PA, USA.
15.Department of Immunology, University of Pittsburgh, Pittsburgh, PA, USA. 16.Division of Rheumatology, Depart-
ment of Pediatrics, University of Pittsburgh, Pittsburgh, PA, USA

RESUMEN: Las vasculitis sistémicas son un conjunto heterogéneo de enfermedades complejas que se caracterizan
por la inflamaciéon de los vasos sanguineos. Sus etiologias son poco conocidas, pero si esta bien establecido que los
factores genéticos desempefian un papel importante. En este estudio, nos propusimos investigar el componente
genético compartido entre las vasculitis sistémicas a través de la combinacién de datos gendémicos de enfermeda-
des clinicamente diferentes como un Unico fenotipo. Para ello, realizamos un meta-analisis de datos gendmicos
de los principales fenotipos de vasculitis sistémicas (arteritis de células gigantes, arteritis de Takayasu, enfermedad
de Kawasaki, vasculitis IgA, vasculitis asociadas a ANCA incluyendo poliangeitis granulomatosa eosinofilica AN-
CA-negativa), incluyendo mas de 5.000 casos y 30.000 controles. Usamos el paquete de R ASSET que nos permite
identificar el subgrupo de fenotipos que mejor contribuyen a la asociacion. Ademas, usamos bases de datos pu-
blicas para investigar el posible papel funcional de las variantes asociadas. Nuestro andlisis identificod 8 sefiales
independientes significativas a nivel de genoma completo (p value &lt; 5e-08) compartidas al menos por dos de las
enfermedades analizadas y que se asociaran por primera vez con al menos uno de los fenotipos. Entre ellas, noso-
tros detectamos loci conocidamente importantes en enfermedades autoinmunes como CTLA4, PTK2B y IL12B. Inte-
resantemente, mientras que la mayoria de las sefiales presentaban un efecto de la asociacion que iba en la misma
direccioén para todos los fenotipos asociados, dos loci mostraron efectos opuestos. Por ejemplo, el alelo menor de
rs6898844-IRF1-AS], el cudl habia sido descrito como un factor de riesgo para la poliangeitis granulomatosa eosin-
ofilica, presentaba un efecto de proteccion en la enfermedad de Kawasaki y en la arteritis de Takayasu en nuestro
estudio. Finalmente, la anotacion funcional in silico sugirié que algunas de las variantes asociadas podrian desem-
pefiar un papel regulador. A modo de ejemplo, se ha descrito que la variante rs128738-P4HA2 modifica los niveles
de expresion de varios genes, incluyendo P4HA2, SLCN22A5 o ACSL6. Nuestros resultados identificaron nuevos loci
con efectos pleiotrépicos en las vasculitis sistémicas, arrojando luz sobre nuestro conocimiento actual del compo-
nente genético que subyace a estas enfermedades.
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IMPACTO DE LA COVID-19 EN LA SALUD Y BIENESTAR DE LA POBLACION GENERAL
Y DE MAYOR VULNERABILIDAD Y EN SUS DETERMINANTES: ESTUDIO LONGITU-
DINAL DE REAL-WORLD DATA CON ENCUESTA PANEL SANITARIA Y SOCIAL (ES-
SOC-COVID)

A Cabrera-Léon, C Sadnchez-Cantalejo, MM Rueda, M Saez, | Enrique, R Ferri, L Castro, J Hidalgo, MA
Barceld, R Villegas, N Lorusso, A Daponte

RESUMEN: Para preparar y dar una respuesta efectiva de Salud PuUblica en el contexto de la pandemia en curso

de SARS-CoV-2 surge este proyecto de investigacion. Su objetivo general es conocer la magnitud, caracteristicas

y evolucion del impacto de la COVID-19 sobre el bienestar, la salud y sus determinantes socioeconémicos, psico-
sociales, conductuales, laborales, ambientales y clinicos en la poblacion general y, especialmente, en poblaciones
con mayor vulnerabilidad socioeconémica. Esta investigacion parte de un enfoque de Salud Publica para poder
intervenir individual y colectivamente frente a la pandemia y se basa en un disefio de Real-World Data que integra
datos observacionales a partir de un estudio epidemiolégico longitudinal (Encuesta Sanitaria y SOCial, ESSOC) y de
registros clinicos, epidemioldgicos, sociodemograficos y medioambientales de diferentes administraciones publicas
de Andalucia tales como: Base de Datos Longitudinal de Poblacion de Andalucia, Base Poblacional de Salud de An-
dalucia, Red de Informaciéon Ambiental de Andalucia, Sistema de Vigilancia Epidemioldgica de Andalucia o Sistema
de Georreferenciacion de zonas desfavorecidas de la Estrategia Regional Andaluza para la Cohesién e Inclusion
Social. Ademas, los datos son preprocesados, integrados y analizados mediante técnicas avanzadas de estadistica,
muestreo y aprendizaje automatico. En cuanto a la ESSOC, esta encuesta tiene un diseno probabilistico de panel
de superposicion que garantiza estimaciones validas y precisas tanto transversales como longitudinales a partir de
muestras probabilisticas de base poblacional. Asi pues, la ESSOC se compone de una serie de medidas desglosadas
en una nueva muestra y otra longitudinal para cada medicién. Las encuestas son telefénicas asistidas por ordenador
y son realizadas en Andalucia sobre poblacién general mayor de 16 afios, poblaciéon residente en zonas desfavoreci-
dasy poblaciéon mayor de 55 anos (ver imagen 1). Se tiene previsto realizar un total de mas de 22.000 entrevistas te-
lefénicas efectivas a lo largo de tres anos desde el comienzo del estado de alarma y, hasta noviembre de 2021, se han
realizado casi 14.000. Su informacién es integrada con la de los registros administrativos anteriores, disponiendo por
tanto de informacién auxiliar individual y contextual. Este proyecto cuenta con la aprobacién del Comité Etico de
Investigacion de la Consejeria de Salud y Familias y su protocolo ha sido recientemente publicado en una revista in-
ternacional de alto impacto. Ademas, el equipo esta conformado por personas investigadoras con distinta titulacion
y especialidades de grupos consolidados y emergentes de centros publicos académicos, administrativos y de aten-
cién sanitaria publica de Andalucia. En el congreso de investigacion PTS se presentaran los principales elementos
conceptuales y metodoldgicos del proyecto y, por primera vez, la plataforrma Web que le da soporte para difundir
sus resultados descriptivos a través tablas y graficos interactivos y personalizables desarrollados con los Softwares R
y Python. Ademas, el proyecto presentado garantizara una ingente difusion cientifica que se vera reforzada por su
compromiso con la Ciencia Abierta. Asi pues, contribuird a la generacion de conocimiento en la linea estratégica de
Innovacion en COVID-19 de la Consejeria de Salud y Familias, produciendo informacioén relevante sobre cohortes po-
blacionales que ayudara a la toma de decisiones en el SSPA en materia de disefio de intervenciones personalizadas
gue mejoren la atencidén sanitaria, la salud y la calidad de vida de las poblaciones mas afectadas por la COVID-19.

I CONGRESO INVESTIGACION PTS GRANADA Sesiones | 74



Charla

Dia 2

10 febrero 2022

Investigacion en COVID-19 Volver menu SESIONES ()

POBLACIONES FENOTIPICAS DE LINFOCITOS T,3 EN LA FASE AGUDA DE LA INFEC-
CION POR SARS-COV-2

Lopez-Perez, David; Redruello-Romero, Anais; Diez-Echave, Patricia; Hidalgo-Garcia, Laura; Ruiz-Mala-
gon, Antonio Jesus; Molina-Tijeras, José Alberto; Rodriguez-Sojo, Maria Jesus; Martin-Castano, Benita;
Martinez-Zaldivar, Margarita; Mota, Emilio ; Cobo, Fernando; Alvarez-Estevez, Marta; Garcia, Federico;
Morales-Garcia, Concepcidén; Merlos, Silvia; Garcia-Flores, Paula; Colmenero Ruiz, Manuel; Pérez del
Palacio, José; Lopez-Cobo, Ana; Vicente, Francisca; Hernandez-Quero, José; Rodriguez-Cabezas, Maria
Elena; Carazo, Angel; Martin, Javier; Rodriguez-Nogales, Alba; Morén, Rocio; Gdlvez, Julio

RESUMEN: Los linfocitos Tyd son una fraccién minoritaria (en torno al 10%) del conjunto de células T de sangre
periférica. Se caracterizan por expresar un receptor de antigeno (TCR, T Cell Receptor) que se genera mediante
recombinacion somatica de los loci TCRy y TCRS (de forma similar al receptor de antigeno de la poblacion mayorita-
ria Tap). Funcionalmente, las células Tyd se pueden clasificar dependiendo del segmento V empleado en la recom-
binacion del TCR. Algunas de estas poblaciones muestran un repertorio TCR muy restringido (en especial, las que
incluyen el segmento V9 de la cadena yy el V2 de la cadena §) lo que los asemeja mas a la inmunidad innata que a
la adaptativa. Aunque aun queda mucho por aprender, se sabe que ciertos fenotipos Tyd tienen un papel relevante
en las etapas iniciales de la respuesta inmunitaria antiviral. El estudio analiza una cohorte de 85 pacientes en fase
aguda de la infeccion por SARS-CoV-2. Los pacientes fueron clasificados en 3 grupos en funcién de la gravedad de
los sintomas: asintomaticos o leves (sin criterio de ingreso hospitalario) moderados (con criterio de ingreso hospita-
lario, pero no en UCI) y graves (ingresados en UCI). Mediante citometria de flujo, se identificaron y cuantificaron tres
poblaciones de linfocitos Tys de sangre: yV9+/8V2+, yV9+/8V2- y yV9-/8V2- (el grupo yV9-/8V2+ resultd virtualmente
indetectable). Adicionalmente, se analizd en cada poblacidn la expresion de GPR56 (marcador asociado a fenotipo
citotéxico). Los resultados mostraron descensos progresivos de la poblacion yV9+/5V2+ en relacién a la gravedad de
los sintomas, que fueron muy relevantes en el grupo de pacientes ingresados en UCI. De forma similar, la proporcién
de células positivas para GPR56 descendid de forma progresiva en funcién de la gravedad de los sintomas. Nuestros
datos aportan nuevas perspectivas sobre el papel de los linfocitos Tyd en el desarrollo de la enfermmedad COVID-19.
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MARCADORES OMICOS EN PACIENTES CON COVID-19 COMO PREDICTORES DE LA
EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD

Diez-Echave, Patricia (1,2); Hidalgo-Garcia, Laura (1,2); Ruiz-Malagon, Antonio Jesus (1,2); Molina-Tijeras,
José Alberto (1,2); Rodriguez-Sojo, Maria Jesus (1,2); Lopez-Pérez, David (1,2); Redruello Romero, Anais
(2,3); Martin-Castanfo, Benita (2,4); Martinez-Zaldivar, Margarita (2,5); Mota, Emilio (2,5); Cobo, Fernan-
do (2,6); Alvarez-Estevez, Marta (2,7); Garcia, Federico (2,7); Morales-Garcia, Concepcion (8); Merlos,
Silvia (8); Garcia-Flores, Paula (8); Colmenero Ruiz, Manuel (9); Pérez del Palacio, José (10); Lopez-Cobo,
Ana (10); Vicente, Francisca (10); Hernandez-Quero, José (2,11); Nufiez, Maria (2,13), Rodriguez-Cabezas,
Maria Elena (1,2); Carazo, Angel (2,3); Martin, Javier (12); Rodriguez-Nogales, Alba (1,2); Morén, Rocio
(2,13); Galvez, Julio (1,2).

1. Departamento de Farmacologia, Centro de Investigacion Biomédica (CIBM), Universidad de Granada. 2. Instituto
de Investigacion Biosanitaria de Granada (ibs.GRANADA). 3. Unidad de Apoyo a la Investigacion. Hospital Universi-
tario Clinico San Cecilio, Granada 4. Centro de Salud de Las Gabias, Granada. 5. Centro de Salud Salvador Caballero,
Granada. 6. Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario Virgen de las Nieves, Granada. 7. Servicio de Microbio-
logia, Hospital Universitario Clinico San Cecilio, Granada. 8. Servicio de Neumologia, Hospital Universitario Virgen
de las Nieves, Granada. 9. Unidad de Cuidados Intensivos, Hospital Universitario Clinico San Cecilio, Granada. 10.
Fundacion Medina, Granada. 11. Servicio de Enfermedades Infecciosas, Hospital Universitario Clinico San Cecilio,
Granada. 12. Instituto de Parasitologia y Biomedicina Léopez-Neyra, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(IPBLN-CSIC), Granada. 13. Servicio de Farmacia Hospitalaria, Hospital Universitario Clinico San Cecilio, Granada.

RESUMEN: La crisis de salud publica mundial causada por la COVID-19 ha supuesto un auténtico reto para el sistema
sanitario. En Espafa, su letalidad media es de un 0.18%, aunque dada su distribucién heterogénea y las diferentes es-
trategias sanitarias adoptadas ha provocado una gran variaciéon entre comunidades, siendo de un 0.13% en Andalucia.
La infeccion por SARS-CoV-2 cursa con un amplio espectro de cuadros clinicos, desde sintomas muy leves como tos
seca, fiebre o fatiga, hasta neumonias bilaterales graves. Por otra parte, la deteccion de ARN viral en heces, ademas
de en el tracto respiratorio, de pacientes infectados apunta a que la microbiota puede desempenar un importante
papel en esta enfermedad, relacionada con su capacidad para modular la respuesta inmunitaria, como se ha descrito
en numerosas enfermedades. Sin embargo, son pocos los estudios que han abordado este tema. El objetivo de este
estudio fue identificar biomarcadores émicos (metaboldmicos y microbiémicos) que determinen la respuesta clinica
de pacientes infectados con SARS-CoV-2. Se reclutaron un total de 156 pacientes, dividiéndolos segun el curso de la
enfermedad en tres grupos: pacientes con sintomatologia grave (45 pacientes), sintomatologia moderada (56 pa-
cientes) y sintomatologia leve/asintomatica (55 pacientes). Se recogieron muestras de heces, exudados nasales y de
sangre para los posteriores analisis de microbiota bacteriana y metaboldémicos, ademas de analizar el historial clinico
de cada paciente. Las caracteristicas clinicas mas relevantes de los pacientes reclutados en el estudio son: 1) Sinto-
matologia grave: 74% de los pacientes son hombres, donde el 64% de los pacientes tiene mas de 60 afos, presentan-
do una mortalidad del 36%; de forma general, estos pacientes presentan comorbilidades, como obesidad, diabetes
mellitus, hipertension arterial o asma. 2) Sintomatologia moderada, con similar proporcién entre ambos sexos y abar-
cando el rango de la edad entre 20 y 80 afios, con ausencia de mortalidad; estos pacientes también presentan como
comorbilidades las patologias antes mencionadas, aunque en menor medida en comparacion con el grupo grave; 3)
Sintomatologia leve o asintomatica, un 73% eran mujeres, todos con menos de 60 afos, con patologias muy variadas,
y no relacionadas con las mencionadas anteriormente. El analisis metabolémico en plasma permitié identificar un
total de 317 variables, de las que destacan los productos derivados de la glucosa, de aminoacidos, de fosfolipidos y de
acidos grasos. El andlisis de componentes principales (PCA) permitié distinguir claramente los pacientes graves de
los pacientes con sintomatologia leve o asintomaticos, con los pacientes de sintomatologia moderada distribuidos
entre los dos primeros, indicando una progresividad en la intensidad de las variables asociadas a la sintomatologia de
la enfermedad. Por Ultimo, el analisis de la microbiota aislada de heces y de exudado nasal de los pacientes también
ha permitido establecer diferencias significativas entre los tres grupos de pacientes. El analisis de componentes de
los filos microbianos mostré tres clusters, relacionados con cada uno de los grupos de pacientes, tanto en muestras
procedentes de exudados nasales como en fecales. En cuanto a la diversidad alfa, se pudo observar una relaciéon
negativa entre sintomatologia y diversidad bacteriana, siendo menor en pacientes con sintomatologia grave. En
conclusidn, se ha podido observar un perfil omico diferencial entre los distintos cuadros clinicos de pacientes COVID.
En este sentido, aungue es necesario profundizar en los mecanismos implicados, estos resultados podrian permitir
identificar biomarcadores de diagndstico, prondstico y tratamiento de la enfermedad.
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ESTUDIO DE LAS SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T EN PACIENTES HOSPITALI-
ZADOS POR COVID-19

Juan Francisco Gutiérrez Bautista, Antonio Rodriguez Nicolas, Antonio Rosales Castillo, Pilar Jiménez,
Federico Garridol, Per Anderson, Miguel Angel Lépez Ruz, Francisco Ruiz-Cabello

RESUMEN: La infeccion por SARS-CoV-2 se relaciona con un desorden inmunoldgico en el que se observa linfopenia.
Las causas de esta linfopenia aln no estan esclarecidas. Nuestro trabajo se basa en determinar que subpoblaciones
de linfocitos T (CD4+, CD8+, Th1, Th2, Th17, Th1/Th17, Th22, Treg, TFH y ThO) se ven afectadas por la linfopenia. Para
ello, realizamos citometria de flujo multiparamétrica diferenciando el subconjunto de células T helper (Th) segun

el patréon de expresion de receptores de quimiocinas. Estudiamos 144 pacientes COVID-19 clasificados en hospita-
lizados (n=100), UCI (n=17) y asintomaticos (n=27). La comparacién en porcentaje y valor absoluto de linfocitos en
sangre periférica de pacientes COVID-19 es significativamente menor que el de los grupos control y asintomaticos.
Esta disminucidn afecta tanto al conjunto de linfocitos como a los subgrupos CD3+, CD4+ y CD8+, no habiendo
diferencias en el cociente CD4/CD8.E| analisis del subconjunto Th muestra un marcado descenso de linfocitos Th1
(CD3+, CD4+, CD45+, CXCR3+, CXCR5-, CCR6-, CCR4-) en los pacientes COVID-19. Ademas, se observa una disminu-
cién de la poblacion Th1/Th17 que no es tan relevante como la observada para Thl. Este descenso de linfocitos Th1 fue
paralela al incremento en la proporciéon de linfocitos T naive (CD45RA+, CXCR3-, CCR4-, CCR6-, CCR10-) en los pacien-
tes COVID-19. Existe una disminuciéon en la subpoblacion de células Thl en pacientes COVID-19 que tiene un efecto
negativo en la defensa antiviral y en el control y resolucién de la infeccién. En general se obtiene una disminucion
también en otras poblaciones Th y una mayor presencia de células con fenotipo no diferenciado ThO. Es probable
gue esta mayor presencia de células ThO sea una respuesta a la linfopenia. Alternativamente, puede explicarse a un
blogueo en la diferenciacién como consecuencia de una baja estimulaciéon por parte de células dendriticas, o una
alta concentracion de citoquinas como TNF-a, IL-6 y IL-10, que son reguladores negativos en la activacion y supervi-
vencia de linfocitos T.
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RESPUESTA CELULAR Y HUMORAL A LAS VACUNAS FRENTE AL SARS-COV-2 EN
PACIENTES CON INMUNODEFICIENCIA VARIABLE COMUN

Mohamed Mohamed K., Jiménez Garcia C., Rodriguez de la Pefia A., Mediero Valeros B., Culebras E.,
Garcia Bravo L., Guerra Galdn T, Izquierdo Delgado C., Guevara Hoyer K., Fuentes-Antrds J., Pérez
Segura P., Sanchez-Ramodn S

RESUMEN: E| objetivo del estudio fue evaluar la respuesta celular y humoral en pacientes con inmunodeficiencia
variable comun (IDVC) que fueron vacunados frente al SARS-CoV-2. Se estudiaron 20 pacientes con diagndstico de
IDVC, de acuerdo con los criterios de la ESID, para ver la produccion de interferon-gamma (IFN-y) especifica frente
al SARS-CoV-2 antes de la vacunaciéon y entre tres y seis meses después de la segunda dosis de la vacuna frente al
SARS-CoV-2. Como grupo control, se evaluaron 20 donantes sanos vacunados o recuperados de la COVID-19. Tam-
bién, se determind la concentracion de anticuerpos IgG frente a la proteina de la espicula del virus. La respuesta
celular antes de la administracion de la vacuna se midié en 10 pacientes con IDVC, observandose resultados positi-
vos de niveles de IFN-y especificos frente al SARS-CoV-2 en 4 de 5 pacientes que habian pasado la infeccion previa-
mente a la infecciéon. Se obtuvieron resultados positivos de inmunidad celular en 18 de los 20 (90%) pacientes con
IDVC (1,296+703 mUl/ml) y en 19 de los 20 (95%) controles sanos (1,600+665 mUI/ml). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los pacientes con IDVC y los controles sanos con respecto a la respuesta celular
especifica frente al SARS-CoV-2 (p=0.157). Dos pacientes con IDVC y un donante sano mostraron niveles indetermi-
nados de producciéon de IFN-y frente al SARS-CoV-2 (100-200 mUlI/ml). Mientras que todos los donantes sanos pro-
dujeron una respuesta inmunitaria humoral especifica, solo un 67% de los pacientes con IDVC mostraron respuesta
positiva de anticuerpos anti-IgG frente al SARS-CoV-2. Nuestros resultados preliminares muestran que un 90% de
los pacientes con IDVC produjeron una respuesta celular especifica adecuada tras vacunacion frente al SARS-CoV-2,
destacando la relevancia de la vacunacion en este grupo de riesgo. En los pacientes con IDVC con infeccién previa,
la vacuna refuerza la respuesta celular. Sin embargo, la respuesta de anticuerpos especifica frente al SARS-CoV-2
solo se observo en un 67% de los pacientes. Estos resultados podrian respaldar la relevancia de los estudios inmuno-
|6gicos para tomar decisiones terapéuticas personalizadas
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SINDROME POST-COVID-19: DETERMINANDO EL PANORAMA INMUNOLOGICO
TRAS LA INFECCION AGUDA

Francisco Pérez(1)% Sara Cuesta (2),% Paloma Cal-Sabater (2), Paulina Rybakowska (1), Alicia Landeira
(3), Elisa Arribas (2), Aida Fiz-Lopez (2), Antonio Garcia-Blesa (2), Juan Herndndez (2), Sara Gutiérrez (4),
Pablo Telleria (4), Cristina Novoa (4), Silvia Rojo Rello (5), Angel De Prado (2), Candido Pérez (2), Rosa
Sedano (4), Marta Dominguez-Gil (6), Maria Jesus Pefiarrubia (7), Daan K.J. Pieren (8), José A. Garrote
(2), Eduardo Arranz (2), José Maria Eiros (6), Eduardo Tamayo (9), Antonio Ordufa (5), Manuel Fuentes
(3), Cécile A.C.M. van Els (8), Carlos Duefias (4), Concepcion Marafidn(1)$, David Bernardo (2,10)$

1. Centro Pfizer-Universidad de Granada-Junta de Andalucia de Gendmica e Investigacion Oncolégica (GENYO), Gra-
nada, Espana 2. Alergia e Inmunidad de Mucosas, Unidad de Excelencia del Instituto de Biologia y Genética Mole-
cular (IBGM), Universidad de Valladolid y CSIC, Valladolid, Espafa 3. Centro de Investigacion del Cancer (Universidad
de Salamanca-CSIC), Campus Universitario Miguel de Unamuno, Salamanca, Espana 4. Departamento de Medicina
Interna, Hospital Clinico Universitario de Valladolid, Valladolid, Espafia 5. Unidad de Microbiologia, Hospital Clinico
Universitario de Valladolid, Valladolid, Espafha 6. Departamento de Microbiologia, Hospital Universitario Rio Hortega,
Valladolid, Espafna 7. Departamento de Hematologia, Hospital Clinico Universitario de Valladolid, Valladolid, Espafia
8. Centre for Infectious Disease Control, National Institute for Public Health and the Environment, Bilthoven, Holan-
da 9. Unidad Investigacion, Hospital Clinico Universitario de Valladolid, Valladolid, Espafha 10. Centro de Investigacio-
nes Biomédicas en Red de Enfermedades Hepaticas y Digestivas (CIBERehd), Madrid, Espana

RESUMEN: La infeccion por SARS-CoV-2 causa una enfermedad respiratoria que cursa de leve a grave en los seres
humanos, con una tasa de mortalidad estimada del 2% (COVID-19). Los sintomas clinicos tras la resolucion de la
infeccion se conocen como COVID persistente. Estos sintomas incluyen fatiga, disnea, dolor articular, dolor toréacico,
palpitaciones, anosmia y disgeusia, pérdida de cabello, sintomas cognitivos y malestar psicosocial. Sin embargo, los
criterios de diagnostico se basan principalmente en el relato de los pacientes, y aln no se ha descrito la asociacion
de los sintomas de la COVID persistente con cambios en el sistema inmunitario. En este trabajo se estudian los
cambios inmunolégicos en una cohorte de pacientes convalecientes de COVID-19, con el objetivo de caracterizar

su posible relaciéon con el sindrome persistente. Para ello, se reclutaron muestras de sangre periférica de pacientes
convalecientes de COVID-19, 3 meses después de recibir el alta hospitalaria (n = 93). Posteriormente, se realizo el
inmunofenotipado de dichas muestras utilizando un panel de 40 marcadores para citometria de masas (CyTOF).
Los resultados se compararon con 25 donantes sanos pre-pandémicos y 25 individuos post-gripe. En cuanto a los
resultados, se observé una disminucion del compartimento T en los pacientes post-COVID, 3 meses después del alta
hospitalaria. Se detectaron diferencias en las subpoblaciones de células T CD4+ y CD8+ entre los individuos post-CO-
VID y los controles, especialmente en el compartimento de memoria central. También se observé un aumento de
células T CD4+ y CD8+ activadas en los pacientes post-COVID. Estas diferencias se correlacionaron con los pacientes
mas graves en el momento de la infeccién aguda. Por otro lado, se observé una recuperacion del compartimento
mieloide, aunque con alteraciones funcionales. El compartimento de células B mostré un fenotipo migratorio, y se
observé una expansion de los plasmablastos a los 3 meses tras la recuperacion de la enfermedad. Las diferencias
mas prominentes fueron observadas en el grupo de pacientes de mas de 70 afos. De esta forma, se concluye que
nuestros resultados muestran la persistencia de las anomalias en células inmunitarias en pacientes post-COVID, tres
meses después del alta hospitalaria. Sin embargo, estos cambios observados en el sistema inmunitario son indepen-
dientes de los sintomas relacionados con la COVID persistente.
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EFECTOS DE LA PANDEMIA POR SARS-COV-2 EN LA BUSQUEDA DE AYUDA POR
SINTOMAS DE CANCER

RESUMEN: Debido a la carga excepcional que ha sufrido el sistema sanitario desde el comienzo de la pandemia

por SARS-CoV-2, se han observado demoras significativas en el diagndéstico de cancer. Ademas de los cambios en

el funcionamiento del sistema sanitario, las demoras en el diagndstico podrian ocurrir también porque las perso-
nas hayan tardado mas tiempo en consultar por sus sintomas durante las fases mas agudas de la pandemia. Para
probar esta hipodtesis, comparamos los tiempos de espera para buscar ayuda para sintomas de cancer y las barreras
percibidas en la poblacion espanola, antes y después de la primera ola de la pandemia. Se analizaron datos del On-
cobardmetro de la Asociacion Espanola contra el Cancer. El Oncobarémetro es una encuesta periédica representa-
tiva poblacional que cubre todo el territorio espafiol y que en 2020 se realizé en dos olas: “Pre-coronavirus” con 3.269
encuestas realizadas en marzo de 2020 y “Post-coronavirus” con 1.500 encuestas realizadas en septiembre de 2020.
Se utilizd el cuestionario internacional ABC para medir los tiempos de espera tras notar sintomas de cancery las ba-
rreras percibidas a la hora de buscar atencién médica. Se realizaron comparaciones de las olas Pre vs. Post mediante
regresiones multiples logisticas y de Poisson. Se observé un aumento significativo en los tiempos de espera en la
ola Post para 12 de los 13 sintomas de cancer incluidos en el cuestionario, con aumento importante para “cualquier
cambio en el pecho” (OR =154, IC del 95%: 1,22-1,96) y “sangrado sin explicacién aparente” (OR =1,50, 1,26-1,79). Tam-
bién aumentoé el nUmero de barreras percibidas en la ola Post, con mas personas reportando preocupacion por lo
que el médico podria encontrar (OR =1,58, 1,35-1,84) y preocupacion por hacer perder el tiempo al médico (OR =1,48,
1,25-1,74). Tanto los tiempos de busqueda de ayuda como las barreras percibidas aumentaron mas para las mujeres
y las personas mayores (+65). El tiempo que las personas esperarian para consultar con el médico por sintomas de
cancery el nUmero de barreras percibidas aumentaron tras la primera ola de la pandemia, especialmente entre las
mujeres y las personas mayores. Estos resultados sugieren una necesidad intervenciones o campanas informativas
gue animen a las personas a consultar a sus médicos si experimentan sintomas que podrian indicar cadncer y que
aborden las barreras percibidas.

Financiacién: Asociacion Espafiola contra el Cancer (www.aecc.es)
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DATAC: APPLICATIONS TO EXPLORE THE ENVIRONMENTAL AND AIR QUALITY FAC-
TORS ASSOCIATED WITH COVID-19 AT GLOBAL LEVEL

Juan Antonio Villatoro-Garcia, Jordi Martorell-Marugdn, Raul Lépez-Dominguez, Pedro Carmona-Sdez

RESUMEN: Since the emergence of the coronavirus disease 2019 (COVID-19) in December 2019, great efforts have
been made to understand the relationship between the transmission and mortality of the virus and environmental
factors. Numerous studies have been published in this field. However, in several cases, contradictory results have
been obtained. These discrepancies are often caused by the different periods and conditions analyzed in each studly.
Therefore, to obtain reliable and coherent results among studies, applications and data repositories that integrate
COVID-19 data with environmental variables over time are necessary. Currently, there are several applications that
integrate data regarding the transmission of COVID-19. For example, platforms such as that of John Hopkins Uni-
versity or Our World in Data have had a great impact on both the scientific community and the media. However, for
a correct spatial-temporal study of the influence of environmental factors on the transmission and mortality of the
virus, an application that integrates all the information from these platforms as well as variables related to environ-
mental factors is necessary. Here, we present DatAC (Data Against COVID-19), a data fusion project with interactive
web frontends that integrates COVID-19, climatological and air pollution data in Spain and worldwide. DatAC is a
visual analysis platform that contains COVID-19 metrics data (daily cases, vaccinations, hospitalizations, etc.), clima-
tological data (temperature, rainfall, air speed and insolation), pollution data (NO2, PM10, PM2.5, SO2 and CO) and
demographics data (mobility and population). All these data have been extracted from different sources such as the
Ministry of Health of Spain or the Copernicus Climate Change Service, and they are available for different geographi-
cal levels (countries and regions). In addition, DatAC provides different statistical methods that allow users to explore
and perform their own analyses. DatAC has a free license and it is available at https://covid19.genyo.es (Spain data)
and https://datac.genyo.es (worldwide data). These two platforms offer researchers many resources that can be very
useful when studying the relationship of COVID-19 with different factors.
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PROPIEDADES BENEFICIOSAS DE LAS ALIACEAS Y SU EMPLEO COMO COMPLE-
MENTO ALIMENTICIO

Juristo Fonolla, Enrique Guillamadn, Alberto Barnos

RESUMEN: E| género Allium spp. incluye plantas como el ajo (Allium sativum L.) y la cebolla (Allium cepa L.) ricas en
compuestos organosulfurados (OSC) como la alicina, el propil-propano tiosulfinato (PTS) y el propil-propano tiosul-
fonato (PTSO), entre otros. Histéricamente, los OSC de alidceas se han empleado en el tratamiento y prevenciéon de
diversas enfermedades y recientemente han mostrado tener propiedades antimicrobianas, antioxidantes, antitu-
morales e inmunoestimulantes. AlioCare® es un complemento alimenticio basado en una férmula que incluye
fuentes concentradas de ajo y cebolla que contribuyen al normal funcionamiento del sistema inmunolégico. Diver-
sos estudios, tanto in vitro como in vivo, han evidenciado su significativa actividad antifUngica y antibacteriana de
amplio espectro frente a bacterias multirresistentes aisladas de muestras humanas. Ademas, sus principios activos
han mostrado proteccién frente al virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS). Asi mismo, otros
estudios realizados en modelos murinos de inflamacién intestinal han demostrado su significativa actividad antiin-
flamatoria e inmunomoduladora. Recientemente, en un modelo de obesidad inducida por la dieta, se ha demostra-
do que la ingesta de estos compuestos contribuye a mejorar las condiciones clinicas asociadas al sindrome metabé-
lico, con una reduccidn significativa de los valores de colesterol LDL y de la presiéon arterial de los animales tratados.
Ademas, se ha constatado una reduccion del peso corporal y de la grasa abdominal y cambios en la composicion
del microbioma intestinal compatibles con un efecto prebidtio. Por Ultimo, en humanos sanos, se ha demostrado
gue la ingesta diaria de este suplemento modifica positivamente el metabolismo, incrementandose compuestos
como las lisolecitinas (lysoPCs), cuyo aumento esta directamente relacionado con la prevencion de diversas patolo-
gias, especialmente el cancer. Dada la evidencia preclinica que presenta este tipo de compuestos de alidceas, son
varios los ensayos clinicos en marcha que pretenden confirmar estos resultados y demostrar todas las propiedades
del producto.
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INDUCCION DE LA OBESIDAD A TRAVES DE LA DIETA: ALTERACION DEL MATABO-
LISMO OXIDATIVO HEPATICO

Alejandro Garcia Beltran, Aida Lozano Melero, Rosario Martinez Martinez, Ana Guzmdn Carrasco,
Garyfallia Kapravelou, Milagros Galisteo Moya, Pilar Aranda Ramirez, Jesds M. Porres, Maria Lépez-Ju-
rado

RESUMEN: E| sobrepeso y la obesidad se definen como una excesiva y anormal acumulacion de grasa, que supone
un factor de riesgo para la salud y en el desarrollo de otras patologias crénicas como la resistencia a la insulina (RI) y
la enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA). Hoy dia, la obesidad es considerada una pandemia, ya que
su incidencia aumenta de forma global y alarmante cada afio debido principalmente a factores ambientales, tales
como la ingesta de dietas altas en grasa y azUcares refinados. La EHGNA se caracteriza por una acumulacién de
grasa, especialmente triglicéridos, en los hepatocitos, acompanada de altos niveles de estrés oxidativo produciéndo-
se la alteracion de la funcidon hepatica. En este sentido, el principal objetivo de este trabajo fue desarrollar un modelo
de obesidad inducido por la dieta a través de la ingesta de una dieta alta en grasa y fructosa, asi como evaluar el
efecto del tiempo de consumo de esta dieta sobre la funcionalidad hepatica a través de la expresion génica y acti-
vidad antioxidante de distintas enzimas. Para ello, un total de 32 ratas macho Sprague-Dawley (de 10 semanas de
edad) fueron asignadas a 4 grupos experimentales (n=8). Dos grupos de animales consumieron una dieta estandar
(SD) durante 13 0 21 semanas (SD13w o SD21w respectivamente) mientras que los dos grupos experimentales restan-
tes, consumieron una dieta hipercaldrica (HF) y fructosa al 20% en el agua de bebida durante 13 (HF13w) o 21 sema-
nas (HF21w). Durante todo el ensayo, los animales tuvieron acceso libre al agua de bebida y a la dieta, y la ingesta de
ambas fue controlada diariamente mientras que el peso de los animales se registré semanalmente. Al final del pe-
riodo experimental, los animales fueron sacrificados, tras lo cual se procedid a la extraccion del higado. Una porciéon
de este se recogid en una solucién para preservar el ARN y el resto fue introducido en nitrégeno liquido y conserva-
do a -80°C hasta su posterior andlisis. EI ARN total fue extraido y convertido hasta ADNc para analizar la expresion
génica de: Nfe2l2, GPX1, Ngol, SOD1y Ucp2 mediante RTg-PCR. Ademas, otra porcidn de higado fue homogeneizado
para la determinacion de la actividad de diferentes enzimas antioxidantes como la enzima catalasa (CAT), la supe-
roxido dismutasa dependiente de Cu/Zn (SOD-Cu/Zn), la superdxido dismutasa dependiente de Mn (SOD-Mn) vy la
glutation peroxidasa (GPX), y otras enzimas implicadas en procesos detoxificantes como la NADH:quinona reducta-
sa (QR) y la glutation-S-transferasa (GST). Los principales resultados mostraron el desarrollo de obesidad en aque-
llos animales que consumieron la dieta HF y la fructosa en el agua de bebida El desarrollo de la obesidad durante 13
semanas provocd un aumento en la expresion génica en SOD1y GPX], Sin embargo, este aumento de la expresion
génica no se tradujo en un aumento de la actividad enzimatica de Mn-SOD, GPXy QR, aunque el consumo de la
dieta hipercaldrica si que provocd un aumento de la actividad antioxidante de las enzimas SOD-Cu/Zn, GST y CAT en
comparacion con la actividad enzimatica de los animales que consumieron una dieta estandar. En contraposicion
a lo observado a las 13 semanas, el consumo de la dieta hipercaldrica durante 21 semanas produjo una disminucion
de la expresion génica de SODI1, Ngol y Ucp2, asi como una disminucion de la actividad enzimatica en Cu/Zn-SOD,
GPXy QR en comparacion con los animales que consumieron la dieta estandar. En conclusion, se ha visto que el
consumo de una dieta alta en grasa y fructosa durante un largo periodo de tiempo aumenta el estrés oxidativo en
el higado, lo que puede llegar a alterar la funcionalidad hepatica, especialmente pudiendo volver ineficiente a los
sistemas antioxidantes.
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SUBPRODUCTOS DE CHIRIMOYA COMO FUENTE DE COMPUESTOS BIOACTIVOS
CON APLICACIONES COSMECEUTICAS

Abigail Garcia Villegas, Alejandro Rojas Garcia, Maria del Carmen Villegas Aguilar, Patricia Fernandez
Moreno, Maria de la Luz Cadiz Gurrea, David Arrdez Romdn y Antonio Segura Carretero

RESUMEN: Los compuestos fendlicos se caracterizan por su elevado potencial bioactivo y pueden llegar a ser una al-
ternativa interesante para el manejo de algunas enfermedades (1). En este contexto, la chirimoya es una fruta tropi-
cal de origen andino caracterizada por ser muy nutritiva, digestiva y una fuente de compuestos bioactivos, incluidos
polifenoles como la catequina, las proantocianidinas y el hidroxitirosol, alcaloides, acetogeninas, fitoesteroles y ter-
penos con elevado poder antioxidante y con efectos sobre la salud de la piel (2). Los compuestos fendlicos cuentan
con una potente actividad antioxidante y antiinflamatoria. Son capaces de captar radicales libres, como las especies
reactivas del oxigeno y las especies reactivas nitrogenadas que son la causa del estrés oxidativo y de diversos danos
celulares a nivel cutaneo (3). Ademas, estos compuestos bioactivos van a tener la capacidad de inhibir determinadas
enzimas, tales como, la tirosinasa, la colagenasa, la elastasa y la hialuronidasa responsables del envejecimiento de la
piel. Por lo tanto, estos compuestos van ejercer un efecto beneficioso sobre la piel humana, previniendo el envejeci-
miento y diversas enfermedades cutdneas (4). Espafa es el principal productor de chirimoya a nivel mundial, cul-
tivdandose en la zona sur del pais, concretamente, en la Costa Tropical de Granada donde se producen aproximada-
mente 50000 toneladas de chirimoya al ano (5). Como consecuencia de su procesamiento, la industria alimentaria
genera elevadas cantidades de subproductos, piel y semillas, las cuales representan aproximadamente entre un 15-
25% y un 3-10% respectivamente del peso total del fruto. En los Ultimos anos, la eliminacién y el manejo adecuado
de todos estos subproductos se ha convertido en una gran inquietud a nivel mundial. Sin embargo, hay que desta-
car gue existen numerosos compuestos bioactivos, como acidos fendlicos y polifenoles, en las partes no comestibles
de la chirimoya que las hacen de interés para la industria cosmecéutica. La mejor opcién para revalorizar todos estos
subproductos de calidad es la implantacion de una economia biocircular mediante la cual se pueden obtener diver-
sos ingredientes bioactivos para el posterior desarrollo de cosmecéuticos. Explotar los subproductos de la chirimoya
como fuentes de bioactivos y explorar su potencial antioxidante y antiinflamatorio para su posterior aplicacién como
ingredientes bioactivos en la industria cosmecéutica, podria suponer una solucion a la contaminaciéon asociada a su
desperdicio, aprovechando sus propiedades terapéuticas para la piel.

[1] Roleira, F. et al., (2018). Studies in Natural Products Chemistry (Elsevier). [2] Garcia-Salas, P. et al., (2015) Food Res.
Int. [3] Vuolo, M. et al. (2019). Bioactive Compounds (Elsevier). [4] Chai, W. et al,, (2017) Food Res. Int. [5] Agencia de
Gestion Agraria y Pesquera de Andalucia, (2015). “El sector de los cultivos subtropicales en Andalucia”.
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PREPARACION Y ALIMENTACION DIRIGIDA DE PECES CEBRA CON COMPONENTES
AISLADOS DEL OLIVO

Juan de Dios Alché, M? Mar Garcia-Romero, Carlos Acal, Elena Lima-Cabello

RESUMEN: Las moléculas funcionales procedentes de extractos naturales pueden poseer propiedades especificas,
capaces de mejorar la salud y reducir el riesgo de contraer enfermedades. La incorporacién de dichas moléculas

en alimentos es una de las estrategias mas prometedoras para la industria alimentaria. Durante las Ultimas dos
décadas se han realizado estudios que sugieren que la inflamacién crdnica asociada a una situacién de continuo
estrés oxidativo, puede ser un factor etioldégico en muy diversas patologias como el cancer, diabetes, enfermedades
cardiovasculares, neuroldgicas y pulmonares. El pez cebra es un modelo ampliamente utilizado en diversos ambitos
de la biologia experimental, incluyendo el estudio de mecanismos de patologias humanasy los mecanismos de las
repuestas inmunitarias. El pez cebra presenta similitudes genéticas con humanos de un 70 a 80%. Al mismo tiempo,
las respuestas oxidativas e inflamatorias pueden ser facilmente inducibles, reproducibles y visualizadas tanto en sus
primeras etapas de desarrollo como en el pez adulto. El principal objetivo de este trabajo es evaluar la capacidad
anti-inflamatoria de las semillas de olivo, mediante la optimizacion de dietas comerciales enriquecidas coneste
material, en un modelo experimental de inflamacién mediante incisién de la aleta caudal y tratamiento con LPS en
peces cebras adultos. Los peces adultos se adquirieron de un proveedor comercial (ZFBiolabs S.L., Madrid, SPAIN).
Tres grupos de 8 machos y 8 hembras se mantuvieron en acuarios diferentes, en funcién de las dietas en condicio-
nes ambientales controladas como temperatura 28°C y un ciclo de luz constante de 14 horas de luz y 10 horas de
oscuridad. Los diferentes grupos de peces se alimentaron durante 8 semanas con las diferentes dietas, dieta control
(dieta comercial formula Tetra Min Flake, Tetra) y dieta enriqguecida con semillas (dieta comercial férmula Tetra Min
Flake y semillas al 20%) dos veces al dia (a primera hora de la manana y a medio dia). Entre dichas tomas se admi-
nistré una toma de nauplios de artemia comercial. Transcurridas las 8 semanas se indujo la inflamacién utilizando
los peces adultos de cada grupo de dieta. Los animales se anestesiaron con Ethyl 3-aminobenzoate (Tricaina) a una
concentracion de 0.3 mM y se procedid a seccionar la aleta caudal para producir la lesion en un grupo de adultos de
pez cebra. Otro grupo fue tratado con lipopolisacarido (LPS) (Fang, L., & mp; Miller, Y. I. 2012), (Crowhurst, M.O., et al.
2002) durante 8h. Un tercer grupo fue sometido a ambos tratamientos. Tras las inducciones, se procedid a la extrac-
cion hepatica y al analisis de la expresion del RNA mensajero de marcadores como la interleucina 6y 1 (IL-6 e IL-1) y
la proteina TNF-alpha (TNF-a). Los resultados muestran una bajada drastica de los niveles de biomarcadores rela-
cionados con la inflamacién en el grupo de animales alimentados con la dieta enriquecida con semillas de olivo con
respecto al grupo de animales sometidos a la dieta control en todos los tipos de inducciones (lesion caudal, LPS o
ambas). Estos resultados indican el posible efecto protector y antiinflamatorio de la dieta enriquecida con semillas
de olivo. Ademas demostramos que el analisis in vivo de este modelo de induccién de la inflamacién es un método
sencillo que permite detectar los efectos de diferentes dietas en un proceso inflamatorio.
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GENETICA DEL RELOJ CIRCADIANO Y SU EFECTO SOBRE EL CRONOTIPO, LOS PA-
TRONES DEL SUENO Y DE LA DIETA, Y EL RIESGO DE DESARROLLAR OBESIDAD.
ESTUDIO EPIC-ESPANA DE CRONODIETA

Esther Molina-Montes (1,2,3,4), Miguel Rodriguez-Barranco (3,4,5), Ana Ching-Lépez (3,4,5), Reyes
Artacho (1), José Maria Huerta (4,6), Pilar Amiano (4,7,8), Cristina Lasheras (9), Conchi Moreno-Iribas
(10,11), Ana Jimenez-Zabala (4,7,8), Maria-Dolores Chirlaque (4,6), Aurelio Barricarte (4,10,11), Leila Lu-
jan-Barroslo (12,13), Antonio Agudo (12), Paula Jakszyn (12), José Ramdn Quirds(14), Maria José Sadnchez
(3,4,5,15)

1. Departamento de Nutricion y Bromatologia, Universidad de Granada, Granada, Espafa. 2. Instituto de Nutricion y Tecnologia de
los Alimentos (INYTA) ‘José Mataix’, Centro de Investigacion Biomédica, Universidad de Granada, Granada, Espafna. 3. Instituto de
Investigacion Biosanitaria ibs. GRANADA, Hospital Universitario de Granada/Universidad de Granada, Granada, Espafa. 4. CIBER
en Epidemiologia y Salud Publica (CIBERESP), Madrid, Espana. 5. Escuela Andaluza de Salud Publica (EASP), Granada, Espana. 6.
Departamento de Epidemiologia, Consejeria de Salud de la Region de Murcia, IMIB-Arrixaca, Murcia, Espafa. 7. Division de Salud
Publica de Gipuzkoa, Gobierno Vasco, San Sebastian, Espafna. 8. Instituto de Investigacion Sanitaria Biodonostia, San Sebastian,
Espafa. 9. Departamento de Biologia Funcional, Facultad de Medicina, Universidad de Oviedo, Asturias, Espafa 10. Instituto de
Salud Publica de Navarra, Pamplona, Espana. 11. IdiSNA, Instituto de Investigacion Sanitaria de Navarra, Pamplona, Espana. 12. Uni-
dad de Nutricion y Cancer, Instituto Catalan de Oncologia-IDIBELL, Barcelona, Espafa. 13. Departamento de Enfermeria de Salud
Publica, Salud Mental y Maternoinfantil. Escuela de enfermeria, Universidad de Barcelona. 14. Direccion de Salud Publica, Oviedo,
Espafa. 15. Departamento de Medicina Preventiva y Salud Publica, Universidad de Granada, Granada, Espana.

RESUMEN: E| reloj circadiano esta involucrado en el control de los patrones de suefio y alimentacién. El cronotipo refleja el ritmo
circadiano de un individuo. La relacion entre variantes genéticas (polimorfismos de nucledtido unico, SNPs) de genes del reloj
circadiano con el cronotipo, y con los patrones del suefio y de dieta, asi como con el riesgo de desarrollar obesidad, sigue siendo
controvertida. El objetivo de este estudio, enmarcado en el proyecto “EPIC-Espafna cronodieta”, fue explorar la asociacion entre
varios SNPs circadianos con estas variables. Se incluyeron 3.183 sujetos con informacion epidemioldgica (cronotipo, patron del
sueno, cronodieta, estilos de vida, y antropometria) y genética de 12 SNPs (PER1, PER2, PER3, MTERF2, NR1D1, CLOCK). Las asocia-
ciones entre cronotipo (de mafnana a tarde), cronodieta (nUmero de comidas, horarios de ingesta y composicion nutricional de

las comidas), obesidad general y abdominal, y otros parametros antropomeétricos (por ejemplo, porcentaje de masa grasa) con los
SNPs se evaluaron mediante regresion logistica y lineal (modelo aditivo), ajustando por sexo, edad y centro. En las asociaciones con
riesgo de obesidad se consideraron las mediciones antropomeétricas en el reclutamiento de la cohorte (1992-1996), y en el segui-
miento (2017-2020), es decir, la composicion corporal en el estado adulto joven y mayor. Se estimaron ‘odds ratios’ (ORs), intervalos
de confianza al 95%, y p-valores corregidos por comparaciones multiples. Ademas, se generaron scores de riesgo genético (GRS),
suma de los alelos de riesgo y ponderados, para evaluar la asociacion entre los SNPs de manera combinada con todas las varia-
bles. A un nivel de significacion estadistica nominal, la variante rs2735611 (gen PERIT) se asocié con una disminucion del 11,6% en
el aumento de peso (B por alelo=-0,124), mientras que tres variantes del gen CLOCK, rs3749474 y rs4864548, se asociaron con una
disminucién de ~ 20% en la ganancia de circunferencia de la cintura (por alelo 3 = -0,204 y -0,187, respectivamente). Otras asocia-
ciones con otros indices antropomeétricos no se mantuvieron estadisticamente significativos tras la correccion por comparaciones
multiples, a excepcion de la asociacion con la relacion cintura-cadera y rs1801260, rs2070062 y rs4580704 (genes NR1D1y CLOCK).
También se observaron algunas asociaciones nominalmente significativas entre rs2070062 y rs12649507 con una duracion del
suefo mas corta. Las asociaciones tampoco lograron alcanzar significacion estadistica para las variables de cronodieta / nutricion
y el cronotipo. Por el contrario, el GRS ponderado se asocié con el cronotipo vespertino/tardio y con calidad del suefio, variables de
cronodieta y obesidad (p &lIt;0,05). Ademas, el score alélico de cronotipo se asocid a su vez con la susceptibilidad al sobrepesoy la
obesidad (frente al peso normal) tanto en la edad adulta joven como mayor (OR =2,2; p = 0,004y OR = 2,1; p = 0,02, respectivamen-
te). En conclusion, los resultados de este estudio apoyan que algunas variantes genéticas de genes del reloj circadiano podrian
explicar el vinculo entre la susceptibilidad genética a presentar un determinado cronotipo y el riesgo de desarrollar obesidad.

Financiacion: Instituto de Salud Carlos IlI (Exp. no. PI15/00347; Exp. no. PI15/01752; Exp. no. PI15/00579; Exp. no. P115/02181; Exp. no.
PI15/01658) y Maratd TV3 Ref. 201604-10.

Sesiones | 87



Charla

Dia 2

10 febrero 2022

Nutricion y tecnologia de alimentos Volver men SESIONES ()

PROTOCOLO INFOGEST, DEL CONOCIMIENTO A LA ACCION. UN METODO CONSEN-
SUADO PARA LA DIGESTION GASTROINTESTINAL IN VITRO

Raquel Olias, Cristina Delgado-Andrade y Alfonso Clemente

Estacion Experimental del Zaidin (CSIC), Granada, Spain.

RESUMEN: La digestion gastrointestinal es el paso clave que vincula los alimentos que comemos y sus efectos sobre
la salud. Es vital comprender este proceso si queremos superar los desafios que enfrenta actualmente la industria
alimentaria. Los cientificos en el campo de la Nutricién-Salud perseguimos desde hace décadas un método para
simular la digestion gastrointestinal humana, ya que los ensayos de intervencién en humanos suelen ser caros,
dificiles y éticamente comprometidos. Como resultado, se han usado gran variedad de modelos de digestion in vitro
con resultados variables, que limitan la comparacion entre estudios. En 2011 se establecid la accion COST INFOGEST
(Improving health properties of food for sharing our knowledge on the digestive process; FAI005), para compartir y
actualizar el conocimiento del proceso digestivo y comprender mejor las propiedades saludables de los alimentos.
Su logro es el establecimiento de un protocolo estandarizado de consenso internacional en el que se emplean ratios
constantes comida-fluidos digestivos fisioldgicamente relevantes. Este es un método de digestion estatica donde
los alimentos se someten a las etapas oral, gastrica e intestinal controlando la cantidad de electrolitos, las activida-
des de enzimas y sales biliares, el factor de dilucién, el pH y el tiempo atendiendo a bases fisioldgicas. El método
INFOGEST puede emplearse para estudios de degradacion de alimentos complejos o sus componentes en el tracto
gastrointestinal, lo que requiere el analisis de los productos de la digestion de los macronutrientes (péptidos/ami-
noacidos, acidos grasos, mono-/disacaridos) y de los micronutrientes liberados de la matriz alimentaria. También

es Util como herramienta de screening anterior a la realizacidon de ensayos in vivo o como paso previo a estudios

de biodisponibilidad en lineas celulares o de fermentacion colénica in vitro. Para validar este protocolo, se llevd a
cabo un ensayo interlaboratorio entre los miembros de la red consistente en una digestion gastrointestinal de leche
desnatada empleando el método propio de cada laboratorio, simplemente como instantanea de la gran variedad
de protocolos que los miembros de la red habian empleado hasta el momento. En una segunda fase, la misma
muestra se digirié por todos los participantes con el método estandarizado, interrumpiéndolo en las fases gastrica
e intestinal. A continuacion, se compard el grado de hidrdlisis proteica y perfil de proteinas obtenido en los distintos
laboratorios tras ambas etapas, evidencidndose que las caseinas eran principalmente hidrolizadas durante la fase
gastrica, mientras que la B-lactoglobulina era resistente a la accién de la pepsina. La produccion de aminoacidos
libres tenia lugar esencialmente durante la fase intestinal. El estudio mostré que el punto critico responsable de la
mayor parte de la variabilidad interlaboratorios se debia a la determinacidon de la actividad de la pepsina, por lo que,
tras aclarar y armonizar la medida de dicha actividad, se procedié a un tercer ensayo de digestion. En esta ocasion,
se puso de manifiesto que el protocolo depurado aumentaba la consistencia de los datos entre laboratorios y los
hacia comparables (Egger et al., 2016, Food Res. Int.,, 88, 217-225). En la actualidad, se trabaja en un nuevo ensayo
interlaboratorio para publicar el protocolo armonizado de digestion INFOGEST como método estandar ISO para
determinar la digestibilidad proteica en productos lacteos. Evaluando ademas los distintos tipos de analisis de los
productos de digestion proteica: i) determinacion de nitrégeno total; ii) medida de los grupos amino libres (OPA); iii)
analisis de aminodacidos libres. La confrontacion de los datos ayudara a seleccionar cudl de estos procedimientos es
el idéneo para el estudio de la digestibilidad proteica de esta matriz alimentaria. La informacién actualizada sobre
el protocolo INFOGEST esta disponible en Brodkorb et al., 2019, Nature Protocols, 14, 991-1014.

Este trabajo ha sido financiado por los proyectos AGL2017-83772-R y P20_00242 del Ministerio de Ciencia e Innova-
cién y Junta de Andalucia, respectivamente.

I CONGRESO INVESTIGACION PTS GRANADA Sesiones | 88



Charla

SESION 7. o

Nutricion y tecnologia de alimentos

EFECTO DE CAMPOS ELECTRICOS PULSADOS (CEP) EN LA EXTRACCION DE COM-
PUESTOS FENOLICOS EN SUBPRODUCTOS DE NARANJA

Maria del Carmen Razola-Diaz, Robert Sevenich, Eduardo-Jesus Guerra-Herndndez, Oliver Schliter, y
Vito Verardo

RESUMEN: La piel de naranja es el principal subproducto de la industria de zumo de naranja. Este subproducto es
una conocida fuente de compuestos bioactivos ampliamente estudiado por sus actividades antioxidante, antiinfla-
matoria, anticancerigena, antirreumatica, antidiabética y cardioprotectora. Por ello la revalorizacion de este subpro-
ducto es de gran importancia. En este contexto, este estudio se centra en establecer las condiciones 6ptimas de
tecnologia de campos eléctricos pulsados (CEP) como pretratamiento al proceso de extraccion de la piel de naranja
para obtener extractos ricos en compuestos fendlicos, un objetivo enmarcado en el Proyecto Europeo SHEALTHY
(https://mwww.shealthy.eu/project/). Para ello, se ha utilizado un disefio Box-Behnken de 15 experimentos con 3 fac-
tores independientes: anchura de pulso (us), numero de pulsos y energia del campo (kV/cm). En cada experimento
el contenido fendlico fue extradido mediante tecnologia de ultrasonidos y fue analizado mediante HPLC-MS. Las
variables de respuesta analizadas fueron el contenido en compuestos fendlicos totales, flavonoides totales, dcidos
fendlicos totales, y los dos compuestos mayoritarios, Hesperidina y Narirutina. La validez del disefio experimental fue
confirmada mediante ANOVA y las condiciones éptimas fueron establecidas mediante metodologia de superficie
de respuesta. Con las condiciones 6ptimas de un CEP de 1.4 kV/cm y 30 pulsos de 110 us se obtuvo una recuperacion
de 41.80 mg/g peso seco de compuestos fendlicos totales a partir de subproducto de naranja, un contenido un 20%
mayor que el obtenido solo con extraccion mediante ultrasonidos sin CEP como pretratamiento.
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SUBPRODUCTOS DEL AGUACATE: UNA ESTRATEGIA NEUROPROTECTORA

Alejandro Rojas Garcia, Abigail Garcia Villegas, Maria del Carmen Villegas Aguilar, Patricia Fernandez
Moreno, Maria de la Luz Cadiz Gurrea, David Arrdez Romdn y Antonio Segura Carretero.

RESUMEN: Durante las Ultimas décadas, en consonancia con un estilo de vida precipitado, el ser humano ha aposta-
do por alimentos que, aungue ya se encuentran preparados, presentan diversas carencias en cuanto a su contenido
nutricional. Esto ha desembocado en el desarrollo de importantes problemas relacionados con la alimentacion, los
cuales se han propagado por toda la poblacidn. Por ello, una de las apuestas de futuro mas prometedoras consiste
en el aumento de la disponibilidad de los alimentos funcionales que puedan proporcionar efectos saludables en el
consumidor. En este sentido, las frutas tropicales y subtropicales cuentan con unas excelentes propiedades saluda-
bles por su alto valor nutricional y su contenido vitaminico y bioactivo, destacando su riqueza en compuestos feno-
licos y polifenoles. Debido a la creciente demanda de estos compuestos bioactivos, la produccién y el consumo de
estas frutas se ha incrementado enormemente, llegando a paises de todo el mundo. El mango, la pifia, la chirimoya,
el lichi, la guayaba y la papaya, entre otras, son hoy dia ampliamente comercializadas. Una de las frutas que mas re-
levancia ha adquirido a lo largo de estos Ultimos afios es el aguacate, perteneciente a la familia de las Lauraceae y al
género Persea. Tiene su origen en Centro América, pero ahora son sembradas y cosechadas en zonas muy diversas
de todo el mundo. Algunas estimaciones reflejan que un total de 6 millones de toneladas pueden llegar a ser produ-
cidas anualmente a nivel mundial [1]. Por su alto contenido en acidos grasos insaturados, carotenoides y vitaminas,
la pulpa del aguacate ha sido intensamente explotada para su consumo en fresco, como ingrediente procesado

en guacamoles o aceites, o en diversos productos de la industria cosmética. Sin embargo, esta superproduccion
trae también consigo un grave inconveniente: teniendo en cuenta que la proporciéon en peso de la semilla, la piel y
la pulpa del aguacate es de alrededor de 16 %, 12 % y 72 % respectivamente, se estima que mas de millén y medio

de toneladas de subproductos de aguacate son desechados al afo [2]. Esto convierte al aguacate en una fuente de
residuos de alta peligrosidad para el medioambiente, por lo que el anélisis de las propiedades de estas semillasy
pieles, asi como el estudio de diferentes alternativas y aplicaciones de las mismas, ha supuesto un avance significa-
tivo. Gracias a esto, hoy dia sabemos que estos subproductos cuentan con una matriz bioactiva mucho mas rica en
compuestos fendlicos y polifenoles que la propia pulpa [3]. Por lo tanto, de acuerdo con la economia circular, la reva-
lorizaciéon de estos restos como fuentes de compuestos bioactivos para la formulacién de alimentos, nutracéuticos o
cosmeéticos supondrian un interesante punto de partida para hacer frente a los niveles de contaminacién asociados
con su desperdicio. El poder antioxidante y antiinflamatorio de los compuestos fendlicos y polifenoles del agua-
cate han sido reportados en abundantes ocasiones, lo que justifica su capacidad para reducir la concentracion de
especies reactivas de oxigeno y, por tanto, los niveles de estrés oxidativo en el organismo [4]. Este fendmeno se ha
relacionado con una serie de propiedades terapéuticas para el organismo, como por ejemplo el envejecimiento de
la piel, la reduccion de cardiopatias o la prevencion de la neurodegeneracion. Con respecto a esta Ultima, nuestro
grupo operativo plantea estrategias de tratamiento para enfermedades neurodegenerativas usando los subproduc-
tos del aguacate como inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (AChE). De este modo, se produce un aumento
de la concentracion de acetilcolina y, por tanto, mejora las condiciones de sinapsis neuronal [5].

[1] Salazar-Lépez, N. et al. (2020). Food Res. Int. [2] Ayala, T. et al. (2014). “Sustainable Horticultural Systems”, (Sprin-
ger). [3] Kosinska, A. et al. (2012). Agr. &amp; Food Chem. [4] Jyoti, D. et al. (2019). Antiox. [5] Ameer, K. et al. (2016). Adv.
Neurobiol.
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DESARROLLO DE NUEVOS PRODUCTOS FUNCIONALES A PARTIR DE SUBPRODUC-
TOS DE LA INDUSTRIA AZUCARERA-ALCOHOLERA MEDIANTE LA APLICACION DE
PROCESOS BIOTECNOLOGICOS “AZUBIOACT”

Raquel del Pino Garcia, Rosa Quirantes Piné, Isabel Borrds Linares, Asuncion Lopez Bascén y Rafael
Biedma Ruiz.

RESUMEN: E| objetivo general del proyecto persigue por lo tanto impulsar la politica de Bioeconomia circular en

la empresa Azucarera del Guadalfeo S.A. a través de una sustancial revalorizacién de sus principales subproductos
(vinazasy lias), con el objetivo de diversificar su nicho de mercado y tejido productivo mediante la aplicaciéon de
técnicas de [+D+i en materia de revalorizacion focalizadas en obtener ingredientes/alimentos funcionales, asi como
interesantes productos cosmecéuticos. Como objetivos principales se ecuentran i) el desarrollo y producciéon de
nuevos ingredientes alimentarios/aditivos funcionales mediante la aplicaciéon de tratamientos fermentativos y/o
enzimaticos y sus combinaciones a partir de subproductos de la industria azucarera-alcoholera (vinazasy lias), ii) el
estudio de la capacidad antiglucemiante, anticolesterolémica y antihipertensiva de los ingredientes alimentarios
funcionales desarrollados vy iii) la evaluacién de la capacidad antioxidante y desarrollo de cosmecéuticos a partir de
los aditivos funcionales desarrollados. Como objetivos especificos, el proyecto persigue el desarrollo de un proceso
biotecnolégico econdmico y viable industrialmente para la produccion de ingredientes y alimentos bioactivos me-
diante la aplicacion de procesos enzimaticos y/o fermentativos a partir de los subproductos de la industria alcohole-
ray la caracterizacion nutricional y funcional de los subproductos de la industria alcoholera y mejora de sus pro-
piedades saludables potenciales (hipoglucemiantes, hipotensivas, hipocolesterolémicas, antioxidantes). Asimismo,
también se espera la obtencidn a escala piloto y caracterizacién de los nuevos ingredientes alimentarios funcionales
derivados del procesado biotecnoldgico de los subproductos (presentacion final sélida y liquida) y la elaboraciéon de
alimentos funcionales (snacks y salsas) susceptibles de incluir declaraciones nutricionales y saludables a partir de los
ingredientes desarrollados mediante la evaluaciéon de su aceptabilidad por el consumidor y de su potencial saluda-
bles. Por ultimo, se persigue la valuacion del potencial antioxidante in vitro y ex vivo en cultivos de lineas celulares
epiteliales de los ingredientes funcionales desarrollados (cosmecéuticos) y su formulacién para el desarrollo de
nuevos cosmeéticos.
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POTENCIAL BIOACTIVO DE LA HOJA DE OLIVO EN PATOLOGIAS CRONICAS

Maria del Carmen Villegas-Aguilar; Maria de la Luz Cddiz-Gurrea; Alejandro Rojas-Garcia; Enrique Ba-
rrajon-Catalan; David Arraez-Romdn; Vicente Micol; Antonio Segura-Carretero

RESUMEN: Uno de los principales cultivos que se explotan en la zona mediterranea es el olivo, Olea europaea, cuyos
frutos son empleados para la produccidn de aceite de oliva. Durante los Ultimos anos existe un interés creciente
sobre los subproductos (considerados residuos) de este sector oleico, destacando principalmente la hoja de olivo
que, a dia de hoy, es considerado un gran problema tanto econémico como medioambiental [1]. De cada olivo se
pueden obtener aproximadamente 25 kg de hojas/afno, las cuales suponen el 5% del peso total de la cosecha. Asi,
dada la importancia de este sector en el tejido productivo de Andalucia, se generan anualmente mas de 500.000 to-
neladas de hoja de olivo [2]. Existen numerosos trabajos que muestran el potencial bioactivo de diferentes familias
de compuestos presentes en la hoja de olivo, entre las que destaca la familia de los compuestos fendlicos. Dentro
de este grupo compuestos como el hidroxitirosol, la oleuropeina y sus derivados se encuentran en grandes cantida-
des en las hojas de olivo y han demostrado poseer potencial bioactivo. De sus propiedades bioactivas, la actividad
antioxidante es la mas destacada, aunque presentan también otras como actividad antitumoral, antimicrobiana,
antiinflamatoria, antiaterogénica y/o antihipertensiva [3]. Por todo ello, y dado el caracter pleiotrépico que poseen los
compuestos fendlicos, estos estan cada vez ganando mas consideracion en la prevencién y tratamiento de enfer-
medades multifactoriales relacionadas con el estrés metabdlico, la inflamacidén y el envejecimiento [3]. Sin embargo,
estos polifenoles generalmente son metabolizados por los seres humanos siendo sus metabolitos resultantes los
realmente responsables de buena parte de los efectos observados, ya que modulan multiples vias metabdlicas y
tienen mecanismos de actuacion en la expresion génica [4]. En este sentido es importante comprobar que los com-
puestos fendlicos con actividad demostrada pasen a la circulacion sanguinea y ejerzan su efecto en las diferentes
dianas metabdlicas. Nuestro grupo de investigacion tiene diferentes proyectos en los que se lleva a cabo el estudio
de la hoja de olivo para su uso como fuente de compuestos bioactivos con actividad frente a diferentes patologias
cronicas, repercutiendo con ello en su revalorizacion, sobre todo en mercados de clara expansion como el de ali-
mentacion funcional, nutracéutico y farmacéutico.

[1l Rodrigues, F. et al. (2015); Ind. Crops Prod [2] Agencia de Gestion Agrariay Pesquera de la Junta de Andalucia.
Cons. Agric. Pesca y Desarro. (2015) [3] Villegas-Aguilar, M. del C. et al. (2020); Molecules [4] Menendez, J. A, et al.
(2013); Cell Cycle
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Las claves para el disefio de ejercicio fisico saludable adaptado a la mujer

Asociacion del grosor de los musculos abdominales y la didstasis de rectos en el tercer trimestre
de gestacion con resultados maternos y neonatales asociados al parto

El "boom “del running: ;angel o demonio?

El entrenamiento de baloncesto supera los beneficios cognitivos de un entrenamiento combina-
do de resistencia y fuerza

indices de condicion fisicay composicidon corporal materna durante el embarazo y el posparto: un
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Variacion diurna del efecto del gjercicio aerdébico sobre el metabolismo de la glucemia y la oxida-
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El analisis exploratorio de datos como herramienta para el estudio y supervision inteligente del
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Efecto de un prorama de ejercicio aerdbico con electroestimulacion gobal sobre la condicion fisica
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Entrenamiento concurrente: influencia de la secuencia de ejercicios sobre las adaptaciones en los
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LAS CLAVES PARA EL DISENO DE EJERCICIO FiSICO SALUDABLE ADAPTADO A LA
MUJER

Virginia A. Aparicio

RESUMEN: Los objetivos que se persiguen en la presente ponencia son sensibilizar al publico de la necesidad del
estudio diferencial en relacién al entrenamiento en la mujer, conocer ciertas consideraciones relativas al entrena-
miento y rendimiento fisico en funcién del momento del ciclo menstrual y aportar informacién sobre cémo prevenir
cuadros de triada en la mujer deportista. Para ello hablaremos brevemente sobre los antecedentes histdricos sobre
los que reflexionar en ciencia-mujer-deporte y sobre si somos metabdlicamente diferentes hombresy mujeresy
nuestras cualidades fisicas y rendimiento fisico difieren. También abordaremos si es necesario ajustar el entrena-
miento y la dieta en funcién del ciclo menstrual o la toma de anticonceptivos, asi como mitos y falsas creencias en
torno al entrenamiento en la mujer que han pasado factura a su salud fisica y mental y a su rendimiento deportivo.
Asimos, también se daran ejemplos ligados a la triada de la mujer deportista o a |la practica de ejercicio por emba-
razasy se hablard de prspectivas futuras: ;cual es el potencial de la mujer si se adaptaran las técnicasy los sistemas
de entrenamiento a su fisiologia, antropometria y biomecanica especificas? ;Cémo podria beneficiarse la gestante
y su descendencia? El contenido de esta ponencia se apoya en la experiencia derivada de los proyectos GESTAFIT y
GESTAFITOS.
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ASOCIACION DEL GROSOR DE LOS MUSCULOS ABDOMINALES Y LA DIASTASIS DE
RECTOS EN EL TERCER TRIMESTRE DE GESTACION CON RESULTADOS MATERNOS Y
NEONATALES ASOCIADOS AL PARTO

Laura Baena-Garcia, Marta de la Flor-Alemany, Irene Coll-Risco, Nuria Marin-Jiménez, Sandra Solagu-
ren-Beascoa, Olga Ocdn-Herndndez, Virginia A. Aparicio.

RESUMEN: E| obejtivo del estudio es explorar la asociacion del grosor de los musculos abdominales y la diastasis de
rectos en el tercer trimestre de gestacion con resultados maternos y neonatales asociados al parto. Para ello, ciento
cincuenta y nueve embarazadas del proyecto GESTAFIT (media de edad, 32.9+4.6 anos e indice de masa corporal
medio de 23.6+4.1 kg/m2), participaron en este estudio longitudinal. El grosor de los musculos transverso abdomi-
nal, oblicuos internos y externos del abdomen fue evaluado mediante ultrasonografia de forma bilateral, tanto en
reposo como en maniobra de hollowing. Del mismo modo, se midié la distancia entre ambos rectos abdominales,
en reposo y en maniobra de crunch. En los musculos bilaterales, los analisis se hicieron con el promedio del grosor
de ambos lados. Los resultados maternos y neonatales asociados al parto fueron recogidos de la historia obstétrica
hospitalaria. Los valores de gasometria de la sangre arterial y venosa del corddn umbilical se analizaron inmediata-
mente después del parto. Se observo que en la semana 34 de embarazo, mayor grosor medio de los transversos
del abdomen y oblicuos internos, se asocié con mayor presion parcial de oxigeno (PO2) en vena umbilical, tanto en
reposo (respectivamente, r=0,326 p&lIt;0,01y r=0,291, ambos p&lt;0,05) como en maniobra de hollowing (respectiva-
mente, r=0,249 y r=0,257, ambos p&It;0,05). El grosor de los transversos del abdomen en hollowing se asocid positiva-
mente con la saturacion de O2 en vena umbilical (r=0,235 p0,05) y mejor puntuacion del test de Apgar al minuto de
vida en maniobra de hollowing (r=0,256 p&lt;0,05). Respecto a la didstasis de rectos, mayor distancia entre ambos en
reposo, se asocié con mayor presion parcial de didoxido de carbono (PCO2) (r=0,302 p&lt;0,001), menor PO2 (r=-0,256
p&lt;0,05) y menor saturacion de O2 (-0,256 p&lt;0,05) en arteria umbilical, asi como con un pH mas bajo (r=-0,225
p&lt;0,05) y mayor PCO2 (r=0,246 p&lt;0,05) en vena umbilical. Finalmente, la didstasis de rectos en crunch se relacio-
noé positivamente con la PCO2 de la arteria umbilical (r=0,242 p&lt;0,05) y negativamente con la PO2 y saturacion de
O2 en la arteria umbilical (respectivamente, r=-0,287 p&lt;0,05 y r=-0,313 p&It;0,01) y con el pH y la saturacién de O2
(respectivamente, r=-0,240 y r=-0,251, ambas p0,05). En conclusion, un mayor grosor de los musculos del abdomen
y menor didstasis de rectos durante el tercer trimestre de embarazo podrian promover mejores resultados neonata-
les asociados al parto.
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EL *BOOM ‘DEL RUNNING: ;: ANGEL O DEMONIO?

Felipe Garcia Pinillos, Victor Manuel Soto Hermoso

RESUMEN: E| objetivo de esta breve ponencia es presentar nuestras lineas de investigacion con corredores de re-
sistencia, orientadas tanto a la optimizacion del rendimiento como al control del riesgo lesional en esta poblacion.
Especialmente, se pretende incitar a la reflexion critica en torno al fendmeno del “running”, a su practica masiva por
parte de la sociedad actual, y a su uso como medio de entrenamiento para la mejora de la condicidn fisica. Inten-
taremos dar respuesta a una serie de cuestiones que sugerimos en el titulo de esta ponencia: ¢ Es el running una
buena alternativa para ponernos en forma?, ;es una modalidad deportiva segura y libre de lesiones? Para ello, nos
apoyaremos en evidencia cientifica que denota, por una parte, las bondades de esta practica deportiva, y por otra,
los riesgos que implica para la salud (fundamentalmente, en términos de prevalencia lesional). Tras esta breve revi-
sion de la literatura especializada, presentamos algunos puntos clave y mensajes concluyentes sobre esta tematica.
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EL ENTRENAMIENTO DE BALONCESTO SUPERA LOS BENEFICIOS COGNITIVOS DE
UN ENTRENAMIENTO COMBINADO DE RESISTENCIA Y FUERZA

Iker Madinabeitia-Cabrera; Francisco Alarcén-Lépez; Luis J. Chirosa-Rios; Ignacio Pelayo-Tejo; David
Cardenas-Vélez

RESUMEN: Tanto los estudios transversales como los prospectivos han demostrado que los individuos con mejor
condicion fisica estan asociados con una mejor neurocognicién y funciones ejecutivas (FE; un compendio de ca-
pacidades cognitivas superiores) que las personas inactivas o sedentarias. Sin embargo, los resultados de los estu-
dios de efectos créonicos no son del todo congruentes, quizas debido a la falta de control en algunas variables. La
modalidad de entrenamiento de actividad fisica (AF) aplicada principalmente en estudios longitudinales ha sido el
ejercicio aerébico o de fuerza. Curiosamente, se ha informado de que su combinacién en el programa de entrena-
miento (AER + F) provoca grandes mejoras en lugar de por separado, aungue estos programas de entrenamiento
no presentan ningun estimulo externo que exija a los individuos que presten su atenciéon. Teniendo en cuenta que
los investigadores han observado que las FE estan vinculadas con procesos atencionales, es plausible que una AF
con presencia de estimulos externos, como deportes de equipo dinamicos como el baloncesto, pueda servir como
un excelente contexto para mejorar las FE. En este sentido, este estudio crénico con un grupo control tuvo como
objetivo comparar los efectos sobre las FE tras realizar un programa de entrenamiento de 4 meses en baloncestoy
AER + F por separado en estudiantes universitarios con bajos habitos de AF. Los resultados observados fueron que
solo en la inhibicién se encontraron diferencias significativas entre los grupos: los beneficios logrados en el grupo
de baloncesto fueron significativamente mejores que los de los grupos AER + F y control. Este resultado apoya la
hipotesis de la estimulacion cognitiva: se cree que las intervenciones que incluyen altas cantidades de compromiso
cognitivo y esfuerzo fisico tienen efectos mas sustanciales que el ejercicio fisicamente exigente con bajo compromi-
so cognitivo
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INDICES DE CONDICION FiSICA Y COMPOSICION CORPORAL MATERNA DURANTE
EL EMBARAZO Y EL POSPARTO: UN ESTUDIO TRANSVERSAL DEL PROYECTO GES-
TAFIT

Nuria Marin-Jiménez, Irene Coll-Risco, Marta Flor-Alemany, Milkana Borges Cosic, Laura Baena-Gar-
cia, José Castro-Pinero, Virginia A. Aparicio.

RESUMEN: E| objetivo del presente estudio transversal fue explorar la asociacion de la condiciéon fisica con los indi-
ces de composiciéon corporal materna durante el embarazo y el posparto. Este estudio forma parte del proyecto
GESTAFIT, donde 158 mujeres embarazadas (32,9+4,7 anos) fueron evaluadas. Las evaluaciones se realizaron a las 16
y 34 semanas de gestacion y al mes posparto. Se midieron objetivamente la capacidad cardiorrespiratoria, la fuerza
muscular y la flexibilidad. Los indices de composicién corporal se obtuvieron mediante absorciometria de rayos X
de energia dual en el posparto. Se realizaron analisis de regresion lineal para explorar la asociacion independiente
de la capacidad cardiorrespiratoria, fuerza muscular y flexibilidad como predictores de los diferentes componentes
de la composicién corporal (variables dependientes). Los andlisis fueron controlados por edad materna. Los valo-
res en la semana 34 de gestacion se ajustaron adicionalmente por la intervenciéon de ejercicio llevada a cabo en el
proyecto GESTAFIT. Los resultados de salud dsea se ajustaron ademas por el indice de masa corporal (IMC) previo al
embarazo. La puntuacion T dsea se definidé como el nUmero de desviaciones estdndar por debajo del valor medio de
mujeres jévenes sanas, y la puntuacion Z dsea se definié como el niumero de desviaciones estdndar por debajo de la
media de mujeres sanas de la misma edad. Los resultados extraidos fueron los siguientes: A las 16 y 34 semanas de
gestacion, una mayor capacidad cardiorrespiratoria se asocié con una menor grasa total, grasa androide y ginoide
en el posparto (todos, p<0,05). En la semana de gestacion 34, una mayor capacidad cardiorrespiratoria también se
asocié con una mayor densidad mineral 6sea (DMO) de puntuacién T en el posparto (p<0,05). Mayores fuerza mus-
culary flexibilidad a las 16 semanas de gestacidon se asociaron con un IMC mas bajo previo al embarazo y un mayor
aumento de peso gestacional (todos, p<0,001). A las 16 y 34 semanas de gestaciéon, una mayor fuerza muscular y
flexibilidad se asociaron con un menor peso corporal, IMC, masa grasa, masa grasa androide y ginoide en el pospar-
to (todos, p<0,05). Una mayor fuerza muscular a las 16 y 34 semanas de gestacion también se asocié con una me-
nor masa magra y masa libre de grasa, y con una mayor DMO en |la puntuacion Ty la puntuacion Z en el posparto
(todos, p<0,05). Mayor flexibilidad a las 16 semanas de gestacién también se asocié con menor masa magra y masa
libre de grasa en el posparto (todos, p<0,05). En conclusion, este estudio revela que mayores niveles de condicion
fisica, especialmente fuerza muscular y flexibilidad, pueden promover una mejor composicién corporal en el perio-
do perinatal.
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VARIACION DIURNA DEL EFECTO DEL EJERCICIO AEROBICO SOBRE EL METABO-
LISMO DE LA GLUCEMIA Y LA OXIDACION DE GRASAS EN HUMANOS: ROL DEL
SEXO Y EL PESO CORPORAL

Sevilla-Lorente R, Marmol-Perez A, Medrano M, Aragdén-Vela J, Huertas JR, Lopez LC, Salmeron LM,
Hidalgo-Gutierrez A, Ruiz IR, Amaro-Gahete FJ

RESUMEN: Las células de los mamiferos poseen “relojes” moleculares internos que controlan el metabolismo de
todo el organismo a través de la regulacion de genes llamados “genes reloj". Este circuito esta controlado por un re-
loj central autébnomo ubicado en el nlcleo supragquiasmatico del hipotdlamo que, a su vez, esta regulado por varios
factores de caracter enddégeno y exdgeno. Estudios previos han puesto de manifiesto que la alteracidn de este reloj
central a través de (i) la desregulacion de las horas de suefo/vigilia, (ii) los patrones de alimentacion irregulares vy (iii)
la falta de actividad fisica, pueden aumentar el riesgo de desarrollar obesidad, diabetes tipo 2 y enfermedades car-
diovasculares. Optimizar el potencial del ejercicio fisico realizandolo en el momento del dia en el que coincida con la
mayor respuesta fisioldgica de cada individuo supondria incrementar dicho potencial como herramienta terapéuti-
ca. Por tanto, el objetivo principal del presente proyecto es estudiar la variacion diurna del efecto del ejercicio fisico
sobre el metabolismo de la glucemia y la oxidacion de grasas en humanos, y los mecanismos moleculares implica-
dos. Ademas, se estudiara si dicha respuesta es distinta en hombresy en mujeres. En este estudio participaran 40
personas fisicamente inactivas con normo-peso (50% mujeres) entre 20 y 50 afos. El disefio sera cruzado y aleato-
rizado, donde cada participante realizara un mismo protocolo de ejercicio aerdbico de intensidad moderada por la
mananay por la tarde con una semana de separacion entre sesionesy una duracion de 60 minutos. Previamente,
se realizard una prueba de esfuerzo maximo en cicloergémetro para la determinacion de la capacidad aerébica
maxima, el segundo umbral ventilatorio para determinar la propia intensidad del protocolo de ejercicio (15% inferior
al mismo) y la capacidad maxima de oxidacion de grasas. Se evaluara el metabolismo de la glucosa a través de un
monitor continuo insertado en la parte posterior del brazo derecho para registrar y almacenar los niveles de gluco-
sa sanguinea cada 5 minutos durante 14 dias consecutivos. El gasto metabdlico y la oxidacion de grasas en reposo,
durante el gjercicio y durante los 60 minutos posteriores al ejercicio se evaluara mediante calorimetria indirecta. Se
realizaran extracciones sanguineas para medir la concentracion plasmatica de marcadores del metabolismo glucé-
mico y perfil lipidico al inicio y al final del ejercicio. Ademas, se realizardn dos biopsias musculares en el vasto exter-
no del cuadriceps antes del ejercicio e inmediatamente después. En el tejido muscular se analizara la expresion de
proteinas y el ARN mensajero relacionados con el metabolismo de la oxidacion de grasas. Se utilizara una parte del
tejido fresco para evaluar el estado bioenergético mitocondrial mediante respiraciéon mitocondrial. Durante el ejerci-
cio también se realizaran registros periédicos de la temperatura central y distal asi como de la zona supraclavicular
donde se localiza el tejido adiposo pardo mediante el uso de botones térmicos. ExXiste suficiente evidencia cientifi-
ca acerca de los efectos beneficiosos del ejercicio sobre la regulacion del metabolismo de la glucosa y la oxidacion
de grasas, sin embargo, se desconoce si existe un momento del dia dptimo para maximizar los efectos del ejercicio
sobre la salud. Este estudio va a determinar, por primera vez, si existe una variacion diurna del efecto del ejercicio
sobre el metabolismo de la glucemia y la oxidacion de grasas en humanos, ademas de analizar los mecanismos
moleculares implicados. Por otro lado, se estudiara si existe dimorfismo sexual en la variacion diurna de la respues-
ta al ejercicio en persona con normo-peso. Encontrar el momento ideal para la realizacion del ejercicio fisico es de
interés cientifico, clinico y salud publica, teniendo una aplicacién muy importante tanto en personas sanas como en
personas con patologia metabdlicas o cardiovasculares.
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EL ANALISIS EXPLORATORIO DE DATOS COMO HERRAMIENTA PARA EL ESTUDIO Y
SUPERVISION INTELIGENTE DEL ENTRENAMIENTO EN FUTBOLISTAS: EJEMPLO DE
APLICACION EN LOS SMALL-SIDE GAMES

Moisés Falces-Prieto, Francisco Tomds Gonzdlez-Ferndndez, Jaime Matas-Bustos y otros

RESUMEN: The aim of the present study was to analyze the behavior of players in a standard small-sided game
(SSG) according to the role played (offensive (OF), defensive (DF), and wildcard (W)) and its relationship with physical
demands (PHYD), technical performmance (TP), and internal load (RPE). A total of 24 young highly trained male soccer
players (under 16: n =12; under 19: n = 12) participated. During the SSG, the players alternated the three roles (OF,

DF, and W). The duration of each repetition was 4 min with a passive rest of 3 min between them. Furthermore, it
emphasized the high demand in all defensive parameters. In addition, DF roles showed higher values in PHYD and
RPE, followed by the OF roles, and finally by the W roles. A complementary, positive moderate correlation was found
between PHYD and RPE in the Ul6 dataset (r = 0.45, p &lt; 0.006). Very large positive correlations were also found be-
tween PHYD and RPE in the U19 and merged dataset (r = 0.78, p &It; 0.001 and r = 0.46, p &lt; 0.63, respectively). This
information could be useful for coaches in order to structure the roles in SSGs and control training load.
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EFECTO DE UN PRORAMA DE EJERCICIO AEROBICO CON ELECTROESTIMULACION
GOBAL SOBRE LA CONDICION FiSICA Y LA COMPOSICION CORPORAL EN ADULTOS
SANOS: EL ESTUDIO ALEATORIZADO CONTROLADO “ELECTRIFFITY”

Unai A. Perez de Arriluceal; Abraham Carle-Calo ; Osvaldo Zegers Reinoso; Jonatan R. Ruiz; Francisco
J. Amaro-Gahete

RESUMEN: La electroestimulacion global de cuerpo (EMS) completo se ha convertido en una herramienta que, en
combinacién con el ejercicio voluntario, parece proporcionar beneficios adicionales sobre la salud en comparaciéon
con el ejercicio convencional. El presente estudio tuvo como objetivo investigar el efecto de un programa de entre-
namiento aerdbico (EA) combinado con electroestimulacion global de cuerpo completo (EMS) vs. un programa de
EA sin EMS sobre la condicién fisica y la composicion corporal en adultos jévenes sanos. Un total de 19 adultos (52.6%
mujeres) con una media de edad de 26.6 + 6.5 anos y sin experiencia previa en entrenamiento con EMS participaron
en el presente estudio. Se llevo a cabo una intervencidn de 4 semanas, con una frecuencia de 4 sesiones de entre-
namiento por semana con una duracion de 30-60 minutos. En cada sesion se incluyeron varios tipos de ejercicio de
caracter aerdbico (i.e., cicloergdmetro y eliptica) fijando la intensidad en 60-65% de la frecuencia cardiaca de reserva.
La condicidn fisica se midié mediante el test “Course Navette” (fitness cardiovascular) y mediante ejercicios de remo,
“mid thigh pull”y test del paso (fuerza muscular). Se observé una ausencia de diferencias significativas en las varia-
bles estudiadas entre ambos grupos. Ambas intervenciones mostraron ser efectivas para mejorar los niveles de con-
dicion fisica, los parametros antropomeétricos y la composiciéon corporal. Por tanto, los resultados de nuestro estudio
sugieren gue podria existir el llamado “efecto techo” cuando se aplican este tipo de intervenciones de 4 semanas
sobre la condicién fisica y la composicidn corporal en individuos jovenes sanos. Curiosamente, aungue no se obser-
varon diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, se observaron mejoras clinicamente relevantes en
el grupo de EA + EMS comparado con el grupo EA, en resultados especificos (es decir, +14,83% frente a + 10,63% en
el tiempo de Course Navette; + 5,36% frente a + 3,74% en Vo?Makx)
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ENTRENAMIENTO CONCURRENTE: INFLUENCIA DE LA SECUENCIA DE EJERCICIOS
SOBRE LAS ADAPTACIONES EN LOS COMPONENTES DEL FITNESS

Santiago Alejo Ruiz-Alias; Emilio José Ruiz-Malagdn; Aitor Marcos-Blanco; Victor Manuel Soto-Hermo-
so; Felipe Garcia-Pinillos

RESUMEN: En un contexto donde la gran parte de la poblacion carece de tiempo para desarrollar un programa de
entrenamiento enfocado a la salud, el entrenamiento concurrente se establece como una estrategia eficiente para
mejorar todos los componentes del fitness (1). Sin embargo, la combinacién de ejercicios de fuerza y de resistencia
requieren la consideracion de cémo se adapta el sistema musculoesquelético a ambos estimulos (2). Este fendme-
no de interferencia tanto en su fase aguda como crénica se acrecientan cuando no hay un tiempo de recuperaciéon
entre ambos por lo que sus diversas combinaciones deben de ser estudiadas (2). Por ello, el objetivo del presente
estudio esta en determinar si la secuencia de ejercicios en un programa de entrenamiento concurrente intra-sesion
de 8 semanas de duracion, presenta distintos efectos en los componentes del fitness en jévenes adultos entrena-
dos a un nivel recreacional. Un conjunto de 24 participantes fueron asignados a dos grupos experimentales que
solo se diferenciaban en la secuencia de los ejercicios de fuerza y resistencia (i.e, F + Ry R + F) para llevar a cabo un
programa de entrenamiento concurrente intra-sesion de 8 semanas de duracién, compuesto por 3 sesiones de 60
a 90 minutos por semana con gjercicios de sentadilla, press de banca, y esprints repetidos de alta intensidad. Tras
una evaluacioén previa y posterior al programa de intervencion, la secuencia de ejercicios no resulté ser significati-
va en el test de maxima repeticion en sentadilla y press de banca ( p &gt; 0.6). Sin embargo, el grupo R + F mostro
ciertas mejoras en el test de saltos en contramovimiento (-4.48 a 9.96 cm), salto en sentadilla (-3.42 a10.12 cm), y
sobre el consumo de oxigeno maximo (-1.96 to 8.21 ml/kg/min) determinado en un test incremental. En base a los
resultados obtenidos, los profesionales del sector no deberian de dar importancia a la secuencia de ejercicios de un
programa de entrenamiento concurrente intra-sesion para mejorar los componentes del fitness de forma general,
al menos, durante las primeras fases del programa. El entrenamiento de resistencia de alta intensidad y de bajo
volumen como los esprines repetidos de alta intensidad deberian de ser priorizados si objetivo esta en maximizar las
ganancias en el rendimiento neuromuscular y cardiovascular.

[1] Methenitis, S. (2018). A brief review on concurrent training: from laboratory to the field. Sports, 6(4), 127. [2] Wilson,
J. M., Marin, P. J,, Rhea, M. R,, Wilson, S. M., Loenneke, J. P., &amp; Anderson, J. C. (2012). Concurrent training: a me-
ta-analysis examining interference of aerobic and resistance exercises. The Journal of Strength & myp; Conditioning
Research, 26(8), 2293-2307.
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VALIDEZ Y FIABILIDAD DE LOS SENSORES INERCIALES NOTCH PARA MEDIR EL AN-
GULO DEL CODO DURANTE DERECHA DE TENIS A DIFERENTES FRECUENCIAS DE
MUESTREO

Ruiz-Malagdn, Emilio J.; Delgado-Garcia, Gabriel; Castro-Infantes, Santiago; Ritacco-Real, Maximilia-
no; Ruiz-Alias, Santiago A.; Soto-Hermoso, Victor M.

RESUMEN: Los sensores inerciales (IMU) se utilizan comUdnmente en rehabilitacion médica, analisis del rendimiento
y cinematica en la mayoria de deportes. En tenis, el uso de este tipo de tecnologia es cada vez mas frecuente, ya que
es una alternativa econdmica y portatil. El objetivo fue determinar la validez concurrente y la fiabilidad (variacion
dentro del sujeto) de los sensores inerciales NOTCH TM para medir el angulo del codo durante el golpe de derecha a
diferentes frecuencias de muestreo (100 Hz, 250 Hz y 500 Hz), comparando los datos con la medida criterio (sistema
optoeléctrico QualisysTM) (OS) en una muestra de tenistas de competicion. Con base en la investigacion anterior,
planteamos la hipdtesis de que los IMUs podrian ser una alternativa valida y econédmica para medir los angulos de la
articulacion del codo en el golpe de derecha de tenis. La confirmacion de esta hipdtesis podria permitirnos ayudar

a prevenir una de las lesiones mas habituales en el mundo del tenis (el codo de tenista) mediante el analisis de la
cinematica de los golpes, la correccion de la técnica de nuestros jugadores y todo ello en condiciones reales de
juego. Se recopilaron datos de quince jugadores de competicidn sanos con experiencia jugando al tenis en compe-
ticiones regionales. Realizaron 6 series de 10 golpes de derecha cada una con los IMUs y OS midiendo simultanea-
mente (2 grabaciones a 100 Hz, 2 a 250 Hz y 2 a 500 Hz). Se registraron dos series en cada frecuencia de muestreo
para analizar la fiabilidad de los IMUs (variacion intra-sujeto). Todos los golpes de derecha realizados en el estudio se
realizaron golpeando una bola de péndulo. Las sefiales procedentes de ambos sistemas fueron sincronizadas utili-
zando una hoja de Excel (Figure 1) y posteriormente se procedid a analizar el grado de acuerdo y la fiabilidad entre
ambas. La magnitud del error (RMSE) fue tolerable (5 ° 0,05) en los registros realizados a 100 Hz para los dos planos
del codo (sagital y transversal), con un tamano de efecto grande (20,8) en ambos planos. La variacion intra-sujeto de
la magnitud del error test-re-test mostrd que no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los planos
de codo y frecuencias de muestreo utilizadas. Este es el primer estudio que analiza la validez y fiabilidad de IMUs
para medir los angulacién de codo a diferentes frecuencias de muestreo durante el golpe de derecha del tenis. Los
resultados indican que el sistema de medicién inercial Notch® es una herramienta valida para medir los angulacion
de codo durante derecha de tenis a partir de una frecuencia de muestreo de 250 Hz. Basado en intervenciones de
tenis anteriores, el rango de errores reportados es lo suficientemente bajo como para detectar los eventos mas im-
portantes del golpe, lo que lo convierte en una herramienta valiosa y econdmica para la experimentacion de campo.
Se requiere mas investigacion para establecer la fiabilidad (test-re-test) durante varios dias y verificar la validez de
las mediciones de Notch® en otras articulaciones anatdémicas y deportes.
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1. Uso de fitogénicos en la estrategia de reduccidon de antibioticos en ganaderia

2. Evaluaciéon de la actividad antimicrobiana de dos compuestos organosulfurados derivados de
Allium cepa frente a patégenos de interés acuicola

3. Los liguenes xerofiticos como fuente de diversidad fungica y potenciales agentes biopesticidas
4. Técnicas de imagen para el diagndstico y seguimiento de patégenos vegetales

5. Carnobacterium maltaromaticum DMC-22, un potencial probidtico para nutricion animal
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USO DE FITOGENICOS EN LA ESTRATEGIA DE REDUCCION DE ANTIBIOTICOS EN
GANADERIA

M?® Arantzazu Aguinaga-CasafAas, Enrique Guillamadn, Alberto Bafios

RESUMEN: E| uso de antibidticos en ganaderia como promotores de crecimiento y con fines preventivos sin diag-
nostico previo se ha restringido en los Ultimos anos debido a la aparicion de bacterias resistentes que constituyen
un grave problema de salud publica. Ante esta situacion, los ganaderos demandan métodos alternativos que per-
mitan reducir el uso de antibidticos sin disminuir la rentabilidad y calidad de su producciéon. Conseguir este objetivo
implica una serie de practicas que deben contemplarse en su conjunto como son las mejoras en bioseguridad, la
reduccion en la densidad de animales para reducir el estrés y estrategias nutricionales que potencien su salud me-
diante el uso de aditivos funcionales. Con respecto a este Ultimo punto, en la actualidad se estan desarrollado mul-
tiples alternativas para mejorar la salud y el bienestar de los animales entre las que se encuentran el uso los probio-
ticos, prebidticos, dcidos organicos, y especialmente los compuestos fitogénicos. En este sentido, los compuestos
azufrados derivados de alidceas (ajo y cebolla) y particularmente el propil propano tiosulfonato (PTSO) presenta nu-
merosos efectos funcionales. Entre sus propiedades se ha descrito como antiparasitario y antimicrobiano de amplio
espectro, modulador del microbioma intestinal o inmunopotenciador, situdndose entre los fitobidticos de mayor re-
levancia para promover el estado de salud animal y mejorar los indices productivos. Su eficacia ha sido demostrada
mediante diversos estudios in vitro e in vivo en las especies de produccion mas relevantes. En pollos de engorde, la
adicion de PTSO a la dieta no sélo mejord significativamente la ganancia de peso y el indice de conversién asociado
a una modulacidn de la microbiota intestinal [1], sino que, ademas, en animales desafiados con Eimeria acervulinag,
se redujo el nUmero de ooquistes excretados en heces y evitd una disminucidon de la ganancia de peso con respecto
al control, aumentando el titulo de anticuerpos frente a este parasito [2]. En gallinas ponedoras la suplementacion
de PTSO a la dieta produjo un aumento del nUmero de huevos y del tamano de los mismos, observandose también
una disminuciéon de enteropatdégenos y un incremento de Lactobacillus y Bifidobacterias a nivel intestinal [3], [4].
Del mismo modo, los estudios llevados a cabo en lechones destetados muestran un efecto modulador de la micro-
biota intestinal que se correlaciona con mejoras en los parametros productivos, siendo estos similares a los obteni-
dos cuando se utiliza antibiéticos como promotores del crecimiento [5]. Finalmente, la administracion de PTSO en
agua de bebida incrementd la ganancia media de peso de forma similar a la monensina y redujo el amonio y pH
ruminal en corderos de engorde [6]. Estos resultados demuestran el potencial de PTSO como ingrediente fitogé-
nico para mejorar el bienestar animal y mantener niveles productivos en diversas especies ganaderas. Ademas, la
evidencia actual abre una ventana a futuros estudios en los que se analice su efecto en otros aspectos clave como la
reduccion de purines o la disminucion de células somaticas en vacas lecheras.

[1]Peinado M.J. et al. Poult. Sci. 2012; 91 (9), doi: 10.3382/ps.2012-02280. [2] Kim D.K. et al. Br. J. Nutr. 2013; 109 (1) doi:
10.1017/S0007114512000530. [3] Abad P. et al. Anim 2027;11(1), doi: 10.3390/ani11010041. [4] Rabelo-Ruiz M. et al., Anim.
20271; 11(2), doi: 10.3390/ANI11020448. [5] Rabelo-Ruiz M. et al., Antibiotics 2021; 10(3), doi: 10.3390/antibiotics10030269.
[6] Anassori E. et al. Livest. Sci. 2017; 199, doi: 10.1016/].livsci.2017.03.014.
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE DOS COMPUESTOS ORGA-
NOSULFURADOS DERIVADOS DE ALLIUM CEPA FRENTE A PATOGENOS DE INTE-
RES ACUICOLA

Ana Falcén-Pifieiro, Elias Gonzdlez-Gragera, J.D. Garcia-Lopez, Enrique Guillamoén, M? Arantzazu Agui-
naga-Casanas, Alberto Barios*

RESUMEN: La intensificacion de la acuicultura en los Ultimos afios estd propiciando la aparicion de brotes infeccio-
SOS que causan importantes pérdidas econdmicas a nivel mundial. Aunque tradicionalmente se han utilizado anti-
bidticos para controlar la aparicidon de distintas enfermedades bacterianas y micdticas, en la actualidad las restric-
ciones legales y el incremento de las resistencias a antibidticos a limitado el uso de estos farmacos. Por otro lado, el
desarrollo y aplicacion de vacunas es costoso e inaccesible para muchos medianos y pequenos productores. Por ello,
desde hace varias décadas se buscan alternativas naturales para combatir las enfermedades que afectan a la acui-
culturay mejorar el sistema inmune de los peces. Estas alternativas han sido lideradas por prebidticos, probidticos y
fitogénicos de plantas. Entre los Ultimos, los extractos de alidceas ocupan un lugar destacado, habiéndose descrito
por su capacidad para potenciar la inmunidad de los peces [1]. El presente trabajo tiene como objetivo evaluar in vi-
tro la actividad antimicrobiana de dos compuestos organosulfurados presentes en la cebolla (Allium cepa), el propil
propano tiosulfinato (PTS) y propil propano tiosulfonato (PTSO). Para ello, se han utilizado diferentes metodologias
de estudio como el test de difusién en agar, la determinacion de las concentraciones minimas bactericidas (CMB)

o la influencia en el desarrollo micelial, en el caso de microorganismos responsables de micosis como Saprolegnia
spp. Ambos compuestos se han ensayado frente a una amplia selecciéon de bacterias patégenas de peces, incluyen-
do Flavobacterium columnare, Tenacibaculum maritimum, Pseudomonas anguiliseptica, Photobacterium damse-
lae subsp. piscicida o Lactococcus garvieae, entre otros. Los resultados han demostrado una significativa actividad
antimicrobiana de amplio espectro frente a todas las cepas bacterianas ensayadas, tanto Gram-positivas, como
Gram-negativas y hongos micéticos, con valores de CMB comprendidos entre 15-125 pg/mL. Ademas, PTS y PTSO
ejercieron un efecto fugiestatico frente a Saprolegnia parasitica a la menor dosis ensayada. Dado que estos fitogé-
nicos de alidceas se han usado con éxito en otros sectores ganaderos como el avicola o porcino como ingredientes
funcionales para mejorar la salud y el bienestar animal, estos resultados suponen un interesante antecedente para
desarrollar su aplicacién en acuicultura. No obstante, se requieren ensayos de eficacia in vivo que aporten mayor
evidencia cientifica sobre los beneficios de usar estos fitogénicos en la nutricién de peces.

[1] Firmino JP, Galindo-Villegas J, Reyes-Lopez FE, Gisbert E. Phytogenic Bioactive Compounds Shape Fish Mu-
cosal Immunity. Front Immunol. 2021 Jun 18;12:695973. doi: 10.3389/fimmu.2021.695973. PMID: 34220858; PMCID:
PMC8252966.
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LOS LIQUENES XEROFITICOS COMO FUENTE DE DIVERSIDAD FUNGICA Y POTEN-
CIALES AGENTES BIOPESTICIDAS

Victor Gonzdlez-Menéndez, Rachel Serrano, Ignacio Fernandez, Clara Toro, Guillermo Benitez, Manuel
Casares, Fernando Reyes, Olga Genilloud.

RESUMEN: E| SE de la peninsula Ibérica es uno de los territorios mas aridos de Europa, donde los suelos yesiferos
ocupan un 7,2% de la superficie total. Este entorno tan extremo constituye un refugio Unico para la flora liquénica
gipsicola, que alberga una gran variedad de especies endémicas, raras y/o amenazadas[1]. La falta de antecedentes
sobre la diversidad de hongos liguenicolas en este entorno inhéspito nos impulsd a estudiar la comunidad fungica
cultivable de tres afloramientos yesiferos situados en Esclzar (Granada), Sorbas y Tabernas (Almeria). Se recolec-
taron seis liguenes caracteristicos del afloramiento yesifero de Esclzar (Squamarina lentigera, Acarospora reagens,
Gyalolechia fulgida, Lecidea circinarioides, Psora decipiens y Diplochistes diacapsis), dos en el afloramiento de
Sorbas (Diploschistes ocellatus y Seirophora lacunosa) y cuatro en el afloramiento de Tabernas (Cladonia foliacea,
Acarospora placodiformis, Squamarina lentigera y Xanthoparmelia pokornyi). El aislamiento de cepas fungicas se
llevé a cabo mediante dos métodos: diluciéon a extincidony la desinfeccidon del talo liguénico, combinando cinco me-
dios de cultivo y dos temperaturas de incubacion. Se aislaron un total de 3,448 cepas de las cuales 91 fueron obteni-
das a partir de la desinfecciéon de los talos liquénicos y 3,357 procedentes de aplicar la técnica de diluciéon a extincion
a partir del homogeneizado de cada talo liguénico. Los aislados se agrupan en 21 6rdenes taxonémicos diferentes,
siendo el orden Pleosporales el mas representado. Andlisis filogenéticos basados en las secuencias ribosomales ITS y
28S confirman gue la mayor diversidad taxondmica se obtuvo para los hongos aislados del talo liquénico incubados
a 22°C, identificandose posibles nuevas especies fuUngicas dentro de los érdenes Coniochaetales, Chaetothyriales, Le-
canoralesy Orbiliales. Para evaluar su potencial actividad como agentes biopesticidas, se seleccionaron 560 cepas
fungicas en base a su diversidad taxonémica y se cultivaron durante 14 o 21 dias en varios medios de cultivo liquidos
y soélidos. La actividad antifungica de un total de 1,620 extractos fungicos se ensayo frente a siete hongos fitopatdge-
nos de interés en el sector agricola. Los resultados obtenidos permiten afirmar que los liquenes desarrollados bajo
estas condiciones extremas constituyen una importante fuente de especies fungicas aun no descritas con potencial
biotecnolégico como posibles agentes biopesticidas.

[1] Guerra, J, Ros, R.M., Cano, M.J.,, Casares, M. 1995. Gypsiferous outcrops in SE Spain, refuges of rare, vulnerable and
endangered bryophytes and lichens. Cryptogamie. Bryologie, lichenologie 16:125-135
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TECNICAS DE IMAGEN PARA EL DIAGNOSTICO Y SEGUIMIENTO DE PATOGENOS
VEGETALES

Pineda, M., Pérez-Bueno, M.L., Barén, M*

Departamento de Bioquimica, Biologia Celular y Molecular de Plantas. Estacion Experimental del Zaidin. Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC).

RESUMEN: Los patdgenos causan alteraciones en el metabolismo primario y secundario de las plantas hospedado-
ras, que conducen a descensos significativos en la calidad y produccidén de los cultivos. Los cambios en la fisiologia
de las plantas infectadas pueden estudiarse a través de técnicas de imagen que suministran informacién sobre
diferentes procesos que tienen lugar en los vegetales, proporcionando “firmas de estrés” que son especificas de
cada interaccion planta-patdégeno (Bardn et al. 2016). Por tanto, estas técnicas ya se aplican de forma rutinaria en la
agricultura de precision y el fenotipado vegetal (Mahlein 2016). En combinacién con las herramientas matematicas
gue proporciona el machine learning, los datos obtenidos mediante estas técnicas sirven para calcular algoritmos
capaces de clasificar plantas en infectadas o sanas, incluso en ausencia de sintomas (Behmann et al. 2015). En
nuestros estudios con cultivos y patdégenos de interés agrondmico hemos monitorizado los cambios en la transpira-
cion vegetal mediante termografia de imagen. La fluorescencia roja de la clorofila (Chl-Fl) también nos proporciond
informacién sobre los procesos fotosintéticos, mientras que la fluorescencia multicolor (MCFI) reveld alteraciones en
el metabolismo secundario de las plantas infectadas. Diferentes modelos matematicos fueron capaces de propor-
cionar un alto rendimiento de clasificacioén entre plantas sanas e infectadas (Pérez-Bueno et al. 2016; Pineda et al.
2017). Nuestras investigaciones contribuyen a una Agricultura de Precisién en que los cultivos reciben en insumos
(agua, fertilizantes, productos biosanitarios, etc) sélo aquello que necesitan tras un diagndstico de su estado utili-
zando distintos tipos de sensores como los termales o hiperespectrales situados en satélites, drones, plataformas de
campo o en distintos tipos de robots.

[1] Barén, M., Pineda, M., and Pérez-Bueno, M. L. 2016. Z.Naturforsch. C. 71:355-368. [2] Behmann, J., Mahlein, A.-K,,
Rumpf, T., Romer, C., and Plumer, L. 2015. Precis. Agric. 16:239-260. [3] Mahlein, A.-K. 2016. Plant Dis. 100:241-251. [4]
Pérez-Bueno, M. L., Granum, E., Pineda, M,, Flors, V., Rodriguez-Palenzuela, P.Lépez-Solanilla, E., and Bardn, M. 2016.
Front. Plant Sci. 6:1209. [5] Pineda, M., Luisa Perez-Bueno, M., Paredes, V., and Baron, M. 2017. Funct. Plant Biol. 44:563-
572. [6]Pineda, M., Perez-Bueno, M. L., and Baron, M. 2018. Frontiers in Plant Science: 9, 164.

Estos trabajos se han financiado gracias al proyecto CICE-Junta de Andalucia (P12-AGR-0370), los fondos FEDER /
Ministerio de Economia y Competitividad-CSIC (RECUPERA 2020/ 20134R060) y el proyecto RTI2018-094652-B-100
de la Agencia Estatal de Investigacion (AEI) del Ministerio de Ciencia, Innovacion y Universidades (MCIU), cofinancia-
do con fondos FEDER.
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CARNOBACTERIUM MALTAROMATICUM DMC-22, UN POTENCIAL PROBIOTICO
PARA NUTRICION ANIMAL

Elias Gonzdlez-Gragera, José David Garcia, Manuel Martinez-Bueno, Alberto Barnos

Departamento de Microbiologia. Universidad de Granada. Campus de Fuente Nueva, S/N, Granada, Espafa

RESUMEN: Los actuales sistemas de produccion animal persiguen la produccion libre de antibidticos, garantizando
los niveles de productividad y de rentabilidad en las explotaciones. Uno de los métodos recomendados para ase-
gurar el rendimiento e incrementar el bienestar animal mediante la prevencién de procesos infecciosos y la mejora
de la respuesta inmune es a través de intervenciones dietéticas capaces de modular el microbioma intestinal. En
este sentido, en los Ultimos afos el uso de probidticos, como las bacterias del acido lactico (BAL), en la profilaxis y
tratamiento de enfermedades gastrointestinales ha sido objeto de gran interés para el sector ganadero. El presente
trabajo tiene como objetivo evaluar las propiedades probidticas de la cepa Carnobacterium maltaromaticum DMC-
22. Para ello se realizaron diferentes ensayos in vitro como el estudio de antibiosis frente a patdgenos de interés en
el sector ganadero (Alonso et al., 2018), resistencia a sales biliares y a las condiciones gastrointestinales (Ahire et al.,
201) y adherencia a lineas celulares animales (Pilchova et al. 2016). Los resultados obtenidos han demostrado la
capacidad de antibiosis frente a la mayoria de las bacterias ensayadas como Listeria monocytogenes, Clostridium
perfringens, Lactococcus garvieae, Aeromonas salmonicida o Yersinia ruckeri, entre otras. Ademas, se observé inhi-
bicion bacteriana de los sobrenadantes de cultivo frente a todas las bacterias Gram-positivas, con especial interés en
el caso de L. monocytogenes. Por otro lado, se observé una buena tolerancia a las condiciones del tracto gastroin-
testinal con supervivencia de C. maltaromaticum en un rango de pH de 3-6.5 y hasta una concentracion de sales bi-
liares de 1,5%. Finalmente, los ensayos de adherencia en lineas celulares MDBK (células de rindn de vaca) y CHSE-214
(células de embrién de salmon Chinook) demostraron una significativa tasa de adhesion (28-32% respectivamente).
Ademas, los aspectos de seguridad como la ausencia de resistencias a antibidticos de ambito clinico o la produccion
de aminas biogenas se han establecido, considerandose la cepa potencialmente segura. Estos resultados ponen
de manifiesto el potencial de C. maltaromaticum DMC-22 como probidtico en produccion ganadera. Los préoximos
pasos incluyen el estudio del genoma completo que permitira conocer la naturaleza de los inhibidores y completar
los aspectos de seguridad, asi como ensayos de eficacia in vivo en diferentes especies animales.

[1] Ahire 33, Patil KP, Chaudhari BL, Chincholkar SB. A potential probiotic culture ST2 produces siderophore 2,3-di-
hydroxybenzoylserine under intestinal conditions. Food Chem. 2011 Jul 15;127(2):387-93. [2] Alonso S, Carmen Castro
M, Berdasco M, de la Banda IG, Moreno-Ventas X, de Rojas AH. Isolation and Partial Characterization of Lactic Acid
Bacteria from the Gut Microbiota of Marine Fishes for Potential Application as Probiotics in Aquaculture. Probiotics
Antimicrob Proteins. 2019 Jun;11(2):569-579. [3]Pilchova T, Pilet MF, Cappelier JM, Pazlarova J, Tresse O. Protective
Effect of Carnobacterium spp. against Listeria monocytogenes during Host Cell Invasion Using In vitro HT29 Model.
Front Cell Infect Microbiol. 2016 Aug 26;6:88.
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2. Generaciéon de un modelo celular basado en células madre pluripotentes humanas con expresion
de RBM15-MKLI para el estudio de AMKL pediatrica

3. Implicaciones de la nucledtido hidrolasa DCTPP1 en estabilidad gendmica y funcién mitocondrial
4. Factores de crecimiento y su posible aplicaciéon en enfermedades raras

5. Desarrolloy puesta a punto de la primera herramienta de Terapia Génica para tratar el Sindrome
de Bernard-Soulier
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GENETICS OF MENIERE DISEASE

Jose Antonio Lopez-Escamez, Pablo Roman-Naranjo, Alvaro Gallego-Martinez, Lidia Frejo

RESUMEN: Familial Meniere Disease (FMD) is a rare inner ear disorder characterized by episodic vertigo associated
with sensorineural hearing loss, tinnitus and/or aural fullness. Segregation analyses and exome sequencing studies
have identified ultrarare single nucleotide variants (SNVs) in 12 genes (FAM136A, DTNA, PRKCB, COCH, DPT, SEMA3D,
STRC, HMX2, TMEMS55B, OTOG, LSAMP and MYQO7A). Most of these genes have been reported in singular families—
the exception being the OTOG gene. Furthermore, we analyzed the pathogenicity of each SNV and compared its
allelic frequency with reference datasets to evaluate its role in the pathogenesis of FMD. By retrieving gene expres-
sion data in these genes from different databases, we could classify them according to their gene expression in neu-
ral or inner ear tissues. Finally, we evaluated the pattern of inheritance to conclude which genes show an autosomal
dominant (AD) or autosomal recessive (AR) inheritance in FMD. Our results support different models of inheritan-
ce including AD for FAM136A, DTNA, PRKCB, COCH, DPT, SEMA3D genes; compound recessive inheritance for the
OTOG gene and digenic inheritance involving MYO7A and in the organization of the stereocilia links such as CDH23,
PCDH15 or ADGRV1.

Funding CECEU P20_00303 (EPIMEN)
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GENERACION DE UN MODELO CELULAR BASADO EN CELULAS MADRE PLURIPO-
TENTES HUMANAS CON EXPRESION DE RBM15-MKL1 PARA EL ESTUDIO DE AMKL
PEDIATRICA

Mar Lamolda, Marina Voguel, Joaquin Olmedo, Pamela Mancuello, Joan Domingo, Gonzalo Martinez,
Pedro Real, Veronica Ramos

RESUMEN: La Leucemia Megacarioblastica Aguda (AMKL) es un subgrupo de Leucemia Mieloide Aguda caracteri-
zada por la acumulacién de megacarioblastos anormales en médula ésea que ocasiona un bloqueo en la diferen-
ciacion megacariopoyetica. La AMKL pediatrica no asociada a Sindrome de Down (non-DS AMKL), en la mayoria

de los casos, produce células leucémicas con alteraciones cromosdémicas que originan un oncogén de fusién. La
AMKL t(1;22)(p13;913) genera la proteina quimérica RBM15-MKL1y se presenta en el 10% de los casos, exclusivamente
en nifos y lactantes (&It;8 meses) y con fenotipo agresivo. La non-DS AMKL RBM15-MKL1 es una enfermedad rara,
por lo que, ha sido dificil la obtencién de muestras de pacientes para su estudio molecular y celular. Ademas, los
modelos animales que existen son muy poco representativos de la enfermedad humana. Dado que la AMKL t(1;22)
tiene un origen uterino, en nuestro laboratorio hemos generado varios modelos celulares basados en células madre
pluripotentes humanas (hPSC), tanto embrionarias (hESC) como inducidas (hiPSC) con el fin de estudiar el efecto
del oncogén RBM15-MKLI en la hematopoyesis embrionaria humana. Las lineas transgénicas generadas expresan
el gen RBM15-MKL1y conservan su pluripotencia. Determinamos la presencia de la proteina de fusion RBM15-MKLI
en ambas lineas y generamos clones por el método “single cell cloning” de las lineas control y transgénicas. Los
clones seleccionados de ambas lineas fueron caracterizados a nivel celular y funcional mediante ensayos in vitro. Se
comprobd que los clones hiPSC exhibian una mayor proliferacion celular y un descenso en la expresiéon de genes

y marcadores asociados a la pluripotencia con respecto a los controles. La expresion de RBM15-MKL1 también es
capaz de incrementar la expresion de genes de la via de Notch y del protooncogén c- Myc, que ya han sido descri-
tos como alterados en pacientes. Ensayos preliminares de diferenciacién con hiPSC muestran que la expresion de
RBM15-MKL1 parece bloquear la generacién de progenitores hematopoyéticos. Para un mejor estudio del efecto de
RBM15-MKLI1 en la diferenciaciéon hematopoyética, en nuestro laboratorio estamos desarrollando por edicién génica
un modelo celular que puede inducir la expresiéon de la proteina de fusion por Doxiciclina en el momento deseado
del desarrollo hematopoyético y asi poder analizar el efecto de la oncoproteina de fusién de una manera mas pre-
cisay ademas, complementar los resultados que obtengamos con los modelos de hPSC ya generados. Los datos
obtenidos muestran que nuestros modelos celulares generados de non-DS AMKL t(1;22) basados en hPSC constitu-
yen una herramienta muy Util para el estudio de los mecanismos moleculares que podrian estar implicados en el
desarrollo de esta leucemia, siendo de gran utilidad para descubrir nuevas dianas terapéuticas en el tratamiento de
esta enfermedad y asi poder realizar ensayos con farmacos mas potentes y especificos.
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IMPLICACIONES DE LA NUCLEOTIDO HIDROLASA DCTPP1 EN ESTABILIDAD GENO-
MICA Y FUNCION MITOCONDRIAL

M. Belén Ferndndez Lépez, Blanca Martinez-Arribas, Luis M. Ruiz-Pérez, Antonio E. Vidal, Dolores Gon-
zdlez-Pacanowska

Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lopez-Neyra”, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), Gra-
nada

RESUMEN: Un desequilibrio en los niveles de desoxinucledsidos trifosfato (dNTPs) tiene consecuencias bioldgicas
de elevada trascendencia, como es un aumento de la inestabilidad gendmica e implicacion en el desarrollo de
varias enfermedades como, sindromes de deplecién mitocondrial y cancer. El descubrimiento de la superfamilia
de las nucledtido hidrolasas todo-alfa ha revelado la existencia de nuevas proteinas con funciones singulares en

la homeostasis de nucledtidos. Especificamente, hemos establecido que la proteina humana dCTP pirofosfatasa
1(DCTPPIT) constituye una enzima altamente novedosa con un papel central en la modulacion de los niveles de
dCTP, catabolizando el dCTP a dCMP y pirofosfato. DCTPP1 se halla ubicuamente distribuida, encontrandose en

el ndcleo, citosol y mitocondria y ademas de dCTP, 5-metil-dCTP y nucledtidos 5-halogenados, la enzima hidroliza
5-formil-dCTP muy eficientemente [1]. Por tanto, DCTPP1 tiene un papel central de en el equilibrio del pool de dCTP
y el metabolismo de analogos de desoxicitidina, contribuyendo potencialmente a la preservacion de la integridad
del genoma [2]. Una depleciéon o modificacion del DNA mitocondrial (DNAmMt) puede conducir a varias patologias
humanas, y diversos sindromes mitocondriales son debidos a defectos en la homeostasis de dNTPs, como por ejem-
plo MNGIE, que se caracteriza por alteraciones en la degradacion de dTTP a causa de una deficiencia en la timidina
fosforilasa. Existen dos rutas metabdlicas que operan en las células para producir dNTPs, la via de sintesis de novo

y la de recuperaciéon. En células post-mitoéticas la sintesis de novo y las rutas citosdlicas de recuperacion no son
funcionales dado que no hay replicacién del DNA nuclear, aunque se sigue requiriendo la replicacion y reparacion
del DNAmMt; aqui el pool de nucledtidos mitocondriales y la integridad del DNAmMt dependen fundamentalmente de
la ruta de recuperacion mitocondrial. Debido a que la disponibilidad de dNTPs es el factor clave que conduce a la
deplecion del DNAmMt, es plausible considerar que DCTTP1, que en células en estado quiescente se localiza de forma
preferencial en la mitocondria, pueda estar jugando un papel esencial en el mantenimiento del pool de nucledtidos
pirimidinicos mitocondriales, proceso imprescindible para la correcta replicacion del DNAmMt. En este trabajo se
describe un modelo de fibroblastos de pulmdn en quiescencia como herramienta para el estudio del papel de DC-
TPP1 en mitocondria. Concluimos que el silenciamiento mediante RNA interferente de DCTPP1 en células en estado
quiescente tiene un impacto significativo sobre algunas de las principales enzimas implicadas en el metabolismo
de nucledtidos pirimidinicos lo que sugiere que puede tener un papel importante en el control de la homeostasis
mitocondrial de dNTPs.

[11 a) Requena, C. E.; Perez-Moreno, G.; Ruiz-Perez, L. M.; Vidal, A. E.; Gonzalez-Pacanowska, D. Biochem J. 459:171-180;
2014. b) Requena, C. E.; Perez-Moreno, G.; Horvath, A.; Vertessy, B. G.; Ruiz-Perez, L. M.; Gonzalez- Pacanowska, D,;
Vidal, A. E. Biochem J. 473:2635-2643; 2016. [2] Martinez-Arribas, B., Requena C.E., Pérez-Moreno, G., Ruiz-Pérez, L.M,,
Vidal, A.E. and Gonzalez-Pacanowska, D. Cell. Mol. Life Sci. 77(8):1645-1660; 2019.
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FACTORES DE CRECIMIENTO Y SU POSIBLE APLICACION EN ENFERMEDADES RA-
RAS

Ana Leticia Jiménez Escobar

RESUMEN: Las enfermedades raras son aquellas que afectan a un nimero pequeno de personasy que, por su rare-
za, plantean cuestiones especificas. En concreto, en Europa se considera que una enfermedad es rara cuando afecta
a1 persona de cada 2.000. Las enfermedades raras son habitualmente enfermedades graves, crénicas y progresivas,
gue con frecuencia aparecen desde el nacimiento o la infancia. Hasta la fecha, se han descubierto de seis a siete

mil enfermedades raras y se describen con regularidad nuevos tipos en la literatura cientifica, permaneciendo adn
desconocida la causa de muchas de estas enfermedades. Debido a todo ello, el &ambito de las enfermedades raras
sufre un déficit de conocimientos médicos y cientificos. Hasta hace muy poco no existia investigacion real sobre
ellas o una politica de salud publica sobre las mismas. Muchas no tienen cura, pero un tratamiento médico adecua-
do puede mejorar la calidad de vida de estos pacientes. Muchas de las estas enfermedades raras presentan diversa
sintomatologia relacionada con problemas en la piel y mucosas como la aparicion de ampollas, descamacion de la
piel, heridas, erupciones, lesiones oculares, etc. Una de las posibles vias de investigacion para el tratamiento de este
grupo de enfermedades raras son los llamados factores de crecimiento. Los factores de crecimiento son polipépti-
dos naturales capaces de regular la respuesta celular para los procesos de migracidn, proliferacion y diferenciacion
celular. Desempefan un papel fundamental en la modulacién de las respuestas inflamatorias, mejorando la forma-
ciéon de tejidos e induciendo la angiogénesis. Son esenciales para garantizar el éxito de los procesos de formacion

y remodelacidn de la matriz extracelular durante la cicatrizaciéon. Entre los diversos factores de crecimiento impli-
cados en la regeneracion de la piel o mucosasy, por tanto, en la cicatrizacién de heridas destacan: factor de creci-
miento epidérmico (EGF), factor de crecimiento queratinocitico (KGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y
el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF). Son muy numerosas las enfermedades raras que cursan con
problemas dermatolégicos o de las mucosas en donde podria tener utilidad el uso de dichos factores de crecimien-
to, como es el caso de la epidermoilisis bullosa, penfigoide bulloso, pioderma gangrenoso, enfermedad de behcet,
sindrome de Stevens Johnson, penfigoide gestacional, dermatitis herpetiforme, ictiosis y muchas otras. Durante la
charla se abordara el mecanismo de actuacién de cada uno de esos factores de crecimiento y su posible aplicacion
dentro del campo de las enfermedades raras.
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DESARROLLO Y PUESTA A PUNTO DE LA PRIMERA HERRAMIENTA DE TERAPIA GE-
NICA PARA TRATAR EL SINDROME DE BERNARD-SOULIER

Martinez-Navajas, G; Ceron-Hernandez, J; Real, PJ.

RESUMEN: E| Sindrome de Bernard-Soulier (SBS) es una enfermedad extremadamente rara caracterizada por pro-
blemas de coagulacion sanguinea. Dicha patologia surge cuando el receptor GPIB-V-IX, ubicado en la superficie de
las plaquetas, no se expresa y, por tanto, no puede desempefiar su funcién. En condiciones normales este receptor
permite la adhesion plagquetaria taponando las zonas de herida, siendo imprescindible para una correcta coagu-
lacion sanguinea. Se trata de una enfermedad de caracter autosémico recesivo originada por mutaciones en tres
de los cuatro genes que codifican el receptor (GPIBA, GP1BB y GP9). Unicamente, el trasplante de células madre
hematopoyéticas (HSCs) entre hermanos genéticamente compatibles ha podido curar la enfermedad. Debido a las
dificultades para encontrar donantes de HSCs histocompatibles, hemos propuesto una alternativa curativa basada
en la terapia génica-celular. Nuestro objetivo es corregir las HSCs de los propios pacientes, realizando un trasplante
autélogo de estas mismas células una vez editadas. De esta forma logramos evitar los problemas de histocompati-
bilidad asociados a los trasplantes de médula dsea. Para conseguirlo hemos generado diferentes vectores lentivira-
les (LVs) que sobreexpresan GP9 bajo un promotor especifico del linaje megacariocitico (precursores plaquetarios),
logrando asi una terapia dirigida hacia plaguetas. Para probar la funcionalidad de estos LVs, hemos generado un
modelo de SBS en una linea celular que expresa el complejo en superficie mediante la tecnologia CRISPR-Cas9
(DAMI KO-GP9). Este modelo celular ya no expresa el receptor en superficie, sin embargo, al transducirlo con
nuestros LVs la expresion del receptor se recupera. Este modelo nos permite seleccionar aquellos LVs que mejor
recuperan la expresion del receptor in vitro. Por otro lado, hemos generado un modelo de SBS en células madre
pluripotentes inducidas (iPSCs KO-GP9), el modelo mas similar a las HSCs de los pacientes en el que probar las
herramientas. Esta aproximacion nos permite verificar el comportamiento de nuestros LVs a lo largo del proceso de
diferenciacion desde el estado pluripotente, pasando por HSCs y culminando con la generacion de megacariocitos
y plaquetas. Hemos comprobado mediante citometria de flujo e ImageStream que estos LVs recuperan la expresion
del receptor, expresandose Unicamente en el estadio final de la diferenciacion. Ademas, este receptor corregido es
perfectamente funcional ya que las plaquetas recuperan su capacidad de detectar heridas, adhiriéndose a ellas.

Por otra parte, nuestras herramientas no son silenciadas epigenéticamente a lo largo del proceso de diferenciacion,
una de las mayores limitaciones a la hora de emplear LVs como herramienta de terapia génica. Estos experimen-
tos validan la funcionalidad de estas novedosas herramientas de terapia génica, los vectores lentivirales, que logran
recuperar la expresion del receptor GPIB-V-IX especificamente en plaquetas, habiendo desarrollado la primera
herramienta de terapia génica dirigida hacia plaquetas para tratar el Sindrome de Bernard-Soulier. El siguiente paso
en direccioén a la fase preclinica es el tratamiento in vivo de HSCs de ratones KO para GP9, realizando la misma inter-
vencion que seria llevada a cabo en humanos. La recuperacion de la capacidad de coagular en ratones sentaria las
bases del primer tratamiento curativo para los pacientes que padecen SBS.
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VARIANTES RARAS EN EL GEN TECTA EN LA ENFERMEDAD DE MENIERE FAMILIAR
AUTOSOMICA DOMINANTE

Pablo Roman-Naranjo, Alberto M. Parra-Perez, Paula Robles-Bolivar, Lidia Frejo, Jose Antonio Lo-
pez-Escamez

RESUMEN: La membrana tectoria (MT) es una matriz extracelular que se localiza sobre el drgano de Cortiy a la que,
debido a esta posicidn, se le han atribuido diferentes funciones relacionadas con la audicidn. Esta matriz estda com-
puesta principalmente por diferentes tipos de coldgeno y tres proteinas especificas del oido interno: a-tectorina,
B-tectorina y otogelina. La proteina a-tectorina, codificada por el gen TECTA, es una de las proteinas principales de la
MT y de cuya funcién depende el correcto desempeno del canal de mecanotransducciéon localizado en la células ci-
liadas internas del 6rgano de Corti. De hecho, variantes raras que modificaban este gen ya han sido asociadas a dife-
rentes tipo de hipoacusia heurosensorial (DFNA8/12-DFNB21). La enfermedad de Meniere (EM) es una enfermedad
rara del oido interno caracterizada por hipoacusia neurosensorial de baja frecuencia junto a episodios de vértigo y
acufenos. El hecho de la existencia de agregacion familiar en esta enfermedad hace posible plantear la hipdtesis de
la existencia de un factor genético en la EM. Recientemente, mediante secuenciaciéon de exoma, hemos podido de-
finir dos genes candidatos para la EM familiar: 1) el gen OTOG, presente en la MT, en el cual encontramos variantes
en 15 familias no relacionadas y 2) el gen MYOT7A, presente en las células ciliadas del oido, el cual podria mediar una
herencia heterocigota compuesta en otras 9 familias. En este trabajo, mediante secuenciacién de exoma completo
en 99 pacientes con EM (77 familias), hemos podido observar la existencia de variantes raras y deleciones en el gen
TECTA en 9 pacientes de 6 familias no relacionadas (figura 1). Estas familias parecen seguir un patréon de herencia
dominante donde las variantes en TECTA podrian estar afectando a la interaccidon entre las proteinas de la MT, des-
estabilizando asi esta matriz proteica y provocando pérdida de audicion.

Este proyecto esta financiado parcialmente por H2020-SC1-2019-848261 (UNITI) y por CECEU PY20-00303 (EPIMEN).
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CARACTERIZACION GENO-FENOTIPICA Y ESTRUCTURAL DE UNA NUEVA VARIANTE
DE SIGNIFICADO INCIERTO DEL GEN ALPL ASOCIADO A HIPOFOSFATASIA

Raquel Sanabria-de la Torre, Luis Martinez Heredia, Cristina Garcia-Fontana, Sheila Gonzdlez-Salva-
tierra, Francisco Andujar-Vera, Ivan Iglesias-Baena, Juan Miguel Villa-Sudrez, Manuel Mufioz-Torres,
Beatriz Garcia-Fontana.

RESUMEN: La hipofosfatasia (HPP) es una enfermedad genética rara, grave y potencialmente mortal causada por
una o varias mutaciones en el gen ALPL que codifica para la fosfatasa alcalina no especifica de tejido (TNSALP). Este
transtorno se caracteriza por una deficiente mineralizacién dsea y por alteraciones en la regulaciéon de los fosfatos

y del calcio que dan lugar a un deterioro progresivo de numerosos érganos vitales. Debido a su baja prevalencia,
este transtorno metabdlico suele estar infradiagnosticado. Su sintomatologia inespecifica lleva frecuentemente a
un diagnostico equivocado confundiéndose con otros transtornos éseos mas prevalentes. En este estudio se lleva
a cabo la caracterizaciéon de la nueva variante genética c. 1135C&gt;A (His379Asn) del gen ALPL a nivel funcional y es-
tructural. Ademas, se establece una relacién entre los datos estructurales y funcionales de la variante con las mani-
festaciones clinicas del paciente afectado. Para ello se estudid la historia clinica del paciente afectado. Se realizaron
pruebas de caracterizacion fenotipica expresando la variante descrita en cultivos de células embrionarias de rifion
HEK293T para determinar la actividad fosfatasa alcalina (ALP). Por otro lado, mediante estudios bioinformaticos se
representaron los modelos estructurales 3D de las proteinas wild-type (WT) y mutante mediante las herramientas
SWISS MODEL y UCSF Chimera. En las células transfectadas con la mutacién, la expresion de ALP fue muy inferior
en comparacion con las células transfectadas con el gen WT. Ademas, en el modelaje tridimmensional se pudo ob-
servar que la proteina TNSALP mutada se caracterizaba por la pérdida de dos sitios de unién a zinc. Dado que estos
sitios son esenciales para la funcidn de la proteina, sugerimos que esta mutacion es la responsable de la drastica
reduccion de la actividad enzimatica que se asocia a una sintomatologia de moderada a grave de HPP en el adulto.
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TECNICAS DE REPONDERACION CON XGBOOST EN ENCUESTAS LONGITUDINALES

Luis Castro Martin, Maria del Mar Rueda Garcia, Andrés Cabrera Ledn, Carmen Sanchez-Cantalejo
Garrido, Ramon Ferri Garcia

RESUMEN: E| uso de encuestas longitudinales es ampliamente conocido en el mundo sanitario para analizar el de-
sarrollo a lo largo del tiempo de variables de interés. Sin embargo, la fatiga de la poblacién al ser encuestada reitera-
damente causa problemas de no-respuesta que deben ser tenidos en cuenta. En este trabajo proponemos una serie
de novedosas técnicas de reponderacion para corregir dichos problemas. El procedimiento consta de varios pasos
para aprovechar tanto la informacién auxiliar a nivel poblacional como la informacién auxiliar a nivel individual. La
no-respuesta de los individuos de una medicién a otra es modelada mediante el conocido algoritmo XGBoost, com-
binado con otras técnicas del estado del arte del machine learning. Aplicamos los métodos propuestos a la ESSOC
(Encuesta Sanitaria y SOCial), un proyecto de investigacién cuyo objetivo es recolectar datos fiables sobre el impacto
a lo largo del tiempo de la COVID-19. La ESSOC se centra en variables que puedan ser de utilidad a la hora de tomar
medidas contra la pandemia (sanitarias, socioecondmicas, psicosociales, conductuales, ocupacionales, ambientales
y clinicas) sobre la poblacién general asi como sobre colectivos especialmente vulnerables.
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EVOLUCION DE LA INCIDENCIA DE MELANOMA DE PIEL SEGUN TIPO HISTOLOGICO
EN LA PROVINCIA DE GRANADA EN EL PERIODO 1985-2016

Daysis Yoe-Ling Chang-Chan, Teresa Rédenas-Herranz, Miguel Rodriguez-Barranco, Daniel Redon-
do-Sdnchez, Oscar Mendoza-Garcia, Ricardo Ruiz-Villaverde, Maria José Sdnchez-Pérez.

RESUMEN: El melanoma cutaneo (MC) es un tumor de origen melanocitico que representa un 2-7% de los tumo-
res cutaneos si bien es el responsable del 80% de las muertes por cancer de piel y del 1-2% de todas las muertes

por cancer. En las Ultimas décadas se ha observado una tendencia al aumento de su incidencia, sobre todo en las
poblaciones de paises desarrollados, caucdasicos y con un gradiente Norte-Sur, atribuido a cambios en los estilos de
vida y a la disminucién de la capa de ozono. Asi mismo, existe un debate en curso sobre si esta tendencia refleja o
no un sobrediagnodstico de casos indolentes tras el mayor uso de biopsia de piel. Sin embargo, segun estimaciones
de GLOBOCAN-2020, Espafia presenta una tasa de MC (6,8 x 100.000 hab.) inferior a la media europea (11,4 x 100.000
hab.). El objetivo de este trabajo es analizar la evolucion de la tendencia temporal de la incidencia del MC segun

el tipo histoldgico en la provincia de Granada en el periodo 1985-2016 por sexo y grupo de edad. Se incluyeron los
casos incidentes de MC del Registro de Cancer de Granada, residentes en la provincia de Granada durante el perio-
do 1985-2016 (codigo C43 segun la CIE-10). Se clasificaron de acuerdo a los siguientes grupos histoldgicos: Iéntigo
maligno (LM), melanoma de extensiéon superficial (MES), melanoma nodular (MN), lentiginoso acral (LA) y otros tipos
histoldgicos no especificados (NOS). Se estandarizaron las tasas de la incidencia por la poblacion mundial y se ana-
lizd la evolucion de las tasas especificas por edad por sexo y grupos de edad (80). El analisis de tendencias se realizd
mediante regresion loglineal (Joinpoint regression), estimando el Porcentaje de Cambio Anual (PCA) e intervalos de
confianza al 95%. Se utilizaron los software estadisticos Stata v17 para el calculo de las tasas y JoinPoint 4.4 para el
analisis de tendencias. En el periodo 1985-2016 se registraron un total de 2.340 casos nuevos de MC, de los cuales el
55% fueron mujeres. Las tasas estandarizadas de incidencia para el Ultimo periodo fueron de 9,0 x 100.000 habitan-
tes, superiores que las estimadas para el conjunto de Espana por GLOBOCAN-2020, siendo las mujeres las que pre-
sentan una Mmayor tasa que los hombres (9,4 vs 8,6 por cada 100.000 mujeres y hombres respectivamente). Durante
2007-2016, los MES son el tipo histolégico mas frecuente (5,6 x 100.000 hab.), tanto en mujeres (6,1 x 100.000 mujeres)
como en hombres (5,2 x 100.000 hombres). Desde 1985 y hasta 2006 las personas con mas de 80 afos presentaron
las tasas mas altas, pero en el periodo 2007-2016 fue el grupo de 65-79 afios el que presentd tasas superiores al resto
(29,59 x 100.000 hab.). Se observd un incremento estadisticamente significativo en la tendencia de la incidencia del
MC tanto en hombres como en mujeres (PCA: +4,6% y +4,0% respectivamente). Por tipo histoldgico se observd un
PCA= +8,8% (estadisticamente significativo) en ambos sexos para el MES. En cambio, el MN presenté una tendencia
ascendente hasta 2005 (PCA= +4,7%) y descendente a partir de ese afio (PCA = -6,9%), siendo estos cambios estadis-
ticamente significativos. Para LA se observd una estabilizacion durante todo el periodo (PCA = -0,5%). La incidencia
de MC en la provincia de Granada sigue una tendencia ascendente tanto en hombres como en mujeres, con un au-
mento del +4,2% anualmente. Este aumento se debe principalmente al incremento de incidencia de MES en ambos
sexos, que es ademas el tipo histoldgico mas frecuente. Estos resultados son concordantes con los de otros estudios
europeos. Este incremento de la incidencia podria estar relacionado con la mejor accesibilidad de los pacientes a
las consultas de Dermatologia, las campafas de revision de nevus que anualmente se realizan bajo el auspicio de

la Asociacion Espafola contra el Cancer y la Fundacién Piel Sana de la AEDV y con la mejora en la precision de los
métodos de diagndstico por imagen: dermatoscopia manual, digital y microscopia confocal.
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DETERMINACION DISRUPTORES ENDOCRINOS OBESOGENOS EN ORINAS INFAN-
TILES MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASAS EN TANDEM

Gdlvez-Ontiveros Yolanda; Moscoso-Ruiz Inmaculada; Almazdn Vega; Castillo Helga; Tovar Mercedes;
Ortega Eduardo; Gonzales-Palacios Patricia; Rivas Ana; Zafra-Gomez Alberto.

RESUMEN: Los disruptores endocrinos obeségenos (DEOs) son contaminantes emergentes que debido su uso
masivo en las Ultimas décadas han llegado al medio ambiente, siendo la dieta una de las principales vias de exposi-
cién a éstos. Entre los DEOs mas conocidos estan los bisfenoles (BPs) y parabenos (PBs). Estos DEOs van mimetizar
la actividad hormonal, a promover y regular de forma inapropiada la adipogénesis y la acumulacién de lipidos en
humanos y animales, entre otros efectos adversos sobre la salud. Aungue se sabe que una mala alimentaciény la
inactividad fisica contribuyen a la ganancia de peso, estos DEOs también pueden estar influyendo en las tasas cre-
cientes de obesidad a nivel mundial. Es importante resaltar que la exposicion a DEOs durante las primeras etapas de
la vida y la infancia es de especial importancia ya que son etapas cruciales del desarrollo, por ello, los niflos son un
grupo de poblacion especialmente vulnerable a la exposicion de DEOs. El objetivo del trabajo es determinar la pre-
sencia de DEOs en la orina de escolares de la provincia de Granada. Para ello, se han reclutado un total de 240 nifos
de la provincia de Granada con la ayuda de pediatras de diferentes centros de salud de la provincia. Las muestras de
orina fueron recogidas en la consulta en botes de orina previamente analizados para garantizar la no presencia de
los DEOs en su composicion. La extraccion de los DEOs en orina se llevd a cabo mediante extraccion liquido-liquido
dispersiva descrito por Vela-Soria et al.,, 2014, seguido de deteccion analitica por UPLC-MS/MS, extrayéndose un total
de 96 orinas. De las 96 muestras de orina analizadas se detectd la presencia de DEOs en el 100% de las muestras.
Los DEOs mas frecuentemente detectados en orinas en orden creciente fueron metilparabeno (100 %), BPA (40%),
etilparabeno (33 %) y propilparabeno (13%). Concluimos que la presencia de obeségenos en la orina es una evi-
dencia mas de la exposicidon a estos contaminantes quimicos ambientales. Los parabenos son los compuestos mas
detectados en las muestras en comparacion con el BPA y sus analogos. Esto puede deberse a que se permite el uso
del metilparabeno y etilparabeno como aditivos alimentarios (E218 y E214) y sus sales de sodio (E219 y E215). En cuan-
to a los bisfenoles, el BPA y sus andlogos han sido detectado en un niumero considerable de muestras. BPA sigue
siendo el bisfenol mayoritario presente en nuestro medio. Sin embargo, en la Ultima década la industria del plastico
ha comenzado a sustituirlo por sus analogos, debido a la alarma genera por sus efectos adversos sobre la salud.
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DESIGUALDADES SOCIOECONOMICAS EN LA INCIDENCIA DE CANCER DE CO-
LON-RECTO, PULMON Y MAMA EN LA PROVINCIA DE GRANADA

Daniel Redondo Sdnchez, Miguel Rodriguez Barranco, Marina Polldn, Pablo Ferndndez, Miguel Angel
Luque Ferndndez, Maria José Sanchez Pérez.

RESUMEN: La incidencia de cancer es un importante problema de salud publica en la provincia de Granada, con
una incidencia estimada para el ano 2021 de 4,572 casos nuevos de cancer, sin incluir el cancer de piel no melano-
ma. Las desigualdades socioecondmicas pueden jugar un importante papel en los factores de riesgo conocidos
para los tumores de pulmon, colon-rectoy mama. En este trabajo realizamos un estudio multinivel de cohortes de
base poblacional. Se incluyeron los casos nuevos de cancer de colon-recto, pulmdn y mama diagnosticados durante
el periodo 2010-2014 en la provincia de Granada. Los casos incidentes se geocodificaron y se les asigné el indice de
privacion de su seccion censal. Se modelizd la incidencia con un modelo de Poisson de efectos mixtos con efecto
aleatorio para las secciones censales, y se mapeo la incidencia ajustada por indice socio-econdémico y edad, suavi-
zada mediante modelos espaciales bayesianos. En los resultados vemos que los hombres de nivel socioeconémico
mas bajo, comparados con los de nivel socioecondmico mas alto, tuvieron mayor riesgo de cancer de pulmaon (risk
ratio: 1.18, 95% Cl: 0.94-1.46) y menor riesgo de cancer de colon-recto (risk ratio 0.84, 95% Cl: 0.74-0.97). Las mujeres
de nivel socioecondmico mas bajo, comparadas con las de nivel socioecondmico mas alto, tuvieron menor riesgo de
cancer de mama (risk ratio: 0.76, 95% Cl: 0.68-0.85). En mujeres no se encontro asociacion entre nivel socioecono-
mico e incidencia de cancer de colon-recto o pulmon. Tras ajustar por edad y nivel socioecondmico y suavizar las
tasas de incidencia, se detectaron algunos patrones en la distribucién geografica del cancer de pulmaon, con baja
incidencia en la capital, salvo en zonas como El Zaidin, Almanjdyar y La Chana. La incidencia de cancer de mamay
colon-recto se concentra en la capital de Granada, con baja incidencia en el resto de la provincia. En conclusion, se
observaron importantes diferencias en la distribuciéon de la incidencia por areas geograficas. Los resultados deben
interpretarse a nivel poblacional para evitar la falacia ecoldgica, y extraer conclusiones con cautela dado el corto
periodo de tiempo estudiado. Es importante conocer las causas subyacentes de las diferencias encontradas para po-
der reducir las desigualdades en salud existentes.
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DESIGUALDADES SOCIOECONOMICAS EN CANCER DE PULMON: UNA UMBRELLA
DE REVISIONES SISTEMATICAS

Daniel Redondo Sanchez, Dafina Petrova, José Juan Jiménez-Moledn, Pablo Fernandez Navarro, Ma-
rina Polldn, Maria José Sdnchez Pérez

RESUMEN: E| cancer de pulmon fue el segundo cancer mas frecuente en el afio 2020 en todo el mundo (2,2 millo-
nes de casos incidentes), y el cdncer con mayor mortalidad (1,8 millones de defunciones). Estos indicadores epide-
mioldgicos, unidos a una baja supervivencia, hacen del cancer de pulmdn un importante problema de salud pu-
blica. El nivel socioecondmico es un factor que puede producir importantes desigualdades en el riesgo de cancer
de pulmon y su mortalidad. El objetivo de este trabajo fue sintetizar la evidencia disponible sobre desigualdades
socioeconémicas en diversos indicadores relacionados con el cancer de pulmoén mediante una revision de revisiones
sistematicas. Como criterios de seleccién se usaro revisiones sistematicas, publicadas en cualquier idioma, sobre

la relacion de indicadores socioeconédmicos (individuales o geograficos) con indicadores relacionados con el cancer
de pulmon incluyendo la incidencia, mortalidad, supervivencia, y otros indicadores relacionados con el diagndstico
y tratamiento de la enfermedad (cribado, acceso a test diagndsticos o tratamientos...). Se excluyen aquellas que se
centran en otros tipos de desigualdades (racial, de género, entorno rural-urbano...), aquellas que no informan de
resultados especificos para cancer de pulmaon, y aquellas que reportan sobre resultados solo indirectamente relacio-
nados con el cancer de pulmon (por ejemplo, prevalencia de tabaquismo u otros factores de riesgo). La revision ha
sido registrada en PROSPERO con el ID 282194. Estas revisiones se buscaron en PubMed, Scopus, Web of Science

y Google Scholar desde el afio 2010 hasta la fecha de la busqueda (26 de octubre de 2021). Para gestionar la revision
se utilizd el software online Covidence. Dos investigadores (DRS y DP) cribaron los estudios de manera independien-
te y simultdnea en base a titulo y resumen (primera fase) y texto completo (segunda fase). La extraccion de datos

se realizd por un investigador y posteriormente fue revisada por el segundo. La calidad de los estudios se evalud
usando la escala AMSTAR-2 adaptada a revisiones sistematicas de estudios observacionales. Se identificaron 267
publicaciones de las que 8 cumplieron los criterios de seleccién y entraron en la revision. Los estudios seleccionados
cubren una amplia variedad de indicadores en cancer de pulmon: supervivencia, mortalidad, tratamientos, cribado,
presentacion de emergencia y estadio al diagndstico. Un nivel socioecondmico mas bajo se asocié con una peor
supervivencia y mayor mortalidad del cancer de pulmon. Estas desigualdades parecen estar explicadas en parte por
la recepcion de tratamiento y la presencia de comorbilidades. Los pacientes con nivel socioeconémico mas bajo tie-
nen menor probabilidad de recibir tanto tratamientos tradicionales (p. €j., cirugia o quimioterapia), como tratamien-
tos de ultima generacion (los tratamientos bioldgicos y de medicina de precision). Por otro lado, es mas probable
gue estos pacientes mas privados socioecondmicamente presenten urgencias por cancer de pulmon, sean diag-
nosticados en estadios mas tardios o tengan menor probabilidad de entrar en el proceso de cribado. La conclusion
es que las desigualdades socioecondmicas en el contexto del cancer de pulmon, que alcanzan tanto el acceso a
pruebas diagndsticas como el acceso a tratamiento, podrian explicar la peor supervivencia por cancer de pulmdn de
personas con un bajo nivel socioeconémico.

Financiacién: High resolution study of social inequalities in cancer (HiReSIC). Asociacion Espafola Contra el Cancer
(AECC) (PROYE20023SANC). Subprograma de Vigilancia Epidemiolégica del Cancer (VICA), del CIBER de Epidemio-
logia y Salud Publica (CIBERESP), Instituto de Salud Carlos Il (ISCIII).
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ANALISIS MEDIANTE BAYESIAN KERNEL MACHINE REGRESSION DE LA ASOCIA-
CION ENTRE MEZCLAS DE METALES PESADOS Y RIESGO DE CANCER DE PROSTATA
EN LA COHORTE EPIC

Rodriguez Barranco M, dos Santos Gongalves K, Jimenez Moledén 3J, Gomez-Ariza JL, Sdnchez MJ

RESUMEN: E| cancer de prdstata es el cdncer mas frecuente en varones en Espafa, excluyendo el cancer de piel

no melanoma. Los factores de riesgo ambientales, como la exposiciéon a metales pesados, y sus asociaciones con el
riesgo de cancer de prostata se han estudiado ampliamente. Sin embargo, el efecto de la co-exposicidon a varios me-
tales pesados ha sido poco estudiado y sus resultados son aun inconcluyentes. El objetivo fue examinar la asociacion
entre la exposicion a mezclas de metales pesados y el riesgo de cancer de prostata en la cohorte EPIC (European
Prospective Investigation into Cancer and Nutrition). La cohorte EPIC-Granada se reclutd en 1996 y tiene identifica-
dos los casos incidentes de cancer hasta el 31/12/2012. Se midieron mediante ICP-ORS-MS las concentraciones de 15
metales pesados (As, Be, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mn, Mo, Pb, Sb, Se, V, W, Zn) en muestras de suero del reclutamiento de
304 hombres de la cohorte EPIC-Granada (62 casos de cancer de proéstata identificados en el seguimiento y 242 su-
jetos sin la enfermedad). Se aplicéd el método “Bayesian kernel machine regression distributed lag models” (BKMR-
DLM) para estimar la asociacion entre las concentraciones de metales con el riesgo de cancer de prostata, ajustado
por posibles factores de confusiéon. La utilizacion de BKMR-DLM permite tener en cuenta las relaciones no lineales,
interacciones, efectos conjuntos y el efecto acumulativo variable en el tiempo de las exposiciones a mezclas de
metales pesados. Cuatro metales pesados (W, Cu, Hg, V) se asociaron significativa y positivamente con el riesgo de
cancer de prdéstata en los modelos ajustados por edad, educacion, actividad fisica, relacién cintura-cadera, indice de
masa corporal, patrones dietéticos, tabaquismo y consumo de alcohol. Utilizando el analisis BKMR-DLM, las mezclas
(W, Hg - RR:1,45), (V, Hg - RR:1,23), (V, W, Hg — RR:1,48), (V, Mo, Hg — RR:1,04) tuvieron una asociacion significativa con
el riesgo de cancer de prdostata. Ademas, la mezcla global de todos los metales también se asocié significativamente
con el riesgo de cancer de prdstata, y el efecto acumulativo maximo se alcanzd a los 10 afios de exposicion. Como
conclusiéon, encontramos asociaciones positivas entre los niveles séricos de combinaciones de cuatro metales pe-
sadosy el riesgo de cancer de proéstata. La mezcla global de todos los metales analizados también se asocié con un
mayor riesgo de cancer de prdstata. Son necesarios otros estudios prospectivos con mayor tamafio de muestra para
validar estos hallazgos.
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COSTE-EFECTIVIDAD DE LAS ESTRATEGIAS DE CRIBADO PARA LA PREVENCION
PRIMARIA DE ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

Spacirova Z, Epstein D, Barranco Rodriguez M, Espin J, Garcia Mochdn L, Masala G, Colorado-Yohar
SM, Grioni S, Sacerdote C, Schiborn C, Kaptoge S, Bondonno N, Tjonneland A, Weiderpass E, Sdnchez
Pérez, MJ

RESUMEN: Las enfermedades cardiovasculares (ECV) se encuentran entre las principales causas de morbimortali-
dad en Europa. No obstante, con una mejor deteccion y gestion del riesgo se podrian prevenir anualmente decenas
de miles de casos de ECV. Las intervenciones para las personas con alto riesgo de ECV implican una combinacion
de modificacion del estilo de vida y tratamiento farmacolégico que incluye hipolipemiantes, antihipertensivos y/o
anti plaguetarios. En particular, se ha demostrado que las estatinas reducen el riesgo general de eventos cardiovas-
culares. Se ha propuesto que, con una mejor deteccion y gestion del riesgo de enfermedad, se podrian prevenir
decenas de miles de casos anuales de ECV en la Unidn Europea. Un programa de cribado permite a un profesional
de atencidon primaria clasificar a cada individuo bajo su cuidado como de “alto riesgo” o “bajo riesgo” de tener futu-
ros eventos cardiovasculares, con el objetivo de ofrecer una intervenciéon adecuada. Una clasificacion mas precisa
del riesgo reduciria la probabilidad de aparicion de enfermedades en personas de alto riesgo y evitaria tratamientos
innecesarios y potencialmente dafiinos en personas de bajo riesgo. La deteccién del riesgo de ECV o el cribado en
personas asintomaticas se puede realizar de forma oportunista o sistematica en la poblacién general. Una evalua-
cion de cualquier estrategia de deteccidn requiere una comparacion de costos, riesgos y beneficios. Varios estudios
ya han comparado la rentabilidad de distintas estrategias. La mayoria de las evaluaciones econdémicas de las estra-
tegias de cribado aplicaron un umbral de riesgo “uniforme” para iniciar terapias con estatinas, p.ej., tratar a todas las
personas con riesgo de ECV a 10 aflos superior al 10%. Una preocupacion particular es que tal estrategia no identifica
necesariamente a aquellos individuos que se beneficiarian mas de la terapia y no ofrece la prevencién adecuada a
las personas mas jovenes con un riesgo relativamente alto para su edad. El objetivo de este estudio fue evaluar el
coste-efectividad de las diferentes estrategias de cribado para las ECV. Se construyd un modelo analitico de deci-
sion para estimar los costes y beneficios de las estrategias de cribado desde la perspectiva del Sistema Nacional de
Salud (SNS) diferenciadas por la edad de cribado (40, 50, 60 y 70 afios), el sexo y el umbral para iniciar la terapia con
estatinas (“uniforme” 0"ajustado por edad”). Las tasas de transicion se estimaron a partir de los resultados de un
proyecto sobre ECV (EPIC-CVD) desarrollado en el marco del estudio EPIC (European Prospective Investigation into
Cancer and Nutrition), un estudio de casos-controles anidados multicéntrico con 15 aflos de seguimiento. Los cos-
tes unitarios de atencién primaria, hospitalizaciones y atencién de ECV se tomaron del SNS. Se realizaron analisis
de sensibilidad univariantes para considerar el efecto potencial de una reduccién del 75% en la incidencia de ECV
no fatal o fatal en comparacién con el estudio EPIC-CVD, un mayor costo de seguimiento en atencion primaria, la
desutilidad asociada con tomar una estatina diaria, y peor adherencia en el mundo real que en los ensayos clinicos.
El comparador fue “no hacer nada”. El modelo basal mostré que la estrategia Unica mas eficiente es evaluar tanto
a hombres como a mujeres a los 40 afos utilizando un umbral de riesgo uniforme para iniciar el tratamiento con
estatinas. Los resultados son sensibles a las suposiciones sobre las tasas de incidencia de ECV -una reduccion del
75% en la incidencia de la primera ECV aumenté la edad de deteccion dptima para las mujeres a 50 aflos-. Otros
andlisis de sensibilidad no cambiaron las conclusiones principales. El cribado Unico de ECV utilizando un umbral de
riesgo uniforme parece rentable en comparacion con el cribado no sistematico. Estos resultados deben evaluarse en
estudios clinicos.
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EFECTOS DE UN PROGRAMA A DISTANCIA EN CUIDADORES DE PACIENTES CON
ICTUS CRONICO Y DISFAGIA: ESTUDIO PILOTO

Monica Zapata Soria, Irene Cabrera Martos, Joaquin Ferndndez Dominguez

RESUMEN: E| objetivo de la investigacion es evaluar los efectos de un programa desarrollado a distancia sobre la
preparacion y estado de salud en cuidadores de pacientes post-ictus con disfagia. Para ello se realizé un estudio
piloto cuasi-experimental en el que se incluyeron cuidadores de pacientes que presentaban ictus crénico y disfa-
gia. En la evaluacion se incluyeron la preparacion del cuidador evaluada con la escala de preparacion del cuidador,
la presencia de sintomas de ansiedad mediante el inventario de ansiedad de Beck y estrés percibido con la escala
de estrés percibido. Ademas, se incluyo el Cuestionario de Evaluacion de |la Discapacidad de la Organizacion Mun-
dial de la Salud (WHODAS 2.0 - 12 items). Se desarrollé una intervencion individualizada de 4 semanas de duracion
mediante videoconferencia en la que se incluia informacién sobre la disfagia, posicionamiento del paciente en la
alimentacioén, adaptacion de texturas y consistencias. Se incluyeron 5 cuidadores. El 60% eran mujeres. Los resul-
tados mostraron que tras la intervencidén mejoraron significativamente los valores de la escala de ansiedad de Beck
(13,40+12,84 vs 7,40+10,76, p= 0,047). Aunque el resto de variables no mostraron diferencias significativas, los valores
indican mejorias tras la intervencion en la preparacion del cuidador (18,80+12,09 vs 21,40+10,85, p= 0,141), estrés perci-
bido (28,20+3,96 vs 25,00+6,21, p=0,144) y estado global de salud (14,00+17,19 vs 8,60+14,72, p= 0,180). Concluimos que
una intervencion a distancia centrada en el cuidador de pacientes post-ictus con disfagia muestra mejora en los
niveles de ansiedad. Estos resultados son positivos y sostienen el desarrollo de un ensayo clinico aleatorizado contro-
lado.
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PONENCIAS

1. Los glucocorticoides debilitan la funcién barrera intestinal en la colitis experimental de forma de-
pendiente de la via de administracion

2. La modulacién de la inflamacién intestinal mediada por células mesenguimales estromales del
intestino humano reduce el cancer colorrectal asociado a colitis

3. Busgueda de determinantes genéticos de la obesidad y DM2 en genes que intervienen en rutas
de adipogénesis: FTO, MFN2 y PRDM16

4. Precision del diagnéstico Optico en Pélipos entre 5y 15 mm y sus implicaciones sobre el segui-
miento. Estudio prospectivo multicéntrico. (Estudio POPS)

5. Caracterizacion geno-fenotipica y estructural de una nueva mutacion en el gen ALPL asociada a
hipofosfatasia grave en el adulto
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LOS GLUCOCORTICOIDES DEBILITAN LA FUNCION BARRERA INTESTINAL EN LA
COLITIS EXPERIMENTAL DE FORMA DEPENDIENTE DE LA VIiA DE ADMINISTRACION

Diego Ceacero-Heras (1), Mireia Tena-Garitaonaindia (1), Maria Arredondo-Amador (2), Samir Cordova
(1), Ana Alvarez (1), Olga Martinez Augustin (1), Fermin Sdnchez de Medina (2)

1. Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular Il. Facultad de Farmacia. Universidad de Granada, ibs.GRANA-
DA, CIBERehd 2. Departamento de Farmacologia. Facultad de Farmacia. Universidad de Granada, ibs. GRANADA,
CIBERehd

RESUMEN: Los glucocorticoides son farmacos antiinflamatorios e inmunosupresores utilizados ampliamente en te-
rapéutica, incluyendo las enfermedades inflamatorias del intestino. Sin embargo, ademas de estas acciones benefi-
ciosas, los glucocorticoides pueden debilitar la funcién de barrera del intestino, a través de la activacion del receptor
NR3C1 epitelial. De hecho, los glucocorticoides tienen efectos antiproliferativos a este nivel, y los ratones con dele-
cion especifica del receptor en el epitelio intestinal estan protegidos frente a la colitis experimental. Por tanto, desde
el punto de vista clinico puede ser beneficioso reducir las acciones epiteliales de los glucocorticoides. Con el fin

de dilucidar la importancia de la via de administracién en la activacion del receptor epitelial y la funcién de barrera
intestinal se analizd el efecto en la colitis experimental de glucocorticoides administrados por via oral o parenteral.
Con este fin, se indujo colitis mediante la administraciéon de sulfato de dextrano sédico (DSS) al 2,5% en el agua de
bebida durante 7 dias en ratones C57BL/6]. Los ratones recibieron prednisolona 200 ug/dia por via oral o predniso-
lona fosfato por via parenteral, mientras que el grupo DSS control recibié el vehiculo. El tratamiento con el gluco-
corticoide atenud la gravedad de la respuesta inflamatoria, pero propicié la translocacién bacteriana al higado en
algunos animales. Ademas, la prednisolona administrada por via oral aumento el indice de actividad de la enferme-
dad (DAI) en las etapas iniciales. Los animales tratados con el glucocorticoide mostraron sangre en heces temprana-
mente, especialmente por via oral. En un segundo experimento se examino el efecto de la budesonida 6 pg/dia, en
el que se observdé nuevamente un sangrado temprano en heces por via oral, asi como una pérdida mas acusada de
peso y una potenciacidn de la translocacién bacteriana. Por tanto, los glucocorticoides debilitan la barrera intestinal
en la colitis experimental por DSS, particularmente cuando se administran por via oral.
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LA MODULACION DE LA INFLAMACION INTESTINAL MEDIADA POR CI:;LULAS ME-
SENQUIMALES ESTROMALES DEL INTESTINO HUMANO REDUCE EL CANCER COLO-
RRECTAL ASOCIADO A COLITIS

Laura Hidalgo Garcia (1,2), Antonio Jesus Ruiz Malagdn (1,2), Francisco Huertas-Pena (2,3), Benito Mi-
ron Pozo (2,4), José Alberto Molina-Tijeras (1,2), Maria Jesus Rodriguez-Sojo (1,2), Patricia Diez-Echave
(1,2), Teresa Vezza (1,2), Rocio Mordn (2,5), Patricia Becerra-Massare (6), Alba Rodriguez-Nogales (1,2),
Julio Galvez (1, 2,7), Maria Elena Rodriguez-Cabezas (1,2), Per Anderson (2,8).

1.Departamento de Farmacologia, Centro de Investigacion Biomédica (CIBM), Universidad de Granada, Granada,
Espafna. 2. Instituto de Investigacion Biosanitaria de Granada (ibs.GRANADA), Granada, Espafa. 3. Servicio de Ci-
rugia, Hospital Universitario Virgen de las Nieves, Granada, Espafna. 4. Servicio de Cirugia General, Hospital Clinico
San Cecilio, Granada, Espafa. 5. Servicio Farmacia Hospitalaria, Hospital Universitario Clinico San Cecilio, Granada,
Espafna. 6. Servicio de Anatomia Patolégica, Hospital Universitario Clinico San Cecilio, Granada, Espafna. 7. Centro de
Investigacion Biomédica en Red — Enfermedades Hepaticas y Digestivas (CIBER-EHD), Espafa. 8. Servicio de Analisis
Clinicos e Inmunologia, Hospital Universitario Virgen de las Nieves, Granada, Espana.

RESUMEN: La enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) es una enfermedad autoinmune crénica cuya incidencia y
prevalencia ha ido en aumento en los Ultimos afios. En la actualidad afecta a millones de personas en todo el mun-
doy se conoce que en su Ultimo estadio aumentan la probabilidad de derivar en cancer colorrectal asociado a colitis
ulcerosa (CAC). La inyeccidn local y sistémica de células mesenquimales estromales (MSCs) de diferente origen ha
demostrado una buena eficacia en la reduccién de la inflamacidon intestinal, tanto en modelos experimentales in
Vvivo, como en ensayos clinicos en humanos. Sin embargo, poco se conoce del efecto que las células mesenquima-
les estromales intestinales (iMSCs) tienen sobre el cancer colorrectal. Esto junto al hecho de que las MSCs podrian
adoptar un estado proinflamatorio y/o protumoral en determinadas condiciones (presencia de distintas citoquinas,
agonistas de TLRs o segun el modelo experimental) justifica aln mas su estudio en un modelo experimental de
CAC. Para ello, se usaron ratones hembra C57BL/6] (n=12/grupo) a los que el CAC se le indujo mediante la admi-
nistracion intraperitoneal de azoximetano (AOM; 10 mg/kg) seguida de tres ciclos de sulfato de dextrano sodico
(DSS) en agua de bebida al 2% (p/v), con un periodo de descanso entre ciclos de 14 dias. El indice de actividad de

la enfermedad (DAI) se monitorizd periédicamente en cada uno de los ciclos. Ademas, la semana previa a la finali-
zacion del ensayo se realizd una colonoscopia para evaluar la carga y el crecimiento tumoral. La administracion de
iMSCs aisladas de mucosa intestinal humana no comprometida y expandidas in vitro se realizd en los picos de DAI
del segundo y tercer ciclo de DSS. Para ello, se inyectaron 0.5x106 células/raton (n=12) via intraperitoneal. El efecto
de la administracion de iMSCs se evalud tanto a nivel macroscépico (nimero y tamano de tumores, longitud y peso
del colon, peso del bazo, etc.) como a nivel molecular mediante la valoracién de diferentes marcadores implicados
en el proceso evaluados a nivel de mensajero (RT-gPCR) y proteico (western blot). Ademas, se evalud la presencia
de diferentes poblaciones inmunes en el intestino. La administracion de iMSCs redujo de forma significativa tanto
la pérdida de peso como el indice de actividad de la enfermedad y el nUmero y tamafo de tumores intestinales.
Ademads, las iIMSCs redujeron la expresiéon coldnica de varios mediadores inflamatorios que promueven el desarrollo
del CAC, entre los que se encuentran IL-6, TNF-a, IL-17 / IL-23 y COX-2. Por otra parte, el nivel de B-catenina (promo-
tora de tumores) también se redujo en los ratones tratados con iMSCs respecto al grupo control de CAC. Asimismo,
el andlisis por citometria de flujo de las células inmunitarias innatas intestinales revelé una reduccidn de neutroéfilos,
eosinoéfilos y células dendriticas en ratones tratados con iMSCs, en comparacion con el grupo control de CAC. Por
dltimo, la administracion de iIMSCS restaurd en parte una diferenciacion normal de macrdéfagos en el intestino y re-
dujo la proporcion de macréfagos M1, En resumen, los datos obtenidos muestran que las iMSCs protegen frente al
desarrollo del CAC, gracias, en parte, a sus potentes efectos inmunomoduladores, lo que a su vez respalda el uso de
las MSCs para el tratamiento de |la Ell.
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BUSQUEDA DE DETERMINANTES GENETICEOS DE LA OBESIDAD Y DM2 EN GENES
QUE INTERVIENEN EN RUTAS DE ADIPOGENESIS: FTO, MFN2 Y PRDM16

Lépez-Llaria Marta, Ruiz-Palmero Isabel, Redruello-Romero Anais, Lopez-Perez David, Ledn Josefaq,
Ferndndez-Castillo Rafael, Esteban de la Rosa Rafael, Morell Maria, Lima-Cabello Elena, Jimenez-Lo-
pez Jose C., Carmona F. David, Carazo-Gallego Angel, Morales-Santana Sonia

RESUMEN: La obesidad es una enfermedad compleja, provocada por la combinacion de factores ambientales, ge-
néticos y humorales. Se define como una acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para
la salud, y su prevalencia se ha triplicado desde 1975. Sin embargo, no todos los individuos desarrollan obesidad aun-
gue lleven estilos de vida similares, lo que sugiere una que las diferencias genéticas aumentan la predisposiciéon de
ciertos individuos a padecer esta patologia. Ademas, la presencia de obesidad también aumenta el riesgo de otras
patologias como la Diabetes Mellitus 2 (DM2). La DM2 estd aumentando su incidencia en la poblacién y afecta prin-
cipalmente a 6rganos metabdlicos como el higado, musculo o tejido adiposo, generando graves problemas de sa-
lud. El objetivo de este trabajo es estudiar la asociacidon de genes implicados en las rutas de diferenciacion de adipo-
citos, y analizar la predisposicion a desarrollar obesidad y progresar a DM2. Se llevaron a cabo estudios transversales
retrospectivos. En el primer estudio, analizamos 198 individuos sanos no obesos y 166 individuos con obesidad. En el
segundo se compararon 198 sujetos sanos con 364 pacientes con DM2. Consideramos 3 genes diferentes (PRDM16,
MFN2 y FTO), seleccionados por influir en la ruta de diferenciaciéon de los adipocitos. Hemos elegido un SNP de cada
uno de ellos, y el objetivo es buscar una asociacion entre los genes seleccionados y el riesgo de desarrollar obesi-
dady progresar a DM2. También, se analizd la asociacion con parametros relacionados con ambas patologias. Los
resultados revelan que el SNP rs1042842 del gen MFN2 muestra asociaciéon con la DM2 mediante un modelo rece-
sivo con OR=2,095 (95% CI 1,060-4,140), p=0,033, ajustado por sexo, edad y presencia de obesidad, y se muestra una
influencia del polimorfismo en los niveles de HbAlc =0,152 (95% CI 0,009-0,762) p=0,045 en la poblacién masculina,
ajustado por la presencia de DM2. Por otra parte, el polimorfismo rs8050136 de FTO influencia el IMC, tanto en la
poblacién total al comparar individuos sanos con pacientes con DM2 B= 0,083 (95% CIl 0,056-1,469) p=0,034, como en
la femenina B=0,121 (95% CI 0,050-2,226) p=0,040, ajustado por presencia de DM2. En PRDM16 no hemos encontrado
asociaciones relevantes. Existe una asociacion entre el polimorfismo rs1042842 del gen MFN2 con la presencia de
DM2, e influencia los niveles de HbAlc en varones. Por otra parte, hemos encontrado una asociacién del polimorfis-
mo rs8050136 del gen FTO con el IMC, que apoyaria su papel como factor genético que contribuye a la obesidad. Es
necesario ampliar el tamafno muestral del estudio para confirmar nuestros datos. Ademas, habria que analizar un
mayor numero de polimorfismos en los genes FTO y PRDM16 para comprobar su asociacion con la obesidad y DM2,
y poder confirmar la implicacién de estos genes clave en rutas de diferenciacién de adipocitos.

Este estudio ha sido parcialmente financiado a través del Proyecto de la Consejeria de Salud y familias de la Junta
de Andalucia, proyecto ref.: PI-0450-2019 y por el Ministerio de Economia, Industria y Competitividad a través del
Proyecto ref.: RYC-2014-16536 (programa de investigacion Ramoén y Cajal) a ICI-L
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PRECISION DEL DIAGNOSTICO OPTICO EN POLIPOS ENTRE 5Y 15 MM Y SUS IM-
PLICACIONES SOBRE EL SEGUIMIENTO. ESTUDIO PROSPECTIVO MULTICENTRICO.
(ESTUDIO POPS)

Eduardo Redondo Cerezo

Servicio de Aparato Digestivo. Hospital Universitario Virgen de las Nieves. Granada. Departamento de Medicina. Uni-
versidad de Granada

RESUMEN: La histologia de los polipos y su diametro de a partir de 1 cm determina si un paciente necesita una revi-
sidn en tres anos, o quiza ninguna Mmas. Nuestro objetivo fue determinar la capacidad del endoscopista en estimar
el tamano y precisar el diagndstico histoldégico mediante técnicas de diagndstico optico con NBI. El diagndstico
mediante NBI y la estimacion del endoscopista en cuanto al tamano se compararon con el estandar de referencia,
la medicion del pdélipo inmediatamente después de ser resecado por un auxiliar en lo que respecta al tamano, y el
diagndstico del informe de anatomia patoldgica en lo que se refiere al diagndstico 6ptico. Se incluyeron pacien-

tes consecutivamente en un estudio multicéntrico, prospectivo, con datos de la vida real, de pacientes a los que se
quitaron podlipos de entre 5y 15 mm segun estimacion del endoscopista, para abarcar el umbral de 1cm, en cinco
hospitales. Se comparé la estimacion del tamano del endoscopista y el patdlogo con la medicién del poélipo en fres-
co inmediatamente tras la reseccion, determinando sensibilidad a nivel de paciente, mediante dos caracteristicas:
La presencia o no de adenoma y el intervalo de seguimiento recomendado. Los intervalos de seguimiento fueron
establecidos por el endoscopista, basandose en el diagndstico optico, y por otro gastroenterdlogo, que independien-
temente establecio el intervalo basandose exclusivamente en el informme anatomopatolégico. La precision diagnds-
tica se estudiod a nivel de pdlipo. Se resecaron 532 pdlipos en 451 pacientes. La estimacion del tamafo resultd mas
precisa para el endoscopista. La sensibilidad del endoscopista para la presencia de adenoma o carcinoma fue del
98.7%. Al considerar la presencia de displasia de alto grado o cancer, la sensibilidad fue del 82.6% para el diagndstico
optico endoscopico. La sensibilidad para la adecuada indicacion de un intervalo de seguimiento correcto a 3 afos
fue del 91.5%, especificidad del 82.3%, PPV 93.2%, NPV: 78.5% en el caso del endoscopista. Un 6.5% de los pacientes
sufririan un retraso de su colonoscopia mientas que un 4.8% la recibirian anticipadamente si se siguen las indicacio-
nes del endoscopista. La conclusion es que el diagndstico dptico mediante NBI es adecuado y cumple criterios para
su aplicacion en la practica clinica en el diagndstico y determinacion de intervalos de seguimiento en pdlipos de
entre5y 15 mm.
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CARACTERIZACION GENO-FENOTIPICA Y ESTRUCTURAL DE UNA NUEVA MUTA-
CION EN EL GEN ALPL ASOCIADA A HIPOFOSFATASIA GRAVE EN EL ADULTO

Cristina Garcia-Fontana (1,2,3), Francisco Andudjar-Vera (2), Ivdan Iglesias-Baena (4), Victoria Contre-
ras-Bolivar (1,2), Juan Miguel Villa-Sudrez, (2,5), Sheila Gonzdlez-Salvatierra (1,2,7), Gonzalo Marti-
nez-Navajas (8,9), Pedro J Real (8,9), Manuel Mufoz Torres (1,2,3,7), Beatriz Garcia-Fontana (1,2,3).

1. Unidad de Endocrinologia y Nutricion. Hospital Universitario Clinico San Cecilio. Granada, Espana. 2. Instituto de
Investigacion Biosanitaria de Granada (Ibs.GRANADA). Granada, Espana. 3. CIBERFES. Instituto de Salud Carlos Ill.
Madrid, Espafa. 4. Genactive Clinic & Reserach. Granada, Espafa. 5. Unidad de Analisis Clinicos. Hospital Universita-
rio Clinico San Cecilio. Granada, Espafa. 6. Dpto. De Enfermeria. Universidad de Granada. 7. Dpto. de Medicina. Uni-
versidad de Granada. Granada, Espafa 8. Area de Regulacién Génica de Células Madre y Desarrollo- GENYO. Centro
de Gendmica e Investigacion Oncoldgica. Pfizer-Universidad de Granada- Junta de Andalucia. Granada, Espana 9.
Dpto. Bioguimica y Biologia Molecular |, Universidad de Granada. Granada, Espana

RESUMEN: La hipofosfatasia (HPP) es una enfermedad genética rara, grave y potencialmente mortal causada por
una o varias mutaciones en el gen codificante para la fosfatasa alcalina no especifica del tejido (ALPL). En este tra-
bajo realizamos una caracterizacién geno-fenotipica tanto a nivel funcional como a nivel estructural de la nueva va-
riante genética His379Asn del gen ALPL asociada a HPP del adulto. Establecer la relacion de los datos estructurales y
de actividad enzimatica de la variante con las manifestaciones clinicas del paciente afectado. Para ello, se estudid la
historia clinica del paciente afectado a través de la recopilacidn de distintas determinaciones analiticas en suero que
incluian la actividad de la Fosfatasa Alcalina (FA) total, la concentracién de piridoxal-5'-fosfato (PLP) asi como otros
marcadores bioquimicos. Se realizaron pruebas de caracterizacion fenotipica a través de ensayos de mutagénesis
dirigida para construir la variante descrita que fué expresada posteriormente en cultivos celulares de células embrio-
narias HEK293T. Mediante estudios bioinformaticos se representdaron los modelos tridimensionales de las proteinas
wild-type (WT) y mutante mediante las herramientas SWISS MODEL y UCSF Chimera. El estudio de las manifesta-
ciones clinicas del paciente revel6 la presencia de diversas dolencias asociadas a la variante genética que incluian
desde dolor muscular, pérdida de fuerza muscular, trastornos digestivos y articulares, hasta parestesias en caray
miembros superiores. Se comprobd que la mutacion en el gen ALPL identificada no estaba descrita previamente

ni anotada en la base de datos http://alplmutationdatabase.hypophosphatasie.com, por lo que no habia evidencia
cientifica que explicara la sintomatologia asociada. Los ensayos de mutagénesis dirigida y el analisis de la actividad
FA revelaron una drastica reducciéon de la actividad enzimatica en la nueva variante genotipica identificada. Los
ensayos de modelaje 3D revelaron la pérdida de uno de los dos sitios de unién a Zinc presentes en la proteina WT.
Dado que los dos atomos dos Zinc son imprescindibles para la actividad catalitica de la enzima, deducimos que la
pérdida de uno de los sitios de unidén a Zinc es la responsable de la acusada reduccién de actividad enzimatica de la
FA. En conclusién, en nuestro estudio se anotd una nueva mutacion del gen ALPL caracterizada por la pérdida de
uno de los dos sitios de unién a Zn de la FA que origina una drastica reducciéon de la actividad enzimatica asociada a
una sintomatologia moderada a grave de HPP en el adulto.
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Enfermedades respiratorias y cardiovasculares

1. Ladisfuncion vascular, el estrés oxidativo y la inflamacidn inducida por el ruido mejoran mediante
la induccion farmacoldégica de la hemoxigenasa-1
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LA DISFUNCION VASCULAR, EL ESTRES OXIDATIVO Y LA INFLAMACION INDUCIDA
POR EL RUIDO MEJORAN MEDIANTE LA INDUCCION FARMACOLOGICA DE LA HE-
MOXIGENASA-1

Maria Teresa Bayo-Jimenez, Katie Frenis, Swenja Kréller-Schén, Marin Kuntic, Paul Stamm, Miroslava
Kvandova, Matthias Oelze, Sebastian Steven, Thomas Munzel, Andreas Daiber

RESUMEN: La disfuncion endotelial, el estrés oxidativo vascular y la inflamacién son consecuencias de los factores
de riesgo cardiovascular tradicionales y desencadenantes de la enfermedad cardiovascular. Sin embargo, reciente-
mente se han incluido los factores de riesgo ambientales, como la exposicién al ruido del trafico, que pueden facili-
tar el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y metabdlicas. Nosotros hemos investigado la influencia de la
exposicion al ruido de los aviones en los mecanismos moleculares que identifican el estrés oxidativo y la inflamacién
como principales mediadores de la disfuncién vascular (MUnzel et al. Eur. Heart J. 2017). Previamente, expusimos a
ratones C57BL/6J al ruido de aviones con un nivel de sonido maximo de 85y un nivel de sonido medio de 72 dB(A)
aplicado durante 1,2 y 4 dias, lo que provocd un aumento de la presion arterial sistdlica, hormonas del estrés, dis-
funcién endotelial, estres oxidativo e inflamacién. El ruido de los aviones aumentd la expresion de eNOS pero redujo
los niveles vasculares de NO debido al desacoplamiento de eNOS. Ademas, aumentd los niveles de nitrotirosina,
interleucina-6, subunidad Nox2 de la NADPH oxidasa y endotelina-1. Mas recientemente, hemos demostrado que el
ruido de los aviones también induce estrés oxidativo cerebral y un fenotipo neuroinflamatorio que se encuentra an-
tes de los efectos cardiovasculares adversos observados, todo lo cual se normalizé mediante la eliminacién genética
de la isoforma Nox2 de la NADPH oxidasa (Eur Heart J 2018). Actualmente hemos estado investigando el papel de la
hemooxigenasa-1 (HO-1) como respuesta antioxidante. Los ratones C57BL/6J se trataron con el activador HO-1 hemin
(25 mg/kg ip) y el inductor de NrF2 dimetilfumarato (DMF, 20 mg/kg d.o). Nuestros datos preliminares muestran un
efecto protector de ambos tratamientos sobre la exposicidn al ruido de los aviones (4 dias) inducida por el aumento
de la presién arterial sistdlica y la disfuncién vascular. También hubo una tendencia a la normalizacién del estrés oxi-
dativo provocado por el ruido en ambos tratamientos. Dentro de los estudios en curso, hemos abordado el impacto
de la activacion de Nrf2/ induccion de HO-1 en ratones expuestos al ruido sobre la expresion de genes y proteinas
involucradas en las vias del estrés oxidativo y la inflamacién. Es por esta razon que el presente estudio tiene como
objetivo identificar nuevas estrategias para la mitigacién contra los efectos adversos para la salud de la exposicidn

al ruido ambiental de la poblacién en general. Dado que la induccién de HO-1y activacion de Nrf2 puede lograrse
mediante componentes dietéticos naturales, representando medidas preventivas para los efectos negativos que
provoca el ruido en el sistema cardiovascular.

Agradecimientos: Nuestros estudios experimentales sobre los efectos del ruido en ratones fueron apoyados por
becas de investigacién en biologia vascular de la Fundacion Else-Kroner-Fresenius para “ Noise and arterial hyper-
tension “ (2017_A106) y la Fundacion Boehringer Ingelheim para el grupo de investigacién colaborativo “ Novel and
neglected cardiovascular risk factors: molecular mechanisms and therapeutic implications “
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CORTISTATINA: UN FACTOR PROTECTOR DE LOS SISTEMAS CARDIOVASCULARES Y
RESPIRATORIOS

Mario Delgado

RESUMEN: Cortistatina es un neuropéptido ciclico perteneciente a la familia de la somatostatina que fue descubier-
to en la corteza cerebral por su capacidad reguladora de la actividad locomotora y el sueno. Evidencias posteriores
mostraron que cortistatina tenia una distribucién en varias células de nuestro organismo, mas alla de su expresion
en el cerebro, y ejercia efectos pleiotréopicos en una diversidad de 6rganos y tejidos. Nuestro grupo de investigacion
ha descrito la capacidad de cortistatina de regular funciones claves relacionadas con los sistemas inmunoldgico,
cardiovascular y respiratorio, actuando generalmente como un agente enddégeno protector. En esta conferencia,
revisaremos de forma breve las evidencias experimentales que demuestran cémo la deficiencia en este neuropépti-
do predispone a desarrollar formas severas de enfermedades de impacto e importancia sanitaria mundial como son
la estenosis vascular, la aterosclerosis o la fibrosis pulmonar, y cdmo tratamientos basados en el uso de cortistatina
revierten la progresion clinica de estos desdérdenes en modelos experimentales preclinicos. Por Ultimo, abordaremos
las perspectivas de futuro en este tipo de terapia avanzada en combinacién con terapia génicay celular.
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PARTICIPACION DEL SISTEMA INMUNOLOGICO EN EL EFECTO ANTIHIPERTENSIVO
DE LA FIBRA DIETETICA EN RATAS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSAS

Cristina Gonzadlez-Correa, Javier Moledn, Sofia Mifiano, Néstor de la Visitacion, Inaki Robles-Vera, Yas-
mina Moreno-Ferndndez, Rosario Jiménez, Juan Duarte, and Miguel Romero.

RESUMEN: La suplementacion dietética con determinados tipos de fibra ha demostrado estar asociada a una
menor incidencia de hipertensién. Sin embargo, los mecanismos por los que la fibra dietética disminuye la presion
arterial no se conocen con exactitud. El objetivo de este estudio fue investigar si la suplementacion dietética con
dos tipos de dietas ricas en fibra, una fibra soluble de fructanos del tipo inulina (ITF, OraftiP95®) y una fibra insolu-
ble almiddn resistente (RS, SF11-025®), ejerce un efecto protector cardiovascular en el desarrollo de hipertension en
un modelo experimental de hipertension genética, centrandonos en la participacion del sistema nervioso simpa-
tico, el sistema inmunoldgico y la microbiota intestinal. Como modelo experimental de hipertensiéon genética, se
han utilizado ratas macho espontaneamente hipertensas (SHR), y su respectivo control normotenso, ratas Wistar
Kyoto (WKY), de 6 semanas de edad, que seran divididas aleatoriamente en 4 grupos experimentales (n=8): 1) grupo
control (WKY), 2) grupo hipertenso (SHR), 3) grupo hipertenso tratado con OraftiP95® (250 mg/rata/dia en el agua
de bebida) (SHR+ITF), 4) grupo hipertenso tratado con dieta SF11-025 (SHR+RS). El grupo control tomara una dieta
estandar con 47,6% de fibra. El tratamiento se mantuvo durante 12 semanas. Durante el tratamiento, se siguio la
evolucion de los valores de presidon arterial cada 2 semanas, mediante pletismnografia en la cola. Al finalizar el trata-
miento, se determind los valores de presion arterial mediante registro directo, se realizd estudios de funcién endo-
telial, se midid el estado oxidativo e inflamatorio vascular, la integridad de la pared intestinal, los niveles plasmaticos
de LPS, los cambios de las poblaciones de linfocitos en nédulos linfaticos mesentéricos y la infiltracion vascular, y la
actividad del sistema nervioso simpatico. Se observa que el tratamiento crénico con la dieta SF11-025 fue capaz de
prevenir el incremento de presiéon arterial y el desarrollo de disfuncién endotelial en ratas SHR, como consecuen-
cia de una reduccioén en la produccién vascular de especies reactivas de oxigeno via NADPH oxidasa y una menor
infiltracion vascular de citoquinas proinflamatorias. Estos efectos protectores estan asociados a una menor activi-
dad simpatica, una mejora de la integridad intestinal, una reduccion en los niveles plasmaticos de lipopolisacarido
(LPS), y una restauracion del balance de las poblaciones de linfocitos Th17/Treg en nddulos mesentéricos y aorta.
Por el contrario, la suplementacion dietética con la fibra OraftiP95® no demostré ejercer ningun efecto protector
cardiovascular en el desarrollo de hipertensiéon y disfuncién endotelial observado en ratas SHR. En conclusion,
nuestro estudio demuestra que la suplementacién dietética con una fibra insoluble RS ejerce un efecto protector
cardiovascular, como consecuencia de una reducciéon del estado oxidativo e inflamatorio vascular, una mejora de la
integridad de la pared intestinal, una disminucién de la endotoxemia, una menor actividad simpatica y una mejora
de la respuesta inmunoldgica, incrementando la acumulacion de linfocitos Treg en la vasculatura y reduciendo los
linfocitos Th17. Sin embargo, una dieta rica en fibra soluble ITF carece de efectos cardiovasculares beneficiosos para
prevenir el desarrollo de hipertensiéon y disfunciéon endotelial.

Este trabajo ha sido financiado con fondos del Programa Operativo FEDER 2018, Junta de Andalucia-Consejeria de
Economia y Conocimiento (B-CTS-046-UGR18), y por el Ministerio de Economia y Competitividad, Instituto de Salud
Carlos Il (CIBER-CV), Espafa.
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MECANISMOS ARRITMOGENICOS EN ENFERMEDADES CARDIACAS HEREDITARIAS

Juan Jiménez Jaimez

RESUMEN: Las enfermedades cardiacas hereditarias causan muerte sdbita por arritmias ventriculares. Entre ellas
destacan la displasia arritrnogénica y las canalopatias. Nuestro grupo de investigacion estudia los mecanismos mo-
leculares causales de los diversos fenotipos, conduciendo a un mejor conocimiento de la fisiopatologia y la investi-
gacion de nuevas dianas terapéuticas
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EL N-OXIDO DE TRIMETILAMINA PROMUEVE AUTOINMUNIDAD Y LA PERDIDA DE
LA FUNCION VASCULAR EN RATONES CON LUPUS INDUCIDOS POR LA ACTIVA-
CION DEL RECEPTOR TOLL-LIKE 7

Sofia Minano, Cristina Gonzdlez-Correa, Javier Moledn, Néstor de la Visitacion, Inaki Robles-Vera, Ma-
nuel Gomez-Guzmdn, Rosario Jiménez, Miguel Romero y Juan Duarte

RESUMEN: Los niveles plasmaticos de N-6xido de trimetilamina (TMAQO) estan elevados en pacientes con lupus.
Analizamos la implicacion de TMAO en la autoinmunidad y disfuncién vascular del modelo murino de lupus erite-
matoso sistémico (LES) inducido por la activacion del receptor Toll-like (TLR)7 con imiquimod (IMQ). Se dividieron
aleatoriamente ratones BALB/c hembra en 4 grupos: ratones control no tratados, ratones control tratados con el in-
hibidor de trimetilamina liasa 3,3-dimetil-1-butanol (DMB), ratones IMQ y ratones IMQ tratados con DMB. Los grupos
tratados con DMB se administraron en el agua de bebida durante 8 semanas. El tratamiento con DMB redujo los
niveles plasmaticos de TMAO en ratones con lupus inducido por IMQ. DMB previene el desarrollo de hipertension,
reduce la progresion de la enfermedad (niveles plasmaticos de autoanticuerpos anti-dsDNA, esplenomegalia y pro-
teinuria), polarizacion de linfocitos T hacia Th17/Th1 en érganos linfaticos secundarios y mejora la funcion endotelial
en ratones con lupus inducido por IMQ. Los efectos deletéreos vasculares causados por TMAO parecen estar asocia-
dos con un aumento del estrés oxidativo vascular generado por el incremento de la actividad de NADPH oxidasa,
derivado en parte de la infiltracion vascular de linfocitos Th17/Th1y, reduce la via antioxidante mediada por nrf2. En
conclusién, nuestros hallazgos identifican al TMAQ, derivado del metabolito bacteriano TMA, como un regulador del
sistema inmunoldgico involucrado en el desarrollo de autoinmunidad y disfuncién endotelial en ratones LES.
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APUNTANDO A LA MICROBIOTA INTESTINAL CON FIBRAS DIETETICAS: UN ENFO-
QUE NOVEDOSO PARA PREVENIR EL DESARROLLO DE COMPLICACIONES CARDIO-
VASCULARES RELACIONADAS CON EL LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO EN UN
ESTUDIO PRECLINICO

Javier Moledn (1), Cristina Gonzdlez-Correa (1), Inaki Robles-Vera (1), Néstor de la Visitacion (1), Sofia
MifAano (1), Natividad Martin-Morales (2), Francisco O'Valle (2,3), Rosario Jiménez (1,3,4), Miguel Romero
(1,3)f, Juan Duarte (1,3,4)

1. Departmento de Farmacologia, Facultad de Farmacia y Centro de Investigacion en Biomedicina(CIBM), Univer-
sidad de Granada, 18071- Granada, Espana. 2. Departmento de Patologia, Facultad de Medicina, Universidad de
Granada, Granada, Espafa. 3. Instituto de Investigacion Biosanitaria de Granada, ibs. GRANADA, Granada, Espafa.
4Ciber de Enfermedades Cardiovasculares (CIBERCV), Espafa.

RESUMEN: La microbiota intestinal puede desencadenar sintomas y facilitar la progresion de algunas enfermeda-
des autoinmunes. Se ha demostrado que esta microbiota controla el desarrollo de complicaciones renales y vascula-
res asociadas con el lupus eritematoso sistémico (LES). El objetivo del presente estudio fue examinar si el consumo
de fibras dietéticas solubles e insolubles con actividad prebidtica conocida mejora la actividad de la enfermedad y
las complicaciones cardiovasculares en un modelo murino de LES. Se utilizaron ratones hembra NZW / LacJ (con-
trol) y NZBWF1 (SLE) de veinticinco semanas de edad, que consumieron una dieta estandar o dieta SF11-025 (72,7%
de fibra insoluble) (RS) o una dieta estandar mas ORAFTI P95 (fibra soluble, fructanos tipo inulina) (ITF) en el agua
de bebida a una dosis final de 250 mg / raton / dia durante 8 semanas. La suplementacién con ITF en ratones SLE
aumento la uniformidad y normalizé la proporcidon de Actinobacteria. Sin embargo, la dieta RS indujo cambios

mas profundos en la proporcidn de filos, restaurando Actinobacteria y aumentando la lectura de Verrucomicrobia.
Ademas, las bacterias productoras de acetato y butirato aumentaron con la dieta RS, mientras que la ITF aumentd
la proporcién de bacterias productoras de butirato. El tratamiento con ambos tipos de fibras evité el aumento de
la presion arterial, el dafno renal y mejord la relajacion vascular dependiente del endotelio inducida por acetilcolina 'y
la actividad vascular NADPH oxidasa en ratones con lupus. Ademas, la dieta RS redujo la hipertrofia cardiaca y renal,
mejord la integridad intestinal y los niveles plasmaticos de lipopolisacaridos. El tratamiento con fibras redujo la
proporcion de Th17 en los ganglios linfaticos mesentéricos, la sangre y la aorta. Sin embargo, ninguna dieta mejord
la actividad de la enfermedad de lupus, medida por la concentracion plasmatica de autoanticuerpos anti-ds-ADN

y el grado de esplenomegalia en ratones SLE. El fenotipo hipertensivo se transfirié después de la inoculacion de la
microbiota del grupo SLE a ratones normotensos libres de gérmenes (GF). Por el contrario, la inoculacion de mi-
crobiota intestinal de ratones RS e ITF no indujo hipertension en ratones GF, lo que demuestra el papel clave del
mecanismo prebidtico de ambas fibras como antihipertensivo. En conclusién, nuestros hallazgos identifican la
manipulacion de la microbiota intestinal con fibras prebidticas como un enfoque alternativo para la prevencion del
dano vascular asociado al LES.
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LA COMUNICACION Y LA DIVULGACION DE LA CIENCIA, CLAVES EN LA PANDEMIA
POR COVID-19

Cobano Lora, Charo; Ledn Vergara, M. Reyes

RESUMEN: Desde que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declarase la situacion de pandemia por el co-
ronavirus SARS-CoV2 el 11 de marzo de 2020, medios de comunicacidn y plataformas digitales de todo el mundo

se han centrado en hablar de este nuevo virus letal hasta entonces desconocido. La informacién sobre cienciay
salud coparon informativos de television, programas de radio, paginas de peridédicos y foros en redes sociales. Toda
la comunidad cientifica se afanaba por analizar y comprender el comportamiento de este nuevo virus que a fecha
de noviembre de 2021 habia causado mas de cinco millones de muertes en todo el mundo. Desde entonces, el foco
informativo se ha puesto directamente en la comunidad investigadora, voces expertas que podian ofrecer respues-
tas a todas las preguntas que se formulaba la ciudadania dia tras dia. En este contexto, la comunidad investigado-
ra del Sisterma Sanitario Publico de Andalucia centré sus esfuerzos en estudiar el virus y en encontrar alternativas
terapéuticas para quienes enfermaban: proyectos de investigacion, ensayos clinicos, estudios observacionales... La
vertiginosa e imparable labor de estos profesionales era directamente proporcional al interés de la sociedad por
conocer coémo iba evolucionando la pandemia y qué avances ofrecia la ciencia. Ante esto, desde la Unidad de
Comunicacioén de la Fundacion Progreso y Salud se hizo un especial esfuerzo por comunicar y divulgar el trabajo
de la comunidad investigadora lo que ha contribuido notablemente a la alfabetizacién cientifica de la poblacién

y a generar una mayor confianza en los profesionales del sistema publico de salud de Andalucia. Entre los meses
de marzo a diciembre de 2020 el perfil en Twitter de la Fundaciéon Progreso y Salud sirvié de altavoz para informar
sobre el trabajo de la comunidad cientifica. Los mensajes emitidos registraron 913.400 impresiones y se sumaron
casi 500 nuevos seguidores. También sirvieron las notas de prensa emitidas directamente desde la organizacion, en
torno a cuarenta. A través de estos canales se ha dado a conocer financiaciéon publica extraordinaria para proyec-
tos que estudian la enfermedad de COVID-19; los estudios que se han puesto en marcha en el seno de la sanidad
publica; sus primeros resultados, iniciativas de colaboraciéon y apoyo a los profesionales sanitarios; el establecimiento
de convenios de colaboracién para incorporar herramientas para el control de la pandemia, etc. Con todo ello, la
produccioén informativa de la Fundacion Progreso y Salud entre marzo y diciembre de 2020 se multiplicd por cuatro
en relacion a aflos anteriores, generando unos 1.200 impactos en soportes digitales, prensa, radio y television. Buen
ejemplo de esta repercusion son las noticias sobre el desarrollo del respirador ‘Andalucia Respira’; el ensayo clinico
para probar la eficacia del plasma hiperinmune de pacientes que han superado la enfermedad; o también el ensayo
clinico para demostrar que el calcifediol reduce el riesgo de ingreso en UCI de pacientes con COVID-19. Ademas de
la produccion propia de piezas informativas, la Fundacién Progreso y Salud colabord activamente en la difusion de
la I+D+i a nivel regional, prestando soporte técnico y metodoldgico en la redaccion de las notas de prensa asi como
en la revision de las mismas al resto de centros y entidades vinculadas al Sistema Sanitario Publico de Andalucia.
Con todo ello, la presencia de la I+D+i andaluza en los medios de comunicacion y las redes sociales experimentd un
fuerte incremento en este periodo de tiempo poniendo de manifiesto el interés por la poblacién ante informaciones
cientificas rigurosasy, al mismo tiempo, la calidad del trabajo realizado en el seno del sistema publico de salud de
Andalucia.
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LA IMPORTANCIA DE DIVULGAR LA CIENCIA: FORMAR A LOS INVESTIGADORES
PARA INFORMAR A LA SOCIEDAD

Ledn Vergara, M. Reyes; Cobano Lora, Charo

RESUMEN: El investigador en salud es un actor esencial en la comunicacion para la salud, pues es el experto en un
tema concreto. Si bien hace unos afios No existia una orientacidn clara del profesional hacia la divulgacion de su tra-
bajo mas alla de los circulos cientificos, en la actualidad existe un creciente interés por parte de la comunidad inves-
tigadora en comunicar. Bien por requerimientos de difusién impuestos por las instituciones financiadoras, bien por
el interés por contar resultados, bien por obtener reputacion cientifica y/o social, la difusion de la ciencia forma parte
ya de su actividad. Por su parte, la sociedad cada vez demanda un mayor nimero de informaciones relacionadas
con los avances cientificos en materia de salud. La ciudadania quiere saber cémo se utiliza el dinero dedicado a la
investigacion, pero también tiene interés por incrementar sus conocimientos sobre los problemas que le aquejany
cémo los especialistas buscan soluciéon a los mismos. Y en medio de la comunidad cientifica y la sociedad estan los
medios de comunicacion, como canal, y los periodistas como intermediarios y creadores del mensaje que parte de
la comunidad investigadora y va a la sociedad. Su funcién “traductora” del mensaje cientifico es esencial, convirtién-
dolo en contenido comprensible para la ciudadania. La comunicacién de los avances cientificos en salud contri-
buye también a la alfabetizacién cientifica de la sociedad, que demanda informacién sobre el avance de la ciencia,
mas auln si esos avances inciden en su calidad de vida. Los objetivos fundamentales de la alfabetizacion cientifica
son contribuir a la comprension basica de la ciencia, de sus procesos y de sus aplicaciones en la sociedad y a la toma
de decisiones por parte de los ciudadanos. Por tanto, para que el resultado de las investigaciones cientificas llegue
a la ciudadania (receptor) y contribuya a su alfabetizacién cientifica, es importante que el emisor (el investigador)
configure un mensaje que se pueda entender. Para ello, debe conocer algunas herramientas de comunicacion

gue le ayuden. Con esta finalidad, en 2019 la Fundacién Progreso y Salud decidié poner a disposicion de la comu-
nidad investigadora una actividad formativa en formato MOOC denominada ‘Convertir la comunicacién cientifica
en cultura ciudadana’ que se estructurd en 3 bloques orientados a exponer qué hechos son susceptibles de ser
divulgados, cobmo se dan a conocer a la ciudadania y cuales son las herramientas con las que se puede comunicar

la ciencia. Asi, se abarcaron temas relacionados con cémo hacer una nota de prensa; qué contenidos se publican en
redes sociales; cédmo grabar videos para dar a conocer los hallazgos cientificos; qué hacer en una rueda de prensay
cémo dar declaraciones a los medios de comunicacion; o coémo elaborar un plan de comunicacién de su actividad.
Ademas, la accion formativa contd con material adicional como ejemplos y casos de éxito asi como con la participa-
cioén de un periodista y una investigadora, quienes aportaron su experiencia y su punto de vista sobre la importancia
de comunicar la ciencia. La metodologiay el plan didactico utilizados permitié a los profesionales adquirir habilida-
des para exponer los avances y los resultados generados de la investigacion con el fin de que lleguen a la ciudada-
nia de una forma eficaz, claray concisa. La formacion, de 17 horas lectivas, fue valorada con una puntuacién media
de 8,67 sobre una escala de 10 por los 199 investigadores que la finalizaron (un 65% mujeres y un 35% hombres), lo
que indica, por un lado, la alta satisfaccién con una actividad de este tipo y, por otro, la necesidad de seguir avanzan-
do en formacién que contribuya a mejorar las competencias de los investigadores para difundir los resultados de la
ciencia biomédica a la sociedad, acortando distancias con el mundo cientifico y tecnolégico. Esta accion formativa,
gratuita y online, fue cofinanciada por la FECYT y acreditada por la Agencia de Calidad Sanitaria de Andalucia.
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METODOLOGIAS PARA LA CARACTERIZACION Y CAPTURA DE CROMOSOMAS: SE-
CUENCIACION DE ANOMALIAS CROMOSOMICAS TRAS CAPTURA POR CITOMETRIA
DE FLUJO, MICRODISECCION LASER Y ESFERAS MAGNETICAS

R. Marrero-Diaz (1), O. Santiago (1), S. Cuenca (1), J. A. Marchal (2), M. J. Alvarez-Cubero (1, 3), L. J. Marti-
nez-Gonzalez (1)

1. GENYO. Centro Pfizer-Universidad de Granada-Junta de Andalucia de Gendmica e Investigacion Oncoldgica. Av.

Ilustracion, 114. PTS. 18016. Granada. 2. Universidad de Granada. Departamento de Anatomia y Embriologia Huma-
na. Facultad de Medicina. PTS. 18016. Granada. 3. Universidad de Granada. Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular Ill. Facultad de Medicina. PTS. 18016. Granada

RESUMEN: E| Centro de Gendmica e Investigacion Oncolégica (GENYO) ha sido concebido como un espacio para

la investigacion sobre la base genética de enfermedades complejas, entre ellas el cadncer. La actividad desarrollada
en nuestro centro se basa en el uso de tecnologias de alto rendimiento para el analisis de este tipo de patologias.
Gracias a la labor conjunta de las distintas Unidades de Apoyo a la Investigacion (UAIs), proporcionamos un enfoque
holistico a los proyectos de investigacion. Concretamente, nos ha permitido evaluar la caracterizacion y captura de
cromosomas. Algunos crommosomas son dificiles de caracterizar por su contenido en regiones heterocromaticas

y contener gran cantidad de secuencias repetidas. Esto hace necesario disenar experimentos que nos permitan
marcar y secuenciar especificamente los cromosomas para conocer las variaciones en su estructura. El enrique-
cimiento dirigido, es el enfoque mas comun para resolver este problema, pero las secuencias repetidas obligan a
evaluar distintos abordajes que permitan recolectar poblaciones de cromosomas completos de forma previa a su se-
cuenciacion. La eficiencia de las diferentes tecnologias en la captura de un cromosoma es muy dispar. Un estudio
previo realizado en nuestro centro en el crommosoma Y, determiné la capacidad de cada tecnologia (citometria de
flujo, microdiseccioén laser y esferas magnéticas) Scientific Reports 8, Article number: 9436 (2018). Nuestros hallazgos
revelaron que la metodologia de captura basada en esferas magnéticas de estreptavidina-biotina ofrece una mejor
cobertura de secuencia a la hora de capturar ADN, pero no nos posibilita la visualizaciéon y seguimiento de estos
eventos. En el drea de la microscopia 6ptica, la microdiseccién por captura laser (LCM) llevada a cabo en nuestro
centro con el microdisector laser PALM Microbeam IV (ZEISS), se usa generalmente para seleccionar poblaciones
celulares especificas a partir de secciones tisulares heterogéneas, pero también ha sido eficaz en el aislamiento de
cromosomas individuales. Dentro de la microscopia se alnan una gran cantidad de metodologias esenciales para
el estudio de un cromosoma, desde técnicas convencionales que permiten analizar alteraciones genémicas (aneu-
ploidias, euploidias, poliploidias, etc.), hasta técnicas mas complejas como la Hibridacién in Situ Fluorescente (FISH)
para estudios de alteraciones cromosdmicas (reordenamientos cromosdémicos, translocaciones, etc.). Sin embargo,
una de las principales limitaciones de la microscopia de escaneo laser confocal, llevada a cabo en nuestro centro
con el microscopio laser confocal LSM 710 (ZEISS), es el elevado consumo de tiempo para analizar grandes volume-
nes de muestras. Este punto débil coincide con la principal fortaleza de la citometria de flujo, que puede analizar un
gran numero de particulas a gran velocidad. En la actualidad, junto con los principales parametros aportados por un
citdbmetro convencional, existen nuevos equipos que ofrecen una imagen microscépica de cada uno de los eventos
analizados como el citémetro de imagen ImageStream® Mark Il (Amnis, Luminex). Por otro lado, para conseguir el
enriguecimiento de cromosomas, la separaciéon por sorter del tipo FACSAria Fusion (BD Biosciences), nos permitio
separar los cromosomas marcados con moléculas fluorescentes e hibridados con sondas biotiniladas. A continua-
cion, estos cromosomas aislados pueden ser secuenciados a distintas escalas usando los equipos NextSeq 500 y Mi-
Seq (lllumina Inc.). Por ultimo, sea cual sea la tecnologia empleada, es necesario el posterior analisis e interpretacion
de los datos, asi como el desarrollo de nuevos métodos computacionales para el analisis bioinformatico integrado
de datos heterogéneos. En conclusiéon, se ha demostrado que para poder realizar abordajes complejos es impres-
cindible el uso coordinado de diferentes plataformas cientifico-tecnoldgicas.
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PLATAFORMA DE CULTIVO CELULARES DEL IBS.GRANADA: SOPORTE CIENTIFI-
CO-TECNICO AL SERVICIO DEL INVESTIGADOR

Molina Molina, José Manuel; Munoz de Rueda, Paloma

RESUMEN: E| uso de sistemas de cultivo celular “in vitro” supone en la actualidad una plataforma tecnoldgica
esencial para el desarrollo de multiples investigaciones cientificas en el drea de biomedicina. La evolucién que han
experimentado estas técnicas durante las Ultimas décadas las han convertido en una herramienta imprescindible
en el intento de desentranar los mecanismos moleculares y celulares que suceden en todo proceso biolégico. En
este sentido, la plataforma de cultivos celulares perteneciente al instituto de investigacion biosanitaria de Granada
(ilbs.GRANADA), es una de las trece plataformas tecnolégicas de las que dispone actualmente dicho instituto. Se crea
en el ano 2014, como un servicio de apoyo cientifico-técnico a la comunidad cientifica del ibs.GRANADA, asi como a
cualquier institucion publica o privada externa. Esta plataforma dispone de toda la infraestructura necesaria para el
cultivo y mantenimiento de lineas celulares ofreciendo a sus usuarios en modo autoservicio, cultivar y experimentar
con todo tipo de células de distintos origenes, tanto cultivos primarios como lineas celulares establecidas. Ademas,
también se ofrece la posibilidad de solicitar una gran variedad de técnicas en esta drea de trabajo (carteras de
servicio), que permitan el estudio y caracterizacion detallada de los cultivos celulares, tanto a nivel molecular como
celular, claves para la correcta interpretacion de los resultados obtenidos en los ensayos celulares. En particular,
esta plataforma cuenta con de una amplia cartera de servicios, mediante la aplicacién de diferentes técnicas para la
detecciéon de la actividad hormonal de compuestos puros 6 mezclas de compuestos de diferente origen (disrupto-
res endocrinos), no disponibles en otras instituciones, lo cual la hace ser una plataforma muy utilizada por personal
externo al Instituto. Ofreciendo asi, a los usuarios la posibilidad de evaluar “in vitro”, la interaccién de compuestos
disruptores endocrinos en diferentes lineas celulares tumorales humanas y frente a diversos receptores nucleares.
En definitiva, el objetivo principal de la plataforma es el de prestar apoyo a los investigadores y ademas ser una es-
tructura autofinanciable mediante la facturacién de los servicios prestados.
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SOMOS GRANADA-SOMOS SALUD
Maria Ogdyar Luque

RESUMEN: E| grupo Granada Salud se cred a final de 2019 como una iniciativa de la entidad gestora del PTS, con

la idea de unir a todas las entidades granadinas relacionadas con la salud y la empresa con la intencidon de trabajar
conjuntamente y de manera coordinada tanto en la organizacién de evento y jornadas como en la difusién de las
mismas. De esta manera conseguimos eventos mas potentes y atractivos, evitando duplicidades. Ademas se tra-
bajd intensamente en identificar qué servicios ofrecian cada una de las entidades, se clasificaron en 7 bloques, los
cuales a su vez, albergaban distintas categoria. De esa manera cualquier empresa del ambito de las ciencias de la
vida y la salud, que quiera saber que le ofrece granada podra encontrarlo en la web de granada salud, accediendo a
enlaces directos donde se detalla cada servicio. El grupo a dia de hoy se relne mensualmente para hacer puesta en
comun de proyectos y actividades y es un ejemplo de colaboracion. El objetivo de Granada Salud es comunicar el
potencial del territorio de Granada como motor de la innovacion en el sector Salud. La iniciativa Granada Salud es
un esfuerzo conjunto de las diferentes organizaciones publicas y privadas que promueven la ciencia y la innovaciéon
en materia de salud en Granada, y organiza la oferta de servicios existentes en el territorio para facilitar su conoci-
miento a cualquier entidad o persona interesada.
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CITOMETRIA DE FLUJO DE ALTA CAPACIDAD

Gustavo Ortiz Ferron

RESUMEN: La Unidad de Citometria de Flujo del CIC en su sede del CIBM, ha adquirido recientemente para su servi-
cio un citdmetro analizador de alta capacidad de caracteristicas muy singulares a nivel europeo. El citdtmetro cuenta
con 6 laseres que posibilitan el analisis simultaneo de 30 fluorescencias (posibilidad de analisis espectral por softwa-
re), ademas de la opciéon de 3 parametros de scatter: FSC, SSC blue y SSC violet (ideal para eventos muy pequenos).
Todo ello permitird dar un gran salto cualitativo y cuantitativo a las investigaciones dentro del PTS. Ademas, el
servicio también cuenta con un citdmetro separador que permite la separacion de hasta 4 poblaciones simultanea-
mente en condiciones de asepsia para cultivar las células o recogerlas para hacer biologia molecular u otros analisis
posteriores, incluido analisis de célula Unica o RT-PCR, entre otros. Se dara una vision muy actualizada sobre las
nuevas posibilidades de la citometria de flujo en este servicio gracias al equipamiento adquirido recientemente.
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PROQUINORTE
Ludwig Ortner Eurling

Proquinorte

RESUMEN: Proquinorte es una empresa presente en el mercado de la investigacion desde hace mas de 50 anos pri-
mando siempre el servicio al usuario final e intentando cubrir las espectativas del mismo. En el caso de las Ciencias
de la Vida, esta colaboracion ha hecho que se haya evolucionado en dos direcciones, una en el apoyo en las Ultimas
tecnologias en ciencia basica y aplicada. Gracias a ello, Proquinorte tiene una gran introduccion en técnicas de PCR
a tiempo real, PCR Digital, Microarrays y Secuenciacién Masiva. En definitiva, que tenga los mejores resultados en su
dia a dia. La otra direccion ha sido el apoyo a la clinica haciendo llegar las mejores soluciones segun las necesidades
e introduciendo las nuevas tecnologias en distintos servicios de los hospitales. Para ello se han creado alianzas con
proveedores para la cesion de equipos; pero también se han desarrollado productos propios en los nichos donde no
habia una solucién para una aplicacion especifica y esto se ha podido hacer por la relacién con proveedores y usua-
rios para el desarrollo de nuevos productos. En definitiva, Proquinorte es una empresa innovadora con la misién
clara de presentar las mejores soluciones estando cerca del usuario final y los proveedores.
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FINANCIACION DE PROYECTOS. FONDOS NEXT GENERATION

M2 Carmen Pérez Bautista

RESUMEN: Finanzas I+D+i participd en el | Congreso de Investigacion del PTS. En este Il Congreso continuamos par-
ticipando activamente fommentando el ecosistema del PTS y siendo visagra, entre el mundo académico - cientificoy
el empresarial con una propuesta de acercamiento entre ambos dmbitos a través de la financiacion de proyectos y
formentando de vocaciones emprendedoras. Se propone dar a conocer distintas herramientas de financiacidon, entre
los que se encuentran los fondos Next Generation EU.
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LA BIOIMAGEN AL SERVICIO DE LA INVESTIGACION-DESCUBRIMIENTO Y DESA-
RROLLO DE FARMACOS

Carmen Ramos, Thomas A. Mackenzie, Lorena Rodriguez, Olga Genilloud y Francisca Vicente

RESUMEN: La bioimagen celular y en concreto el llamado Cribado de alto contenido (High-Content Screening) es
una de las tecnologias mas valiosas en la investigacion con cultivos celulares. Es Util tanto en las primeras etapas del
Descubrimiento y Desarrollo de Farmacos como en el estudio de la bioseguridad de una candidato a farmaco. En
Fundacion MEDINA contamos con un equipo de esta naturaleza, en particular un sistema Opereta CLS de PerkinEl-
mer. Hemos puesto a punto numerosos ensayos que, utilizando marcadores fluorescentes, aprovechan la imagen
celular para cuantificar pardmetros en diferentes organulos celulares, membrana o citoplasma, generando mucha
mas informacién que en un marcaje clasico. Esta aproximacién favorece la automatizacion tanto en la toma de
imagenes como en el analisis de las mismas. De esta forma utilizamos la bioimagen en proyectos de: i) busqueda de
antitumorales tanto en cultivos 2D como en 3D (esferas), utilizando como medida bien la citotoxicidad, bien ensa-
yos basados en diana como la translocacion celular; ii) Ensayos de genotoxicidad, para analizar la seguridad de un
farmaco, como el test de micronucleos; iii) Ensayos del perfil de bioseguridad de una molécula, utilizando el novedo-
so procedimiento de Pintura Celular (Cell Painting); iv) Fluorescencia de complementacion bimolecular (BiFC), para
visualizar interacciones proteina-proteina; v) Polimerizacién de fascina-actina in vitro; vi) Visualizaciéon de la infec-
cion virica sobre células humanas; vii) Utilizacion de sensores de calcio en cultivos celulares. La mayoria de estas
aproximaciones se realizan en placas de 384-pocillos lo que favorece el cribado de alto rendimiento, el anélisis de
muchos puntos en poco tiempo, el ahorro de reactivos y muestra y, con la incorporacién del sistema de pipeteo ba-
sado en ondas acusticas Echo® 550 (Labcyte), que permite dispensar nanolitros sin utilizaciéon de puntas, el ahorro
de plastico de laboratorio. Por todo ello, la utilizacién de estos sistemas de bioimagen abre un campo casi infinito
de aproximaciones en investigacion y en MEDINA nos ponemos a disposicion de la comunidad investigadora para
poder colaborar utilizando estos u otros sistemas de los que disponemos en la Fundacion.
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SERVICIOS DEL BIOBANCO DEL SISTEMA SANITARIO PUBLICO DE ANDALUCIA
PARA LA INVESTIGACION BIOMEDICA

Martinez Moreno MC; Comision de direccion del Biobanco del SSPA; Comision de Calidad del Bioban-
co del SSPA; Campos Mufoz A

RESUMEN: E| Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia (SSPA), es una plataforma de recursos para dar
apoyo a la investigacion biomédica y a la comunidad cientifica. Estd configurado como un Biobanco en Red con
una estructura organizativa descentralizada, con un marco ético-legal y administrativo comun y un sistema de cali-
dad transversal a toda la estructura. Se encuentra integrado por todas aquellas estructuras y unidades de los cen-
tros sanitarios publicos, bancos de lineas celulares y otros centros puUblicos que puedan obtener, procesar y conser-
var células, tejidos, substancias y muestras bioldgicas para uso clinico o de investigacion, constituidos como nodos
del Biobanco. La estrecha vinculacion con el Sistema Sanitario Publico de Andalucia le otorga su singular valor y su
potencial para distribuir de manera eficiente muestras y datos asociados. Su objetivo es fomentar la Investigacion
biomédica facilitando la labor de los investigadores, la participacion de la ciudadania y la sostenibilidad del Sistema
Sanitario Publico de Andalucia estableciendo una cadena de valor. Los servicios ofrecidos por el Biobanco del SSPA
se rigen por los principios de calidad, transparencia, colaboracién y permeabilidad hacia la comunidad cientifica
biomédica, segmentandose en 4 grandes bloques: 1. Muestras Bioldgicas 1.1. Provision de muestras y datos aso-
ciados El Biobanco del SSPA ofrece todo tipo de muestras biolégicas y sus datos asociados seleccionadas segun los
criterios clinicos y diagndsticos que el investigador especifique y en el formato solicitado. El Biobanco cuenta con
un amplio stock de colecciones de muestras bioldgicas de origen humano procedentes de donantes con diversas
patologias, asi como de controles sanos. 1.2. Procesamiento y caracterizacion El procesamiento, control de calidad
y caracterizacion de las muestras bioldgicas y/o lineas celulares se llevan a cabo en diferentes unidades: la Unidad de
estabilizacién de muestras y de biorrepositorio, la Unidad de Lineas Celulares, la Unidad de Control de Calidad His-
tolégico y la Unidad de Control de Calidad Genético y de Biomarcadores. 1.3. Preservacion y biorrepositorio Cuenta
con instalaciones para la preservacién y conservacion de muestras biolégicas con la infraestructura y los sistemas
de control necesarios, garantizando su integridad, seguridad y trazabilidad. 1.4. Gestion y logistica de recogida y
distribucion de muestras Soporte a proyectos multi-céntricos mediante la elaboracién de protocolos, preparaciéon
de kits, gestion del envio, trazabilidad de muestras biolégicas y documentacion necesaria conforme a la legislacion
vigente aplicable. 2. Formacion Se ofrecen diversos programas y actividades formativas que promueven el desa-
rrollo competitivo de los profesionales de la biomedicina y de la investigacion en salud. 3. Asesoramiento Se ofrece
asesoramiento en aspectos ético-legales en la ejecuciéon de proyectos de investigacion biomédica que implican el
uso de muestras biolégicas humanas y datos asociados. También en técnicas y métodos de obtencidn, tratamiento,
caracterizacion y control de calidad, preservaciéon y almacenado de muestras biolégicas, 6ptimos para el desarrollo
de los objetivos del proyecto. 4. Servicios personalizados Las necesidades de los proyectos de investigacion pueden
variar enormemente, cada proyecto es Unico; por ello, el Biobanco del SSPA es capaz de adaptar los servicios a esas
necesidades. Gracias a su estructura en red, su personal cualificado y su compromiso con la sociedad, la ética y el
respeto hacia los derechos del donante, el Biobanco del SSPA fomenta la investigacion biomédica facilitando a los
investigadores el acceso a muestras bioldgicas y datos asociados. Mas informacion en: https://www.biobancosspa.
com
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1. GeneCodis: Expanding the modular enrichment analysis to regulatory elements

2. Ancestral sequence reconstruction: evolutionary medicine and development of new biopharma-
ceutical proteins

3. Determinacioén de las cargas parasitarias en infecciones con Leishmania utilizando Algoritmos de
Deep Learning

4. Modelo Computacional para Nanosistemas Magnéticos de respuesta combinada a radiofrecuen-
cia y ultrasonido para liberacién de farmacos

5. *Método multi-atributo” para la caracterizacién de modificaciones postrasducionales en proteinas
terapéuticas. Caso de estudio: ADALIMUMARB

6. An automatic method for fast detection and triage of COVID-19 in Chest X-ray Images

7. Uso de los métodos de Machine Learning para mejorar programas predictivos a edades tempra-
nas de obesidad infantil
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GENECODIS: EXPANDING THE MODULAR ENRICHMENT ANALYSIS TO REGULATORY
ELEMENTS

A. Garcia-Moreno, R. Lépez-Dominguez, P. Carmona-Saez

RESUMEN: CeneCodis 4 is a web tool able to perform singular and modular enrichment analysis of genes, prote-

ins, transcription factors, CpG sites and miRNAs and account for selection biases. This is implemented via a power
weighting function for target genes and tested by the Wallenius noncentral hypergeometric distribution model.
Additionall, for miRNAs, gene-based annotations are transformed to miRNA-based. Its database is extended with
new and updated sources to include functional, regulatory, drugs and phenotypes collections. It provides new gene-
and mirna-annotation network visualisations in order to discover functional modules dynamically. To illustrate the
new implementations, a set of MiRNAs associated with arrythmia is studied. GeneCodis4 is freely available at https://
genecodis.genyo.es.
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ANCESTRAL SEQUENCE RECONSTRUCTION: EVOLUTIONARY MEDICINE AND DEVE-
LOPMENT OF NEW BIOPHARMACEUTICAL PROTEINS

Luis I. Gutierrez Rus

RESUMEN: La reconstruccion ancestral de secuencias (ASR) es una técnica bioinformatica desarrollada durante las
dos uUltimas décadas que nos permite inferir las secuencias de proteinas ancestrales para posteriormente resuci-
tarlas en el laboratorio. Generalmente, estas proteinas resucitadas se utilizan con la finalidad de estudiar eventos
evolutivos a escala molecular. Ademas, estas proteinas suelen presentar propiedades bioguimicas y biofisicas muy
interesantes desde un punto de vista biotecnoldégico, como una mayor estabilidad, mayores niveles de actividad o
de expresion. En este sentido, la ASR se ha posicionado como una herramienta biotecnoldgica de gran interés en

el drea de la biomedicina, posibilitando el estudio del origen evolutivo y molecular de diferentes enfermedades, asi
como el desarrollo de nuevas variantes con propiedades biofarmacéuticas mejoradas y mayor potencial para su uso
como agentes biofarmacéuticos.
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DETERMINACION DE LAS CARGAS PARASITARIAS EN INFECCIONES CON LEISHMA-
NIA UTILIZANDO ALGORITMOS DE DEEP LEARNING

Graciela Juez-Castillo, Brayan Valencia-Vidal, Lina M. Orrego, Maria Cabello-Donayre &amp; José M.
Pérez-Victoria

RESUMEN: E| protozoo parasito Leishmania reside en los macréfagos de las personas infectadas, a las que provoca
graves enfermedades desatendidas conocidas como leishmaniosis, que pueden ser fatales si no se tratan. Los me-
dicamentos actuales tienen muchos problemas por lo que es urgente encontrar dianas terapéuticas para el desa-
rrollo de nuevos farmacos. Un paso fundamental para la validacion de nuevas dianas y para el cribado de farmacos
requiere cuantificar los pardsitos intracelulares (llamados amastigotes) dentro del macréfago. Tradicionalmente se
realiza de forma manual, contando al microscopio éptico o de fluorescencia los parasitos tefiidos, utilizando cientos
de imagenes, lo que consume mucho tiempo. Recientemente, han surgido métodos de conteo automatico como
una alternativa a la cuantificacion manual. Para Leishmania, el conteo automatico se ha basado en procesos de
segmentacion de cada célula y posterior clasificacion. Sin embargo, estos métodos convencionales de procesamien-
to de imagenes presentan dificultades si hay solapamiento de las células, alta confluencia o bordes difusos. Estos
problemas pueden causar sobreestimacion o subestimacion de la carga parasitaria. En este trabajo proponemos
un Mmétodo basado en redes convolucionales de regresion (FCRNs) que supone una primera aproximacion para es-
timar la carga parasitaria a partir de imagenes de microscopia de fluorescencia. En este método se crean mapas de
densidad cuya integral esta relacionada con el numero de células que hay en la imagen. Los mapas de densidad se
crean a partir del centro geomeétrico de cada célula por ello los problemas que se presentan con la segmentacion no
ocurren con este método. Para el desarrollo de este método se obtuvo un dataset de 417 imagenes con dos canales
de fluorescencia: CellMask™ Deep Red utilizado para marcar el citoplasma de la célula hospedera y DAPI para la de-
teccion de los nucleos celulares (células y parasitos) y el kinetoplasto (ADN mitocondrial) del parasito. Las imagenes
fueron obtenidas de usando macréfagos murinos infectados con Leishmania major a diferentes indices de multipli-
cidad de infeccion (5:1,10:1y 20:1 parasitos.célula) y tiempos post-infeccion (24 y 120 horas). De manera individual, 3
expertos realizaron el conteo manual de células totales, células infectadas y niumero de amastigotes intracelulares
para cada uno de las condiciones evaluadas, con el fin de obtener la carga parasitaria de manera manual y obtener
el ground truth (mapa de densidad real con el que se entrena la red neuronal). Para el desarrollo del algoritmo de
deep learning, se entrenaron dos FCRNs para predecir dos mapas de densidad, uno relacionado a los parasitos in-
tracelulares (FCRN-amastigote) y otro a macréfagos infectados (FCRN-host). El nUmero de amastigotes y de células
infectadas fueron obtenidos por integracién del mapa de densidad correspondiente, la carga parasitaria se deter-
mind como el radio entre el nUmero de amastigotes y el nUmero de macréfagos infectados en el total de imagenes
analizadas por experimento. El conteo automatico produjo resultados similares a la media del conteo manual de los
3 especialistas, con una considerable reducciéon de tiempo: 6 horas para el conteo manual de todas las imagenes por
cada especialista frente a 34,2 segundos para el conteo con el método propuesto. Por lo tanto, el método automa-
tico propuesto es una alternativa eficiente para la determinacion de la carga parasitaria. Como ejemplo de uso, se
mostraran analisis de infecciéon de macréfagos con parasitos knock-outs para genes relacionados con el metabolis-
mo del grupo hemo. Estos genes son de interés porque a diferencia de los mamiferos, Leishmania es auxétrofo para
este metabolito. Los genes fueron elegidos a partir de un estudio transcriptémico que permitié seleccionar aquellos
genes del parasito cuya expresion se altera por la presencia o ausencia de hemo. Algunos de estos genes mostraron
ser importantes para la multiplicacion intracelular del parasito.
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MODELO COMPUTACIONAL PARA NANOSISTEMAS MAGNETICOS DE RESPUESTA
COMBINADA A RADIOFRECUENCIA Y ULTRASONIDO PARA LIBERACION DE FAR-
MACOS

Juan Melchor, Alireza Ashofte, Rafa Marqués, Antonio Callejas, Rafael Murioz, Guillermo Rus.

RESUMEN: La hipertermia magnética es una forma eficaz de tratar el cAncer y mejorar la administracion de farma-
cos. En este proceso, cuando las nanoparticulas magnéticas se exponen al campo magnético, inician oscilaciones
que podrian generar ondas de ultrasonido. Estas oscilaciones resultantes de las nanoparticulas pueden conducir al
movimiento de los liposomas portadores de farmacos, que pueden ser muy Utiles para una direccién eficaz en la ad-
ministracion de farmacos. Este mecanismo de generaciéon de ultrasonidos fue conjeturado por Carrey en 2013. En
este estudio hemos desarrollado un modelo 3D de revolucion con nanoparticulas, dentro de un medio hiperelastico
para entender los desplazamientos inducidos por la densidad de un flujo magnético establecido. La concentracion
de nanoparticulas, la fraccién de volumen, las propiedades del material y la intensidad del campo magnético son
parametros que hemos investigado y que se deben validar experimentalmente para disefar un plan de tratamiento
optimo en la hipertermia por nanoparticulas magnéticas. En este estudio se ha disefiado un modelo 3D de revolu-
cién de nanoparticulas ferromagnéticas fijas y distribuidas aleatoriamente utilizando la metodologia de elementos
finitos para resolver los desplazamientos generados teniendo en cuenta la multifisica del problema. Se considerd
como solenoide una bobina circular homogénea multivuelta con un voltaje de 10 V. Se asumié que las propiedades
mecancias de las nanoparticulas eran las mismas que las de la magnetita, mientras que las matrices de acopla-
miento piezo-magnéticas se introdujeron para simular su comportamiento magnetoestrictivo. Apartir de estas
propiedas, se calculd el gradiente del campo de desplazamiento del modelo 3D de revolucion y el contorno de den-
sidad de flujo magnético del modelo 3D en las posibles zonas de deteccién de ultrasonidos para un experimento in
vitro. Los resultados del modelo 3D en términos de campo magnético mostraron una densidad de flujo magnético
maxima de 0.96 T, que podria inducir fuerzas magnéticas. Por tanto, la fuerza magnética puede provocar el des-
plazamiento de las nanoparticulas magnéticas. Ademas, Los resultados del modelo 3D muestran desplazamientos
de las nanoparticulas del orden de 10A-9 m con lo cual se prevé la deteccidon de una onda a nivel ezperimental que
todavia esta por optimizar para maximizar su deteccioén. Los desplazamientos de nanoparticulas inducidos podrian
deberse a la generacion de ultrasonidos y se concluye que en tal caso se validaria la hipodtesis conjeturada computa-
cionalmente, a la espera de su deteccidon experimental en laboratorio. Esto supondria sentar las bases para trabajar
en un nuevo y futuro sistema de imagen médica muy Util mejorar la eficiencia de la administraciéon del farmaco.
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“METODO MULTI-ATRIBUTO"” PARA LA CARACTERIZACION DE MODIFICACIONES
POSTRASDUCIONALES EN PROTEINAS TERAPEUTICAS. CASO DE ESTUDIO: ADALI-
MUMAB

Raquel Pérez-Robles (1,2,3), Antonio Salmerdén-Garcia (1,4), Jose Cabeza (1,4), Natalia Navas (1,3)

1. Instituto de Investigacion Biosanitaria de Granada (ibs.GRANADA), Granada, Spain. 2. Fundacion para la Investi-
gacion Biosanitaria de Andalucia Oriental-Alejandro Otero, Granada, Spain. 3. Department of Analytical Chemistry,
Science Faculty, University of Granada, Granada, Spain. 4. Department of Clinical Pharmacy, San Cecilio University
Hospital, Granada, Spain.

RESUMEN: Los anticuerpos monoclonales (mAb) son una clase de farmacos biotecnoldgicos que constituyen,
actualmente, el grupo mas importante de proteinas terapéuticas, tanto en el mercado como en fase de desarrollo.
Los mAbs son empleados mundialmente en el tratamiento de enfermedades de gran prevalencia, como el cancer
y enfermedades autoinmunes. Desde un punto de vista estructural, los mAb son grandes glicoproteinas de alta
complejidad y gran tamano (150 kDa aprox). Existen modificaciones postrasducionales (PTM) de diversa naturaleza
(oxidaciones, deamidaciones, isomerizaciones, ciclaciones, etc) que se producen durante el proceso de desarrollo,
producciéon y almacenamiento del biofarmaco. Ademas, a la estructura proteica de los mAb se unen cadenas de
azUcares denominados glicanos que pueden tener efectos significativos en su actividad y eficacia como terapéu-
tico. Estas modificaciones, consideradas atributos criticos de la calidad (CQA), aumentan la complejidad de estas
proteinas y de su caracterizacion estructural, imprescindible en cualquier etapa desde su desarrollo ya que estan
directamente relacionadas con su seguridad y eficacia. La elevada heterogeneidad -debida a las PTM- de estos
biofarmacos, se traduce en una alta complejidad de los estudios que necesiten abordar la estructura de los mAbs.
Mediante técnicas analiticas de alta resoluciéon es posible la deteccidon e identificacion de las entidades proteicas
gue conforman el principio activo de estos medicamentos biotecnoldgicos. Los métodos multi-atributos (MAM,
del inglés “multi-attribute methods”) basados en LC-MS han ganado interés en los Ultimos afos, ya que son méto-
dos analiticos capaces de controlar varios CQAs simultdneamente, lo que ayuda a mejorar la eficiencia y reducir los
costes del desarrollo de estos biofarmacos. Especialmente los MAM basados en “peptide mapping” o mapeo pep-
tidico de un digerido de péptidos representan una herramienta precisa e Util en la caracterizacion simultanea de
PTMs. Se espera que un MAM suministre informacioén cualitativa y cuantitativa con un alto grado de selectividad y
sensibilidad. Los datos que generan estos métodos son muy complejos por lo que es necesario hacer uso de pro-
gramas bioinformaticos especificos que permitan simplificar la informacién. Estos métodos se basan en 3 etapas
principales: 1) preparacion de la muestra, que usualmente involucra la desnaturalizacion, reduccion, alquilacion y
digestion enzimatica; 2) separacion cromatografica de fase reversa del digerido de péptidos generado tras la diges-
tidn enzimatica y deteccidon mediante espectrometria de masas de alta resolucion; y 3) analisis bioinformatico de
los datos complejos obtenidos. En este trabajo presentamos un MAM que permite identificar y cuantificar eficaz-
mente PTMs en proteinas terapéuticas, basado en “peptide mapping” y en cromatografia de liquidos de fase reversa
acoplada a espectrometria de masas de alta resolucion (RP/UHPLC-(Orbitrap)MS/MS). Se ha optimizado tanto el
proceso de preparacion de la muestra como el de tratamiento de datos. Como caso de aplicacion se ha caracteri-
zado y cuantificado las PTMs del mAb terapéutico adalimumab en su medicamento original Humira® (40mg) en
condiciones de uso hospitalario.
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AN AUTOMATIC METHOD FOR FAST DETECTION AND TRIAGE OF COVID-19 IN
CHEST X-RAY IMAGES

José Luis Martin Rodriguez

RESUMEN: Currently, Coronavirus disease (COVID-19) is diagnosed using RT-PCR testing, CT (Computed Tomogra-
phy) scans or Chest X-Ray (CXR) images. CT scanners and RT-PCR testing are expensive and unavailable in most
medical centers especially in developing countries. In many cases CXR images become the unique tool for assisting
clinicians in making decisions. The use of this resource can be further improved by providing an automatic detector
and triage system able to detect COVID-19 in CXR images in real-time. Such tool can help clinicians make faster and
more reliable diagnosis and hence serve more patients in the same time interval. The aim of this project is to build a
fast, robust and precise triage system able to detect the three levels of severity of the COVID-19, mild, moderate and
severe [1] in CXR images. To achieve this goal, we are using 1) state-of-the-art deep learning models for detecting
the different levels of severity , 2) explainability methods to indicate the findings in the CXR image that produced
the system prediction and 3) federated learning to make the models more robust to more X-ray equipment. The
proposed intelligent system can speed up the triage process for detecting patients infected with COVID-19, especia-
[ly mild and moderate patients, which are the most important levels to detect. Clinicians can have a second opinion
with the respective findings indicated in the input X-ray image, which is valuable to obtain a better final decision.
The proposed tool can run in any computational device such as tablet, smartphone(via App) and PC. With this tool
more patients can have access to radiology services. The proposed tool can be used online or offline without much
computational requirements. It can be run very fast in a standard computer. It is meant to be used as support for
medical decision. Several studies [2] showed that two thirds of the world population does not have access to basic
radiologist services. The proposed intelligent tool can increase productivity of clinicians and hence more patients
can have access to a basic radiologist services. The proposed tool is sustainable, it does not require special compu-
tational systems, it can run in an ordinary computer. The potential benefits of this tool are evident as more patients
can be served appropriately and with less resources. This system could be implemented (at relatively low cost) in
countries with few health care resources where identifying and isolating infected patients would help containing
possible outbreaks through our automated fast triage and screening assessment method. We started working on
this project in march 2020. In collaboration with the Radiology Service of Hospital-Universitario-Clinico-San-Cecilio
and the Andalusian-Research-Institute-in-Data-Science-and-Computational, Spain, we created a first quality data-
set for building the proposed tool [3]. Our preliminary model achieves a global accuracy of 81% in COVID-19 versus
NO-COVID-10, with a sensitivity of 97.37% in severe level, 88.14% in moderate and 66.5% in mild. We are working on
extending the dataset with X-ray images from different international hospitals.

[1l Wong, H., et al., 2020. Frequency and distribution of chest radiographic findings in COVID-19 positive patients.
Radiology, 201160. [2] Waite, S., Scott, J,, Gale, B, Fuchs, T, Kolla, S., & Reede, D. (2017). Interpretive error in radiology.
American Journal of Roentgenology, 208(4), 739-749. [3] Tabik S, Gomez-Rios A, Martin-Rodriguez JL, Sevillano-Gar-
cia |, Rey-Area M, Charte D, Guirado E, Suarez JL, Luengo J, Valero-Gonzalez MA, Garcia-Villanova P, Olmedo-Sanchez
E, Herrera F. COVIDGR Dataset and COVID-SDNet Methodology for Predicting COVID-19 Based on Chest X-Ray Ima-
ges. IEEE J Biomed Health Inform. 2020 Dec;24(12):3595-3605. doi: 10.1109/JBH1.2020.3037127. Epub 2020 Dec 4. PMID:
33170789.
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USO DE LOS METODOS DE MACHINE LEARNING PARA MEJORAR PROGRAMAS
PREDICTIVOS A EDADES TEMPRANAS DE OBESIDAD INFANTIL

Alvaro Torres-Martos(1), Augusto Anguita-Ruiz(1,2,3), Mireia Bustos-Aibar(1), Rafael Alcald(4), Concep-
cion M. Aguilera(1,3) and Jesus Alcala-Fdez(4)

RESUMEN: E| sobrepeso y la obesidad en los niflos son importantes factores de riesgo para una serie de alteraciones
cardiometabdlicas cronicas durante la edad adulta, gue aumentan considerablemente la morbimortalidad de la po-
blacién. Para abordar este problema de forma eficaz, es urgente poner en marcha programas predictivos en edades
tempranas capaces de abordar el problema desde su origen, cuando aln se esta a tiempo de actuar clinicamente.
La resistencia a la insulina es una de las comorbilidades metabdlicas de |la obesidad que muestra una aparicion mas
temprana en la vida, por lo que se ha convertido en una piedra angular en la prevencion de las comorbilidades aso-
ciadas a la obesidad. En el presente trabajo, utilizamos varios algoritmos de aprendizaje automatico para la cons-
truccion de modelos predictivos de resistencia a la insulina puberal en ninos con obesidad. Para ello, empleamos
informacion de la etapa prepuberal de los niflos (de 4 a 12 afos) que consta de tres capas de datos: antropometria,
biomarcadores cardiometabdlicos e inflamatorios; variantes genéticas; y medidas de metilacion del ADN. Entre los
modelos de aprendizaje automatico probados, hemos seleccionado una bateria de algoritmos basados en arboles
gue proporcionan modelos con alta capacidad predictiva, como Random Forest, eXtreme Gradient Boost, etc. El
mejor modelo lo proporciond el algoritmo Random Forest cuya precision, sensibilidad, especificidad y coeficiente
kappa fue de 0,79, 0,84, 0,73 y 0,54, respectivamente. Es interesante sefalar que el ratio de adiponectina y leptina
podria ser un gran biomarcador para predecir la resistencia a la insulina. Ademas, se ha encontrado que los patro-
nes de metilacion en los genes CTBP2, HDAC4, PTPRN2, RASCRF1y TMEM30C podrian ser Utiles para la prediccion
de la resistencia a la insulina. El uso de estas herramientas predictivas desde edades tempranas podria mejorar la
atencioén sanitaria y el conocimiento de los ninos con obesidad que tienen un alto riesgo de desarrollar alteraciones
cardiometabdlicas durante la edad adulta.
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CAPACIDAD CARDIORRESPIRATORIA Y CALIDAD DE VIDA RELACIONADA CON LA
SALUD EN ADULTOS MAYORES COGNITIVAMENTE SANOS. ESTUDIO TRANSVERSAL
DEL ENSAYO AGUEDA

Dario Bellon, Patricio Solis-Urra, Jose Mora-Gonzalez, Marcos Olvera-Rojas , Beatriz Fernandez-Gamez
, Angel Toval, Andrea Coca-Pulido, Alessandro Sclafani, Daniel J, Rivas-Navas, Veronica Cabanas-Sdn-

chez, Maria Rodriguez-Ayllon, Socorro Navarrete, Francisco B.Ortegaq, Irene Esteban-Cornejo.

RESUMEN: E| objetivo del trabajo es examinar las asociaciones de |la capacidad cardiorrespiratoria con la calidad

de vida relacionada con la salud en adultos mayores cognitivamente sanos. Para ello se ha realizado un analisis
transversal anidado en el ensayo controlado aleatorio AGUEDA. Se incluyd en el presente analisis una muestra de

65 adultos mayores cognitivamente sanos de entre 65y 80 afnos (42% hombres). La capacidad cardiorrespiratoria se
evaludé mediante las pruebas de marcha de 6 minutos (distancia total recorrida en metros) y de 2 kildmetros (tiempo
total recorrido en minutos). La calidad de vida relacionada con la salud se evalué mediante el cuestionario SF-36, y
se calcularon 8 componentes diferentes: funcion fisica, limitaciones de roles debido a la salud fisica, limitaciones

de roles debido a problemas emocionales, energia/fatiga, bienestar emocional, funcionamiento social, dolor y salud
general. Se realizaron regresiones lineales utilizando los indicadores de capacidad cardiorrespiratoria como variables
predictoras y los 8 componentes del SF-36 como variables dependientes en modelos separados ajustados por sexo,
edad y afos de educacion. Todos los analisis se realizaron con Rstudio para Windows version 4.1.1. Se encontra-

ron asociaciones positivas entre la distancia recorrida en la prueba de marcha de 6 minutos y varios componentes
del SF-36: funcionamiento fisico (B = 0,429; p <0,001), limitaciones de rol debido a la salud fisica (B = 0,441; p <0,001),
energia / fatiga (B = 0,263; p = 0,041), funcionamiento social (B = 0,309; p = 0,020) y salud general (B = 0,452; p <0,001).
Ademas, se encontraron asociaciones favorables entre el tiempo de finalizacion en la prueba de caminata de 2 kmy
varios componentes del SF-36: funcionamiento fisico (B = -0,470; p <0,001), limitaciones de rol debido a la salud fisica
(B = -0,496; p <0,001), energia / fatiga (B = -0,306; p = 0,012) y salud general (B = -0,419; p 0.05). En conclusién, la capaci-
dad cardiorrespiratoria se asocia con componentes fisicos, pero no mentales de la calidad de vida relacionada con la
salud. La funcion fisica, las limitaciones de rol debidas a la salud fisica y la salud general fueron los componentes del
SF-36 con una mayor asociacion con la capacidad cardiorrespiratoria.
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ASOCIACIONES ENTRE INDICADORES DE COMPOSICION CORPORAL Y MEMORIA
DE TRABAJO EN ADULTOS MAYORES COGNITIVAMENTE SANOS: EL PROYECTO
AGUEDA

Andrea Coca-Pulido, Jose Mora-Gonzalez, Patricio Solis-Urra, Angel Toval, Beatriz Fernandez-Gamez,
Marcos Olvera-Rojas, Dario Bellon, Alessandro Sclafania, Cristian Pefia — Gonzalez, Juan Verdejo-Ro-

man, Eva M. Trivino-lbafiez, Andres Catena, Irene Esteban-Cornejo.

RESUMEN: E| objetivo del proyecto es investigar las asociaciones de diferentes indicadores de composicion corporal
con la memoria de trabajo en adultos mayores cognitivamente sanos. Para ello se ha realizado un estudio transver-
sal del ensayo aleatorio controlado AGUEDA en el que participaron 69 adultos mayores cognitivamente sanos (47%
hombres) de 70,6+3,6 anos de edad. Los indicadores de composicion corporal incluidos fueron las circunferencias
del cuello, la cintura y la cadera, la relaciéon cintura-talla y el indice de masa corporal (IMC). La memoria de trabajo
se evaludé mediante una tarea N-back computarizada con dos condiciones experimentales (cargas de memoria de
trabajo bajasy altas); se calculd la precision de la respuesta (PRE %), el tiempo de reaccion (TR,segundos) y el ra-
tioPRE/TR para cada condicion. Los analisis de regresion se realizaron por separado para cada variable predictora
(medidas de composicion corporal) y cada indicador de la memoria de trabajo. Se utilizaron dos modelos de regre-
sion: el modelo 1 estaba controlado por el sexo, la edad y los afios de educacion; en el modelo 2 se ajustd adicional-
mente por el IMC. En el modelo 1, todos los indicadores de composicion corporal se asociaron negativamente con
el TR en la carga de memoria de trabajo baja ( en rango de -0,422 a -0,686, p<0 ,002), y la circunferencia del cuello
también se asocié con la relacién PRE/TR en la carga de memoria de trabajo baja (p =0,459, p=0,016). En el caso de

la carga de memoria de trabajo alta, la circunferencia de la cintura y la cadera se asociaron significativamente con
el TR (B=-0,371, p=0,036; p=-0,299, p=0,046, respectivamente) y la circunferencia del cuello y la relacion cintura-talla
se asociaron marginalmente con el TR (B=-0,365, p=0,098; p=-0,273, p=0,085, respectivamente). No se encontraron
otras asociaciones entre los indicadores de composicion corporal y otras variables de la memoria de trabajo (todas
p&gt;0,05). En el modelo 2, después de ajustar adicionalmente por el IMC, todas las asociaciones desaparecieron,
excepto las asociaciones de la circunferencia del cuello con la relacién PRE/RT (p=0,511, p=0,031) y el RT (p=-0,511,
p=0,015) en la carga de memoria de trabajo baja. Conclusiones: Nuestros resultados ponen de manifiesto que todos
los indicadores de composicion corporal pueden estar asociados a menor TR en una tarea de memoria de trabajo en
adultos mayores cognitivamente sanos; sin embargo, el IMC parece atenuar la mayoria de las asociaciones. Futuros
estudios con muestras mayores son necesarios para confirmar o rechazar si estos u otros indicadores de composi-
cion corporal pueden predecir la memoria de trabajo en esta poblacion.
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EPIGENETICA, RNA Y ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

Maria Duarte Ruiz, Cristina Moreno Castro, Ana Calero Garcia, Cristina Herndndez-Munain, Carles
Suné

RESUMEN: Mecanismos reguladores epigenéticos, tales como las modificaciones posttraduccionales de las histo-
nas, son esenciales para mantener la identidad celular y alteraciones en estos procesos son la causa de multiples
enfermedades humanas, incluidas enfermedades neurodegenerativas y cancer. Recientemente, la actividad epige-
nética de los complejos Polycomb ha sido asociada a la enfermedad de Huntington (EH) y en general a trastornos
neurodegenerativos. La deficiencia in vivo de estos complejos en células del cuerpo estriado (que recibe la infor-
macion de la corteza cerebral) provoca la activacion de genes no neuronales que provocan una fisiologia neuronal
alterada y el desarrollo de una progresiva y deletérea neurodegeneracion. En esta comunicacion presentaremos
nuestros esfuerzos en la identificacion de factores de la transcripcion y el procesamiento del RNA, previamente re-
lacionados con enfermedades neurodegenerativas, que participan en la actividad de los complejos epigenéticos de
Polycomb para regular importantes genes neuronales.
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VARIABILIDAD DE LA MARCHA E INHIBICION COGNITIVA EN ADULTOS MAYORES
COGNITIVOS SANOS: PROYECTO AGUEDA

Beatriz Fernandez-Gamez, Patricio Solis-Urra, Emilio J. Ruiz-Malagdén, Jose Mora-Gonzalez, Andrea
Coca-Pulido, Marcos Olvera-Rojas, Dario Bellon, Angel Toval, Alessandro Sclafania, Rosa Maria Lozano

Martinez, Kirk I. Erickson, Irene Esteban-Cornejo

RESUMEN: Las alteraciones en la marcha en los adultos mayores se han asociado con caidas, demencia y discapa-
cidad. La marcha se ha asociado fuertemente con la funcién cognitiva global y multiples dominios cognitivos; sin
embargo, las investigaciones previas se han centrado especificamente en los parametros de la marcha individual.
En este estudio examinamos la asociacion entre diferentes parametros de variabilidad de la marchay la inhibicion
cognitiva en adultos mayores cognitivamente sanos. Cincuenta y siete adultos cognitivamente sanos, de 65 a 80
afnos (36 mujeres), participaron en el presente analisis transversal del ensayo AGUEDA. Utilizamos el sistema Opto-
Gait (Microgate, Italia) para evaluar los parametros de variabilidad de la marcha. Los participantes debian caminar
5 min a su ritmo maximo de caminata por un circuito, registrando al menos 150 pasos por cada participante. Calcu-
lamos diferentes parametros de variabilidad de la marcha, especificamente, utilizamos la desviacion estandar (DE)
y el coeficiente de variacion (CV) de la longitud de la zancada (cm), el tiempo de la zancada (s y la cadencia (Paso
/ min). La inhibicién cognitiva se midié mediante la prueba de Stroop con dos condiciones diferentes (congruente
e incongruente). Se registraron la precision (%) y el tiempo de reaccion (s), y se calculd el ratioprecision / tiempo
de reaccién (Acc/ Rt). Se utilizaron modelos de regresién lineal que incluian parémetros de variabilidad de la mar-
cha como predictores y variables de inhibicion cognitiva como outcomes. Se incluyeron como covariables el sexo,
la edad y los anos de educacion. No se encontraron asociaciones significativas entre ninguno de los parametros
de variabilidad de la marchay el tiempo de reaccion y la precision en las condiciones congruentes (rango beta de
-0.027 a -0.062, todos P&gt; 0.05) e incongruentes (rango beta de -0.103 a -0.134 , todos P&gt; 0.05) de la tarea de
Stroop (todos P&gt; 0.05). En conclusion, los parametros de variabilidad de la marcha parecen no estar asociados
con la inhibicidon cognitiva en adultos mayores cognitivamente sanos. Se necesitan ensayos controlados aleatorios
basados en ejercicio para evaluar si mejoras en la variabilidad de la marcha es un indicador de deterioro cognitivo
temprano, en adultos mayores.
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GENERACION DE UN ENSAYO IN VITRO PARA EVALUAR EL EFECTO DE FARMACOS
ANTIPSICOTICOS EN LA SINAPTOGENESIS

Maria Martin-Estebané, David Martin-Oliva, Juan F. Lopez-Giménez

RESUMEN: Actualmente, los denominados farmacos antipsicoticos atipicos como la clozapina, son generalmen-

te utilizados en la practica clinica para el tratamiento de la esquizofrenia. Estos farmacos se unen directamente a
receptores acoplados a proteinas G, provocando una cascada de sefnalizacion dependiente de este acoplamiento,
aungue también presentan afinidad por el receptor de serotonina 5-HT2A, ampliamente expresado en el sistema
nervioso central. Resultados preliminares de nuestro grupo han demostrado que la clozapina ejerce una actividad
intrinseca al interaccionar con receptores 5-HT2A , independiente de la activacion de la ruta de sefalizacion clasica.
Ademas, se ha descrito que el tratamiento créonico con clozapina afecta negativamente a la remodelacion sinap-
tica y los procesos cognitivos en modelos experimentales de raton. Por todo ello, es necesario entender en mayor
profundidad el mecanismo de accidn molecular de estos farmacos antipsicéticos y sus posibles efectos en procesos
tan importantes como la plasticidad neuronal. Con este objetivo, hemos generado un modelo in vitro basado en
el cultivo de precursores neurales obtenidos a partir de tejido de corteza fetal de ratén, para su posterior diferen-
ciacion a neuronas corticales. La corteza prefrontal fetal es obtenida en el dia 12 de desarrollo embrionario (E12) y la
suspension celular resultante es cultivada en un medio de cultivo especifico para su mantenimiento. Estos precur-
sores neurales crecen como un cultivo adherente en monocapa y su alta capacidad proliferativa permite mantener-
los en cultivo de forma prolongada, pudiendo ser posteriormente diferenciados a neuronas utilizando medios de
cultivo selectivos. Las neuronas derivadas de precursores neurales fetales representan un modelo in vitro ideal para
mimetizar la diana celular y farmacoldgica de los farmacos antipsicoticos atipicos.  Utilizando este modelo in vitro,
hemos desarrollado un ensayo basado en la tecnologia del virus de la rabia, para estudiar los efectos de los farmacos
antipsicoticos en la sinaptogénesis y la plasticidad neuronal. La modificacion genética del virus junto con su capaci-
dad natural para infectar de manera retrograda y selectiva las neuronas, nos permite utilizar esta herramienta para
identificar neuronas conectadas a travées de sinapsis funcionales y, de este modo, estudiar los posibles efectos de los
farmacos antipsicoticos en la sinaptogénesis asi como profundizar en el conocimiento de su mecanismo de accion.
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LAS RATAS ADOLESCENTES MUESTRAN UNA MENOR ACTIVACION NEURAL QUE
LAS ADULTAS EN LA CORTEZA PREFRONTAL MEDIAL ANTE UN SABOR NUEVO

Menchén-Mdrquez S., Vazquez-Agredos, A., Expdsito A.N., G&miz F. y Gallo M

RESUMEN: Los sabores desconocidos desencadenan una respuesta de ingestion cautelosa, denominada neofobia
gustativa, consistente en la reduccion de la cantidad ingerida. Este fendmeno cumple una funcidon importante para
la supervivencia ya que protege de la ingestion de alimentos potencialmente tdxicos. Se trata de un mecanismo
descrito en todas las especies mamiferas, incluyendo el ser humano. En roedores adultos se ha descrito un circuito
cerebral implicado en la neofobia gustativa y su atenuacion, una vez que la ausencia de consecuencias convierte el
sabor en seguro. Entre otras areas cerebrales, resultados previos de nuestro laboratorio han apuntado a la corteza
prefrontal medial (MPFC) como una estructura relevante en la formacion de los recuerdos gustativos seguros. Una
aproximacion de desarrollo se beneficia de la modalidad gustativa ya que la neofobia gustativa sufre modificacio-
nes a lo largo de la vida, tal como el incremento a edades avanzadas hallado previamente en nuestro laboratorio.
Por su parte, la adolescencia es una etapa del desarrollo caracterizada por un comportamiento peculiar que incluye
busqueda de la novedad. Ello se corresponde con grandes cambios en la organizacion cerebral que estan determi-
nados en buena medida por la maduracion tardia de la corteza prefrontal y su interaccidon con otras areas cerebra-
les. Por tanto, es de especial interés comparar la respuesta de la corteza prefrontal asociada a la neofobia gustativa
en ratas adolescentes (PN28-42) versus ratas adultas (PN 90). Ratas Wistar macho adolescentes (n=18) y adultas
(n=17) fueron expuestas durante 15 minutos a una solucién novedosa de vinagre de sidra (3%) en agua. Seguidamen-
te, las ratas fueron sacrificadas, y su cerebro fue extraido y procesado para someterlo a una tincion de inmunohisto-
quimica de c-Fos, a fin de cuantificar la actividad neuronal en mPFC, incluyendo corteza prelimbica e infralimbica.
Los resultados indicaron una activacion significativamente menor en el grupo adolescente que en el adulto, aun
cuando ambos grupos muestran neofobia en una primera experiencia con este sabor. Estos datos pueden indicar
una menor implicacion de mPFC en la respuesta a la novedad durante la adolescencia, lo que seria congruente con
la maduracion tardia de la corteza prefrontal. Se requiere mas investigacion para explorar el circuito responsable de
la neofobia gustativa y su atenuacion durante la adolescencia.

Financiado por los proyectos PSI2017-86381-P (MINECQO, Spain), PID2020-114269GB-100 (MICINN, Spain), BSEJ.514.
UGR20 (Junta de Andalucia, Spain) y la beca FPU16/06017 (MECD, Spain) concedida a Menchén-Marquez S.
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CARACTERIZACION DE LA INTERACCION DE TCERG1Y NOLC1Y SU IMPLICACION
FUNCIONAL

Cristina Moreno Castro, Noelia Esteban Rodriguez, Sandra Jiménez Lozano, Cristina Herndndez-Mu-
nain, Carles Suné

RESUMEN: E| estudio de la organizacion espacial de los distintos subdominios o cuerpos nucleares en relacion a

la transcripcion y el procesamiento del RNA es esencial para entender como sucede la regulacion de la expresion
génica en la célula. Alteraciones funcionales y/o morfoldgicas en la compartimentacion nuclear puede ser una
caracteristica etiopatoldgica importante en las enfermedades neurodegenerativas, un campo cientifico que apenas
esta comenzando a emerger. TCERGI es una proteina humana muy conservada que participa en la transcripcion

y el splicing del pre-mRNA y que ha sido implicada en la patogénesis de la enfermedad de Huntington. TCERGI1 se
localiza en la interfase de los speckles, cuerpos nucleares donde se acumulan los factores de splicing, y los sitios ac-
tivos de la transcripcion, afectando al procesamiento del pre-mRNA. Nuestro laboratorio ha identificado en TCERG]
la sefal de localizaciéon de la proteina a esas regiones y su interaccion con la fosfoproteina NOLCT, la cual se acumula
en el nucleolo y en los Cuerpos de Cajal (CBs), organulos nucleares esenciales en la biogénesis de los small nuclear
RNAs (snRNAs) que regulan el splicing del pre-mRNA. Los CBs son particularmente prominentes en las neuronas,
donde frecuentemente se asocian con el nucleolo. La alteracion y pérdida de los CBs neuronales se asocian con
disfunciones neuronales graves en varios trastornos neuroldgicos, como las enfermedades de las neuronas motoras,
donde la transcripcion y el procesamiento del pre-mRNA se encuentran alterados. Nuestro laboratorio ha descrito
recientemente el requerimiento de TCERGI para la correcta formacion de los CBs y su participacion en la biogéne-
sis de los snRNAs (PMID: 31636114). Aqui presentaremos datos recientes sobre la caracterizacion bioguimica de la
interaccién TCERGI/NOLCI en los CBs con el fin de entender las interacciones moleculares que rigen la arquitectura
de los CBs en condiciones normales y patolégicas.
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FUERZA MUSCULAR Y MARCADORES NEURODEGENERATIVOS EN ADULTOS COG-
NITIVAMENTE SANOS. EL PROYECTO AGUEDA

Marcos Olvera-Rojas, Patricio Solis-Urra, Jose Mora-Gonzalez, Alessandro Sclafani, Beatriz Fernan-
dez-Gamez, Angel Toval, Andrea Coca-Pulido, Dario Bellon, Yolanda Garcia-Rivero, Maria Jose Gerez,

Ines Gomez, Kirk I. Erickson, Francisco B. Ortega, Manuel Gomez-Rio e Irene Esteban-Cornejo

RESUMEN: En |os ultimos afos ha habido un aumento en la esperanza de vida, y en consecuencia, el riesgo de sufrir
una enfermedad neurodegenerativa es mayor. Biomarcadores de diagndstico y prondstico son necesarios para la
deteccion tempranay la prediccion del transcurso de las enfermedades neurodegenerativas. La creatinina se ha
asociado a la pérdida de materia blanca en los adultos mayores, y la amiloide A se encuentraa sobreregulada en

el gioblastoma (tumores cerebrales de crecimiento rapido y agresivo). Aqui, estudiamos la asociacion de la fuerza
muscular con los niveles de creatinina y amiloide A en adultos mayores cognitivamente sanos. Este estudio incluyd
datos transversales de 46 adultos mayores de entre 65-80 anos (65% mujeres) que participaron en el ensayo con-
trolado aleatorizado del proyecto AGUEDA. La fuerza muscular isocinética de la parte superior e inferior del cuerpo
se midio con la maquina Gymnex Iso 2, y se calculd el pico de fuerza maximo relativo al peso (Nm/kg). La fuerza de
prensién manual relativa al peso (kg/kg) se midié con el dinamémetro de agarre TKK 5101. Los niveles plasmaticos
de creatinina se determinaron por el método de Jaffe y los niveles de amiloide A se determinaron mediante un en-
sayo inmunoenzimatico (ELISA). Los valores B estandarizados se obtuvieron a partir de modelos de regresiéon ajusta-
dos por sexo, edad y anos de educacion.  La fuerza de prension manual se asocio negativamente con el amiloide A
(Bstand = -0,43; p=0,036), pero no con la creatinina (Bstand = -0,26; p=0,162). No se encontrd ninguna asociacion para
el pico de fuerza maximo con el amiloide A (Bstand = -0,13; p=0,402) y la creatinina (Bstand = -0,22; p=0,128). La fuer-
za de prension manual, pero no el pico de fuerza maximo, puede estar asociada con niveles mas bajos de amiloide
A en adultos mayores cognitivamente sanos. Sin embargo, no parece haber una asociacion entre la fuerza muscular
y la creatinina. Los ensayos controlados aleatorizados basados en el gjercicio ayudaran a determinar si los cambios
inducidos por el ejercicio en la fuerza muscular podrian modificar de forma significativa los niveles de estos biomar-
cadores.
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NANOSISTEMAS LIPIDICOS COMO VEHICULIZADORES DE FARMACOS A TRAVES DE
LA BHE

Ortega, Elena; Morales, M? Encarnacion; Castillo-Gonzdlez, Julia; Gonzdlez-Rey, Elena; Ruiz, M? Adolfi-
na.

RESUMEN: Las enfermedades neuroldgicas constituyen un problema de salud extendido a nivel mundial cuya pre-
valencia se encuentra en auge debido al aumento de la esperanza de vida de la poblaciéon y a la carencia de trata-
mientos efectivos para dichas enfermedades. Asimismo, la ineficacia en el tratamiento de enfermedades del SNC
se acrecienta por la presencia de la barrera hematoencefalica (BHE) la cual limita el paso de farmacos al cerebro.

El concepto inicial de BHE puede definirse como una propiedad funcional de los vasos sanguineos del SNC, por

la que se impide el intercambio libre de iones y moléculas organicas entre la sangre y el tejido nervioso. Por tanto,
la propiedad de la BHE se basa en la existencia de una permeabilidad muy restringida del endotelio vascular del
SNC. Esta barrera se hace patente cuando queremos tratar una patologia que afecta al SNCy, tras administrar un
tratamiento farmacoldgico por via intravenosa, nos encontramos con una ausencia de efecto terapéutico, ya que el
farmaco no traspasa dicha barrera. Esta constituida por una monocapa de células endoteliales, asi como por los pies
de los astrocitos, neuronas perivasculares y pericitos. El elemento clave que determina la propiedad barrera son las
células endoteliales. Estas poseen una serie de caracteristicas morfoldgicas y funcionales que las diferencian de los
endotelios del resto de los vasos y que explican el aislamiento sanguineo del tejido nervioso. En primer lugar, debe-
mos resaltar, en comparacion con las células endoteliales que recubren los vasos sanguineos en el resto del cuerpo,
la existencia de un sellado intercelular del endotelio por medio exclusivamente de uniones estrechas (tight junc-
tions), consideradas de mayor complejidad respecto al resto de los epitelios. De este modo, se encuentran estrecha-
mente unidas cerrando herméticamente el espacio intercelular impidiendo cualquier comunicacion con el espacio
extravascular. Debido a las caracteristicas que presenta dicha barrera, hace que la mayoria de los farmacos que
podrian emplearse en enfermedades del SNC no puedan ser utilizados dada su imposibilidad de acceso al cerebro.
Una de las estrategias para hacer disponible el farmaco en el cerebro es la del empleo de un profarmaco. Consiste
en la administracion de un precursor inactivo, el cual sufre una transformacion y da lugar a la proteina activa. Esta
estrategia es la elegida actualmente para el tratamiento del Parkinson. Se administra levodopa, capaz de atravesar
la BHE, para sufrir un proceso de metabolizacién que dara lugar a la dopamina con el fin de reestablecer los niveles
anormalmente bajos presentes en la enfermedad de Parkinson. Supone, en consecuencia, un gran reto, el desa-
rrollo de nuevas estrategias eficaces que permitan la vectorizacion y liberacion de farmacos en el cerebroy, en los
dltimos anos, numerosas investigaciones se han centrado en este objetivo. Una de las estrategias mas investigadas,
es el empleo de nanoparticulas como transportadores de farmacos, en este caso, al SNC. En concreto se han dise-
nado nanoparticulas lipidicas solidas (SLNP) con materiales capaces de atravesar la BHE. Para evaluar la capaci-
dad de estas SLNP de atravesar la BHE, se ha utilizado un modelo monocultivo de BHE in vitro ensayada cuando se
encuentra de forma intacta y cuando se encuentra alterada por un dafo inflamatorio como ocurre en este tipo de
enfermedades. El modelo consiste en sembrar células endoteliales, cuya principal caracteristica es que son capaces
de formar la barrera por si mismas, en una membrana semipermeable de forma que se simule la parte superior la
sangre del interior de los vasos sanguineos, y en la parte inferior de la membrana, el tejido nervioso. Los resultados
obtenidos muestran de forma satisfactoria como las SLNP debido a sus caracteristicas hidrofdbicas, son capaces de
atravesar la barrera formada por las células endoteliales.

Este trabajo fue financiado por el Ministerio de Universidades (FPU18/ 00446).
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PARP3 PROMOTES ASTROCYTIC DIFFERENTIATION THROUGH A TIGHT REGULA-
TION OF NOX4-INDUCED ROS AND MTORC2 ACTIVATION

José-Manuel Rodriguez-Vargas, Kathline Martin-Hernandez, Wei Wang, Nicolas Kunath, Rajikala Su-
ganthan, Jean-Christophe Amé, F Javier Oliver, Jing Ye, Magnar Bjgrds, Francoise Dantzer

RESUMEN: Parp3 is a member of the Poly(ADP-ribose) polymerase (Parp) family that has been characterized for

its functions in strand break repair, chromosomal rearrangements, mitotic segregation and tumor aggressiveness.
Yet its physiological implications remain unknown. Here we report a central function of Parp3 in the regulation of
redox homeostasis in continuous neurogenesis in mice. We show that the absence of Parp3 provokes Nox4-indu-
ced oxidative stress and defective mTorc2 activation leading to inefficient differentiation of post-natal neural stem/
progenitor cells to astrocytes. The accumulation of ROS contributes to the decreased activity of mTorc2 as a result
of an oxidation-induced and Fbxw7-mediated ubiquitination and degradation of Rictor. In vivo, mTorc2 signaling is
compromised in the striatum of naive post-natal Parp3-deficient mice and 6 h after acute hypoxia-ischemia. These
findings reveal a physiological function of Parp3 in the tight regulation of striatal oxidative stress and mTorc2 during
astrocytic differentiation and in the acute phase of hypoxia-ischemia
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FUERZA MUSCULAR Y CONTROL INHIBITORIO EN ADULTOS MAYORES COGNITIVA-
MENTE SANOS: ESTUDIO AGUEDA

Alessandro Sclafani, Patricio Solis-Urra, Jose Mora-Gonzalez, Dario Bellon, Beatriz Fernandez-Gamez,
Angel Toval, Andrea Coca-Pulido, Marcos Olvera-Rojas, Cristina Molina-Hidalgo, Claudia Costa-Ro-
driguez, José Pablo Martinez-Barbero, Ismael Carrera-Murnoz, Andres Catena, Kirk I. Erickson, Irene

Esteban-Cornejo

RESUMEN: La condicion fisica puede influir en la funcion cognitiva en adultos mayores, y especificamente en la fun-
cion ejecutiva. En este estudio, examinamos la asociacion de la fuerza muscular con el control inhibitorio en adultos
mayores cognitivamente sanos. El presente analisis transversal incluye 59 adultos mayores cognitivamente sanos
(65 a 80 anos; 64,6% mujeres) del estudio AGUEDA. La fuerza muscular se evalué utilizando la fuerza de prension
manual, el niumero de sentadillasy la prueba de curl de biceps. La fuerza de prension manual se evaludé con el dina-
mometro TKK 5101. La prueba de sentadilla (n° repeticiones) y la prueba de curl de biceps (n° repeticiones) evaluaron
la fuerza muscular del tren inferior y superior,, y se realizaron siguiendo el protocolo de la bateria senior fitness test.
El control inhibitorio se evalué mediante la prueba de Stroop con dos condiciones experimentales (congruente e in-
congruente). El tiempo de reaccion (en segundos), la precision de respuesta (en porcentaje) y el ratio precision/tiem-
po de reaccioén se calcularon para condiciones congruentes e incongruentes por separado. Se utilizaron modelos de
regresion lineal para examinar las asociaciones de cada variable de fuerza muscular con los indicadores de control
inhibitorio en cada condicion, ajustados por edad, sexo y anos de educacion. Un mejor desempeno en la prueba

de curl de biceps se asocid con una mayor precision de respuesta en la condicion congruente (=0.271; p=0.038), y
mostrd una tendencia en la condicion incongruente (=0.236; p=0.073), pero no se asocio con el resto de variables
de control inhibitorio(todas p &gt; 0.05). La fuerza de presion manual y la prueba de sentadillas no se asociaron con
variables de control inhibitorias en ninguna condicion (todas p &gt; 0,05). En conjunto, estos resultados indican
que, en general, la asociacion de la fuerza muscular con el control inhibitorio puede ser dependiente de la prueba
utilizada. Mientras no se encontro asociacion con la fuerza de prension manual y el n° de sentadilla, se encontrdé una
asociacion positiva con la prueba de curl de biceps. Futuros ensayos controlados aleatorizados deben examinar si los
cambios inducidos por el gjercicio en la fuerza muscular mejoran el control inhibitorio en adultos mayores cogniti-
vamente sanos.
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NANO PARTICULAS DE CHITOSAN COMO TRANSPORTADORES DE FARMACOS EN
ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

Soriano, José Simdn; Ortegaq, Elena; Ruiz, M? Adolfina; Morales, M® Encarnacion

RESUMEN: Las enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer representan un problema de gran impor-
tancia en el ambito social, médico y econdmico, sobre todo, si consideramos que su prevalencia ha experimentado
un fuerte incremento en los uUltimos anos. El clorhidrato de berberina es un alcaloide de isoquinolina que presenta
un gran potencial terapéutico para el tratamiento de esta patologia. Sin embargo, presenta baja biodisponibilidad
oral y penetracion limitada en el cerebro. De ahi que el objetivo fundamental de este trabajo se centre en el disefio y
sintesis de nanoparticulas de chitosan cargadas con clorhidrato de berberina capaces de alcanzar el sistema nervio-
so central tras su administracion nasal. Para el trabajo, la sintesis de las nanoparticulas se llevd a cabo mediante un
método de gelificacion idnica, basado en la técnica propuesta por Fazil et al. utilizando tripolifosfato de sodio (TPP)
como agente reticulante. Tras obtener las nanoparticulas, se realizaron diferentes ensayos con la intencién de carac-
terizar tamano, carga eléctrica superficial, estabilidad a diferentes pH y fuerza idnica, mucoadhesion y eficiencia de
encapsulacion. Las modificaciones realizadas en el método de sintesis en relacidon a la concentracion de polime-
ro utilizada y su proporcion respecto al agente reticulante, han dado lugar a un incremento en el rendimiento de
sintesis y una mejora en las caracteristicas superficiales de las nanoparticulas obtenidas. Las particulas obtenidas
presentan un tamano en torno a los 200-250nm, con carga positiva y con un valor de potencial zeta de 25-30mV. La
eficiencia de encapsulaciéon del clorhidrato de berberina es del 80% y la mucoadhesion de mucina estuvo en torno
al 40%. En base a los resultados obtenidos, podemos concluir que las modificaciones llevadas a cabo en el método
de sintesis han dado lugar a nanoparticulas de tamano y carga superficial adecuadas de acuerdo con la finalidad
terapéutica para la que estan disenadas. Ademas, tanto el porcentaje de encapsulacion de clorhidrato de berberina
como la capacidad de mucoadhesion de los sistemas son elevados.
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RELACION ENTRE LA CAPACIDAD CARDIORRESPIRATORIA Y LA MEMORIA DE TRA-
BAJO DURANTE EL ENVEJECIMIENTO. UN ESTUDIO TRANSVERSAL DEL PROYECTO
AGUEDA

Angel Toval, Patricio Solis-Urra, Jose Mora-Gonzalez, Beatriz Fernandez-Gamez, Dario Bellon, Marcos
Olvera-Rojas, Andrea Coca-Pulido, Alessandro Sclafani, Cristina Molina-Hidalgo, Carlos de Teresa, Eva

M. Trivifio-Ibahez, Kirk I. Erickson, Francisco B. Ortega, Irene Esteban-Cornejo

RESUMEN: E| envejecimiento esta asociado con procesos neurodegenerativos que conllevan un deterioro de di-
versas funciones cognitivas, entre ellas la pérdida de memoria de trabajo. Aunque la capacidad cardiorrespiratoria
es un reconocido marcador de salud a lo largo de la vida, es escasa la evidencia que lo relaciona con la memoria de
trabajo durante el envejecimiento. Por este motivo, el objetivo del presente estudio ha sido determinar la relacion
entre la capacidad cardiorrespiratoria y la memoria de trabajo en adultos mayores cognitivamente sanos. Para ello,
se ha llevado a cabo un estudio transversal con 65 adultos mayores cognitivamente sanos (de 65 a 80 afos; 64.6%
mujeres). Para evaluar la capacidad cardiorrespiratoria se utilizé la prueba de marcha de 6 minutos y la prueba de
marcha de 2 kildmetros. La memoria de trabajo fue evaluada mediante la prueba n-back con dos condiciones expe-
rimentales (i.e., 1-back y 2-back). El tiempo de reaccion (seg), el porcentaje de aciertos (%) y la ratio aciertos / tiempo
de reaccion, fue calculada para cada condicion. Se Illevaron a cabo analisis de regresion lineal utilizando las variables
de capacidad cardiorrespiratoria como predictores y las variables de la prueba n-back como variables de respues-
ta. Los analisis fueron ajustados por sexo, edad y nivel educativo. La prueba de marcha de 6 minutos se asocio
positivamente con el porcentaje de aciertos (3=0.38, P=0.004) y con la ratio aciertos / tiempo de reaccién (B=0.352,
P=0.007) en la condicion 2-back, que es la tarea de memoria de trabajo mas exigente cognitivamente. La prueba de
2 km se asocio con el porcentaje de aciertos en la condicion 2-back, con una significacion limite (=-0.231, P=0.067).
No se encontraron asociaciones entre la capacidad cardiorrespiratoria y la condicion T-back (todos ellos P&gt;0.05).
Los resultados del presente trabajo indican que la capacidad cardiorrespiratoria esta asociada con el rendimiento de
memoria de trabajo en una tarea con mayor demanda cognitiva en adultos mayores cognitivamente sanos. Futuros
estudios son necesarios para determinar los mecanismos neurales causales que expliquen esta asociacion positiva.
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EL PAPEL DEL CONTEXTO Y LA COGNICION EN EL CONSUMO LA PREFERENCIA
POR SOLUCIONES DULCES EN RATAS

Valero, M; Gallo, M; Garcia-Burgos, D.

RESUMEN: Las cogniciones parecen tener un papel importante en el desarrollo y el mantenimiento de patrones
alimentarios anormales y restrictivos. Sin embargo, y hasta donde sabemos, no existen modelos animales que
aborden experimentalmente los mecanismos por los que los pensamientos pueden promover la disminucion del
consumo de ciertos alimentos. Asi, los presentes experimentos tratan de llenar este vacio explorando cambios en el
consumo y preferencia por soluciones dulces azucaradas sin que los animales hayan experimentado directamente
un malestar gastrointestinal. Por tanto, el objetivo que se plantea es estudiar el papel mediador de representacio-
nes mentales “aversivas” en ratas Wistar adultas, tanto machos como hembras. En el Experimento 1 utilizamos un
protocolo similar al condicionamiento de segundo orden (n=32) en el que a lo largo de dos ciclos repetidos empa-
rejamos la ingestion de una solucion de sacarosa (10%) con un contexto aversivo previamente asociado al males-
tar visceral producido por rotacion corporal. Los animales pertenecientes al grupo control bebieron la solucion de
sacarosa en un contexto neutro sin experimentar dicha rotacion. Los resultados mostraron un consumo significa-
tivamente menor de la solucién azucarada en el grupo experimental en comparacion con el grupo control durante
los dos ciclos consecutivos. En el Experimento 2 realizamos una aversion mediada (n=32). Los animales bebieron la
solucidn azucarada en un contexto inicialmente neutro que posteriormente se asocié con la rotacion corporal du-
rante seis sesiones diarias. Encontramos resultados semejantes a los encontrados en el Experimento 1, excepto que
en este caso fueron solo evidentes durante el primer ciclo. Por lo demas, en ambos experimentos, la tasa de prefe-
rencia por la sacarosa consumida en la jaula hogar fue significativamente superior a 0.50 en ambos grupos, lo que
se traduce en una preferencia por este sabor. Estos resultados apoyan el papel de las cogniciones desagradables
en la modulacion de la expresion de la conducta ingestiva en el caso de sustancias dulces, y destacan el potencial
valor traslacional de este modelo para el desarrollo de modelos animales de trastornos alimentarios.

Financiado por PSI2017-86381-P (MINECO, Espana); PID2020-114269GB-100 (MICIU, Espana) y Marie Sklodowska-Cu-
rie N° 754446 - Athenea3i; y el grupo de investigacion CTS-1003 (Universidad de Granada, Espana).
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DIFERENCIAS EN CONSUMO DE ALCOHOL TIPO BINGE EN RATAS MACHO ADULTAS
Y ADOLESCENTES

Ana Vdzquez-Agredos, Leandro Ruiz-Leyva, Ignacio Mordn, Cruz Miguel Cenddn y Milagros Gallo

RESUMEN: A pesar de las graves consecuencias negativas que tiene, el consumo alcohol esta ampliamente exten-
dido en la sociedad, siendo una de las formas mas comunes de ingesta el consumo en forma de binge, esto es, un
consumo de altas cantidades de alcohol en menos de dos horas. Aunque este patron de consumo se da tanto en
adultos como en jovenes, tiene una mayor prevalencia en adolescentes donde el 32,4% afirma haberlo practicado
en el ultimo mes. Por ello, resulta de especial interés disponer de modelos animales que imiten este tipo de consu-
mo para el estudio de los efectos que éste puede tener en la salud de los adolescentes. Investigaciones previas de
nuestro grupo de investigacion encontraron que exponer a ratas adultas a una gran cantidad de comida azucarada
en condiciones de privacion, inducia la ingesta posterior de alcohol en forma de binge. Por lo tanto, el objetivo de
este estudio fue comprobar si esta ingesta de alcohol se producia también en animales adolescentes y si existian
diferencias con las ratas adultas. Para ello, se utilizaron 40 ratas Wistar macho adolescentes (PND 28) y 74 adultas
(PND 84) privados a un 82-85% del peso dias antes del experimento. Durante los siguientes 10 dias los animales
tuvieron acceso durante 3 minutos a: bien una alta cantidad de comida azucarada (72 pellets para adultas; 36 para
adolescentes) o bien una baja cantidad de comida azucarada (6 pellets para adultas; 1 para adolescentes). Tras esto,
se les presentd un test de doble botella durante 90 minutos con una solucién de alcohol al 10% y otra botella de
agua. Mientras que los resultados de las ratas adultas mostraron diferencias significativas en consumo de alcohol
a partir del tercer dia de exposicion a la comida, las ratas adolescentes no mostraron estas diferencias hasta el dia 9.
En este modelo, los animales adolescentes parecen tardar mas en consumir grandes cantidades de alcohol, pu-
diendo deberse al “sindrome de deficiencia de reforzamiento” caracteristico de esta etapa. Ademas, se encontraron
dificultades asociadas a la privacion de comida en los animales adolescentes.

Financiado por PID-114269GB-100 (MICINN, Spain), PND-2020-049 (DGPNSD. MSCBS, Spain); FPU18/05012 (MIU,
Spain) and B-CTS-422-UGR18 (FEDER, Junta de Andalucia).
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ESTUDIO DE LAS DIFERENCIAS EN LA RESPUESTA RADIOBIOLOGICA EN BNCT EN-
TRE CELULAS TUMORALES Y SANAS

Alvarez-Rodriguez P, Porras-Quesada M, Pedrosa-Rivera M, Ruiz-Magafia MJ, Ruiz-Ruiz MC, Porras |

RESUMEN: En |os ultimos anos, la BNCT (terapia mediante captura de neutrones por boro) ha experimentado un
creciente interés en el campo de la oncologia. Esta técnica se basa en el uso de neutrones de baja energia para
irradiar un tejido tumoral, previamente enriquecido con boro-10, un isétopo diana que al interaccionar con los neu-
trones genera una reaccion nuclear de alta energia que dana el tejido tumoral sin afectar al tejido sano adyacente.
Numerosos estudios han demostrado que esta terapia ofrece resultados muy prometedores en el tratamiento de
tumores de mal prondstico como es el caso del melanoma y el glioblastoma [1]. Uno de los objetivos principales de
este estudio es ajustar la dosis de radiacion de manera mas efectiva y obtener mejores resultados en el tratamiento
de estos pacientes. La dosis final administrada a un paciente resulta de la suma de varias dosis independientes
gue dependen del tipo de radiacion empleada y las caracteristicas del tejido irradiado. En el caso de la BNCT, los dos
factores que contribuyen a la dosis final vienen dados por la interaccion de los neutrones con distintos componen-
tes celulares y con el boro administrado y acumulado previamente en el tumor [2]. El conocimiento del efecto de
estos factores tanto juntos como por separado Nnos va a permitir conocer y seleccionar la dosis de radiacion 6ptima
segun el tipo de tumor que se esté tratando. Para llevar a cabo este estudio se ha trabajado con lineas celulares de
melanoma (A375) y glioblastoma (A172), como modelos de lineas tumorales, y con CCD1064Sk (fibroblastos huma-
nos de piel), como modelo de células sanas comparable con la linea A375. Estas lineas han sido irradiadas con neu-
trones de baja energia a distintos tiempos en presencia y ausencia de BPA (un compuesto borado de amplio uso en
BNCT). Estos experimentos se han llevado a cabo en el Institut Laue-Langevin (ILL, Grenoble) donde disponen de
una linea de neutrones sin contaminacion de otro tipo de particulas que puedan influir en la dosis administrada. Por
dltimo, para evaluar el efecto de estas irradiaciones en las células tratadas y no tratadas con BPA, se ha estudiado la
supervivencia de cada linea mediante ensayos de clonogenicidad. En cuanto a los resultados obtenidos, en la linea
Al72 se ha podido observar que la presencia de BPA en las células irradiadas potencia el efecto de la irradiacion con
neutrones a tiempos muy cortos (1-7 minutos), ya que hay una reduccion significativa de la supervivencia celular, a
diferencia de las células irradiadas en ausencia de BPA, donde se observa que a tiempos largos de irradiacion (30-70
minutos), la supervivencia celular se ve disminuida pero no tanto como en las células tratadas con BPA. Por otro
lado, si se comparan las irradiaciones sin BPA de las lineas A375 y CCD1064Sk, se observa que a un mismo tiempo de
irradiacion hay mayor capacidad de supervivencia en la linea sana. Cuando se afade BPA a los cultivos y se irradian,
el estudio de la supervivencia mediante el ensayo clonogénico indica que el porcentaje disminuye en ambas lineas
celulares, pero existen diferencias en la respuesta de las tumorales frente a las sanas, ya que en estas ultimas se
observa que hay un menor numero de células afectadas por la irradiacion. Estos estudios permitiran adquirir un
mayor conocimiento de los distintos factores implicados en la dosis final necesaria para tratar este tipo de tumores.
Debido a la heterogeneidad de los tejidos, en el futuro seria necesario extender el estudio a un mayor ndmero de
lineas celulares para mejorar la planificacion de los tratamientos con BNCT a otros tipos de tumores.

[1] Pedrosa-Rivera M et al. Thermal neutron relative biological efectiveness factors for Boron Neutron Capture Thera-

py from In Vitro irradiations. Cells. 9, 2144 (2020). [2] Pedrosa-Rivera M et al. Radiobiology data of melanoma cells af-
ter low-energy neutron irradiation and boron compound administration. Applied Radiation and Isotopes. 163 (2020).
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EFECTO DE DIFERENTES REGIMENES QUIMIOTERAPICOS PARA EL TRATAMIENTO
DE CANCER DE PANCREAS SOBRE LAS CELULAS MADRE TUMORALES

Maria Angeles Chico, Kevin Doello Gonzdlez, Francisco J Quifionero, Gloria Perazzoli, Lidia Gago, Cristi-
na Mesas

RESUMEN: E| cancer de pancreas, el noveno en frecuencia y el cuarto en tasa de mortalidad, es uno de los tipos de
tumores mas quimiorresistentes y de mayor agresividad. Su diagndstico, en la mayoria de los casos, se realiza en
estadios muy avanzados de la enfermedad (lll y IV) dado la falta de biomarcadores especificos, por lo que presenta
un mMuy pobre prondstico. En estas etapas, su tratamiento se basa en la administracion de diferentes asociaciones
de agentes quimioterapicos (Gemcitabina-Abraxane o FOLFIRINOX (5-fluorouracilo (5-FU) + irinotecan (CPT11) +
oxaliplatino (OXA)), a pesar de lo cual presenta una muy baja supervivencia (promedio de 10 meses). En el caso de
tumores resecables, la tasa de recaida de 3 anos es de alrededor del 40% en pacientes tratados con regimenes de
guimioterapia adyuvante como FOLFIRINOX y del 50% en aquellos tratados exclusivamente con gemcitabina (CMZ).
Uno de los factores fundamentales que media la resistencia y las recidivas de estos tumores es el comportamiento
de las células madre tumorales (CSCs) ante los regimenes terapéuticos actuales por lo que son de gran interés en
oncologia. El objetivo de este estudio fue analizar in vitro la capacidad citotéxica y antitumoral de los diferentes
regimenes quimioterapéuticos empleados para el tratamiento del cancer de pancreas, asi como la modulacion
gue estos producen sobre la expresion de los marcadores especificos de las CSCs. La metodologia utilizada para
analizar el efecto de los diferentes tratamientos quimioterapicos usados en clinica fue un modelo experimental
basado en cultivos celulares de la linea de adenocarcinoma pancreatico humana PANC-1. Las células fueron expues-
tas a diferentes tratamientos tanto en monoterapia (GMZ, ABRAX, 5-FU, OXA y CPT-11) como en terapia combinada
(GMZ-ABRAX, FOLFOX y FOLFIRI), con diferentes concentraciones y tiempos. La proliferacion celular fue analizada
mediante la tincion de sulforrodamina B por espectrofotometria. Se llevé a cabo aislamiento de CSCs. Las células
fueron analizadas para determinar la modulacion de marcadores especificos (CD133, CD24, CD44, SOX2 y OCT4)
mediante RT-gPCR lo que permitio determinar la subpoblacion seleccionada por los quimioterapicos. Se realizaron
estudios estadisticos para determinar la significatividad. Los resultados demostraron un gran porcentaje de CSCs
después de los regimenes de monoterapia con OXAy GMZ que sugieren que ambos tratamientos podrian favore-
cer la presencia de CSCs y la recidiva tumoral. Por el contrario, los regimenes FOLFOX 'y FOLFIRI se asociaron con
un porcentaje mas bajo de CSCs. Ademas, GMZ selecciond principalmente CSCs positivas para CD133, CD24, SOX2
y OCT4 mientras que los tratamientos con OXA favorecieron la expresion de CD44, un marcador relacionado con

la resistencia al tratamiento, y con CPT-11 la de SOX2. Los regimenes combinados como GMZ-ABRAX seleccionaron
CSCs positivas para CD133 y CD24 mientras que FOLFIRI disminuyo las CSCs positivas con ambos marcadores, lo que
puede ser relevante dada la relacion entre CD133 y el avance y mal prondstico del cancer de pancreas. Por tanto,
podemos concluir que el régimen terapéutico usado en cancer de pancreas modula la presencia y crecimiento de
CSCs con marcadores especificos que pueden estar relacionados en el prondstico y la evolucion de la enfermedad.
Estos resultados podrian ser claves para llevar a cabo una terapia personalizada en el tratamiento cancer de pan-
creas, asi como disminuir su recurrencia. Seran necesarios estudios in vivo para corroborar la evidencia extraida de
este estudio.
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ANALISIS MOLECULAR DE ARID2 EN LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA. BUSQUE-
DA DE UN MODELO CELULAR

Beatriz de la Puente Cobacho, Daniel Jesus Garcia, Juan Rodrigo Patino Mercau, Marta Cuadros Celo-
rrio, Pedro Medina Vico Garcia, Juan Rodrigo

RESUMEN: Mutaciones en genes codificantes del complejo remodelador de cromatina SWI/SNF se han identifica-
do en el 20% de todos los tumores. Este complejo controla el posicionamiento de los nucleosomas en la cromatina,
regulando asi la expresion génica. En concreto, se han descrito mutaciones en la subunidad ARID2 en diversos
tumores sdlidos, sin embargo, a pesar de conocerse su papel en la hematopoyesis, apenas se ha caracterizado su
papel en neoplasias hematolégicas. La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es la neoplasia mas frecuente en edad pe-
diatrica caracterizada por una gran heterogeneidad clinica y molecular. En una cohorte publica de LLA-B pediatrica
se identificaron mutaciones intronicas en ARID2, y los analisis de supervivencia mostraron una correlacion entre

la expresion baja de ARID2 y tiempos de supervivencia menores. El presente trabajo se realizé con el objetivo de
estudiar el papel de ARID2 en LLA-B. Para ello se analizaron los niveles de expresion génica y de proteina de ARID2
en un panel de 22 lineas celulares hematoldgicas. Para ello se llevd a cabo el cultivo de las lineas celulares, analisis de
ARN por gRT-PCR y de proteina por Western blot. Se realizé un analisis in silico de los datos de metilacion de ARID2
mediante las bases de datos DepMap Portal y Methbank. Ademas, para analizar el estado de metilacion de ARID2
se realizd un tratamiento con un farmaco demetilante (decitabina). Los niveles de expresion de ARNm y proteina
de ARID2 en las lineas celulares analizadas fueron heterogéneos. Por su baja expresion de ARID2 destacan las lineas
celulares Raji, Ramos, REH, NB4 y SD-1; y por su alta expresion Daudi, Jurkat, MHH-PREB-1, Namalwa, JY, Karpas 1106,
MOLT 4y RS4;11. Asimismo, se observo una baja cantidad de la proteina en JY, SD-1, Karpas 1106 y u937. Se selecciono
la linea SD-1, derivada de una LLA-B, por la baja expresion de ARID2, tanto a nivel de ARNm y de proteina. Se observo
experimentalmente mediante el tratamiento con decitabina que la expresion del ARNmM de ARID2 aumentaba, lo
que podria estar indicando un silenciamiento génico por hipermetilacion en las regiones reguladoras del gen. No
obstante, la cantidad de proteina parecia disminuir respecto a la expresion relativa de ARID2, pudiendo explicarse
por mecanismos postranscripcionales. De este trabajo se puede concluir que la expresion de ARID2 a nivel pro-
teicoy de ARNm, es heterogénea en el panel de lineas celulares de leucemia analizados. Siendo seleccionada SD-1
por expresar poco ARID2. Ademas, el tratamiento con decitabina en SD-1y el incremento de su expresion sugiere la
hipermetilacion de la region promotora como uno de los mecanismos de inactivacion de ARID2 en SD-1.
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NUEVOS MODELOS 3D DE CANCER DE PANCREAS: LA IMPORTANCIA DEL M-
CROAMBIENTE TUMORAL

Laura de Lara-Pena, Julia Lépez de Andrés, Carmen Grindn-Lison, Jesus Ruiz-Espigares, Maria Tris-
tan-Manzano, Pedro Justicia-Lirio, Francisco Martin, Gema Jiménez* and Juan Antonio Marchal*

RESUMEN: E| cancer de pancreas (PC) representa la séptima causa principal de muerte por cancer en el mundoy
su incidencia cada aflo va en aumento. La supervivencia en este tipo de tumores es inferior al 5% debido a la falta
de diagndstico precoz, la rapida progresion de la enfermedad, la alta tasa de metastasis y el fracaso del tratamiento.
En el desarrollo del PCy su farmacorresistencia juegan un papel fundamental las subpoblaciones de células madre
cancerigenas (CSC) y el microambiente tumoral (TME). Este TME es altamente complejo y supone mas de un 90%
de la masa tumoral, albergando diversos tipos celulares, como células estrelladas pancreaticas (PSC), células madre
mesenquimales (MSC), fibroblastos asociados al tumor (CAF), células endoteliales y células inmunitarias. Las nue-
vas técnicas de bioimpresion 3D han supuesto un gran avance, puesto que posibilitan la generacion de modelos tu-
morales complejos, dotados de una disposicion espacial especifica que permite reproducir con precision el entorno
tumoral. Por todo ello, es fundamental generar nuevos modelos tumorales 3D bioimpresos de PC que incluyan un
TME que se asemeje al del tejido nativo, ya que de él dependen en gran medida el desarrollo tumoral y de metasta-
sisy la respuesta a los tratamientos. Estos modelos 3D in vitro de PC nos permitirian comprender la resistencia a las
terapias y evaluar su eficiencia como modelos para cribado farmacoldgico y de tratamiento personalizado.
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ESTRONE, BUT NOT ESTRADIOL, POTENTIATES NF-KB-DRIVEN INFLAMMATION,
EMT AND STEMNESS IN ER+ EPITHELIAL CELLS

Diaz-Ruano AB (1), Martinez-Alarcon N (1), Garcia Martinez MA (2), Preda O (2), Ramirez-Tortosa C (2),
Cortijo-Gutiérrez M (3), Gonzdlez-Hernandez A (1,3), San Jose-Capilla V (1), Pujol-Cordoba M (1), Benab-

dellah K (3), Marchal JA (1,4,5), Picon-Ruiz M (1,4,5)

1. Biopathology and Medicine Regenerative Institute (IBIMER), University of Granada, Spain 2. Department of Patho-
logical Anatomy, University Hospital San Cecilio, Granada, Spain 3. Department of Genomic Medicine, GENYO, Cen-
tre for Genomics and Oncological Research, Pfizer-University of Granada (Andalusian Regional Government), Spain
4. Biopathology and Regenerative Medicine Institute (IBIMER), Centre for Biomedical Research (CIBM), University of
Granada, Granada, Spain; Biosanitary Research Institute of Granada (ibs.GRANADA), University Hospitals of Grana-
da-University of Granada, Granada, Spain; 5. Department of Human Anatomy and Embryology, Faculty of Medicine,
University of Granada, Granada, Spain; Excellence Research Unit “Modeling Nature” (MNat), University of Granada,
Granada, Spain.

RESUMEN: Obesity is a risk factor for the development of several cancer types. However, its association with estro-
gen receptor positive (ER+) cancer risk is clearly dependent on the menopausal status in women, being greater after
menopause. Itis known that NF-kB activation in the obese adipose tissue drives tumorigenesis; and that estradiol
(E2), the main serum estrogen before menopause, inhibits the NF-«kB pathway. However, little is known about the
role of estrone (ET), the principal estrogen after menopause and whose levels increase with obesity, in NF-xB regu-
lation and tumorigenesis. Here we tested the roles of E1 and E2 on inflammation and estrogen-dependent tumo-
rigenesis. We found that E1, contrary to E2, is pro-inflammatory, induces EMT and increases ES-TF expression in ER+
Hela cells. Moreover, changes on intratumoral expression levels of several members of the enzyme family HSD17B
that cause an increase in E1 levels are poor prognosis factor for ovarian cancer patients. This work demonstrates a
different role of E1 and E2 on inflammation and tumorigenesis. This newfangled study highlights the key role of
E1on ER+ cancer development and progression, and open a new research field. Our results have important clinical
implications, supporting the design of new hormone replacement therapies to reduce E1 levels and ER+ cancer inci-
dence after menopause, and demonstrate the prognostic and therapeutic value of oxidative HSD17B enzymes.
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ACTIVIDAD ANTITUMORAL DEL SELENITO SODICO SOLO Y EN COMBINACION CON
GEMCITABINA EN CANCER DE PANCREAS

Kevin Doello, Cristina Mesas, Francisco Quifonero, Gloria Perazzoli, Laura Cabeza, José Prados, Conso-
lacién Melguizo, Raul Ortiz

RESUMEN: E| selenito sodico, una oxo-sal inorganica usada como fuente de selenio para la sintesis de selenoprotei-
nas, se convierte, a dosis altas, en un agente tdxico selectivo para las células tumorales. Esta citotoxicidad es causada
por el propio selenito, un anidn extremadamente reactivo que causa deplecion del glutation y la tiorredoxina redu-
cidos, dejando a la célula desprovista de mecanismos de defensa frente al estrés oxidativo. Por otro lado, el cancer
de pancreas es el noveno mas frecuente y el cuarto mas letal. Una de las principales causas de su alta mortalidad es
la baja respuesta al tratamiento (quimioterapia) presentando una supervivencia del 20% al ano y del 7% a los cinco
afnos en estadio metastasico, lo que hace necesario el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. El objetivo de
este estudio es demostrar la capacidad antitumoral in vitro e in vivo del selenito sédico, asi como el caracter quimio-
sensibilizador del mismo cuando se emplea junto a la gemcitabina (GMZ), principal agente antitumoral usado para
tratar el cancer de pancreas. La metodologia utilizada para determinar el efecto citotéxico del selenito sédico, solo y
en combinacion con GMZ en el cancer de pancreas, se baso en el uso de las lineas celulares PANC-1y Pan02 deri-
vadas de adenocarcinoma pancreatico (estudios in vitro) que fueron expuestas a selenito y selenito +GMZ tanto en
cultivo en monocapa como tras la generacion de esferoides multicelulares (MTS). Los estudios in vivo se realizaron
mediante la generacion de tumores en ratones C57BL tras la inoculacion subcutanea de la linea Pan02. Ademas, es-
tudios de ciclo celular, potencial de membrana mitocondrial y PCR fueron realizados para dilucidar los mecanismos
moleculares por los que actua el selenito sédico. Finalmente, se valord en efecto del tratamiento en cancer stem
cells (CSCs) derivadas de las lineas tumorales. Los resultados obtenidos mostraron una inhibicion significativa de
la viabilidad de las células del cancer de pancreas con el uso del selenito de sodio solo (IC50 de 5.6y 4.6 en la linea
PANC-1y Pan02, respectivamente) y un efecto sinérgico cuando se asocia con GMZ. El efecto antitumoral del sele-
nito de sodio solo implico el factor inductor de apoptosis (AlF) y la expresion de fosfo-p38 en la terapia combinada.
Ademas, el selenito de sodio solo y en asociacion con GMZ disminuyo significativamente la capacidad de migracion
y la capacidad de formacion de colonias, redujo la viabilidad tumoral en esferoides tumorales multicelulares (MTS)

y disminuyd la formacion de esferas de CSCs. Asi, se observo una reduccion de hasta un 50% en las CSCs derivadas
de la linea PANC-1 tratadas con la combinacion de selenito + GMZ). Los estudios in vivo demostraron que la terapia
combinada inhibe el crecimiento tumoral (65%) en comparacion con el grupo no tratado y también en relacion con
el selenito de sodio o GMZ utilizados como monoterapia (hasta un 40%), aumentando la supervivencia de los rato-
nes. Estos resultados fueron respaldados por el anlisis de ratones albinos C57BL/6 portadores de un tumor genera-
do por Pan02, utilizando el sistema IVIS. En conclusion, el selenito de sodio es un potencial agente para la mejora
en el tratamiento del cancer de pancreas y podria considerarse para futuros ensayos clinicos en humanos.

Doello, K. Cancers (Basel) . 2021 Jun 25;13(13):3169. doi: 10.3390/cancers13133169
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DESARROLLO DE UN METODO DE ALTA RESOLUCION PARA LA IENTIFICACION DE
INHIBIORES PROTEINA-PROTEINA A PARTIR DE EXTRACTOS DE ORIGEN MICRO-
BIANO

Elisabeth Domingo, Francisco Castillo, J. Rubén Tormo, Carmen Ramos y Francisca Vicente

RESUMEN: Hasta ahora, la mayoria de los esfuerzos de cribado masivo de dianas inmunooncoldgicas han explorado
un espacio quimico limitado que comprende colecciones de anticuerpos y pequenas moléculas sintéticas, igno-
rando asi la inmensa diversidad estructural de los productos naturales. Este hueco es aun mas notable al aplicar
técnicas de cribado de alto rendimiento basadas en la busqueda de inhibidores proteina-proteina. De hecho, los
meétodos clasicos de interaccion proteina-proteina (PPI) sélo han conseguido realizar cribados de resolucion éptima
cuando se analizan compuestos puros y muestras homogéneas, relegando hasta ahora a los productos naturales
fuera de los cribados PPl debido a la alta tasa de falsos positivos y falsos negativos inducida por una matriz del ex-
tracto tan compleja como heterogénea espectroscopicamente. El trabajo presentado aqui se fundamenta en me-
jorar las tecnologias PPI para que sean compatibles con productos naturales de origen microbiano. Concretamente
hemos desarrollado una plataforma de cribado de fluorescencia homogénea en tiempo resuelto (HTRF), eficaz con-
tra extractos y fracciones de 1000 cepas, que cumple con los estandares de calidad mas exigentes del formato HTS.
Acoplamos a esta plataforma PPI las capacidades analiticas que nos proporciona la espectrometria de masas alta
resolucion (HRMS) demostrando que podemos detectar y validar de forma ortogonal el primer inhibidor en su clase
procedente de un extracto microbiano. Este prometedor resultado nos ha abierto las puertas a realizar un cribado
robusto y a gran escala de la coleccion completa de MEDINA, una de las librerias con mayor biodiversidad quimica
del mundo (190.000 cepas microbianas, 200.000 extractos y fracciones).
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EVALUACION DEL EFECTO DE LA MELATONINA EN EL METABOLISMO TUMORAL EN
CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE CABEZA Y CUELLO

Fabrega-Puentes A; Lopez-Rodriguez A; Florido J; Martinez-Ruiz L; Rodriguez-Santana C; Medina Mar-
tinez AJ; Oliver Ramirez A; Escames G

RESUMEN: E| cancer de cabeza y cuello afecta a la cavidad oral, labios, faringe y laringe. Presenta la séptima tasa de
incidencia a nivel mundial. Se caracteriza por ser muy metastasico y con mortalidad es muy elevada. En la actuali-
dad los tratamientos empleados estan basados en la quimioterapia, radioterapia y cirugia. Sin embargo, las recidivas
son muy frecuentes, por lo la investigacion de nuevos tratamientos es imprescindible. Las células tumorales preci-
san de una gran aporte energético para mantener un metabolismo muy alto. Una de las vias que emplean este tipo
de células para poder obtener la energia es una reprogramacion metabdlica mediante la inhibicion de OXPHQOS,
para la obtencion de ATP a través de la glucdlisis de forma mas rapida. Esta conversion metabdlica permite utilizar la
mitocondria como diana terapéutica para nuevos farmacos. La melatonina actla a este nivel inhibiendo la reprogra-
macion metabdlica y, en consecuencia, activando los procesos de muerte celular. El objetivo de este estudio es la
evaluacion del efecto de la melatonina en el metabolismo tumoral en carcinoma de células escamosas (HNSCC) de
cabezay cuello Se utilizaron células HNSCC Cal-27 tratadas con vehiculo (CNT) o con melatonina 500 uM (aMT500)
01000 uM (@MT1000). Se analizaron diferentes parametros mitocondriales. Mediante Western Blot se cuantificd la
expresion de las proteinas de los complejos mitocondriales de la cadena de transporte de electrones (ETC) y fosfo-
rilacion oxidativa (OXPHOS). Empleando técnicas espectrofotométricas, se midiod la cinética de la actividad de los
complejos mitocondriales. Con el oxigrafo Oroboros se midié el consumo de oxigeno utilizando diferentes subs-
tratos mitocondriales: Glutamato/Malato (G/M), o succinato. Ademas, se utilizé el oxigrafo SeaHorse, como técnica
complementaria a los resultados de respiracion obtenidos por el Oroboros. Se midieron los niveles de ATP mediante
ensayos de fluorimetria, ROS mediante mitosox y mitotracker. y apoptosis mediante el kit de anexina por citometria
de flujo Los resultados demuestran que, tras 24 horas de tratamiento con melatonina, se produce un aumento de
la expresion y la actividad de los complejos Cl, Cll'y CIV, mientras que no hubo cambios en el Clil y CV (ATP sintasa) a
melatonina 1000 uM. También aumenta el CIV a aMT500. Al cabo de 48 horas, con aMT 1000, la actividad de los com-
plejos Cl'y CIV no cambian, mientras que hay una disminucion de dicha actividad en el Cll y CV. Los parametros de
respiracion mitocondrial no presentan variacion con ningun tratamiento. Los niveles de ATP disminuyen al aumen-
tar la concentracion de aMT, mientras que los niveles de ROS y apoptosis aumentan. Por tanto, la melatonina, en
dosis altas, aumenta la actividad y la expresion de los complejos |, Il y IV, pero no se acompana de un cambio en la
produccion de ATP. Sin embargo, hay un aumento de ROS y, en consecuencia, de apoptosis.
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EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LA MELATONINA SOBRE LOS DIFERENTES COM-
PONENTES DE LA CADENA DE TRANSPORTE ELECTRONICO Y FOSFORILACION OXI-
DATIVA EN CELULAS HNSCC

Javier Florido; César Rodriguez-Santana; Laura Martinez-Ruiz; Alba Lépez-Rodriguez; Alejandro Fa-
brega-Puentes; Alberto Jesus Medina Martinez; Ana Guerra-Librero; Germaine Escames.

RESUMEN: E| carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC) es el sexto cancer mas comun en todo
el mundo, con mas de 500.000 casos nuevos cada ano. A pesar de los continuos avances en cirugia, radioterapia

y quimioterapia, la tasa de supervivencia a los 5 afos aln se mantiene por debajo del 50%. Por este motivo, sigue
siendo necesario investigar nuevas dianas terapéuticas, asi como nuevos tratamientos que mejoren los ya existen-
tes. En este sentido, la melatonina, debido a sus efectos oncostaticos ampliamente demostrados, se plantea como
una nueva estrategia para aumentar la eficacia de los tratamientos oncostaticos actuales. Sin embargo, aunque se
conoce que su organulo diana es la mitocondria, el mecanismo de accion por el cual la melatonina ejerce su efecto
oncostatico sigue sin conocerse. En este estudio, nuestro objetivo es investigar si el efecto oncostatico de la mela-
tonina esta mediado a nivel mitocondrial. Utilizamos las lineas celulares HNSCC (Cal-27 y SCC-9), que se trataron con
melatonina a 500 y 1000 uM durante 48 horas. Para analizar el efecto de la melatonina en la mitocondria, las célu-
las se trataron con diferentes inhibidores de los complejos de la cadena de transporte electronica (ETC) rotenona
(inhibidor del complejo I); malonato y TTFA (inhibidores del complejo Il); KCN (inhibidor del complejo V). También
se utilizaron desacoplantes como el FCCP. Se midieron los siguientes parametros: niveles de CoQ mediante UPLC,
potencial de membrana mitocondrial, masa mitocondrial, proliferacion celular, produccion de ROS y apoptosis. Los
resultados obtenidos indicaban que la melatonina podria estar actuando, en las células tumorales, aumentando el
transporte reverso de electrones (RET). En base a ello, desarrollamos una linea celular Cal-27 que expresa la oxidasa
alternativa (inhibidor del RET). Nuestros resultados demuestran que los efectos de la melatonina en las células tu-
morales se deben a un aumento en la produccion de ROS mitocondrial a traves del RET, lo que conduce a la apertu-
ra del poro de transicion mitocondrial y a la apoptosis en las células HNSCC. Este estudio revela nuevos mecanismos
moleculares para el tratamiento del cancer.
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EXTRACTOS FUNCIONALES DE SEMILLAS DE PLANTAS ECUATORIANAS: PROPIE-
DADES ANTIOXIDANTES Y ANTITUMORALES Y APLICACION EN EL TRATAMIENTO
CANCER DE COLON

Marco Fuel, Cristina Mesas, Rosario Martinez, Raul Ortiz, Francisco Quifionero, José Prados, Jesis M
Porres, Consolacion Melguizo

RESUMEN: E| cancer colorrectal constituye uno de los tumores mas comunes en todo el mundo, representando la
tercera causa de muerte por cancer en varones y la segunda en mujeres. Si bien las terapias actuales han permiti-
do mejorar la supervivencia, en estadios metastasicos se tiene un mal prondstico, por lo que se precisan de nuevas
estrategias terapéuticas. Por su parte las especies Moringa oleifera, Tropaeolum tuberosum y Annona cherimola han
sido empleadas tradicionalmente en Ecuador. Sin embargo, sus propiedades terapéuticas no se conocen completa-
mente. En este trabajo se llevaron a cabo extractos etandlicos de semillas de M. oleifera, A. Cherimola y tubérculos
de T. tuberosum. Para evaluar la actividad antioxidante se determiné el contenido total de polifenoles mediante la
metodologia Folin-Ciocalteu y se realizé el ensayo de ABTS. Ademas se empleo una modelo celular para evaluar la
capacidad antioxidante in vitro en la linea de adenocarcinoma de colon HT-29. Para los ensayos de actividad antipro-
liferativa se emplearon las lineas de cancer de colon T84, HCT-15, SW480 y CCD18 y un modelo de esferoides tumo-
rales multicelulares de HCT15, en donde se evaluo el efecto de los extractos solosy en combinacion con el agente
guimioterapéutico 5-Fu. Finalmente se evaluo su efecto quimiopreventivo al evaluar la induccion de las enzimas
detoxificantes glutation s-transferasa (GST) y quinona oxidorreductasa (QR) en un modelo in vitro en la linea HT-

29. Los extractos etandlicos presentaron propiedades antioxidantes destacando el extracto de A. cherimola por su
mayor contenido de polifenoles (27.7 ug de GAE/mg de extracto) y resultados en el ensayo in vitro. El efecto antipro-
liferativo se evidencid en todos los extractos de manera dependiente de la dosis destacandose el extracto etandlico
de A cherimola por mostrar el Cl mas bajo50 valores en células T84 (23.2 + 2.75 pug/ml), mientras que el extracto de M.
oleifera mostro el Cl méas bajo50 valores en celdas HCT-15 (24.6 + 2.16 ug/ml) y SW480 (19.8 + 2.68 pug/ml). En relacion
al efecto combinado con el 5-FU, se observé un efecto sinérgico en comparacion con la monoterapia (IC <1). Este
sinergismo fue mas evidente para todas las valoraciones del extracto etandlico de A. cherimola combinado con 5-FU
(IC <1). Ademas, el 5-FU (2 pM) combinado con extractos etandlicos de A. cherimola, M. oleifera y T. tuberosum a 2,5,
5y 10 pg/mL, respectivamente produjo el mayor efecto sinérgico, con una inhibiciéon cercana al 50% (IC <1). Final-
mente, con respecto a la actividad detoxificante los extractos fueron capaces de inducir la actividadad de las enzi-
mas GSTy QR en mayor magnitud en comparacion con el control positivo (sulforafano) destacandose el extracto de
M. oleifera GST (2,34 + 0,02) y QR (1,73 £ 0,02). En conclusidn, los extractos etandlicos de las semillas M. oleifera, A.
cherimolay tubérculos de T. tuberosum son excelentes candidatos para continuar con estudios de analisis de com-
puestos bioactivos y podrian convertirse en nuevas opciones terapéuticas, ya sea solos o en combinacion con otros
agentes quimioterapéuticos para la prevencion y tratamiento del cancer colorrectal.
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RELACION DE LETALIDAD SINTETICA ENTRE ARIDIA Y ARID1B COMO POSIBLE SIS-
TEMA DE REGULACION GENICA Y TRATAMIENTO EN CANCER

Galera Martinez, Cayetano Jesus; Rodriguez Lara, Maria Isabel; Medina Vico, Pedro Pablo

RESUMEN: Diversas mutaciones de genes relativos a subunidades del complejo remodelador de cromatina SWI/
SNF (SWitch/Sucrose Non-Fermentable) han sido asociadas con un gran nimero de canceres gracias a las nuevas
técnicas de secuenciacion masiva. Este complejo emplea la energia de hidrdlisis del ATP para modificar la estruc-
tura de la cromatinay participar en la regulacion de la expresion génica. En concreto, el gen que codifica para la
subunidad ARIDIA se encuentra mutado con una mayor frecuencia en tumores humanos como cancer de endo-
metrio, ovarico o pulmonar entre otros. Esta subunidad de interaccion con el ADN se asocia principalmente con un
papel supresor tumoral aunque este no esta del todo caracterizado y depende de la localizacion tisular. Asimismo,
se ha descrito una relacion de letalidad sintética ante la ausencia total de expresion de ARIDIA y su gen paralogo,
ARIDI1B. Este codifica para una subunidad mutuamente exclusiva con ARIDIA del complejo SWI/SNF. Por ello, se ha
propuesto a ARIDIB como posible diana terapéutica para el tratamiento de tumores con mutaciones deletéreas de
ARIDIA. No obstante, las rutas metabdlicas y proliferativas alteradas e implicadas en esta relacion de letalidad sinté-
tica han sido poco estudiadas. Asi, este estudio se enfoca en el papel de ARIDIA y ARIDIB en el proceso de letalidad
sintética y su relacion con distintos procesos metabdlicos. Para ello, se han validado por gRT-PCR una serie de genes
seleccionados a partir de un previo RNA-seq en fibroblastos embrionarios de ratdon (MEFs). Los datos obtenidos
muestran una posible implicacion letal del metabolismo de los acidos grasos y de agentes toxicos mediado por el
receptor a del proliferador activado de peroxisomas (PPARa) en Aridla/Aridlb DKO. Ademas, esta validacién junto
con los resultados obtenidos por Western Blot en MEFs muestran cierta tendencia a muerte celular por apoptosis
mientras que el nivel de la mayoria de marcadores de proliferacién celular permanece inalterado en Aridla/Aridlb
DKO. Por esto, destaca la necesidad de profundizar en el estudio de la relacion de letalidad sintética entre estas
subunidades no solo para la obtencion de un mayor entendimiento en cuanto al proceso de remodelacion de la
cromatina a cargo del complejo SWI/SNF; sino también, para el desarrollo de potenciales dianas terapéuticas para el
tratamiento del conjunto de canceres mutados para ARIDIA, teniendo en cuenta las diferencias entre cada uno de
ellos, siempre en un contexto de progresion hacia una medicina mas avanzada y personalizada.
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CARACTERIZACION Y VALIDACION DE UN MODELO ARIDIA/ARIDIB DOBLE KNOC-
KOUT PARA INVESTIGACION ONCOLOGICA

Goémez Silva, IM.; Rodriguez Lara, Ml.; y Medina, PP.

RESUMEN: Los complejos remodeladores de la cromatina son estructuras capaces de regular la expresion génica

a través de cambios en la conformacion de la cromatina. Entre ellos destaca el complejo SWI/SNF (SWich/Sucrose
Non Fermentable) con un papel en la regulaciéon en la diferenciacion, la adhesion y el ciclo celular, la reparacion de
ADN y la supresion tumoral. Mutaciones en sus subunidades se han relacionado con cancer y otras enfermedades,
entre las que destacan las subunidades de union al ADN ARIDIA y ARIDIB. ARID1A parece ser un importante supre-
sor tumoral, mientras que ARIDI1B es especialmente relevante en el desarrollo de neuropatias, en las que se incluye
el Sindrome de Coffin-Siris. Recientemente, se ha podido observar que ademas actia como oncogén en algunos
tipos de cancer. Se ha estudiado que la doble inactivacion de ARID1A y ARID1B impide la viabilidad celular, y que
existe dependencia de ARID1IB en tumores ARID1A-deficientes. Por lo tanto, ARID1B podria ser una diana terapéu-
tica en este tipo de tumores. Para ello, en primer lugar, debemos saber cuales son las consecuencias de la pérdida
de ambas subunidades de manera simultanea. En este trabajo hemos caracterizado y validado un modelo doble
knockout condicional para ARID1A y ARID1B en fibroblastos embrionarios de ratén (MEFs). Para ello, hemos medi-
do cambios en la viabilidad, proliferacion y migracion celular cuando ambos genes eran delecionados de manera
condicional mediante diferentes ensayos. La delecion condicional de ARID1A y ARID1B se obtenia mediante el uso
de una recombinasa Cre inducible por tamoxifeno. Los resultados muestran como la ausencia de ARIDIAy ARID1B
provoca un fuerte impedimento tanto en la viabilidad como en la proliferaciéon y migracion celular, por lo que, en
resumen, hemos visto que la eliminacién condicional de ARIDIA/B es letal a nivel celular. Asi pues, experimentos
futuros con el uso de este modelo nos ayudaran a estudiar con mas detalle el fenotipo y los efectos que supone la
inactivacion de estos genes en la funcion celular, asi como sus mecanismos subyacentes, lo cual podria tener aplica-
ciones en la investigacion oncoldgica basica y aplicada.
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TRIPSINOGENO Y QUIMOTRIPSINOGENO: POTENTES AGENTES ANTI-TUMORALES

Aitor Gonzdlez-Titos, Pablo Hernandez-Camarero, Maria Belén Toledo Cutillas, Shivan Barungi, Juan
Antonio Marchal, Julian Kenyon y Macarena Perdn

RESUMEN: E| tripsindgeno y el quimotripsindgeno son dos (projenzimas pancreaticas implicadas en la digestion de
los alimentos. Recientemente, nuevas pruebas han apoyado el potencial antitumoral de una mezcla de tripsinége-
noy quimotripsindgeno. En esta revision abarcamos los estudios que aportaron pruebas de los efectos de las (pro)
enzimas pancreaticas sobre las células tumorales tanto in vitro como in vivo y algunas aplicaciones clinicas exitosas
de las (pro)enzimas pancreaticas. Por ultimo, estudiamos las posibles dianas moleculares de las (pro)enzimas pan-
creaticas, como los receptores activados por proteasas (PAR). Esta novedosa terapia ha demostrado tener efectos
antitumorales eficaces. El tratamiento con estas (pro)enzimas sensibiliza a las Células Madre Cancerigenas (CSC), lo
gue puede permitir que la quimioterapia y la radioterapia sean mas eficaces, lo que podria afectar positivamente a
la recuperacion de los pacientes con cancer.
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTITUMORAL Y ANTIINFLAMATORIA DE COM-
PUESTOS ORGANOSULFURADOS DERIVADOS DE LA CEBOLLA (ALLIUM CEPA) EN
LINEAS TUMORALES DE COLON

Enrique Guillamdn, Nuria Mut-Salud, Alberto Barfos

RESUMEN: E| cancer colorrectal (CCR) es uno de los tipos de cancer mas comunmente diagnosticados en los paises
occidentales. Diferentes estudios han puesto de manifiesto que la inflamacioén esta presente de forma cronicay
anormal en este tipo de cancer, de modo que los pacientes con enfermedades inflamatorias tienen un mayor riesgo
de desarrollar esta patologia. Por otro lado, algunos factores como la obesidad, el consumo excesivo de grasas y/o
alimentos altamente procesados predisponen el desarrollo de esta enfermedad. El estudio de principios activos de
origen natural con actividad inmunomoduladora y antitumoral supone una novedosa linea de investigacion para el
desarrollo de farmacos o alimentos funcionales que permitan tratar o reducir el riesgo de padecer esta enfermedad.
El presente trabajo ha tenido como objetivo evaluar la actividad antitumoral y antiinflamatoria de dos compuestos
organosulfurados presentes en la cebolla, el propil propano tiosulfinato (PTS) y el propil propano tiosulfonato (PTSO).
Ambos compuestos han sido descritos por sus propiedades antibacterianas y commo moduladores del microbio-

ma intestinal [1][2]. La actividad inmunomoduladora se evalud en lineas de carcinoma de colon humano HT-29 y
T-84 mediante la determinacioén de citocinas proinflamatorias IL-1p e IL-8 y antiinflamatorias IL-4 e IL-10 en sobre-
nadantes de cultivo por la técnica ELISA. Los resultados demostraron una capacidad significativa de PTSO y PTS
para reducir los niveles de citocinas proinflamatorias e incrementar las antiinflamatorias. Por otro lado, la actividad
antiproliferativa fue evaluada en las mismas lineas celulares mediante el método de tincion con sulforrodamina

B. La induccion con PTS mostré mayor capacidad antitumoral con valores de Concentracion Inhibitoria 50 (CI50)
inferiores a 20 yM en ambas lineas. Ademas, tanto PTS como PTSO resultaron inocuos para células mononucleares
de sangre periférica (PBMCs), con valores de CI50 superiores a 200 uM, obteniéndose optimos indices terapéuticos
para ambos compuestos. A falta de posteriores estudios que profundicen en el mecanismo de accion y eficacia en
modelos de experimentacion animal, estos resultados evidencian el efecto antiinflamatorio y antitumoral de PTS y
PTSO in vitro. Dada su baja toxicidad, estos compuestos podrian formar parte de alimentos o complementos que
ayuden a prevenir o tratar el CCR.

[1] Sorlozano-Puerto A, Albertuz M, Lopez-Machado |, Gil-Martinez L, Ariza 3J, Maroto-Tello A, Banos A, Gutierrez J.
2021. Antibacterial and Antifungal Activity of Propyl-Propane-Thiosulfinate and Propyl-Propane-Thiosulfonate, Two
Organosulfur Compounds from Allium cepa: In Vitro Antimicrobial Effect via the Gas Phase. Pharmaceuticals (Ba-
sel). 2020 Dec 29;14(1):21. [2] Guillamdn, E.; Andreo-Martinez, P.; Mut-Salud, N.; Fonolla, J.; Bafos, A. Beneficial Effects
of Organosulfur Compounds from Allium cepa on Gut Health: A Systematic Review. Foods 2021, 10, 1680
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EFECTO INMUNOMODULADOR INMEDIATO DEL TRATAMIENTO CON INMUNOGLO-
BULINAS INTRAVENOSAS SOBRE LOS MONOCITOS DE PACIENTES CON MALIGNI-
DAD HEMATOLOGICA

C.Jiménez-Garcia, N. Subhi-Issa, K. Guevara-Hoyer, E. Anguita, J. Ochoa Grullén, C. Perez Lopez, C.
Benavente, A. Dominguez-Soto, B. Ifigo, E. BolaFfios, A.L. Corbi, S. Sdnchez-Ramadn

RESUMEN: La inmunodeficiencia secundaria (IDS) es una complicacion frecuente en pacientes que padecen ma-
lignidad hematoldgica B (MH), ya sea debido a la propia malignidad o a su tratamiento. La IDS se caracteriza princi-
palmente por un déficit de produccion de anticuerpos manifestada clinicamente como un aumento de infecciones
recurrentes y graves, afectando especialmente al tracto respiratorio. Para prevenir el defecto humoral se utiliza la
terapia de reemplazo con inmunoglobulinas (TRIg), que ademas de prevenir infecciones, tiene efectos inmunomo-
duladores en la patologia aun no bien definidos en pacientes con MH. En este trabajo se estudiaron 11 pacientes
con MH para valorar efecto in vivo de TRig sobre las subpoblaciones de monocitos en sangre periférica. Para ello se
ha evaluado el perfil mieloide en 11 pacientes con MH (4 pacientes con leucemia linfocitica crénica (LLC) y 7 pacien-
tes con linforma no Hodgkin (LNH)) en la primera dosis de TRIg antes de comenzar el tratamiento (pre-TRIg) y otra
post-TRIg. Las subpoblaciones de monocitos y células supresoras derivadas de la serie mieloide (CSDM) se caracte-
rizaron en base a la expresion de distintos marcadores de superficie mediante citometria de flujo multiparamétrica.
En nuestra cohorte de pacientes se observo tras la TRIg una reduccion significativa de las subpoblaciones de mo-
nocitos intermedios (CD14 + CD16 +) (11,37% a 6,18% p=0,009) y no clasicos (CD14 lo/- CD16 + ) (4,69% a 1,25% p<0,001),
con el consecuente aumento de los monocitos clasicos (CD14 + CD16 - ) (80,62% a 89,41% p<0,001) en comparacion
con los niveles basales pre-TRIg. Ademés, se ha observado un aumento significativo de CSDM (CD14 + HLA-DR lo/-)
(3110% a 48,30% p=0,035) tras post-TRIg. En conclusion, la TRIg disminuyd significativamente las poblaciones de
monocitos de perfil proinflamatorio y expandid subpoblaciones inmunosupresoras a corto plazo. Los resultados
preliminares sugieren que la TRIg favorece la migracion de los monocitos de sangre periférica y la egresion de pre-
cursores de la medula dsea como posible mecanismo compensatorio. La relevancia de estos resultados reside en la
capacidad del tratamiento para modular la migracion de los monocitos y la futura polarizacion de los macrofagos
en el contexto de la MH.
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ANALISIS DE LA EXPRESION DE PUNTOS DE CONTROL INMUNITARIOS EN LINEAS
CELULARES DE SARCOMA OSEO

Laura Lépez-Escanez, Laura Hidalgo-Garcia, Francisco Perea, Alba Rodriguez-Nogales, Maria Elena
Rodriguez-Cabezas, Julio Gdlvez y Per Anderson

RESUMEN: Los sarcomas 6seos son un grupo heterogéneo de neoplasias malignas con mal prondstico que repre-
sentan un 0,2% de los canceres diagnosticados y tienen una gran incidencia en menores de 20 anos. Su rareza,
heterogeneidad y resistencia a los tratamientos, que apenas han conseguido una mejoria significativa en la dltima
década, hacen necesario desarrollar terapias mas eficaces. Recientemente, los inhibidores de puntos de control
inmunitarios (ICls) frente a PD-1, PD-L1y CTLA-4 han supuesto un gran avance en el tratamiento de muchos can-
ceres, pero no en el sarcoma, donde su eficacia es baja. Teniendo en cuenta lo anterior, se realizé un estudio que
consistid en analizar dos factores que determinan la eficacia de la inmunoterapia con ICls: la expresion de HLA clase
| (HLA-1) y de nuevos ligandos de puntos de control inmunitarios (L-ICs) poco estudiados en sarcoma. Para ello, se
caracterizo la expresion basal y estimulada con IFN-y de HLA-I, PD-L1, CD112, CD155, B7-H3, HVEM, HLA-II, Gal-3, Gal-9
y FGL1 en 4 lineas celulares de sarcoma 6seo establecidas (osteosarcoma: G292, SAOS-2 y sarcoma de Ewing: RD-ES,
AG673), empleando citometria de flujo y ensayos in vitro. Los resultados muestran una expresion basal de HLA-I en
todas las lineas, excepto en G292, aunque se induce con IFN-y. Ademas, la expresion de PD-L1 fue baja, pero induci-
ble mediante IFN-y en SAOS-2 y A673. Todas las lineas celulares expresaron L-ICs y se encontré que IFN-y modulaba
la expresion de CDI155, HLA-II, Gal-9 y FGL1 en algunas de las lineas, aunque no en todas. En general, la expresion de
los nuevos L-ICs fue variable, pero la expresion de B7-H3, HLA-II, Gal-9 y FGLI1 parece ser diferente entre las lineas ce-
lulares de osteosarcoma y sarcoma de Ewing. También se analizo la capacidad de las células de sarcoma para influir
en la proliferacion de células T in vitro y se hallé que todas las lineas, a excepcion de SAOS-2, podian inhibirla. Estos
datos sugieren que la expresién de nuevos L-ICs pueden explicar en parte la baja respuesta a la terapia anti-PD-1/
PD-L1 en sarcomas, asi como que estos ligandos tienen una expresion heterogénea, por lo que es importante la im-
plementacion de una medicina personalizada.
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EFICACIA DE UN PROTOCOLO DE TERAPIA MANUAL EN LA CALIDAD DEL SUENO
EN SUPERVIVIENTES DE CANCER DE CABEZA Y CUELLO

Maria Dolores Lépez-Ferndndez, Maria Ferndndez-Gonzdlez, Paula Postigo-Martin, Angela Gonzd-
lez-Santos, Maria Lépez-Garzén, Miguel Angel Ferndndez-Gualda, Lucia Ortiz-Comino

RESUMEN: Cada ano mas de medio millon de personas son diagnosticadas de cancer de cabeza y cuello (CCC), un
grupo heterogéneo de canceres que incluye los localizados en la cavidad oral, orofaringe y laringe. Su tratamiento
consta de una combinaciéon entre cirugia, radioterapia y quimioterapia, y entre los sintomas mas prevalentes se en-
cuentra la alteracion del suefo antes, durante y después del tratamiento. Las alteraciones del suefo se han asocia-
do con el consumo de alcohol y tabaco, y pueden persistir durante aflos tras finalizar el tratamiento quimioterapico,
lo que convierte a la mala calidad del suefo en una condiciéon incapacitante, ya que conduce a una disminucion

de la calidad de vida y puede ser una posible causa de comorbilidad. Por lo tanto, se hace necesario un abordaje

de este sintoma a fin de evitar un deterioro de la calidad de vida en estos pacientes. El objetivo de este estudio

es conocer la eficacia de un tratamiento de terapia manual (TM) en la calidad del suefo de supervivientes de CCC.
Para ello se realizé un ensayo clinico controlado y aleatorizado en el que se reclutaron supervivientes de CCC que
cumplieron los criterios de elegibilidad establecidos y se asignaron de forma aleatoria a un grupo placebo (GC)y a
un grupo experimental (GE). Se evalud la calidad del suefio a través del Indice de Calidad del Suefo de Pittsburgh
(PSQI) prey post-intervencion. La intervencion consistio en 18 sesiones de TM durante 6 semanas. El PSQI valora la
calidad del sueno e informa sobre diferentes aspectos del mismo: calidad subjetiva, latencia, eficiencia, alteraciones,
uso de medicacion para dormir y disfuncion diurna, los cuales se puntudan del O al 3, donde O es ninguna disfun-
ciony 3 es problemas graves. La puntuacion total dara un maximo de 21 puntos, considerandose los sujetos como
“buenos dormidores” cuando es £ 5,y como “malos dormidores” cuando es * 5. Finalmente, con el software SPSS
v.27, se hizo un analisis descriptivo de las variables sociodemograficas y una t-student para determinar si hay una
mejora estadisticamente significativa de la calidad del suefio tras aplicar TM. La muestra total fue de 26 sujetos, el
GC (n=13) presentd una edad media de 58.02 +13.61 anos, con un 84.6% de hombres, mientras que en el GE (n=13) la
edad media fue de 59.54 + 11.03 anos, con un 61.5% de hombres. El tiempo desde el diagndstico fue de 23.08 + 13.96
meses en el GC respecto a los 28.77 +13.84 meses del GE. Tras la intervencion, el GE mostrd una mejora de la calidad
del sueno total significativamente estadistica en comparacion con el GC (GE pre: 8.00 + 3.24 vs GE post: 6.08 + 3.4,
GC pre: 823 £ 295 vs GC post: 8.31 £ 2.96, p = 0.030). De todos los componentes del PSQI, la TM solo mostré un efecto
estadisticamente significativo sobre la disfuncion diurna, que mejord en el GE respecto al GC (GE pre: 1.00 + 0.91 vs
GE post: 0.46 = 0.66; GC pre: 0.77 £ 0.72 vs GC post: 0.92 + 0.95, p = 0.024). En conclusion, la TM mejora la calidad del
suenoy el componente de disfuncion diurna en supervivientes de CCC, mientras que éstas empeoraron en el grupo
gue no recibid la intervencion.
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EFECTO EN LAS CELULAS MADRE CANCEROSAS DE FARMACOS REPOSICIONADOS
BASADOS EN LA INHIBICION DE NDRG1 PARA EL TRATAMIENTO DE CANCER DE
MAMA TRIPLE NEGATIVO

Araceli Lépez-Tejada, Ana Sdnchez Jiménez, José Lucas Blaya-Cdnovas, Carmen GriAan-Lison, Jesus
Calahorra, Alba Navarro-Ocdn, Francisca E. Cara-Lupiafiez, Juan Antonio Marchal, Sergio Grana-

dos-Principal

RESUMEN: E| agresivo cancer de mama triple negativo (TNBC, del inglés Triple Negative Breast Cancer) se carac-
teriza por altas tasas de recidivas y baja supervivencia, y actualmente no existen terapias dirigidas. En estudios
anteriores, hemos demostrado que el supresor tumoral NDRGT exhibe propiedades pro-oncogénicas en células de
TNBC dirigidas por la sefalizacion de TFGB. Con el objetivo de proponer nuevos avances terapéuticos y reducir los
costesy el tiempo para el desarrollo de nuevos farmacos, se realizé el reposicionamiento de farmacos utilizando la
herramienta Connectivity Map con los datos de secuenciacion de ARN tras la inhibicion de NDRG1 en células MDA-
MB-231 que habian sido estimuladas con TFGB. En este estudio, seleccionamos tres farmacos, a saber, efavirenz

(E), ouabaina (O) y vinburnina (V), para analizar su actividad (tanto en monoterapia como sus combinaciones) en

la proliferacion celular mediante la determinacién de los valores de IC50 con el ensayo de WST. Ademas, se evalud
su efecto sobre las células madre cancerosas (CSC, del inglés Cancer Stem Cell) mediante el ensayo de eficiencia

de formacion de mamosferas (MSFE, mammosphere-forming efficiency) para determinar la autorrenovacion, asi
como el numero de células ALDH1+ por citometria de flujo, en dos lineas celulares de TNBC: MDA-MB-231y BT549.
Nuestros resultados demostraron que la IC50 para cada farmaco era 15uM (E), 54nM (O) y TuM (V), en células MDA-
MB-231,y 1,6uM (E), 23nM (O) y 5,6uM (V), en células BT549. Asimismo, todos los regimenes de tratamiento redujeron
la poblacion ALDH1+ en MDA-MB-231. Resultados similares se encontraron en BT549, aunque V produjo un aumento
en las células ALDH1+. Notablemente, E+O fue la combinacién mas efectiva en ambas lineas celulares. La autorreno-
vacion, dada por la MSFE secundaria, fue disminuida por todos los tratamientos en MDA-MB-231. En la linea celular
BT549, solo las combinaciones redujeron significativamente la autorrenovacion. Destacamos que E+O y O+V pare-
cen ser las mejores combinaciones. En conclusion, el presente estudio demuestra que E, O, By sus combinaciones
redujeron la proliferacion de células TNBC y sugiere su posible objetivo frente a las CSC.
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DESCUBRIMIENTO DE FARMACOS A PARTIR DE EXTRACTOS MICROBIANOS DE
PRODUCTOS NATURALES: MINIATURIZACION Y AUTOMATIZACION

Thomas A. Mackenzie, José Rubén Tormo, Isabel Sanchez, Francisco Castillo, Fernando Reyes, Olga
Genilloud, Carmen Ramos

Fundacion MEDINA, Centro de Excelencia en Investigacion de Medicamentos Innovadores en Andalucia, Avda del
Conocimiento,34. 18016 Granada, Spain.

RESUMEN: Los extractos microbianos de Productos Naturales (NPs) representan un enorme recurso para la genera-
cion de nueva diversidad quimica con aplicaciones potenciales como agentes terapéuticos. Fundacion MEDINA po-
see una de las librerias de NPs microbianos mas grandes y diversas del mundo con mas de 190.000 cepas y 200.000
extractos, que se ha empleado en varias campanas de screening buscando moléculas con actividad anti-infectiva,
antitumoral y antiparasitaria. Hasta hace poco, la tecnologia de transferencia de muestras mediante “acoustic dro-
plet ejection” (ADE) del equipo Echo® 550 de Labcyte™ (ahora Beckman) se habia demostrado efectiva reduciendo
volumenes de reactivos y costes al aplicarla sobre colecciones de compuestos purosy homogéneos. El primer gran
reto que surgio fue el disefo de protocolos de dispensacion para los extractos microbianos tanto de origen bacte-
riano como fungico, sobre lo que se estuvo trabajando junto con el equipo de Labcyte™. Los extractos microbianos
estan preparados al 20% DMSO y tienen diferentes caracteristicas de viscosidad por su propia naturaleza, lo que
dificulta su dispensacion. Una vez optimizados estos protocolos, fueron testados internamente con diversos ensayos
enzimaticos y fenotipicos, tanto en bacterias como en lineas celulares cancerigenas. Con esta herramienta correc-
tamente funcionando, decidimos usar el Echo® 550 para realizar un cribado de alto rendimiento (High-Throughput
Screening, HTS) con el objetivo de validar estos nuevos protocolos utilizando dos diferentes dianas: i) testando la
citotoxicidad/especificidad de un conjunto de 6.880 extractos fungicos de la libreria de NPs de Fundacion MEDINA y
ii) buscando promotores de la translocacion nuclear de FOXO3a; ambas dianas englobadas en la busqueda de anti-
tumorales. El primer cribado se basd en un ensayo fenotipico de citotoxicidad, utilizando el test de MTT para cuan-
tificar la muerte celular de 5 lineas cancerigenas humanas: MCF7 (ATCC HTB-22™, cancer de mama), A2058 (ATCC
CRL-11147™, melanoma), HepG2 (ATCC HB-8065™, hepatoma), MIA PaCa-2 (ATCC CRL-1420™, cancer pancreatico)
and A549 (ATCC CCL-185™, cancer pulmonar); utilizando placas de 384 pocillos y realizando tratamientos directos
mediante el Echo®, con lo que se pudo dispensar volumenes de nanolitros de los extractos microbianos. Se obtuvie-
ron parametros de calidad de cribado, como son el Z-factor y la ventana de ensayo, muy buenos para todas las lineas
celulares ensayadas, validando asi la robustez de la metodologia empleada. Los resultados obtenidos revelan 416
extractos altamente citotoxicos (6%) contra todas las lineas y 180 extractos selectivos (2.6 %), que solo presentaban
actividad frente a una o dos lineas, usando un corte de la actividad mayor al 70%. Posteriormente, ambos extractos
seleccionados se incluyeron en un cherry-picking automatizado con el Echo® 550 para confirmar la actividad, ob-
teniendo resultados prometedores. Los proximos pasos para seguir incluirian confirmar los extractos seleccionados
en curvas de dosis-respuesta en las 5 lineas celulares mencionadas anteriormente para elegir las mas potentes e
iniciar un fraccionamiento bio-guiado acoplado a LC-MS para identificar las moléculas causantes de la actividad. Las
moléculas altamente citotdxicas podrian usarse para desarrollar conjugados anticuerpo-farmaco (ADCs), farmacos
bio-farmacéuticos disefados como terapia dirigida para el tratamiento de diversos canceresy, las moléculas con ac-
tividad selectiva podrian ser buenos candidatos a farmacos antitumorales especificos. Por otro lado, se ha podido
miniaturizar y automatizar con éxito un ensayo de High-Content Screening (HCS) que estudia por bio-imagenes la
translocacion nuclear de FOXO3a, expresado en la linea celular U20S (ATCC HTB-96™, osteosarcoma) y cuyo cribado
esta en proceso con resultados preliminares muy interesantes.
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ESTUDIO Y VALIDACION EXPERIMENTAL DE ALTERACIONES EN ARNS NO CODIFI-
CANTES EN CANCER

Pablo Martin Lépez, Alvaro Andrades Delgado, Alberto Manuel Arenas Molina, Marta Eugenia Cua-
dros Celorrio, Pedro Pablo Medina Vico.

RESUMEN: E| cancer es |a principal causa de mortalidad en la mayoria de los paises desarrollados y se estima que su
incidencia va a seguir incrementandose en las proximas décadas. Dentro de los distintos tipos de cancer existentes,
el cancer de pulmon fue el tumor con mayor mortalidad y uno de los que presento una mayor incidencia en el ano
2020, siendo el adenocarcinoma pulmonar (LUAD) uno de los subtipos mas frecuentes. Entre los distintos compo-
nentes moleculares que podrian participar en el desarrollo tumoral, encontramos a los ARNs largos no codificantes
(ARNINc). Los ARNInc son moléculas de ARN que no son traducidas a proteinas y que ademas presentan una lon-
gitud superior a los 200 nucledétidos. Estas moléculas son de gran importancia en la regulacion génica a través de
distintos mecanismos que dependeran de su localizacion celular o de su capacidad para interaccionar con otras bio-
moléculas. De esta forma, alteraciones en estas moléculas podrian repercutir de forma negativa en ciertos aspectos
de la expresion génica y desencadenar procesos patoldégicos como el cancer. En este contexto, de forma previa a
este trabajo el grupo de investigacion de Regulacion de la Expresion Génica y Cancer del centro GENYO llevo a cabo
un ADNseq en el que se analizaron muestras de pacientes con LUAD, tanto de tejido tumoral como de tejido normal
adyacente (n=70), y lineas celulares del mismo tipo de cancer (n=37). Como resultado se identificaron un total de 82
genes de ARNINnc que presentaban posibles mutaciones en LUAD, entre ellos TUSC7. Para este trabajo se validaron
las principales mutaciones halladas en el ARNInc TUSC7. Asimismo, con el objetivo de estudiar en un futuro estas
mutaciones se obtuvieron y optimizaron modelos celulares. De las 3 mutaciones validadas, 1 demostro ser una
variante germinal (presente en el exdn 1) y las 2 restantes mostraron ser mutaciones somaticas (presentes en el exon
4). En relacion con los modelos celulares, la linea A549 demostrd no ser un modelo adecuado para los experimentos
de sobreexpresion, aunque en lo que respecta a los experimentos de inhibicion, no se pudo llegar a ninguna conclu-
sion sobre este modelo. Finalmente, la linea H460, portadora de una delecion del gen TUSC7, probd ser un modelo
de utilidad para los experimentos de sobreexpresion.
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ESTUDIO DE DIFERENTES FORMULACIONES DE MELATONINA PARA AUMENTAR LA
BIODISPONIBILIDAD DE LA MELATONINA EN EL TUMOR IN VIVO

Martinez-Ruiz, Laura; Florido, Javier; Rodriguez-Santana, César: Lopez-Rodriguez, Alba; Fabre-
ga-Puentes, Alejandro; Oliver-Ramirez, Andrés; Sanchez-Porras, David; Carriel Victor S., Escames,

Germaine.

RESUMEN: E| carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC) presenta un mal prondstico y una baja
tasa de supervivencia. Esto se debe a la resistencia que desarrollan los pacientes a los tratamientos ya existentes y al
escaso avance en el desarrollo de nuevas terapias. Ademas, la mayoria de los pacientes con HNSCC acaban desa-
rrollando metastasis. Por tanto, sigue siendo necesaria la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas que mejo-
ren los tratamientos ya existentes. En este sentido, la melatonina ha demostrado aumentar la eficacia de algunos
tratamientos cuando se administra en combinacion con ellos. Asi, el objetivo de este estudio es evaluar el efecto

de diferentes formulaciones de melatonina in vivo en ratones con xenoinjertos de células Cal-27 y SCC-9, una linea
celular de HNSCC. Para llevar a cabo este objetivo, se utilizaron ratones nude a los que se le realizaron xenoinjertos
de células Cal-27 y SCC-9. Una vez que los ratones desarrollaron los tumores, se trataron con soluciéon vehiculo, una
solucion de melatonina al 3%, cisplatino a 4 mg/kg dia o la combinacién de cisplatino mas melatonina durante 49
dias. Para analizar el efecto oncostatico de la melatonina, se midié el volumen tumoral durante el tratamientoy, al
final del mismo, antes de sacrificar a los ratones, se realizé resonancia magnética nuclear de los ratones. Ademas,
tras sacrificar los ratones, se llevé a cabo un analisis histolégico de los mismos (hematoxilina-eosina, picrosirius,

azul alcian, filagrina, TUNEL y Ki-67) y se estudiaron los niveles de estrés oxidativo (niveles de lipoperoxidacion y de
proteinas carboxiladas) y de apoptosis (ratio Bax/Bcl-2) en los tumores tras el tratamiento. Los resultados muestran
que los ratones tratados con melatonina al 3% administrada por via intratumoral presentan un menor crecimiento
tumoral con respecto a los ratones control. Ademas, esta disminucion del volumen tumoral es mayor en los ratones
tratados con la combinacion de cisplatino mas melatonina. Esto se debe a que altas concentraciones de melatonina
disminuyen la proliferacion y aumentan la apoptosis de las células tumorales como consecuencia de un incremento
de los niveles de estrés oxidativo. Sin embargo, cuando la melatonina se administra por via intraperitoneal, la mela-
tonina no tiene ningun efecto sobre el tumor. Estos resultados estan descritos en la solicitud de patente P201730598
presentada por la Universidad de Granada (30/03/2017). Por tanto y como conclusién, este estudio demuestra que
altas concentraciones de melatonina aumentan la produccion de ROS, lo que reduce el crecimiento tumoral en
ratones con xenoinjertos de células Cal-27, siempre que se alcancen altas concentraciones de melatonina dentro del
tumor.
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EXTRACTOS DE SEMILLAS DE EUPHORBIA LATHYRIS: ACTIVIDAD EN CANCER CO-
LORRECTAL

Cristina Mesas, Rosario Martinez, Raul Ortiz, Milagros Galisteo, Maria Lépez-Jurado, Laura Cabeza,
Gloria Perazzoli, Consolacion Melguizo, Jesus Maria Porres, Jose Carlos Prados

RESUMEN: E| cancer colorrectal (CCR) es considerado un problema de salud publica a nivel mundial, siendo el
tercer cancer mas prevalente. A pesar de los grandes avances en su deteccion precoz y en el desarrollo de nuevos
tratamientos, su mortalidad es muy elevada siendo necesarios nuevos agentes antitumorales mas eficaces o que
potencien el efecto de los actualmente utilizados. Los extractos vegetales estan mostrando una gran aplicacion en
salud, incluyendo el tratamiento del cancer, debido al su alto contenido en compuestos bioactivos. En concreto, el
género Euphorbia, uno de los géneros mas grandes de plantas con flores, ha despertado gran interés desde la an-
tigledad debido a la presencia de moléculas con diferentes actividades con actividad antitumoral. El objetivo del
estudio ha sido dilucidar el poder antitumoral de extractos funcionales obtenidos a partir de semillas desengrasadas
y sin desengrasar de Euphorbia lathyris en lineas celulares de CCR, asi como conocer los mecanismos de accidon
especificos por los que los extractos funcionales inducen muerte celular. La metodologia utilizada para carac-
terizar los extractos funcionales y su actividad incluyo el analisis cromatografico, la determinacion de la actividad
antioxidante y la valoracion de la actividad antitumoral mediante estudios de proliferacion in vitro sobre las lineas
T84, HCT-15y CCD-18. Para determinar los mecanismos de accion moleculares se analizé el ciclo celular mediante la
técnica de tincion con yoduro de propidio, la apoptosis mediante Western Blott y el fendmeno de autofagia me-
diante el ensayo de lysotracker. Ademas, se realizaron estudios de RT-gPCR para determinar marcadores especificos
de células madre tumorales (CSCs), estudios de migracion celular para determinar su actividad sobre la invasividad
celular, asi como ensayo de angiogénesis e inmunofluorescencia para a-tubulina. Los resultados obtenidos pusie-
ron de manifiesto la gran capacidad antitumoral del extracto etandlico obtenido de semillas, (desengrasadasy sin
desengrasar) de Euphorbia lathyris en las lineas celulares de CCR, destacando su efecto sobre las lineas T84y HCT15
(quimiorresistente) en las se produjo una inhibicién de la proliferacién (IC50) de 16.3 + 2.54 y 72.9 + 1.27 ug/mL respec-
tivamente. Los estudios de western blot demostraron la activacion de la via intrinseca de la apoptosis con un claro
incremento en la expresion de la caspasa 9 (4.6 fold) y la caspasa 3 (1.4 fold). No obstante, el mecanismo predomi-
nante fue la activacion de la autofagia celular. Ademas, el extracto etandlico redujo significativamente la migracion
celular, destacando la reduccion en la linea T84 de un 18.68% a las 72h y moduld la angiogénesis tumoral in vitro con
una reduccion en la formacion de vasos sanguineos por parte de las células HUVEC de hasta un 100%. Finalmente,
el extracto produjo significativa reduccion de la expresion de los marcadores de células madre CD44, CD24, SOX2,
OCT4y NANOG que sugiere su actividad frente a este tipo celular. En conclusion, los extractos funcionales obteni-
dos a partir de semilla de Euphorbia lathyris poseen una potente actividad antitumoral frente a CCR y actua sobre
factores implicados en su evolucion como son la migracion, la angiogénesis y la presencia de células madre, por lo
gue son de gran interés para futuros ensayos in vivo.

Mesas, C., Martinez, R, Ortiz, R., Galisteo, M., Lopez-Jurado, M., Cabeza, L., Perazzoli, G., Melguizo, C., Porres, J. M.,

&amp; Prados, J. (2021). Antitumor Effect of the Ethanolic Extract from Seeds of Euphorbia lathyris in Colorectal Can-
cer. Nutrients, 13(2), 566. https://doi.org/10.3390/nu13020566
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EL PAPEL DE LA DIETA, EL ALCOHOL, LA OBESIDAD Y LA ACTIVIDAD FiSICA EN LA
MORTALIDAD POR CANCER: EVIDENCIAS APORTADAS POR EL ESTUDIO PROSPEC-
TIVO EUROPEO SOBRE NUTRICION Y CANCER

Molina-Montes E, Ubago-Guisado E, Petrova D, Rodriguez-Barranco M, Soria-Florido MT, Sdnchez MJ

RESUMEN: Las tasas de supervivencia de las personas con cancer han mejorado sustancialmente en las dltimas
décadas gracias a los programas de cribado, las mejoras en el diagndstico y a la implantacion de tratamientos

mas precoces. Como resultado, el nimero de personas que viven habiendo sido diagnosticadas de un cancer esta
aumentando. Sin embargo, estas personas tienen un mayor riesgo de desarrollar recidivas, segundos canceres y de
morir por cancer. La evidencia sobre el impacto de la dieta, el alcohol, el indice de masa corporal (IMC) y la actividad
fisica en la mortalidad por cancery en la ocurrencia de recidivas y segundos canceres sigue siendo escasa. En este
estudio se ha revisado la contribucion del Estudio Prospectivo Europeo sobre Nutricion y Cancer (EPIC) al estado
actual de la evidencia sobre el papel de estos factores en la mortalidad por cancer. El estudio EPIC es uno de los
estudios de cohortes mas grandes del mundo; cuenta con mas de 500.000 participantes de 10 paises europeos, re-
clutados entre los anos 1992-1996. El objetivo de este estudio es investigar la relacion entre la dieta, los estilos de vida
y los factores ambientales con el riesgo de desarrollar cancer y otras enfermedades crdnicas. La informacion que se
recoge en el seguimiento de la cohorte sobre ocurrencia de cancer y mortalidad ha permitido llevar a cabo estu-
dios de asociacion entre estos factores con la mortalidad por cancer. Se han identificado 45 estudios utilizando una
metodologia de revision sistematica rapida. Entre los factores dietéticos asociados con una reduccion de la morta-
lidad por cancer destacan la ingesta de vegetales crudos, la ingesta de fibra dietética, la dieta mediterranea, otros
indices de calidad de dieta, patrones de dieta como el de los vegetarianos/veganos o pesco-vegetarianos, la ingesta
dietética (o niveles de biomarcadores) de algunas vitaminas (por ejemplo, vitamina D, vitamina K2 o vitamina C), y
la ingesta de lignanos. La actividad fisica y el seguimiento de las recomendaciones de estilo de vida saludable para
la prevencién del cancer del Fondo Mundial de Investigacion contra el Cancer (WCRF/AICR) también se han asocia-
do con una disminucion del riesgo de mortalidad por cancer. Por el contrario, los factores dietéticos asociados con
un mayor riesgo de mortalidad por cancer fueron una calidad de la dieta pobre, el consumo de alcohol y refrescos,
junto con el de los zumos y, en menor medida, la ingesta de algunos acidos grasos. El exceso de peso y la obesidad
también se asociaron con un aumento del riesgo de mortalidad por cancer. El estudio EPIC dispone de informa-
cion exhaustiva sobre factores de dieta y de los estilos de vida, y ofrece una oportunidad Unica para identificar los
factores relacionados con la dieta y los estilos de vida para la disminucion de la mortalidad por cancer.
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ESTUDIO DEL ESTRES OXIDATIVO E INFLAMACION EN PACIENTES CON SINDROME
MIELODISPLASICO

Paola Montes, Ana Guerra-Librero, Paloma Garcia, Elena Cornejo, M? del SeAor Lépez, Tomds de Haro,
Laura Martinez-Ruiz, Germaine Escames, Dario Acuna-Castroviejo

RESUMEN: Los Sindromes Mielodisplasicos (SMD) constituyen un grupo hetereogéneo de desérdenes hematolo-
gicos clonales que afectan a la célula madre hematopoyética, caracterizados por citopenias, displasia y tendencia
variable de progresion a leucemia mieloide aguda. Numerosos estudios han identificado una heterogeneidad de
factores implicados en la compleja fisiopatologia de la enfermedad. En esta linea, se ha observado que el estrés
oxidativo e inflamacion juegan un papel importante en el desarrollo de una amplia variedad de neoplasias hema-
toldgicas, incluyendo el SMD (2,3). Por ello, nosotros quisimos investigar si alteraciones en el sistema enddgeno de
defensa antioxidante y/o la presencia de un microambiente pro-inflamatorio pudiesen estar relacionados con la
patogénesis de la enfermedad. Asi mismo, se evalud el posible impacto del tratamiento con agentes hipometilantes,
como 5-Azacitidina (5-AZA) en el estado redox celular e inflamatorio. El estudio se llevo a cabo en 20 pacientes con-
trol y 24 pacientes diagnosticados de SMD primario, a través de la evaluacion de diversas moléculas antioxidantes;
marcadores de estrés oxidativo extracelular, y las principales enzimas implicadas en la respuesta celular antioxidan-
te. Asi mismo, se determinaron los niveles plasmaticos de diversas citoquinas pro-inflamatorias. Nuestros datos reve-
lan cambios que afectan al sistema de defensa antioxidante, con una disminucion en el estado redox en pacientes
con SMD, que se reflejan en una disminucién de la ratio GSSG/GSH y en los niveles de LPO; junto con un aumento
en la actividad de la catalasa. Simultaneamente, se destaca la presencia de un microambiente pro-inflamatorio, con
un aumento en la concentracion de citoquinas IL-2, IL-6 y TNF-a. Finalmente, el tratamiento con 5-AZA reveld un
aumento en los niveles de estrés oxidativo, sin afectar a los niveles de inflamacion, con un perfil de citoquinas similar
al grupo de pacientes no tratados. Como conclusion, destacamos que, la alteracion del estado redox y la presencia
de un entorno pro-inflamatorio constituyen dos factores implicados en la patogénesis de la enfermedad.
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EFECTO CITOTOXICO DEL ACIDO ASCORBICO EN LINEAS DE PANCREAS: IMPLICA-
CION DE PARP1 EN US CAPACIDAD DE GENERACION DE ESTRES OXIDATIVO

Alba Ortigosa Palomo, Francisco Quifionero, Jose Manuel Delgado, Belén Parra-Torrején, Mari Ange-
les Chico, Kevin Doello, Octavio Caba, Raul Ortiz

RESUMEN: E| cancer de pancreas tiene una elevada mortalidad, estimandose que sera la segunda causa de muerte
por cancer para 2030. El diagndstico en estadios avanzados, la metastasis hepatica frecuente, las recaidas tempra-
nas tras la cirugia y las terapias dirigidas poco eficaces contribuyen al mal prondstico de la enfermedad. Las terapias
actuales, basadas en la recesion tumoral cuando la enfermedad estd localizada, o el uso de diferentes moléculas
como Doxorrubicina, 5-fluorouracilo, Irinotecan, Abraxane o Gemcitabina no consiguen una mejora en la supervi-
vencia y los tumores desarrollan resistencia a estas. Las células madre tumorales (CSCs) son las principales causan-
tes de esta resistencia y del desarrollo de metastasis. Esto muestra la necesidad de desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas. El acido ascorbico (ASC) es un nutriente esencial para el ser humano y tiene funciones bioquimicas
importantes y su actividad anticancerigena ha sido estudiada en multiples tipos de cancer, siendo los mas investi-
gados la leucemia, cancer de colon, melanoma, cancer de pancreas y prostata. A altas concentraciones, el ASC actuda
como un agente pro-oxidante debido a que induce un flujo de H202 y provoca dafo en el ADN, lo que genera la hi-
peractivacion de la proteina de reparacion del ADN poli (ADP-ribosa) polymerasa-1 (PARP-1). Esto tiene como efecto
en la célula un gran consumo energético provocando su muerte. PARP es inhibida por Olaparib, farmaco aprobado
para el tratamiento de cancer de mama, ovario, prostata, y mas recientemente, de pancreas. En este trabajo se ana-
liza (1) el efecto en lineas de cancer de pancreas (PANCO1, PANCO2, PANCO2L y MiaPaCa2) de la inhibicion de PARPI
en la generacion de dano mediante estrés oxidativo, comprobando la citotoxicidad con Sulforrodamina B; (2) la
citotoxicidad del ASC a altas concentraciones junto con su posible mecanismo de accion mediante estudio por cito-
metria de la despolarizacion de la membrana mitoncondrial y muerte por apoptosis (DilC-IP-A); y (3) las diferencias
de expresion en marcadores de CSCs, transicion epitelio-mesénquima y genes de reparacion del ADN en células
tratadas con ASC, Olaparib, o la combinacion de ambos mediante RT-gPCR. Los resultados preliminares muestran
una mayor resistencia de las lineas cuando se inhibe PARPT1 al ser tratadas con perdxido de hidréogeno, un genera-
dor de estrés oxidativo, hipotetizando que esta inhibicion de PARP1 impide un desbalance energético en la célula
mediante la hiperactivacion de esta enzima en su intento de reparar los dafos generados. Por otro lado, el ASC a
altas concentraciones es toxico en todas las lineas celulares estudiadas, induciendo en la linea PANCOT1 despolariza-
cion de membrana mitocondrial a una concentracion de 90 pM. Mientras, el Olaparib produce muerte por apoptosis
y la combinacion de ambos desencadena un efecto conjunto. Finalmente, en PANCO1 el marcador de stem CD133
sufre una disminucion de la expresion con el tratamiento de ASC, pero un aumento con Olaparib y el tratamiento
combinado, mientras que el marcador DNMT1 disminuye la expresion con el tratamiento de Olaparib y el tratamien-
to combinado. Ademas, dos genes implicados en rutas de reparacion de DNA como PARPTy BRCAI disminuyen su
expresion tanto con el ASC como con el Olaparib. Se concluye que (1) la inhibicion de PARP1 provoca resistencia al
tratamiento con ASC; (2) el tratamiento con ASC es citotdxico e induce despolarizacion de membrana, mientras que
el Olaparib produce muerte por apoptosis; y (3) se produce una disminucion de expresion del marcador de stem
CD133 con el tratamiento de ASC y los genes de reparacion de dano del ADN, PARP1y BRCAI, disminuyen su expre-
sion con los diferentes tratamientos empleados.

I CONGRESO INVESTIGACION PTS GRANADA Sesiones | 200



Pdster

Dial

9 febrero 2022

Oncologia Volver menu SESIONES ()

REMODELACION DE LA CROMATINA Y LEUCEMIA AGUDA MIELOIDE

Patifio JR, Balifias C, Alvarez JC, Rodriguez MI, Andrades A, Peinado P, Arenas AM, Garcia DJ, Sanjudn
J, Ritoré F, Cuadros M and Medina PP.

RESUMEN: Cracias a los enormes avances en las tecnologias de secuenciacion genética, se ha visto que las alte-
raciones patoldégicas en los mecanismos epigenéticos constituyen un factor importante que afecta a la modifica-
cion de los perfiles de expresion génica. Esto podria conducir al desarrollo de diversas enfermedades, incluyendo

el cancer entre ellas. Entre estos factores epigenéticos se incluyen también los complejos remodeladores de la
cromatina. Uno de ellos es el complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF, y se ha confirmado que las mutacio-
nes en varias de sus subunidades estan claramente implicadas en el desarrollo tumoral. Concretamente, la subu-
nidad BCL7A ha sido menos estudiada que otras subunidades del complejo SWI/SNF, pero recientemente nuestro
grupo de investigacion ha descrito el papel supresor de tumores de BCL7A en el linfoma difuso de célula B grande
(DLBCL). Ademas, hemos obtenido resultados preliminares estudiando una linea celular de leucemia aguda pro-
mielocitica (APL): NB4. Esta linea celular carece de la expresion de BCL7A debido a la hipermetilacion a nivel de ADN
gendmico del promotor de este gen. Por lo tanto, hemos utilizado NB4 como modelo celular para estudiar la posible
actividad de supresor tumoral de BCL7A en este contexto de APL. Ademas, hemos confirmado que el dominio ami-
no-terminal de BCL7A es necesario para su interaccion con el complejo SWI/SNF en este contexto de APL, siendo
esto un resultado en concordancia con nuestros hallazgos previos en el estudio de DLBCL realizado. En el futuro, se
pretenden disefar experimentos de secuenciacion de proxima generacion (NGS) para proporcionar mas informa-
cion sobre por qué BCL7A desempefa su funcidon supresora de tumores en estos subtipos de neoplasias hemato-
l6gicas. Los resultados que se obtengan a lo largo del desarrollo de este proyecto podrian permitir un avance en los
sistemas de diagnostico, prondstico y tratamiento de los pacientes de estas neoplasias.
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ANEMONIA SULCATA Y SU SIMBIONTE SYMBIODINUM: ACTIVIDAD EN EL CANCER
COLORRECTAL

Mercedes Peria, Rosario Martinez, Cristina Mesas, Milagros Galisteo, Gloria Perazzoli, Jose Prados, Je-
sus M Porres, Consolacion Melguizo, Laura Cabeza

RESUMEN: En |a actualidad, a pesar de los avances en su tratamiento, el cancer colorrectal (CCR) se situa como el
tercer cancer mas frecuente y el segundo mas mortal a nivel mundial. La necesidad de encontrar nuevas estrategias
para mejorar el prondstico de estos pacientes ha impulsado la busqueda de nuevos compuestos con actividad bio-
l6gica en los océanos, por ser una gran fuente de biodiversidad. La investigacion de los recursos naturales marinos
ha dado lugar a la identificacion de numerosos compuestos bioactivos, algunos de ellos con potencial antitumoral
u/o antioxidante que podrian ser susceptibles de ser usados para el tratamiento y/o prevencion del CCR. Siguiendo
esta tendencia, el objetivo de nuestro trabajo es analizar las propiedades de la anémona de mar Anemonia sulcata
cony sin su simbionte Symbiodinium como nueva fuente para la obtencién de agentes antioxidantes o antitumo-
rales con potencial aplicacion frente al CCR. Para ello, en primer lugar, varios ejemplares de Anemonia sulcata,
suministrados por la empresa iMare Natural, fueron procesados para obtener diferentes extractos (homogeneizado
crudo, extracto etandlico e hidrolizado proteico). La actividad antioxidante de dichos extractos se analizd mediante
pruebas bioquimicas indirectas (método Folin—-Ciocalteu y ensayo ABTS) y en células HT-29 expuestas a H202. Su
actividad citotoxica también se testo, utilizando lineas celulares de cancer de colon humanas (T-84, HT-29, HCT-15,
SW-480), de raton (MC-38) y una linea de colon no tumoral (CCD-18) mediante el ensayo MTT. Ademas, se estudio la
modulacion del ciclo celular y la influencia sobre |la capacidad de migracion celular de los extractos. Por ultimo, se
analizd la composicion de los homogeneizados crudos mediante espectrometria de masas, en busqueda de com-
puestos bioactivos. En cuanto a los resultados del estudio de la capacidad antioxidante, las pruebas bioquimicas
demostraron que todos los extractos de Anemonia Sulcata poseian capacidad reductora y de captacion de radicales
libres. Sin embargo, las pruebas en cultivos celulares determinaron que solo los homogeneizados crudos tuvieron
un significativo efecto antioxidante con aumentos de proliferacion celular de hasta 1,6 y 2,7 veces con el homogeni-
zado crudo con y sin el simbionte, respectivamente. Ademas, el homogeneizado crudo de A. sulcata tuvo un poten-
te efecto antiproliferativo en todas las lineas de cancer de colon testadas. La mayor citotoxicidad la mostré el homo-
geneizado crudo sin simbionte (IC50 de 7,78 y 2,36 ug/mL en T-84 y 3,45 y 1,21 pg/mL en MC-38 con anémona con'y
sin simbionte respectivamente). Las diferencias observadas entre el homogenizado con y sin simbionte, podrian ser
consecuencia del bleaching (retirada del simbionte), que genera un gran estrés oxidativo en el animal dando lugar
a la sobreexpresion de enzimas antioxidantes y otras moléculas con actividad biolégica. Ademas, el homogeneizado
crudo sin simbionte mostré un efecto modulador del ciclo celular mientras que ninguno de los homogeneizados
afecto a la capacidad de migracion celular. El analisis por espectrometria de masas de estos homogenizados crudos
permitio identificar algunos compuestos bioactivos de forma tentativa como Gadusol, Ophioxanthol (carotenoide),
etc., con demostrada capacidad antioxidante. Sin embargo, sera necesario realizar mas estudios para elucidar de
manera fiable su presencia en dichos extractos. En resumen, podemos concluir que el homogeneizado crudo de
Anemonia sulcata con y sin la presencia del simbionte Symbiodinium posee actividad citotoxica y antioxidante en
células de CCR, siendo el homogenizado sin simbionte el mas efectivo. Los resultados de este estudio preliminar
indican que Anemonia sulcata puede ser una novedosa fuente de moléculas bioactivas para el tratamientoy la pre-
vencion del CCR.
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PAPEL DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE LOS HONGOS MARINOS EMERI-
CELLOPSIS MARITIMA'YY PURPUREOCILLIUM LILACINUM EN EL EFECTO ANTITUMO-
RAL Y ANTIOXIDANTE EN CANCER DE COLON

Gloria Perazzoli, Rosario Martinez, Cristina Pinedo, Cristina Mesas, Raul Ortiz, Consolacion Melguizo,
Jesus M Porres, José C Prados

RESUMEN: En |as ultimas décadas y debido a la gran demanda de la industria farmacoldgica han aumentado el
estudio de nuevos compuestos derivados del metabolismo secundario de microorganismos marinos ya que han
demostrado poseer capacidad fungicida, antibidtica e incluso antitumoral. Son varios los estudios que demuestran
gue estos metabolitos tienen efecto antitumoral en cancer de pancreas, mama o pulmaon, pero aun se desconoce
su efecto en otros tipos tumorales. El cancer de colon es el cuarto tumor en incidencia a nivel mundial y a pesar
del tratamiento que reciben este tipo de pacientes es el tercero en mortalidad. Es por esto que se hace necesaria

la busqueda de nuevos tratamientos, en este caso basados en metabolitos secundarios de hongos marinos que
sean de interés desde el punto de vista de la aplicacion, como preventivo o como terapia, frente al este tipo tumoral.
Para la realizacion de este estudio se han utilizado metabolitos secundarios de dos especies de hongos marinos,
Emericellopsis marimay Purpureocillium liliacinum, para comprobar el efecto tanto antitumoral como antioxidante
gue presentan en células tumorales de colon. Se han probado un total de 19 compuestos derivados del metabo-
lismo secundario de ambas especies marinas, 14 procedentes de Emericellopsis maritima y 5 de Purpureocillium
liliacinum. Para comprobar el efecto antitumoral de estos compuestos, se utilizaron las lineas tumorales de colon
T84y SW480y la linea CCDI18 linea no tumoral. Se llevaron a cabo estudios de citotoxicidad mediante el método

de la sulforrodamina B a 72h. Para los ensayos de capacidad antioxidante se utilizo el método ABTS. Los resulta-
dos obtenidos tras el analisis de la capacidad antitumoral muestran que los compuestos no presentan toxicidad

en la linea no tumoral CCDI18, mientras que en las lineas T84 y SW480, todos los compuestos presentan valores de
IC50 por debajo de 100ug/ ml. Los compuestos que presentan una mayor citotoxicidad son los compuestos 2,3y 14
procedentes de Emericellopsis maritima con valores de IC50 de 28,75 + 0,090, 58,90 + 0,023 y 71,70 + 0,036 para la
linea T84 y 11,85 + 0,045, 27,94 + 0,073 y 38,30 + 0,027 para la linea SW480 respectivamente, y 18 y 19 pertenecientes a
Purpureocillium liliacinum con valores de IC50 de 88,40 + 0,052 y 11,30 + 0,041 para la linea T84 y 41,40 + 0,008 y 6,40
+ 0,016 para la linea SW480 respectivamente. Los estudios de capacidad antioxidante se realizaron en dos compues-
tos, el compuesto 14 perteneciente a Emericellopsis maritima y el compuesto 19 perteneciente a Purpureocillium
liliacinum. Los valores obtenidos tras este estudio muestran que el compuesto con mas capacidad antioxidante es
el 19 con un valor de 332,53 + 28,78 ug AG/m| mientras que le compuesto 14 obtuvo un valor de 18,95 + 3,27 ug AG/ml.
Las conclusiones de este estudio muestran que los compuestos testados procedentes del metabolismo secundario
de Emericellopsis marima y Purpureocillium liliacinum presentan muy buenos resultados en su efecto antitumoral
en las lineas tumorales de colon T84 y SW480 en el que se puede destacar el comportamiento del compuesto 19
quien presenta el valor mas bajo de IC50 en ambas lineas testadas siendo este compuesto ademas, el que presenta
un mayor valor de capacidad antioxidante. Sin embargo, seran necesarios mas estudios para dilucidar el mecanismo
de acciéon de estos compuestos y su potencial uso clinico.
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CAPTACION DE AZUFRE PARA APLICACIONES ANTITUMORALES

Porras-Quesada M, Alvarez-Rodriguez P, Ruiz-Ruiz MC, Porras I, Ruiz-Magaria MJ

RESUMEN: E| azufre es uno de los elementos esenciales de la materia viva y forma parte de innumerables com-
puestos que juegan un importante papel bioldégico. Presente en los aminoacidos cisteina y metionina, en péptidos
y proteinas (muchas con alto contenido en el mismo), es por tanto un elemento muy prometedor para introducir en
tumores por su metabolismo acelerado. Existen hasta tres isdtopos de azufre (33S, 35S y 37S) con los que se podrian
marcar compuestos de azufre selectivos para la terapia del cancer o para diagndstico del mismo. De los isétopos
mencionados destacamos el interés que presenta el 33S ya que posee capacidad de emitir particulas alfa tras la
captura de neutrones, por ello se ha propuesto como un posible isdtopo coadyuvante al 10B en la terapia median-
te captura de neutrones por boro (BNCT) [1]. En trabajos previos se ha determinado la concentracion minima que
deberia alcanzarse en el tumor para tener un efecto apreciable, que es mayor de 1 mg/g de tejido (&gt; 1000 ppm),
siendo el objetivo alcanzar 10 mg/g [2]. Este isétopo debe presentar una selectividad elevada, es decir, que en el teji-
do sano la concentracion sea mucho menor (deseable 10 veces menor). El efecto terapéutico, producido por la parti-
cula alfay el ndcleo de retroceso, tiene un alcance de unas micras, esto implica igualmente selectividad celular. En
este proyecto estamos estudiando distintos compuestos azufrados para determinar su acumulacion de forma se-
lectiva en las células tumorales, en elevadas concentraciones. Es interesante saber que ya de forma natural el azufre
estd presente en los tejidos (dependiendo del mismo) en proporciones del orden de 0.1% (1 mg/g), luego en principio
es una posibilidad factible alcanzar las concentraciones buscadas mediante el reemplazo del azufre via nutrientes
0 compuestos suministrados externamente en tejidos en proliferacion. En trabajos previos se han encontrado ele-
vadas concentraciones de glutation en una gran variedad de tumores [3], de manera que se ha considerado como
primer objetivo de este proyecto la posibilidad de incorporar el azufre externo a las células tumorales a partir de
precursores del glutation, como aminoacidos esenciales. En primer lugar, se realizaron estudios de toxicidad con
L-Cisteina, Metionina y N-Acetil-L-Cisteina, estableciendo una dosis maxima tolerable en diversas lineas celulares
tanto sanas como tumorales. Los resultados encontrados muestran una muy baja toxicidad de dichos compuestos,
en concentraciones superiores al mg/g. Una vez conocida la toxicidad, se estd procediendo al estudio de la cap-
tacion de azufre en diversas lineas celulares (sanas y tumorales), mediante analisis por espectrometria de emision
atomica con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-AES). Se esta realizando la comparacion entre células control y
células tratadas con los compuestos de azufre mencionados, y los resultados preliminares muestran una captacion
mayor en las células tratadas. Como futura linea de investigacion, se probara el compuesto de mayor selectividad,
enriquecido en 33S, como nuevo compuesto diana para la terapia por captura de neutrones, administrandolo pre-
viamente a la irradiacion. Es interesante destacar los niveles elevados de azufre encontrados en la linea celular A375
de melanoma humano, incluso en las células no tratadas, lo que muestra una gran captacion de azufre del medio.
Esto abre la posibilidad de suministrar el compuesto enriquecido a partir de |la dieta para el tratamiento del mela-
noma. Ademas es especialmente interesante esta aplicacion porque la reaccion de los neutrones con azufre es mas
importante a pequenas profundidades.

[1] Lopez-Casas | et al. (2020). Exploring neutron capture therapy with 33S and 10B, Appl. Radiat. Isot. 163:109220. [2]

Porras | et al. (2014), 33S for Neutron Capture Therapy: Nuclear Data for Monte Carlo Calculations, Nucl. Data Sheets,
120:246-249. [3] Gamcsik MP et al. (2012). Glutathione Levels in Human Tumors. Biomarkers. 17:671-691.
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LA ENDOTELINA-1 COMO INTERMEDIARIA DE LA INDUCCION DEL FENOTIPO STEM
MEDIADO POR LA HEMO OXIGENASA-1 EN EL CANCER COLORRECTAL: PAPEL DE
P53

Puentes-Pardo, Jose D.; Moreno-SanJuan, Sara; Garcia-Mdrquez, Joaquin; Garcia-Robles, Adelina;
Goénzalez-Puga, Cristina; Gdlvez, Julio; Ledn, Josefa

RESUMEN: La Hemo Oxigenasa-1 (HO-1) es una proteina antioxidante implicada en la progresion tumoral, metas-
tasis y resistencia al tratamiento. Una elevada expresion de HO-1 se ha asociado con un aumento en la cantidad de
células madre cancerosas (CMCs) en distintos tipos de cancer, sin embargo, este aspecto no se ha estudiado aun en
el cancer colorrectal (CRC). Utilizando un modelo in vitro, hemos demostrado que la sobreexpresion de HO-1 regula
el fenotipo stem y la resistencia al tratamiento con 5-FU, independientemente del estado de p53. En muestras de
pacientes, la expresion de HO-1y de la enzima convertidora de endotelina-1 (ECE-1) se correlacionan significativa-
mente, sin que p53 influya en este resultado. El mondxido de carbono (CO), un subproducto de la actividad de la
HO-1, activa la ruta ECE-1/Endotelina-1 (ET-1), lo cual podria explicar los efectos protumorales de HO-1 en las células
con p53 salvaje, como se demostroé al tratar con bosentan, un antagonista de los receptores de la endotelina. Sor-
prendentemente, en las células sin p53, o con pP53 Mutado con ganancia de funcidn, la ET-1 producida por la ECE-1
actud como una molécula protectora, ya que el tratamiento con bosentan redujo la formacion de esferasy el por-
centaje de CMCs. En estas células, HO-1 podria activar o inactivar ciertas rutas, aun desconocidas, que podrian indu-
cir estas respuestas contradictorias tras la administracion de bosentan, por lo que se necesitan mas investigaciones
para confirmar estos resultados. Sin embargo, nuestros resultados sugieren que en aquellos pacientes con elevada
expresion de HO-Ty ECE-1, y que ademas presenten cambios en cuanto al estado de p53 deberian ser considerados
para terapias basadas en HO-1 en lugar de aquellas centradas en antagonistas de la ET-1.
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REGULACION DE LA POLARIZACION DE MACROFAGOS MEDIADA POR LA PROTEA-
SA EXTRACELULAR ADAMTSI1

Redondo-Garcia, Silvia; Caracuel-Peramos, Rita; Plaza-Calonge, Maria del Carmen; Madsen, Daniel H.;
Rodriiguez-Manzaneque, Juan Carlos.

RESUMEN: En |os ultimos anos, el estudio del microentorno tumoral y su heterogeneidad ha permitido conocer

con mas detalle su papel en la progresion del cancer. Sin embargo, adn hay importantes controversias sobre la
funcion de multiples factores de este microentorno, destacando la de componentes no celulares como la matriz
extracelular o las proteasas, que requieren todavia una mayor investigacion. Entre las proteasas extracelulares se
encuentra ADAMTSI, una molécula conocida por su dualidad en cancer dependiendo de su origen o del modelo
tumoral estudiado. Recientemente, nuestro grupo ha descrito sus propiedades inmunomoduladoras en modelos
mMurinos sanos y de crecimiento tumoral, como el B1I6F1 de melanoma. A partir de estos estudios, su impacto en el
contexto de la inmunidad tumoral y en poblaciones inmunes especificas esta siendo motivo principal de nuestra
investigacion. En este trabajo comparamos 2 modelos tumorales murinos con diferente infiltracion inmune: uno
altamente inmunogénico (B16F1) y otro poco inmunogénico (Lewis Lung Carcinoma, LLC). El impacto de ambas
lineas celulares se ha estudiado en ratones silvestres (WT) o deficientes de |la proteasa ADAMTSI (Ats1-KO). Mientras
gue la ausencia de ADAMTSI en el estroma limita de manera relevante el crecimiento de los tumores B16F1, esto no
ocurre en el caso de LLC, a pesar de que en ambos modelos se observd una destacada infiltracion de células T en
ratones Atsl-KO. Paralelamente, también se evaluo la relevancia de ADAMTSI de origen tumoral, inyectando células
LLC modificadas genéticamente con menos ADAMTSI (LLC-shAtsl). Aunque el crecimiento tumoral tampoco fue
alterado en este caso, si se observo un ambiente mas pro-tumorigénico representado por un aumento de células
inmMunosupresoras y una sobreexpresion de los genes Cd163 y Cd206 relacionados con macrofagos pro-tumorigéni-
cos o M2. Ante estas diferencias in-vivo, se llevaron a cabo ensayos in-vitro de polarizacion de macrofagos derivados
de médula 6sea (BMDM) obtenidos de ratones WT y Ats1-KO. Asi, se evalud su polarizacion a M1 (anti-tumorigénicos)
y M2, usando medio condicionado (CM) de células LLC, B16F1, LLC-shAts] y B16F1-shAtsl. Mientras que la ausencia de
ADAMTSI en el macrofago (de ratones Ats1-KO) no conllevaba diferencias de polarizacion, la inhibicion de la proteasa
en ambas lineas celulares (shAtsl) si que promovio la polarizacion a M1 de manera similar. Estos resultados nos lle-
varon a estudiar el secretoma de las células, analizando sus correspondientes CM mediante un array de citoquinas.
De manera destacada, la inhibicion de ADAMTST en ambos modelos revelaba niveles disminuidos de IL33 y LDLR,
cuya candidatura como moléculas reguladoras de la polarizacion esta siendo actualmente evaluada. En el afan de
conocimiento de las vias activadas en macrofagos por las células LLC, adicionalmente estamos realizando estudios
bioinformaticos usando datos de RNAseq de BMDM no activados y activados con CM de LLC. El uso de Ingenuity
Pathway Analysis (IPA) revela la activacion de rutas relacionadas con sefalizacién de ERK/MAPK, TLR, p38 MAPK y
Th1/Th2. Ademas, de manera destacada aparecen los factores 133y LDL, involucrados en rutas relacionadas con
TNF, NFKkB y STAT3 entre otras, sugiriendo su posible contribucion a la polarizacion de los macrofagos. A modo de
conclusion, este trabajo muestra la potente actividad inmunomoduladora de ADAMTS], revelando igualmente su
diferente contribucion dependiendo de su origen tumoral o estromal. Pese a la ausencia de diferencias in-vivo en el
modelo LLC, la inhibicion de ADAMTSI en la célula tumoral si que promueve la polarizacion de los macrofagos a M1
en ensayos in-vitro. Estas diferencias remarcan de nuevo la relevancia del estroma, el cual parece ser responsable de
nuestras diferencias entre los resultados en cultivo y en animales. Finalmente, aunque se necesitan experimentos
de comprobacion, se han encontrado IL33 y LDLR como posibles reguladores del efecto observado in-vitro.
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BUSQUEDA DE BIOMARCADORES DE CALIDAD DE MUESTRAS DE TEJIDO INCLUI-
DAS EN PARAFINA: PROYECTO OPTIMARK

Rejon, JD; Almenaraq, I; Alba, D; Alenda, C; Rodrigo, MT; Denuc, A; Iglesias, M; Astudillo, A; Arenaz, I; Ba-
hamonde, O; Encabo, MM; Escamez, T; Fraga, M; Giraldo, C; Guerrero, C; Navarro H; Peiro, L; Rabano, A;
Rebolledo, AB; Ruiz, MT1; Serrate, A; Vieiro, P; Pascual, S; Novoa, I; Artiga, MJ; Zazo, S.

Biobanco del Sistema Sanitario PUblico de Andalucia’, Biobanco ISABIAL?, Biobanco HCB-IDIBAPS?, MAR Biobanc,
Biobanco del Consorci Mar Parc de Salut de Barcelona“, Biobanco del Principado de Asturias®, Biobanco del Sistema
de Salud de Aragdn (IACS)®, Biobanco INCLIVA?, Biobanco en Red de la Regién de Murcia, Biobanco IMIB8, Bioban-
co del Complejo Hospitalario de Santiago de Compostela®, Biobanco del Hospital Universitario Fundacién Alcorcén
(HUFA)™®, Banco de Tejidos Fundaciéon CIEN", Biobanco IRB-Lleida®?, Biobanco Hospital Universitario Vall D'Hebron
Institut de Recerca (VHIR)®, Biobanco CNIO™, Biobanco Fundacion Jiménez Diaz®, Red Nacional de Biobancos
(RNBB) ISCIII®.

RESUMEN: La calidad de las muestras de tejido es clave para la investigacion biomédica y en ella cumple un papel
fundamental el control de las variables preanaliticas ya que tienen un efecto directo sobre los resultados obtenidos,
la reproducibilidad de los estudios cientificos y, por tanto, en el desarrollo de biomarcadores de enfermedad. Estas
variables representan entre el 30 y el 75 % de los errores que se reflejan en el proceso analitico. El proyecto multi-
céntrico OPTIMARK, desarrollado en el contexto de la Red Nacional de Biobancos (red espanola), implica a mas de
40 investigadores de 20 biobancos cuyo objetivo principal es identificar biomarcadores de calidad relacionados

con variables preanaliticas en muestras de tejido congelado e incluidas en parafina. En este estudio analizamos la
variable preanalitica de tiempo de almacenamiento de muestras de tejido incluidas en parafina con el objetivo de
identificar si existe pérdida de antigenicidad de los tejidos después de que estos permanezcan almacenados largos
periodos. Para ello se analizaron 463 muestras de tejido incluidas en parafina, 223 muestras de tejido tumoral y 240
muestras no tumorales, de 4 localizaciones anatémicas diferentes (colon, endometrio, cerebro y estdmago) que se
agruparon por tiempo de almacenamiento en diferentes grupos: Control: 20 afnos de almacenamiento. Biomarcado-
res: se seleccionaron marcadores de uso rutinario con el fin de que estos controles de calidad se integraran dentro
de los flujos de trabajo ya existentes en los diferentes biobancos. Los marcadores seleccionados han sido siguientes:
Kie7, MLH1, MSH2, MSH6 y PMS. Las muestras se incluyeron en TMAs (Tissue microarrays) y se realizaron tinciones in-
munohistoquimicas que fueron digitalizadas y cuantificadas automaticamente. En cuanto a los analisis estadisticos
realizados, han sido: test de Kruskal Wallis, ANOVA, y el test DUNN. Los resultados muestran que los biomarcadores
Kie7, MLHT, MSH2, MSH6 y PMS2, disminuyen su antigenicidad con el tiempo de almacenamiento en muestras de
colon, siendo el efecto mas patente en tejidos tumorales de colon. La disminucién de antigenicidad también se
muestra en estdmago para los marcadores de Ki67 y PMS2 y en endometrio para Ki67. En el caso de tejido cerebral
la antigenicidad obtenida con MSH2 y MSH6 muestra una tendencia descendente a lo largo del tiempo de almace-
namiento, pero los valores obtenidos no son significativos (p<0,067 y p<0,078, respectivamente) para estos marcado-
res y seria necesario un conjunto de muestras mas numeroso para poder ser validado. Globalmente, los resultados
obtenidos muestran que Ki67, MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 disminuyen sus niveles de intensidad y el porcentaje de
células tenidas con el tiempo de almacenamiento, por lo que pueden ser empleados como marcadores Utiles para
evaluar el envejecimiento tisular aunque su utilidad es dependiente de la localizacién anatdémica del tejido. En
conclusion, el presente trabajo muestras que la variable preanalitica de tiempo de almacenamiento es importante
en muestras de tejido parafinado, y que los tejidos parafinados sufren un deterioro que se refleja en la reduccién

de la senal de antigenicidad. Los biomarcadores seleccionados en este estudio para monitorizar el envejecimiento
del tejido no se comportan de la misma manera en todos los tejidos analizados, asi, Ki67, MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2
parecen gue son buenos marcadores para tejidos digestivos, mientras que para el tejido cerebral no lo son.
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TESTING THE INHIBITION OF AKT PATHWAY TO ENHANCE DESMOSOMAL PKP1
PROTEIN INVOLVED IN TUMOR SUPPRESSION

Félix Ritoré-Salazar, Xavier Minguillén, Maribel Isabel Rodriguez and Pedro P. Medina.

RESUMEN: PKP1 es conocida por ser una proteina clave en la funcion de los desmosomas, estructuras celulares
especializadas en proporcionar una adherencia focal célula-célula jugando un papel importante en dar fortaleza a
tejidos que experimentan estrés mecanico, como puede ser el musculo cardiaco y epidermis. Mutaciones en PKP1
provocan un menor numero y una peor constitucion de las estructuras desmosémicas, que se traduce fenotipi-
camente en una pérdida de la integridad de la epidermis, que genera una patologia conocida como sindrome de
fragilidad de la piel. Su actividad como un integrante importante de los desmosomas confiere a PKP1 un papel
como supresor tumoral que choca frontalmente con una realidad en el cancer de pulmén escamoso ya que PKP1
se encuentra entre las proteinas mas sobre-expresadas de cancer de pulmon. La proteina PKP1 citoplasmati-

ca puede encontrarse asociada a dos elementos: los desmosomas o la maquinaria de traduccion celular. A “PKP1
desmosomal” se le ha atribuido un papel supresor tumoral, teniendo funciones mas relacionadas con la adhesion.
En cambio, “PKP1 traductor” estaria involucrado en aumentar la traduccion de ciertos mensajeros, como es el caso
del ARN mensajero del gen MYC, otorgandole un papel oncogénico. La distribucion de “PKP1 desmosomal” y “PKP1
traductor” esta determinada por el estado de fosforilacion de la proteina. Mientras que “PKP1 desmosomal” esta
normalmente desfosforilada, “PKP1 traductor” esta fosforilada. La via que lleva a cabo esta fosforilizacion es la de
Akt. Teniendo en cuenta lo anterior, podriamos redirigir la funcion oncogénica de “PKP1 traductor” a la funcion
supresora de la “PKP1 desmosomal” inhibiendo la via AKT y por tanto su posterior fosforilacion. Se han utilizado
inhibidores de Akt (Perifosine, AZD5363, GDC-0068) para aumentar la “PKP1 desmosomal”. Para ello, se sembraron
células SK-MES-1 (“PKP1 KO" y “Control”) y se incubaron en un medio que contenia un intervalo de concentraciones
de inhibidores de Akt durante 24, 24y 72 h. Se realizaron ensayos de viabilidad para calcular las diferentes IC50 para
cada farmaco y linea celular. Nuestros resultados muestran que las IC50 calculadas de SK-MES-1 “PKP-1 KO" son mas
bajas que las de SK-MES-1 “Control”, lo que sugiere que la ausencia de PKP1 sensibiliza a las células de los inhibidores
de Akt. Estudios futuros, como la repeticion de estos experimentos en otros modelos celulares como pueden ser
en modelos knock down y de sobreexpresion, nos ayudara a elegir el mejor de los farmacos y modelo. Asi mismo, se
llevaran a cabo ensayos de migracion y analisis de imagenes de células vivas para comprender, a nivel molecular, el
papel de la proteina. Todo esto, nos ayudaran a dilucidar la viabilidad de utilizar este modelo como terapia contra el
cancer de pulmon.
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LA MELATONINA INDUCE LA RESINCRONIZACION CIRCADIANA DE BMALI Y SIRT1
EN CELULAS TUMORALES DE CANCER DE CABEZA Y CUELLO.

César Rodriguez-Santana, Laura Martinez-Ruiz, Javier Florido; Alba Lépez-Rodriguez, Alejandro Fa-
brega-Puentes, Alberto Jesus Medina-Martinez, Germaine Escames

RESUMEN: Los genes reloj son los responsables de la maquinaria circadiana de los mamiferos, causantes de generar
cambios ritmicos en muchos procesos fisioldgicos, incluyendo la homeostasis redox o la biogénesis mitocondrial

a través de las sirtuinas. Dicha maquinaria consiste en un ciclo de retroalimentacion de transcripcion-traduccion
cuyos activadores principales son CLOCKy BMALI. Existen numerosas evidencias que demuestran que una
alteracion del ritmo circadiano esta relacionada con un aumento de la tumorigénesis. Ademas, se ha demostrado
gue en una gran variedad de células tumorales son frecuentes las alteraciones genéticas en las proteinas del reloj
circadiano, e incluso, aunque no posean dichas alteraciones, las células tumorales suelen presentar alteraciones en
la sefalizacion circadiana. Asi pues, la melatonina es responsable de regular los ritmos circadianos de numerosas
especies asi como de poseer numerosos efectos oncostaticos. Por todo ello, el objetivo de este estudio ha sido es-
tudiar el efecto de la melatonina en la apoptosis, proliferacion y produccion de ROS en la linea celular tumoral Cal-27
y estudiar su efecto en la expresion de Bmally Sirtl. Para llevar a cabo este objetivo se obtuvo cDNA o proteina de
pellets de células Cal-27 a diferentes horas tras el tratamiento con melatonina. Posteriormente se realizaron gPCR
o Western Blot para el estudio de la expresion de Bmally Sirtl. Ademas, se estudio el efecto de la melatonina en la
proliferacién celular, mediante CyQUANT, en apoptosis, usando anexina V/ yoduro de propido, y la produccion de
ROS empleando DCFH. Los resultados muestran como la melatonina, a una dosis de 500 mM, induce la expresion
circadiana de Bmally Sirtl. Ademas, la proliferacion muestra una disminucion dosis respuesta con la melatonina.
Por otro lado, la apoptosis aumenta de forma significativa con dosis altas de melatonina. Por ultimo, los ROS tam-
bién muestran un incremento en su produccion a dosis elevadas de melatonina. En conclusion, los resultados
demuestran que la melatonina induce un aumento de la apoptosis y disminucion de la proliferacion debida, posi-
blemente, a un efecto pro-oxidante de esta molécula en células tumorales. Dichos efectos se correlacionan con una
sincronizacion de Bmall asi como de Sirtl, claramente relacionadas con la funcién mitocondrial. Todo ello evidencia
una via por la que la melatonina podria producir una gran variedad de efectos oncostaticos en células tumorales.
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TUMOR MICROENVIRONMENT AS THE NEW TARGET IN CANCER

Maria Belén Toledo Cutillas, Aitor Gonzalez Titos, Pablo Herndndez Camarero, Elena Lopez Ruiz, Juan
Antonio Marchal Corrales y Macarena Peran Quesada

RESUMEN: Los tumores son sistemas complejos que se caracterizan por las interacciones dinamicas entre las cé-
lulas neoplasicas, las células no tumorales y los componentes extracelulares que pueblan el microambiente tumo-
ral (TME) el cual desempenfa un papel fundamental durante la aparicion, la progresion y la metastasis del tumory
no depende Unicamente de las caracteristicas de las células cancerosas. Entre todas las células estromales que
pueblan el TME, los fibroblastos asociados al cancer (CAF) son los elementos mas abundantes y estan criticamente
implicados en esta enfermedad. Los estudios han demostrado que la poblacion de CAFs contiene diferentes subti-
pos basados en la expresion de proteinas marcadoras con capacidad para promover o inhibir el crecimiento, super-
vivencia y propagacion del cancer, siendo su papel bioldégico como coémplices o adversarios dependiente de muchos
factores, incluyendo el estadio del cancer. Pasando de ser considerados un mero soporte fisico a convertirse en ac-
tores clave del proceso tumoral. A lo largo de esta revision abarcamos cuestiones clave como son los procesos por
los que los fibroblastos adquieren un fenotipo pro o antitumoral, heterogeneidad y plasticidad de CAFs, su origen
multiple, cdmo contribuyen a la progresion del cancer y los retos terapéuticos dirigidos a eliminar, reducir o revertir
los CAFs.
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IDENTIFICANDO EL PAPEL DE TBHD82 EN LA HOMEOSTASIS DE NUCLEOTIDOS EN
TRYPANOSOMA BRUCEI

Pablo Antequera-Parrilla, Victor M Castillo-Acosta, Miriam Yague-Capilla, Luis Miguel Ruiz-Pérez, Dolo-
res Gonzdlez-Pacanowska

RESUMEN: La enfermedad del suefo o tripanosomiasis africana es una enfermedad infecciosa causada por el
parasito Trypanosoma brucei y transmitida por la mosca del género Glossina llamada mosca tsé-tsé. Es endémica
en 36 paises de Africa subsahariana con pocos recursos econémicos y sanitarios. La escasez de farmacos eficaces y
sin efectos secundarios para esta enfermedad, asi como su tendencia a convertirse en epidemia si no es controlada,
hace imprescindible la busqueda de nuevas dianas terapéuticas que puedan ser explotadas en el disefio de trata-
mientos alternativos. Uno de los procesos fisioldgicos con gran interés terapéutico es el correcto mantenimiento de
los niveles de desoxirribonucledtidos (ANTPs) dentro de la célula, ya que es vital para la supervivencia del parasito.
De una adecuada homeostasis del pool de dNTPs depende la integridad del ADN tanto durante el proceso de re-
plicacion como el de reparacion, y por consiguiente la fidelidad de la transmision genética. En humanos, una de las
proteinas mas relevantes en el control de los niveles de dNTPs es SAMHDI, una dNTP trifosfohidrolasa que cataliza la
hidrdlisis de un dANTP a su correspondiente desoxirribonucledsido y una molécula de trifosfato. En T. brucei se han
identificado dos ortélogos putativos de SAMHDI1, denominados TboHD52 y TboHD82 en funcidon de su masa molecular,
gue podrian tener potencial terapéutico. Ambas presentan un dominio HD, con histidinas y acido aspartico que esta
conservado en la SAMHD1 humana y que constituye el dominio donde reside la actividad trifosfohidrolasa. TboHD52
es una proteina mitocondrial implicada en la provision de desoxicitidina para la sintesis de dTTP. Por otra parte, es-
tudios recientes con TbHD82 han revelado una localizacion nuclear y que su deficiencia produce una inhibiciéon del
crecimiento con respecto a la linea parental. La cuantificacion de los niveles de dNTPs en células TbHD82-knockout
ha mostrado una significativa acumulacion de dATP y dCTP, que es revertida si se induce la expresion de la proteina
a partir de una copia ectépica inducible por doxiciclina. Ademas, las células ToHD82-knockout presentan una mayor
respuesta a dano temprano en el ADN, medida por la cantidad de foci de y-H2A fosforilado en el ndcleo. Finalmen-
te, ensayos in vivo de infeccidon en modelos murinos han puesto de manifiesto que mutantes deficientes en TboHD82
son menos infectivos que la linea parental, lo cual podria tener relacion con una funcién protectora frente al es-

trés oxidativo que sufre el parasito en el hospedador durante las etapas tempranas de la infeccion. En definitiva,
proponemos que TbHD82 tiene un papel central en la homeostasis de dNTPs en Trypanosoma y que su funciéon es
esencial para la progresion de la infeccion en modelos animales de la enfermedad.
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ANALISIS DE LA CONTRIBUCION DE LA MICROBIOTA Y EL GEN BANK1 SOBRE EL
DESARROLLO DE AUTOINMUNIDAD EN UN MODELO MURINO DE LUPUS

Maria Botia Sanchez, Georgina Galicia, Lorena Albaladejo y Marta Alarcén Riquelme.

RESUMEN: La contribucion de la microbitoa intestinal es un factor cuya importancia es cada vez mayor dentro del
campo de estudio de la patogénesis en las enfermedades inmunitarias. Sin embargo, su papel aun esta por deter-
minar. Mas concretamente en el lupus eritematoso sistémico (LES), una enfermedad autoinmune caracterizada
por una inflamacion persistente que afecta a multiples érganos, la contribucion de la microbiota intestinal y su pa-
pel en el desarrollo de la patologia continda siendo un factor desconocido. En nuestro grupo, hemos caracterizado
las manifestaciones de esta enfermedad en el tejido linfoide asociado al intestino y hemos observado una inflama-
cion intestinal persistente que va acompanada de cambios en la composicidon de la microbiota. Para ello, hemos
utilizado un modelo murino de lupus inducido por imiquimod (dependiente de TLR7). Los resultados muestran que
los ratones deficientes para el gen Bankl experimentan un sindrome de gravedad mas leve y manifiestan una com-
posicion de la microbiota que es significativamente diferente en comparacion con sus homaologos WT. Un analisis
mas detallado sobre como este gen podria contribuir tanto a la composicion de la microbiota como a las manifesta-
ciones de la enfermedad ha sefalado a las células B productoras de IL-10 como un posible mecanismo. Estas células
estan siendo caracterizadas por su contribucion reguladora a la inflamacion autoinmune y su posible relaciéon con la
composicion de la microbiota. Las primeras aproximaciones han demostrado que las células B secretoras de IL-10
aumentan rapidamente en las placas de Peyer tras una inflamacion aguda en ratones deficientes en Bankl, pero no
en ratones WT. Se necesitan, sin embargo, mas estudios para determinar si Bankl es necesario para la activacion de
las células B productoras de IL-10 o si su contribucion esta mediada por cambios en la composicion de la microbiota
intestinal.
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EL CONTENIDO INTESTINAL DE NINOS ASMATICOS CON OBESIDAD MODIFICA LA
RI’ESPUESTA INMUNOLOGICA EN ORGANOIDES DE INTESTINO DELLGADO DE RA-
TON

Samir Cordova, Mireia Tena-Garitaonaindia, Reyes Gamez-Belmonte, M? Amelia Gémez Llorente, Fer-
min Sdnchez de Medina, Ana Martinez-Canavate,Olga Martinez Augustin, Carolina Gémez Llorente

RESUMEN: La obesidad y el asma son dos condiciones cronicas que afectan a millones de personas. Factores gené-
ticos y relacionados con el estilo de vida contribuyen al aumento de la prevalencia de ambas condiciones. Una vez
comprobada la alteracion en la expresion de distintos genes, se estudio la implicacion de las vias de transduccion de
sefnal de AKT, de NFKB y del RAGE utilizando distintos inhibidores. Ademas, la obesidad y el asma producen modifi-
caciones en el contenido intestinal, de modo que también se producen alteraciones en la expresion génica
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EFECTO ANTIINFLAMATORIO DEL EXTRACTO DE NOPALEA COCHENILLIFERA EN
MODELO DE COLITIS INDUCIDA POR DNBS

Tavares EA, Melo NMC, Andrade AWL, Araujo DFS, Silva ECS, Dantas-Medeiros R, Carvalho TG, Arau-
Jjo-Junior RF, Fechine-Tavares J, Rodriguez-Sojo MJ, Gdlvez J, Guerra GBC, Zucolotto-Langassner SM

RESUMEN: Las enfermedades inflamatorias intestinales se caracterizan por una inflamacion cronica del intestino
derivada de una respuesta inmune intestinal exacerbada ante un determinado antigeno desconocido. El uso de
alimentos ricos en compuestos bioactivos, con actividad antiinflamatoria, como Nopalea cochenillifera Salm-Dyck,
pueden ser una nueva estrategia terapéutica. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto fitoquimico y
antiinflamatorio del extracto de N. cochenillifera en colitis inducida por acido 2,4-dinitrobencenosulfénico (DNBS)
en ratas. Para ello, en primer lugar, se realizé un estudio fitoquimico del extracto mediante cromatografia liquida
acoplada a un espectrometro de masas. Con respecto al modelo in vivo, se usaron ratas Wistar (Rattus norvegicus) a
las que se le indujo la enfermedad mediante la administracion de 2,4-dinitrobencenosulfonico (DNBS) por via intra-
coldénica. Tres dias antes, asi como tres dias después tras la induccion de la enfermedad, los animales fueron trata-
dos con tres dosis del extracto de N. cochenillifera (100, 200 y 300 mg / kg), ademas de un grupo control tratado con
sulfasalazina (250 mg / kg). Se incluyeron dos grupos controles: un grupo colitico no tratado y un grupo no colitico.
Durante el desarrollo del ensayo, se evalud el estado inflamatorio mediante la medida del indice de actividad de la
enfermedad (IAE). Cuando finalizé el ensayo, se cogieron muestras de colon, donde se midio6 la actividad mielo-
peroxidasa (MPO) para evaluar la inflamacion. Ademas, también se cuantificaron citocinas (IL-18, TNF-a e IL-10) y se
evaluo el estrés oxidativo midiendo malondialdehido (MDA). Por otro lado, se midi6 la cantidad de proteina quinasa
activada por mitdégenos (MAPK), factor kappa B (NF-kB p65), mucina 2 (MUC-2) y ZO-1 mediante RT-qPCR. Para la
evaluacion histoldgica, secciones de las muestras de colon fueron tenidas con hematoxilina eosina. Los resultados
del analisis fitoquimico permitieron identificar 8 compuestos, en su mayoria derivados del acido benzoico. Por otro
lado, la administracion del extracto tuvo un efecto beneficioso en los animales coliticos evidenciado macroscopica-
mente por valores mas bajos de DAI. Bioquimicamente, se observé una disminucion de los niveles de marcadores
inflamatorios como IL-18 y TNF-qa, el aumento de la citocina antiinflamatoria IL-10, asi como valores de MDA y MPO
mas bajos en comparacion con el grupo control. El efecto antiinflamatorio también se observo por la infra-regula-
cion de los marcadores de la ruta MAPKy NF-kB p65 en colon. El tratamiento ademas mejoro la integridad epitelial
segun el analisis histopatoldgico. Se puede concluir que el extracto de N. cochenillifera manifesté un efecto anti-in-
flamatorio intestinal preventivo en el modelo experimental del DNBS en ratas.
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DIETARY SODIUM AND POTASSIUM, AND DISEASE ACTIVITY IN PATIENTS WITH
SYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS

Sara Del Olmo-Romero, Maria Correa-Rodriguez, José-Luis Callejas Rubio, Raquel Rios Fernandez,
Maria Rocio Gil Gutierrez, Norberto Ortego-Centeno, Blanca Rueda-Medina

RESUMEN: The aetiology of Systemic Lupus Erythematosus (SLE), a chronic inflammatory autoimmune disease,

is unknown although it has been proposed that multiple genetic, immunological and environmental factors mi-
ght play a main role. Diet has been recognized as a relevant factor influencing the development and prognosis of
autoimmune diseases. Thus, we aimed to investigate the association between dietary sodium and potassium, and
clinical disease activity parameters and damage accrual in a population of SLE patients. A cross-sectional study
was conducted in a cohort of 280 patients with SLE (90.4% females; mean age 46.9+12.85 years). A 24-hour diet recall
was used to estimate dietary intake of sodium and potassium. The SLE Disease Activity Index (SLEDAI-2K) and the
SDI Damage Index were used to assess disease activity and disease-related damage, respectively. Anti-double DNA
(anti-dsDNA) titres were measured using the commercially available BioPlex 2200. Human complements C3 and
C4 were determined quantitatively in serum samples through immunoturbidimetric assay. High-sensitivity CRP
(hsCRP) level were determined by immunoturbidimetric assays. Homocysteine (Hcy) serum levels were measured
with an enzymatic colorimetric assay using Liquid Stable 2-part Homocysteine Reagent. In conclusion, dietary
sodium intake was significantly associated with anti-dsDNA (p = - 0.005; 95% CI [0.002, 0.008]; p =0.001) and comple-
ment C4 level (B = -0.002; 95% CI [-0.003, 0,000]; p=0.039) after adjustments for age, sex, medical treatment and BMI.
In addition, dietary potassium intake was also significantly associated with complement C3 level (p = -0.004; 95% ClI
[-0.007, -0.001]; p=0.021). The conclusion shows that dietary sodium intake was significantly associated with an-
ti-dsDNA and complement C4 level while dietary potassium intake was linked to complement C3 level, supporting
that dietary sodium and potassium intake might play an important role in markers related to disease activity in SLE
patients.
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METABOLOMICA NO DIRIGIDA DEL SECRETOMA DE MTBVAC: UNA VACUNA VIVA
ATENUADA CONTRA MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Caridad Diaz, Patricia Mena, Carmen Gonzdlez, Irene Pérez, José Pérez del Palacio, Olga Genilloud,
Francisca Vicente, Carlos Martin, Jesus Gonzalo-Asensio

RESUMEN: La tuberculosis sigue siendo una enfermedad con una gran incidencia a nivel mundial. El informe de la
OMS de 2020 muestra un aumento en el nUmero de muertes anuales que ascienden hasta 1,5 millones. El reto que
supone para la ciencia acabar con esta grave amenaza para la salud global hace necesario apostar por nuevas tera-
pias que mejoren la eficacia de las existentes. En este contexto es muy importante el desarrollo de nuevas vacunas.
La vacuna MTBVAC, una cepa atenuada a partir de M. tuberculosis por la delecién de dos genes involucrados en la
virulencia [1], y construida en la universidad de Zaragoza comenzara los ensayos clinicos en Fase Il en el primer se-
mestre de 2022. Como parte de la caracterizacion molecular de esta vacuna nos planteamos comparar el exometa-
boloma con el de su cepa parental MT103. En este trabajo se lleva a cabo un analisis metabolémico de los sobrena-
dantes de los cultivos de las siguientes cepas: MT103, MTBVAC, H37Rv, H37RvAphoP y H37RvAphoP-pWM?222 usando
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas de alta resolucién con cuatro aproximaciones distinta, y
gue complementan los resultados obtenidos en el analisis del endometaboloma entre MT103 y MTBVAC[2]. En este
estudio se pone de manifiesto la alteracion de rutas metabdlicas de Mycobacterium, que respaldan la eficacia de la
vacuna en pruebas clinicas.

[1] Martin, Carlos, et al. “MTBVAC, a live TB vaccine poised to initiate efficacy trials 100 years after BCG", Vaccine (2021).

[2] Diaz, Caridad, et al. “Comparative metabolomics between Mycobacterium tuberculosis and the MTBVAC vaccine
candidate”. ACS infectious diseases (2019): 1317-1326
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BENEFICIOS DE LA BALNEOTERAPIA EN ARTRITIS REUMATOIDE

Maria Ferndndez-Gonzdlez, Maria Dolores Lépez-Ferndndez, Fahed Herbawi, Angela Gonzdlez-Santos,
Miguel Angel Ferndndez-Gualda, Mario Lozano-Lozano.

RESUMEN: La artritis reumatoide (AR) es la enfermedad reumatica inflamatoria mas comun, afectando a alrede-
dor del 1% de la poblacion mundial. La AR provoca erosiones &seas articulares, deformacionesy un gran dolor para

el paciente. Se presentan episodios de bloqueo de las articulaciones, rigidez, aparicion nédulos reumatoideos y

alta sensibilidad. Los sintomas de la AR hacen de ella una enfermedad incapacitante, con un fuerte impacto en la
calidad de vida de los pacientes. Actualmente, se utiliza el tratamiento farmacoldgico para el control de sintomas,
aungue cada vez mas se utiliza en combinacion con terapias no farmacoldgicas. Entre otras formas de tratamiento
no farmacolégico encontramos la balneoterapia, siendo ésta una de las intervenciones mas utilizada en la poblacion
con patologia reumatica. El objeto de este trabajo es recabar todo el conocimiento reciente y evaluar la eficacia de
la balneoterapia para la mejora de la calidad de vida de los pacientes con artritis reumatoide. Para ello se ha desarro-
[lado una revision sistematica, realizando busquedas en las bases de datos MEDLINE, Scopus, Web of Science y The
Cochrane Library, incluyéndose un total de 7 articulos. Estos articulos fueron seleccionados mediante dos revisores
independientes a través de la eliminaciéon de duplicados y dos cribados, el primero de ellos a razén de titulo y resu-
men y el segundo revisando el texto completo. El riesgo de sesgo se midid mediante la herramienta de Cochrane
Risk Of Bias Tool 2. La calidad de vida fue la variable elegida para la realizacion de la revision sistematica, midiéndose
esta variable a través de diferentes herramientas en los diferentes articulos incluidos. Los resultados evidencian que
todos los estudios incluidos muestran diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la mejora de la calidad
de vida en los pacientes que tuvieron un tratamiento de balneoterapia a pesar de las diferencias en la administra-
cion del mismo. A pesar de la variabilidad en la administracion del tratamiento, se puede entrever como podria ser
un tratamiento protocolizado de balneoterapia, a falta de un estudio de campo que lo corroborara. Este protocolo
incluiria unas 15 sesiones con 20 Mminutos de duracion de bafios en aguas minerales a unos 35-38 °C, manteniendo,
en cualquier caso, el tratamiento farmacoldgico. En conlusién, podriamos decir que la balneoterapia es beneficiosa
para la mejora de la calidad de vida de las personas con artritis reumatoide, aunque la evidencia no demuestra cual
es la mejor forma de administracion del tratamiento de balneoterapia.
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PERFILES GENOMICO Y METABOLOMICO DE LA CEPA DE KIBDELOSPORANGIUM
CA-258510, UN NUEVO PRODUCTOR DE COMPUESTOS ANTIMICROBIANOS

Ignacio Gonzdlez, Sarah Brune, Manuel Garcia, Marina Sdnchez-Hidalgo, Daniel Oves-Costales, Jesus
Martin, Ignacio Pérez-Victoria, José Rubén Tormo, Mercedes de la Cruz, Olga Genilloud

RESUMEN: Los metabolitos secundarios producidos por microrganismos son uno de los mayores reservorios para el
descubrimiento de farmacos a partir de fuentes naturales. En las uUltimas siete décadas, la busqueda de productos
naturales de microorganismos terrestres ha demostrado que los microbios que habitan en el suelo, y especialmente
los Actinomicetos, son una rica fuente de metabolitos secundarios bioactivos, estructuralmente Unicos. Los Actino-
micetos se han explotado extensivamente para la produccion de metabolitos secundarios y aun contindan siendo
de enorme interés en la busqueda de nuevos compuestos bioactivos, dada la gran riqueza aun por descubrir de
clusteres de genes biosintéticos (BGCs), revelada por el continuo crecimiento de las bases de datos de secuencias
de genomas completos. Con estos antecedentes y como parte de nuestros esfuerzos para identificar nuevas cepas
de nichos Unicos como potenciales fuentes de productos naturales bioactivos con aplicacion en biotecnologiay en
el descubrimiento de farmacos, hemos enfocado nuestra atencidon en miembros del género Kibdelosporangium
gue son conocidos productores de una amplia variedad de compuestos tales como hibridos de policétidos-péptidos
o glicopéptidos (kibdelomicina, aricidinas, cicloviracinas, kibdelinas, ristocetinas). Para este estudio, seleccionamos
una nueva cepa de Kibdelosporangium de nuestra coleccidon de microorganismos que fue originalmente aislada de
la rizosfera de una planta endémica recolectada en el Caucaso (Republica de Georgia). El potencial metabdlico de
esta cepa se estudid siguiendo una aproximacion OSMAC, empleando un conjunto de doce condiciones nutricio-
nales diferentes en combinacion con diferentes tiempos de crecimiento y formatos de fermentacion para favorecer
la produccion de metabolitos secundarios que se analizaron mediante LCMS, evaluando los perfiles metabdlicos
con la herramienta MASS_Studio. Los extractos generados se ensayaron buscando actividades antibacterianasy
antifungicas frente a un panel de patdégenos humanos que incluian S. aureus resistente a meticilina (MRSA), varias
bacterias Gram-negativas, y la levadura C. albicans. Por otro lado, el analisis de la secuencia completa del genoma,
ha permitido comprobar la riqueza y singularidad de los BGCs de esta cepa, en la que se han detectado varias posi-
bles rutas biosintéticas, incluyendo péptidos sintetizados ribosomalmente y modificados post-traduccionalmente
(RiPPs), policétidos y péptidos no ribosomales. Nuestros resultados confirman que la cepa de Kibdelosporangium
sp. CA-258510 produce nuevos metabolitos bioactivos frente a MRSA asi como otros compuestos frente a bacterias
Gram-negativas y frente a C. albicans, reforzando el interés del género Kibdelosporangium como una fuente prome-
tedora para la produccion de nuevos metabolitos secundarios bioactivos.

Sesiones | 219



Pdster

SESION 3. ,Dial

Enfermedades inflamatorias e infecciosas

ESTUDIO COMPARATIVO DE LA ESTABILIDAD FISICOQUIMICA DEL ANTICUERPO
MONOCLONAL TERAPEUTICO INFLIXIMAB (REMICADE®, INNOVADOR) Y CT-P13
(REMSIMA®, BIOSIMILAR): EVALUACION DE LA ESTRUCTIRA TERCIARIA POR ES-
PECTROPOLARIMETRIA DE DICROISMO CIRCULAR EN EL UV CERCANO

Jesus Hermosilla, Raquel Pérez-Robles, Anabel Torrente-Lopez, Antonio Salmeréon-Garcia , José Cabe-
za, Natalia Navas

RESUMEN: La estructura terciaria de un anticuerpo monoclonal (mAb) terapéutico se define como atributo critico
de la calidad, ya que cambios en ella pueden afectar al perfil de eficacia o seguridad del mismo. Los mAbs tera-
péuticos son inmunoglobulinas cuya acciéon terapéutica esta influenciada por la unidn a su diana terapéutica. Esta
conformacion espacial es mantenida por un delicado balance de fuerzas de atraccion y de repulsion que tienen
lugar en la macromolécula. Cambios en las condiciones ambientales, que son consecuencia directa del proceso de
produccion, transporte, almacenamiento, asi como de distintas practicas durante su preparacion/administracion

en hospitales, pueden alterar este balance al inducir modificaciones fisicoquimicas que desencadenen la modifica-
cion de la estructura terciaria y consecuentemente de su efectividad. Tales condiciones pueden ser la presencia de
luz, cambios en la temperatura o cambios en la fuerza idnica del medio entre muchas otras. Infliximab (Remica-
de®) es un MADb terapéutico que se emplea en el tratamiento de distintos trastornos autoinmunes como la artritis
reumatoide. En estos trastornos se produce un aumento de la citoquina proinflamatoria factor de necrosis tumoral
alfa, la cual es neutralizada por este agente terapéutico. Infliximab sigue siendo a dia de hoy uno de los biofarmacos
gue mas ventas genera. Desde su aprobacion, distintos biosimilares han sido aprobados por la EMA, como CT-P13
(Inflectra™/Remsima™). El tratamiento con INF/CT-P13 genera sobrantes diarios, tanto de los medicamentos recons-
tituidos como de las preparaciones clinicas (diluidas en NaCl al 0,9%), dado que son medicamentos que se adminis-
tran por peso de paciente, y que dada la breve caducidad indicada en el resumen de las caracteristicas del producto
(RCP), son desechados. Dado el elevado coste asociado a los tratamientos con mAbs surge la necesidad de evaluar
la estabilidad de los sobrantes, con la finalidad de extender su tiempo de uso y asi hacer un uso mas racional de los
mismos. También, con el objetivo de evaluar el impacto de la manipulacion en la practica clinica diaria. La espec-
tropolarimetria de Dicroismo Dircular (DC) es una técnica espectroscépica basada en la absorcion diferencial de la
luz circularmente polarizada a la derecha con respecto a la luz circularmente polarizada a la izquierda por moléculas
con residuos quirales, como son las proteinas. Dependiendo de la region del ultravioleta (UV) donde se adquieran
los espectros, se obtiene informacidn sobre la estructura secundaria (UV lejano) o terciaria (UV cercano) de las pro-
teinas. La espectropolarimetria de DC en el UV cercano (250-350 nm) es una técnica rapida, sencilla y precisa, por
medio de la cual se puede obtener un espectro caracteristico de la estructura terciaria de la proteina estudiada, a
modo de huella dactilar, y que es resultado de las contribuciones de los distintos aminoacidos aromaticos y puen-
tes disulfuro. En este trabajo se ha llevado un estudio comparativo de la estabilidad del medicamento innovador
(Remicade®, 100 mg infliximab) / medicamento biosimilar (Remsima™, 100 mg CT-P13). En primer lugar, distintas
condiciones de degradacion forzada fueron aplicadas a los sobrantes de los medicamentos: luz visible, temperatura
de 60°C y dilucion en un medio hiperténico de NaCl. Posteriormente, se llevaron a cabo varios estudios de estabili-
dad en el tiempo de los sobrantes, tanto de las disoluciones reconstituidas (10 mg/mL), como de disoluciones clini-
cas de los mismos (2 y 0,4 mg/mL) almacenadas a 4°C tanto en viales (10 y 2 mg/mL) como en bolsas de poliolefina
(0,4 mg/mL). INF/CT-P13 mostraron un comportamiento idéntico tanto al ser sometidos a las diferentes condiciones
de degradacion acelerada, como en su evolucion en el tiempo almacenados a 4°C y oscuridad. Los resultados han
indicado que la estructura terciaria se mantiene estable en ambos mAbs durante 14 dias, independientemente de la
concentracion y del material de almacenamiento.
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EVALUACION DEL DOLOR POSTOPERATORIO EN EL RATON: MEDICION DE PARA-
METROS FUNCIONALES Y SENSORIALES

Miguel Angel Huerta Martinez, Miriam Santos Caballero, Makeya Abduljabbar Hasoun, M Carmen
Ruiz-Cantero, Rafael Gonzdlez-Cano, Enrique J Cobos

RESUMEN: Mas de la mitad de los pacientes que se someten a cirugia experimentan dolor moderado o severo en el
postoperatorio inmediato, a pesar del tratamiento analgésico. La laparotomia es el paso inicial para muchas cirugias
abdominales (los tipos de cirugias mas frecuentes) por lo que podria ser un buen modelo animal para el estudio del
dolor postoperatorio, y facilitar en el futuro el desarrollo de nuevas estrategias farmacolégicas para su tratamien-

to. El objetivo de este trabajo es caracterizar el dolor inducido por la laparotomia en el ratdon. Para ello utilizamos
ratones de la cepa CD-1. La laparotomia consistié en una incision de 1,5 cm a lo largo de la linea alba hasta alcanzar la
cavidad abdominal. Usamos una sutura discontinua para cerrar la musculatura abdominal y el peritoneo, y un punto
de colchonero horizontal para cerrar la piel. Valoramos la hipersensibilidad cutanea, el dolor en reposo, y el dolor
inducido por el movimiento, mediante el umbral de von Frey, un algoritmo de inteligencia artificial (el cual analizé
las expresiones faciales en registros en video) y el analisis de la actividad exploratoria de los animales (mediante

un actimetro de infrarrojos), respectivamente. Las medidas conductuales se realizaron a las 3h tras la cirugia. Las
diferencias entre las medias de los grupos experimentales se compararon mediante un ANOVA. En conclusion, los
resultados muestran que la laparotomia es un buen modelo para el estudio de las distintas facetas del dolor posto-
peratorio (hipersensibilidad cutanea, dolor en reposo y dolor en movimiento), y es adecuado para la valoracion de
farmacos analgésicos.

Agradecimientos: Junta de Andalucia (CTS-109), Agencia Estatal de Investigacion (10.13039/501100011033; PID2019-
108691RB-100).
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LA DECIDUALIZAC’ZION DE LAS CELULAS DECIDUALES ESTROMALES HUMANAS IN-
HIBE LA EXPRESION DE QUIMIOCINAS QUE ATRAEN CELULAS T CXCR3+ (TH1, TC1).
PAPEL EN LA TOLERANCIA INMUNOLOGICA MATERNO-FETAL

Tatiana Llorca Colomina, Olga Maria Garcia Valdeavero, Rocio Martinez Aguilar, Lucia Rodriguez
DoAa, Maria José Ruiz Magaha, Ana Clara Abadia Molina, Carmen Ruiz Ruiz, Enrique Garcia Olivares

RESUMEN: Las células deciduales estromales (DSC) son las células mas abundantes de la decidua humana, que es
el tejido que constituye el componente materno de la placenta. Numerosas evidencias confirman que las DSC jue-
gan un papel clave en la tolerancia inmunoldégica materno-fetal [1]. En el embarazo normal, las DSC sufren un proce-
so de diferenciacion (decidualizacion) por efecto de la progesterona y otras hormonas. Al decidualizarse las DSC ad-
quieren una morfologia redondeada y secretan prolactina, IL-15y otros factores [2]. En modelo murino, se ha podido
observar que, durante el embarazo, las DSC inhiben la expresion de quimiocinas relacionadas con la atraccion desde
la sangre periférica hacia la decidua de células Thly Tcl, las cuales presentan actividad abortigena [3]. Partiendo
de estos resultados previos, este trabajo tiene como objetivo analizar los efectos del proceso de decidualizacion en

la expresion en DSC humanas de quimiocinas que atraen células T a la decidua. Para ello, hemos obtenido lineas
celulares de DSC, que han sido decidualizadas in vitro por medio de la adicion de progesterona y AMPc al medio

de cultivo. Estudiamos, mediante RT-PCR, la diferencia de expresion de quimiocinas entre DSC no decidualizadas y
las decidualizadas. Pudimos comprobar que las quimiocinas que se unen a CXCR3, receptor expresado por Thly Tcl
activadas, o bien no se expresan en estas células, como es el caso de CXCL9, o bien se inhibe su expresion en DSC
decidualizadas, como se observa para CXCL10 (P&It;0.01) y CXCLI1 (P&lt;0.05). Con el fin de comprobar el efecto de
estos factores secretados por DSC sobre células T, hemos obtenido linfocitos de sangre periférica (PBL) que han sido
activados con PHA + anti-CD28 y mantenidos en cultivo durante 6 dias, anadiendo IL-2 cada 48 horas. Estos linfoci-
tos activados son CXCR3+, estando integrados por un 30% (+ 9.2) de células CD3+CD4+ (Th1), un 55% (+7.2) de células
CD3+CD8+ (Tcl) y un 9% (+3.2) de linfocitos NK CD56+. Ademas, hemos estudiado la capacidad de migracion de estos
linfocitos activados, en camaras Transwell, con medios condicionados de DSC no decidualizadas y decidualizadas.
Como resultado, hemos visto que los medios condicionados de DSC no decidualizadas disminuyen la migracion

de linfocitos T activados CXCR3+ (Th1y Tcl) (P&It;0.05) y este efecto se potencia con el medio condicionado de DSC
decidualizadas (P&It;0.001). Estos resultados demuestran que el proceso de decidualizacion durante el embarazo
inhibe la expresion en las DSC de quimiocinas que atraen células Thly Tcl, por lo que se evita la llegada de célula T
abortigenas a la decidua, siendo este un mecanismo dentro de la tolerancia inmunoldégica materno-fetal.

[1] Vacca P, Montaldo E, Vitale C, Croxatto D, Moretta L, Mingari MC. MSC and innate immune cell interactions: A
lesson from human decidua. Immunology Letters. 2015, 168(2): 170-4. DOI:10.1016/j.imlet.2015.05.006 [2] Richards RG,
Brar AK, Frank GR, Hartman SM, Jikihara H. Fibroblast cells from term human decidua closely resemble endometrial
stromal cells: induction of prolactin and insulin-like growth factor binding protein-1 expression. Biology of Reproduc-
tion. 1995, 52(3): 609-15. DOI:10.1095/biolreprod52.3.609 [3] Nancy P, Tagliani E, Tay CS, Asp P, Levy DE, Erlebacher A.
Chemokine gene silencing in decidual stromal cells limits T cell access to the maternal-fetal interface. Science. 2012,
336(6086): 1317-21. DOI: 10.1126/science. 1220030
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IMPACTO DEL PROBIOTICO LIMOSILACTOBACILLUS FERMENTUM CECT5716 EN
UN MODELO EXPERIMENTAL DE CANCER ASOCIADO A COLITIS: EVALUACION DEL
EFECTO ANTITUMORAL Y ANTIINFLAMATORIO

Molina-Tijeras, Jose Alberto (1,2); Ruiz-Malagdén, Antonio Jesds (1,2); Hidalgo-Garcia, Laura (1,2);
Diez-Echave, Patricia (1,2); Rodriguez-Sojo, Maria Jesus (1,2); Vezza, Teresa (1); Bariuelos, Oscar (3);
Olivares, Mdnica (3); Rodriguez-Cabezas, Maria Elena (1,2); Rodriguez-Nogales, Alba (1,2); Galvez, Julio
(1.2,4).

1. Departamento de Farmacologia, Centro de Investigacion Biomédica (CIBM), Universidad de Granada, Granada,
Espafna. 2. Instituto de Investigacion Biosanitaria de Granada (ibs.GRANADA), Granada, Espana. 3. Biosearch Life,
18004 Granada, Espana. 4. Centro de Investigacion Biomédica en Red — Enfermedades Hepaticas y Digestivas (Cl-
BER-EHD).

RESUMEN: E| cancer colorrectal (CCR) constituye el tercer cancer mas comun, y representa el segundo con mayor
numero de muertes relacionadas con cancer en todo el mundo. Diversos estudios reconocen la existencia de un
mayor riesgo de padecer CCR en pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell). En este sentido, el inicio

y desarrollo del proceso tumoral se ve favorecido por la existencia de una inflamacién crénica, con aumento en la
expresion de numerosos mediadores pro-inflamatorios, como son la interleucina (IL) 1 o la quimiocina CCL2, que
favorecen la expresion de factores anti-apoptoticos. Por otra parte, el desarrollo de Ell se asocia con una disbiosis
intestinal, es decir, con una alteracion en la composicién y/o funcién de la microbiota intestinal, situacion que tam-
bién se ha propuesto desempefar un papel crucial en el origen y progresion del CCR. Los probidticos son microor-
ganismos que cuando se administran en cantidades adecuadas confieren un efecto beneficioso en la salud del
hospedador. Se ha propuesto que la administracion de probidticos puede ejercer estos efectos mediante la modula-
cion de la microbiota intestinal, mejorando asi la situacion de disbiosis que pueda aparecer en enfermedades como
la Ell y el CCR. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del probidtico Limosilactobacillus fermentum
CECT5716 en un modelo experimental de cancer asociado a colitis (CAC). Para ello, se utilizaron ratones de la cepa
C57BL/6] a los que se indujo CAC mediante la administracion de azoximetano (AOM:; 10 mg/kg; i.p.) y de 3 ciclos de
sulfato de dextrano sddico (DSS; 2.5% (p/v)) en el agua de bebida durante 5 dias, con 14 dias de descanso entre cada
ciclo. Un grupo experimental fue tratado con L. fermentum (5x108 UFC/ratén/dia) durante 12 semanas. La evolucion
del peso corporal e indice de actividad de la enfermedad (DAI) fue evaluado diariamente, y al final del ensayo se
analizo el efecto antitumoral y antiinflamatorio derivado de la administracion del probidtico, tanto macroscopica-
mente, mediante la determinacion del niumero y tamano de tumores, como bioquimicamente, con la valoracion

de la expresion de diferentes marcadores por Western Blotting y por citometria de flujo. La administracion de L.
fermentum redujo significativamente la pérdida de peso y el incremento en los valores del DAI, que se asocia con el
desarrollo del proceso tumoral, junto con una reduccion significativa del nUmero de tumores en comparacion con
el grupo control sin tratamiento. Bioquimicamente, este efecto beneficioso se asocié con la activacion de la via AKT/
PI3K/Beclina 1implicada en la autofagia celular. También se observé una mejora del proceso inflamatorio asociado
al desarrollo tumoral, por una reduccion de la expresion de la ciclooxigenasa 2 (COX-2) y del inflamasoma NLRP3.
Por dltimo, L. fermentum moduld la respuesta inmunitaria alterada en este modelo de cancer experimental al pro-
mover la reduccion de monocitos clasicos (CD64+ CX3CRI-) y no clasicos (CD64+ CX3CRI+) en sangre. En conclusion,
L. fermentum ejerce efectos beneficiosos frente al desarrollo tumoral asociado a la inflamacion intestinal, probable-
mente derivados de su actividad antiinflamatoria y de sus propiedades inmunomoduladoras.
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ACTIVACION DE LOS INFLAMASOMAS NLRP-3 Y AIM-2 EN LA ENFERMEDAD PE-
RI-IMPLANTARIA

Saray Montalvo-Acosta; Natividad Martin-Morales; Sarmad Muayad-Rashid; Dario Abril-Garcia; Ana
Carrillo-Gdlvez; Francisco O'Valle; Miguel Padial-Molina; Pablo Galindo-Moreno.

RESUMEN: En el world Workshop sobre la enfermedad periodontal y peri-implantaria celebrado en 2017 se cla-
sifico la peri-implantitis como “una patologia asociada a placa bacteriana que ocurre en los tejidos alrededor del
implante.” La inflamacion en la mucosa peri-implantaria y la pérdida progresiva del hueso alrededor del implante
esta mediada por la respuesta inflamatoria del huésped. Recientemente se ha demostrado que la presencia de

los iones de implante también puede desencadenar las vias de activacion inflamatoria. Los inflamasomas son un
complejo multiproteico que hace parte del sistema inmunitario innato y estan implicados en la respuesta inmune
gue conducen a la secrecion de citocinas maduras asociada a la progresion de la peri-implantitis. Algunos recep-
tores de reconocimiento de patrones (PRR) ensamblan inflamasomas como respuesta a patrones moleculares
asociados a patdgenos (PAMP) o patrones moleculares asociados a danos (DAMP). Esto promueve la liberacion

de citocinas proinflamatorias, principalmente a través de la produccion de interleucinas (IL) 1-3 y 18 inducida por
caspasas. El objetivo de este estudio es identificar la expresion de los componentes del inflamasoma en pacientes
con peri-implantitis. Para ello se realizé un estudio transversal con pacientes diagnosticados con peri-implantitis
del departamento de cirugia e Implantologia oral en la facultad de odontologia de la universidad de Granada. Los
controles fueron clasificados como pacientes sanos o estables periodontales cuya indicacion de extraccion dental
fue por razones ortoddnticas o por destruccion coronal por caries. Las biopsias fueron incluidas en formalina al 10%
y procesadas para su evaluacion. Para el estudio morfolégico se realizaron tinciones con hematoxilina, tricromico
de Masson y pentacromico modificado de Movat. El analisis inmunohistoquimico fue realizado con anticuerpos
policlonales frente a NLRP3, AIM-2, Caspasa-1 e Interleuquina 18. Para el analisis por gPCR, el RNA fue extraido con
Trizol plus RNA Kit (Invitrogen, Gran Island, NY) y el total de RNA fue cuantificado en un Nanodrop. En el estudio
fueron incluidas 33 muestras de peri-implantitis y 15 controles no periodontales. Los participantes se distribuyeron
en 19 mujeres y 13 hombres con una edad media de 59.1+/-7.5. En el analisis morfoldgico se observo que el infiltrado
inflamatorio de las muestras con peri- implantitis fue estadisticamente significativo comparadas con los controles.
Las células inflamatorias estaban compuestas principalmente por linfocitos B, células plasmaticas y neutrdfilos. La
evaluacion inmunohistoquimica mostré que los componentes del inflamasomas presentan una alta expresion en la
lamina propia y el epitelio en las biopsias de los casos de peri-implantitis y esta expresion se correlaciond con la se-
veridad de la enfermedad. Resultados superponibles se confirmaron por los analisis mediante gPCR. El conslusion,
en el estudio se describe por primera vez la activacion del inflamasoma en enfermedad peri-implantaria en especial
la expresion de AIM2 no descrita en enfermedad periodontal humana.
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DESCUBRIMIENTO DE GARGANTULIDAS B Y C, NUEVAS MACROLACTONAS DE 52
MIEMBROS CON ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA AISLADAS DE AMYCOLATOPSIS SP.
ESTEREOQUIMICA ABSOLUTA COMPLETA DE LA FAMILIA DE GARGANTULIDAS

Daniel Carretero-Molina (1), Francisco Javier Ortiz-Lopez (1), Tetiana Gren (2), Daniel Oves-Costales (1),
Jesus Martin (1), Fernando Romdn-Hurtado (1), Tue Sparholt Jgrgensen (2), Mercedes de la Cruz (1), Cari-

dad Diaz (1), Francisca Vicente (1), Kai Blin (2), Fernando Reyes (1), Tiimann Weber (2), Olga Genilloud (1).

1. Fundacion MEDINA, Centro de Excelencia en Investigacion de Medicamentos Innovadores en Andalucia, Avda. del
Conocimiento 34, 18016 Armilla (Granada), Spain. 2. The Novo Nordisk Foundation Center for Biosustainability, Tech-
nical University of Denmark, Kemitorvet, building 220, 2800 Kgs. Lyngby, Denmark.

RESUMEN: Los productos naturales contindan siendo una fuente de estructuras quimicas privilegiadas y activida-
des bioldgicas destacadas que pueden resultar clave para abordar necesidades clinicas urgentes [1]. Entre ellos, los
macrolidos [2] son una clase estructural particularmente amplia de metabolitos secundarios producidos principal-
mente por actinomicetos [3] y codificados por grupos de genes biosintéticos (BGC) multimodulares de tipo policé-
tido-sintasa | (TTPKS). Uno de los macrdélidos mas conocidos es la eritromicina, no sélo como agente antibacteriano,
sino también como modelo para estudiar la biosintesis de otros antibidticos de tipo macrdlido [4]. Otros miembros
clinicamente relevantes de esta clase son, por ejemplo, la anfotericina B, la avermectina o la rapamicina, que abar-
can desde actividades antimicrobianas o insecticidas hasta inmunosupresoras [2,5]. Durante una campanfa de
cribado de alto rendimiento (HTS) en el area de antiinfectivos, los extractos del cultivo de la cepa Amycolatopsis sp.
CA-230715 mostraron actividad antibacteriana frente a diferentes patégenos Gram-positivos y Gram-negativos. Un
proceso de aislamiento guiado por bioactividad condujo al aislamiento de las gargantulidas B (1) y C (2), dos nuevas
y gigantes macrolactonas glicosiladas relacionadas con su congénere anteriormente aislado, gargantulida A (3) [6].
Las estructuras planas de estos nuevos macrolidos bioactivos fueron completamente elucidadas mediante espec-
trometria de masas de alta resolucion (HRMS) y espectroscopia de RMN 1D/2D, reveldandose como macrolactonas de
52 miembros y cadena lateral de 22 miembros, al igual que gargantulida A, pero presentando glicosilaciones adicio-
nales con b-D-glucosa y/o a-D-arabinofuranosa en sus esqueletos de tipo policétido. El BGC responsable de la bio-
sintesis de gargantulidas By C (gar) se identificd en el genoma de la cepa productora, lo que nos permitid estable-
cer por primera vez una evidencia genética para la biosintesis de esta interesante clase de compuestos. Dicho grupo
de genes, con un tamano excepcionalmente grande 216 kbp, codifica 10 enzimas de tipo TIPKS que comprenden
35 maoédulos, representando asi el mayor BGC codificador de macrélido descubierto hasta ahora. Adicionalmente,

se encuentran en dicho BGC un conjunto de genes presuntamente responsables de la biosintesis del aminoazucar
3,6-deoxi-3-metilamino glucosa (maG), que ha sido descrito exclusivamente en gargantulidas A-C. La integracion de
los datos gendmicos procedentes del analisis bioinformatico de las enzimas TIPKS y el analisis exaustivo mediante
RMN nos permitié asignar la estereoquimica absoluta completa de gargantulidas By C, asi como revisar y com-
pletar la de gargantulida A. Las gargantulidas By C mostraron una actividad antibacteriana potente (MIC 1-4 ug/
mL) frente a diferentes patdgenos Gram-positivos como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) o
Enterococcus faecium resistente a vancomicina (VRE), y una actividad moderada (MIC 16 ug/mL) frente al patdégeno
Gram-negativo Acinetobacter baumannii.

[ A. G. Atanasoyv, S. B. Zotchey, V. M. Dirsch and C. T. Supuran, Natural products in drug discovery: advances and
opportunities, Nat. Rev. Drug Discov., 2021, 20, 200-216. [2] S. Omura, Macrolide AntibioticsMacrolide Antibiotics, Else-
vier, 2003. [3] O. Genilloud, Actinomycetes: Still a source of novel antibiotics, Nat. Prod. Rep., 2017, 34, 1203-1232. [4] H.
L. Robertsen and E. M. Musiol-Kroll, Actinomycete-derived polyketides as a source of antibiotics and lead structures
for the development of new antimicrobial drugs, Antibiotics, , DOI:10.3390/antibiotics8040157. [5] G. P. Dinos, The ma-
crolide antibiotic renaissance, Br. J. Pharmacol., 2017, 174, 2967-2983. [6] J. R. Rho, G. Subramaniam, H. Choi, E. H. Kim,
S. P. Ng, K. Yoganathan, S. Ng, A. D. Buss, M. S. Butler and W. H. Gerwick, Gargantulide A, a complex 52-membered
macrolactone showing antibacterial activity from streptomyces sp., Org. Lett., 2015, 17, 1377-1380.
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IDENTIFICACION, CLONACION Y EXPRESION HETEROLOGA DEL LA RUTA BIOSINTE-
TICA DE GLOBOMICINA

Daniel Oves-Costales, Tetiana Gren, Jesus Martin, Xinglin Jiang, Eva Baggesgaard Sterndorff, Francis-
co Javier Ortiz-Lopez, Tue S. Jgrgensen, Fernando Romdn-Hurtado, Olga Genilloud, Tiimann Weber

RESUMEN: La globomicina y congéneres es una familia de lipodepsipeptidos ciclicos con gran actividad frente a
patdégenos Gram-negativos [1]. Su modo de accidon esta basado en la unidn al sitio activo de LspA, interfiriendo asi en
la via de secrecion de lipoproteinas. Sorprendentemente su ruta biosintética no ha sido identificada hasta la fecha.
Como parte de nuestro trabajo en la busqueda de nuevos productos naturales con actividad frente a patdgenos
Gram-negativos, identificamos a la cepa Streptomyces sp. CA-278952 como productor de globomicina, y nos marca-
mos como objetivo la identificacion de su ruta biosintética. El genoma de la cepa CA-278952 se secuencié mediante
PacBlo (Macrogen Inc. South Korea) para obtener un Unico contig de mas de 8 Mbp. El analisis del genoma me-
diante AntiSMASH identificd 23 regiones potencialmente responsables de la biosintesis de metabolitos secundarios
[2]. Un andlisis retrobiosintético de la globomicina nos permitié seleccionar una ruta hibrida NRPS / PKS como la
mas probable para su biosintesis. Para demostrar que realmente dicha ruta hibrida NRPS / PKS es responsable de
la biosintesis de globomicina se procedid a generar un mutante nulo mediante la insercion de un coddn STOP en

el gen globH empleando CRISPR-cBEST, dando lugar por tanto a una proteina GlobH truncada no funcional [3]. El
analisis mediante LC-MS de los extractos de fermentacion de este mutante nulo mostraron la ausencia completa de
globomicina y congéneres. Para complementar estos resultados nos marcamos como objetivo la expresion hete-
rologa de la ruta biosintética de la globomicina. Para ello, la agrupacion génica se clond en el vector pXJ157 usando
una variante del método CATCH y mediante conjugacion biparental se introdujo en ocho hospedadores heterélogos
(S. albus J1074, S. coelicolor M1146, S. griseofuscus wt, dos cepas de S. griseofuscus que carecen de plasmidos nati-
vos, Streptomyces sp. NBC10103, Streptomyces sp. NBC01270 y Streptomyces NBCO1171) [4]. Todos los hospedadores
heterdlogos, sus correspondientes controles negativos y el control positivo Streptomyces sp. CA-278952 se crecieron
en una bateria de medios de fermentacion, y los correspondientes extractos microbianos se analizaron mediante
LC-MS. La globomicina y congéneres se detectaron en S. albus J1074 y S. coelicolor M1146, demostrando asi de forma
inequivoca que la ruta biosintética clonada es responsable de su biosintesis. En resumen: hemos identificado la
agrupacion génica responsable de la biosintesis de globomicina y congéneresy llevado a cabo su expresion hetero-
loga en dos hospedadores. Nuestros resultados pueden sentar las bases para la generacion de nuevos analogos de
la globomicina con propiedades biolégicas mejoradas.

[1 Inukai, M., Enokita, R., Torikata, A., Nakahara, M., Iwado, S., Arai, M. J. Antibiot. 1978, 31, 410-420 [2] Blin, K., Shaw, S.,
Kloosterman, A. M., Charlop-Powers, Z., van Weezel, G. P, Medema, M. H., Weber, T. 2021, Nucl. Acids Res. doi: 10.1093/
nar/gkab335 [3]Tong, Y., Whitford, C. M., Blin, K, Jgrgensen, T. S., Weber, T. Nat. Protoc. 2020, 15, 2470-2502 [4]Jiang, W.,
Zhao, X,, Gabrieli, T, Lou, C., Ebenstein, Y., Zhu, T. F. Nat. Commmun. 2015, 6:8101
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EVALUACION DE FUNCION BARRERA EPIDERMICA Y HOMEOSTASIS CUTANEA DE
CREMA DERMCONTROL EN PACIENTES SANOS

Trinidad Montero Vilchez, Ana Leticia Jiménez Escobar, Ana de la Cruz Ferndndez, Aimudena Gémez
Farto, Noelia Pérez Gonzdlez, Salvador Arias Santiago

RESUMEN: En el marco de un proyecto FEDER INNTERCONECTA, se han recuperado y valorizado componentes del
orujillo generado en el proceso de obtencion de aceite de oliva. Las materias primas recuperadas son polifenoles
con un claro efecto antioxidante y nanocelulosas empleadas como componente de recubrimiento para disefar mi-
croparticulas que mejoren la estabilidad de ingredientes sensibles a la degradaciéon. Se ha desarrollado una formu-
lacion para tratamiento de dermatitis atopica que incluye diferentes componentes activos entre los que se incluyen
polifenoles, factor de crecimiento y acido hialurénico. El acido hialurénico es una molécula que se encuentra en la
epidermis y es importante para mantener la estructura normal del estrato cérneo y la funcidon de barrera epidérmi-
ca. Lasalteraciones en la barrera epidérmica facilitan la penetracion de alérgenos a través de la piel y su interaccion
con las células locales de presentacion de antigenos y células inmunitarias, incrementando el riesgo de desarrollar
enfermedades cutaneas como la dermatitis atdpica. El objetivo del estudio fue evaluar los cambios en la funcion de
la barreta epidérmica y la homeostasis cutanea tras el uso de DermControl. Se diseAd un ensayo clinico controlado
y aleatorio con 30 voluntarios sanos del Hospital Virgen de las Nieves de Granada. Los pacientes fueron asignados a
aplicar durante una semana en uno de sus brazos, dejando el otro de control, DermControl. Los parametros a eva-
luar fueron: pérdida transepidérmica de agua (TEWL), hidratacion del estrato cérneo (SCH), temperatura, eritema,
melanina, pH y elasticidad. Tras el estudio se observd que en el brazo donde se aplicé la crema se produjo un incre-
mento en la hidratacion del estrato cérneo y en la elasticidad. Al comparar ambos brazos, se encuentran diferencias
estadisticamente significativas en la hidratacion del estrato cérneo y la temperatura y cambios con tendencia a la
significacion en la TEWL Yy en la elasticidad. DermControl mejora la funcién de la barrera epidérmica en voluntarios
sanos, lo que se ve reflejado principalmente en un incremento de la hidratacion del estrato cérneo.
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REVISION DE LA ESTEREOQUIMICA ABSOLUTA DEL ANTIBIOTICO TELOMICINA EN
BASE A LA SECUENCIA DE SU NRPS Y A LOS RESULTADOS DEL ANALISIS QUIRAL
DE SUS AMINOACIDOS

Ignacio Pérez-Victoria, Sandra Resa, Marta Gonzdlez, Fernando Reyes

RESUMEN: Las bacterias patdgenas resistentes a antibidticos suponen una amenaza para la salud y el desarrollo
mundiales. La OMS ha declarado que la resistencia a los antimicrobianos es una de las diez principales amenazas de
salud publica a las que se enfrenta la humanidad. La propagaciéon de bacterias que han adquirido nuevos meca-
nismos de resistencia a antibidticos esta comprometiendo nuestra capacidad para tratar infecciones comunes. Es
especialmente alarmante la rapida propagacion mundial de bacterias multirresistentes y panresistentes (denomi-
nadas también «superbacterias») que provocan infecciones que no pueden tratarse con los antibidticos clasicos [1].
Una de las actuaciones para hacer frente a esta problematica consiste en aumentar el repertorio de antibidticos,
incluyendo compuestos con modos de accion menos explorados. Para este fin, las investigaciones enfocadas en el
descubrimiento de nuevos antimicrobianos o la revision de antibidticos descubiertos hace décadas, pero no estu-
diados en profundidad, son fundamentales. En esta Ultima linea se encuadra el antibidtico telomicina, un péptido
no ribosdémico descubierto a finales de los afos 50 del pasado siglo que presenta una potente actividad bactericida
frente a diversos patdégenos Gram-positivo [2]. Recientemente, se ha demostrado que presenta un modo de accidn
novedoso con diana en la membrana plasmatica basado en una interaccion especifica con el fosfolipido cardiolipi-
na [3]. Interesados en la caracterizacion molecular de esta interaccion telomicina-cardiolipina, hemos revisado la
bibliografia sobre telomicina asi como los datos publicados sobre el grupo de genes biosintéticos que codifican su
produccion en Streptomyces canus ATCC 12647 [3, 4]. La revision de estos datos ha puesto de manifiesto una serie
de discrepancias entre la secuencia de la NRPS (sintetasa de péptido no ribosdmico) encargada de su biosintesis y
la estructura quimica descrita, en la que todos los aminoacidos tienen configuracion absoluta L-. El analisis bioin-
formatico de la NRPS muestra la presencia de dos dominios de epimerizacion (E) en dos modulos diferentes de la
NRPS, que sugieren la presencia de dos aminoacidos con configuracion D- en la estructura de telomicina. Hemos
llevado a cabo un analisis filogenético de los distintos dominios de condensacion (C) en la NRPS. Dicho analisis ha
mostrado que los dominios C de todos los modulos de la NRPS reconocen estereoespecificamente aminoacidos

L- salvo dos dominios C que reconocen estereoespecificamente aminoacidos D- y se encuentran en los mddulos
situados aguas abajo de aquellos que contienen los dominios E de epimerizacion. Este analisis bioinformatico y
filogenético demuestra inequivocamente que la telomicina contiene dos aminoacidos con configuracion absoluta
D- e indica cuales son. La corroboracion experimental definitiva la hemos podido obtener mediante analisis quiral
de aminoacidos utilizando el método de Marfey avanzado [5] sobre la mezcla de aminoacidos obtenida tras hidrdli-
sis acida de la telomicina. Esta revision de la estereoquimica absoluta de la telomicina nos va a permitir determinar
proximamente su conformacion y estructura tridimensional en disolucion mediante Resonancia Magnética Nuclear,
asi como su interaccion a nivel molecular con liposomas ricos en cardiolipina utilizando esta misma técnica espec-
troscopica. Los datos que obtengamos seran muy utiles en el propio desarrollo de la telomicina como antibiodtico y
en el disefo y generacion de nuevos analogos con propiedades antibidticas optimizadas.

1] www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/antimicrobial-resistance [2] M. Misiek et al. 1957-1958. 5, 852-855. [3]

C. W. Johnston et al. Nat. Chem. Biol. 2016. 12, 233-239. [4] C. Fu et al. 3. Am. Chem. Soc. 2015. 137, 7692-705. [5] K. Fujiii
et al. Anal. Chem. 1997, 69, 3346-3352.
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REGULACION TRANSCRIPCIONAL DEL RECEPTOR PARA ANTIGENOS DE LINFOCI-
TOS T O

Alonso Rodriguez-Caparrds (1), Shizue Tani-ichi (2), Jennifer Lépez-Ros (1), Koichi Ikuta (2), and Cristina
Hernandez-Munain(1)

1. Department of Cellular Biology and Immunology, Institute of Parasitology and Biomedicine “Lopez-Neyra” - Spani-
sh National Research Council (IPBLN-CSIC), Parque Tecnolégico de Ciencias de la Salud (PTS), 18016-Granada, Spain
2. Laboratory of Immune Regulation, Department of Virus Research, Institute for Frontier Life and Medical Sciences,
Kyoto University, Kyoto 606-8587, Japan

RESUMEN: Los linfocitos T y6 juegan un papel esencial en la respuesta inmunitaria mediante la rapida produccion
de grandes cantidades de citoquinas, teniendo gran importancia en la respuesta inmunitaria frente a determinados
patégenos y en la proteccion en determinados lugares anatdmicos. Estas células expresan un receptor de antigeno
(T cell receptor, TCR) formado por las cadenas TCRyy TCRS capaz de reconocer antigenos no peptidicos. Ademas
de esta funcidon en defensa frente a determinadas infecciones, se han revelado otras importantes funciones para
estas células en la homeostasis de tejidos, tales como en termogénesis, regeneracion dsea y plasticidad sinaptica.
Sin embargo, el proceso de como estas células se generany, en especial, codmo se regula la transcripcion de los ge-
nes de las cadenas TCRyy TCR& durante el desarrollo no se ha clarificado hasta el momento. Nuestros datos (PMID:
30877169) indican que los potenciadores transcripcionales necesarios para la expresion de las cadenas TCRyy TCR&
dependen de las sefalizaciones mediadas por Notch (a través de RUNX1y MYB) e interleuquina 7 (a través de STATS)
durante el desarrollo de los linfocitos T y8.

Sesiones | 229



Pdster

SESION 3. ,Dial

Enfermedades inflamatorias e infecciosas

ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNOLOGICA CELULAR EFECTORA Y REGULADO-
RA ESPECIFICA EN PACIENTES ALERGICOS AL VENENO DE ABEJA O AL POLEN DE
OLIVO DE FENOTIPO GRAVE CON REACCIONES SISTEMICAS DURANTE LA INMUNO-
TERAPIA

Maria José Rodriguez Sanchez (1,2), Ana Molina Bueno (3), Maria Salas Casinello (3), Cristobalina Ma-
yorga Mayorga (3), Julio Galvez (1,2,4), Alba Rodriguez Nogales (1,2).

1.Departamento de Farmacologia, Centro de Investigacion Biomédica (CIBM), Universidad de Granada, Granada, Es-
pafa. 2. Instituto de Investigacion Biosanitaria de Granada (ibs.GRANADA), Granada, Espana. 3. Unidad de Alergia.
Hospital Regional Universitario de Malaga-IBIMA, Malaga, Espafa. 4. Centro de Investigacion Biomédica en Red -
Enfermedades Hepaticas y Digestivas (CIBER-EHD).

RESUMEN: En |os ultimos afos, se viene detectando la existencia de un fenotipo grave de pacientes alérgicos a
veneno de abeja o a polen de olivo que presentan reacciones sistémicas severas tras la administracion de inmunote-
rapia especifica (ITE) y responden mal a la misma. Esto supone un dificil manejo terapéutico para dichos pacientes
Yy, por consiguiente, genera un problema de salud importante. Tanto en el caso de las reacciones alérgicas al veneno
de abeja como a las de olivo, los fenotipos graves podrian relacionarse con la existencia de una sensibilizacion mas
compleja, la cual incluye alérgenos minoritarios que pueden estar mal controlados en los extractos utilizados para
ITE, pero este factor por si solo no podria justificar la totalidad de los casos. Como se ha observado anteriormente en
estudios de rinitis 0 asma alérgica, se sospecha que estos pacientes podrian presentar un perfil endotipico diferen-
cial de sensibilizacion, el cual puede expresarse, entre otros, a nivel inmunoldgico. Por ello, seria razonable pensar
gue esto pudiera deberse a un desequilibrio en la respuesta celular inmunoldgica especifica (respuesta efectora vs
respuesta reguladora). Por lo tanto, centramos nuestro objetivo en estudiar estas diferencias inmunoldgicas entre
pacientes alérgicos con fenotipo grave y reacciones sistémicas a la ITE y pacientes alérgicos sin reacciones. Con ello
pretendemos ademas lograr la identificacion de biomarcadores tempranos, lo cual supondria un gran avance en

el manejo clinico de dichos pacientes y en el desarrollo de una nueva intervencion terapéutica especifica y segura.
Para llevar a cabo este estudio diferenciamos dos grupos de individuos. Por un lado estudiamos pacientes alérgicos
a veneno de abeja o polen de olivo que hayan sufrido al menos una reaccion anafilactica tras recibir ITE (Casos) y
por otro, pacientes alérgicos que hayan tolerado y respondido bien a la ITE (Controles). De ambos grupos de pacien-
tes medimos los niveles de IgE especifica en suero y analizamos la activacion de los basofilos y la respuesta prolife-
rativa especifica de subpoblaciones linfocitarias con fenotipo efector (Th1/Th2/Th9) y regulador (Treg/Breg) frente a
varios componentes alergénicos de veneno de abeja (Api m 1, Api m 2, Api m4, Api m 10) o polen de olivo (Ole e 1, Ole
e 3,0lee7yOlea). Losresultados obtenidos muestran una respuesta linfocitaria que se declina hacia un fenotipo
efector en el caso de los pacientes que sufren reacciones sistémicas al recibir la ITE. Esto se acompana de un des-
censo en las poblaciones reguladoras estudiadas cuando los comparamos con pacientes que toleran bien la ITE.
Encontramos ademas una mayor reactividad de los baséfilos a gran parte de los componentes alergénicos tanto de
polen de olivo como de veneno de abeja cuando comparamos los casos con el grupo control. En cuanto a los niveles
séricos de IgE especifica, los resultados muestran niveles significativamente mas elevados en casos que en contro-
les. Todos estos hallazgos nos llevan a pensar que los pacientes alérgicos a veneno de abeja o a polen de olivo que
tienen un fenotipo grave y presentan reacciones sistémicas durante la administracion de ITE, efectivamente cuen-
tan con un perfil diferencial respecto a los pacientes que son tratados sin ningun efecto adverso. A pesar de que en
este estudio hemos podido comprobar que este perfil puede ser expresado mediante una respuesta inmunoldgica
especifica, serian necesarios estudios a nivel metabolémico y transcriptdmico para tener un analisis mas completo
del comportamiento de dicho perfil endotipico.
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IDENTIFICACION Y EXPRESION HETEROLOGA DE LA RUTA BIOSINTETICA DE CA-
CAODINA, EL PRIMER LANTIPEPTIDO DE CLASE V

Fernando Romdn-Hurtado, Marina Sadnchez-Hidalgo; Francisco Javier Ortiz-Lopez, Jesus Martin y
Olga Genilloud

RESUMEN: E| potencial metabdlico de los actinomicetos convierte a estas bacterias en una de las fuentes mas
prometedoras en la busqueda de nuevos antibidticos, necesarios para reducir el continuo incremento de las re-
sistencias a antibidticos por parte de muchos patégenos. El género Streptomyces es uno de los mas prolificos y
produce alrededor del 70-80% de los productos naturales descritos con propiedades terapéuticas [1]. Las nuevas
herramientas de secuenciacion masiva han permitido secuenciar mas 15.000 genomas de la clase Actinobacteria
cuyo analisis bioinformatico (Genome Mining) ha permitido caracterizar un elevado numero de rutas responsa-
bles de la biosintesis de metabolitos secundarios, confirmando el potencial biosintético de este grupo de microor-
ganismos [2]. Como resultado del continuo esfuerzo de la Fundacion MEDINA en el descubrimiento de nuevas
moléculas bioactivas de origen microbiano, se descubrid la cacaoidina, el primer lantipéptido descrito de clase V,
producido por la cepa Streptomyces cacaoi CA-170360 y con actividad frente a patégenos Gram-positivos como Sta-
phylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) y Clostridiodes difficile. La cacaoidina posee rasgos estructurales
comunes con las familias de los lantipéptidos y las linaridinas, como la presencia de anillos de lantionina y AviMe-
Cys, pero se caracteriza por una dimetilacion de un residuo de alanina en el extremo amino terminal, un niumero
inusualmente elevado de D-aminoacidos o la glicosilacion en un residuo de tirosina con un disacarido no descrito
hasta el momento en ningun otro producto natural [3]. El genoma de la cepa S. cacaoi CA-170360 se secuencio
usando la estrategia combinada de lllumina HiSeq 2500 y PacBio RSl y se analizé con diferentes herramientas
bioinformaticas antiSMASH, BAGEL, PRISM o RiPPMiner, sin poder identificarse la ruta biosintética de cacaoidina.
Utilizando la secuencia aminoacidica del extremo carboxilo terminal (TASWGC) se encontrd una ORF de 162 pb,
correspondiente al gen estructural caoA, que codifica un péptido estructural de 23 aminoacidos y un péptido lider
de 30 aminoacidos y que ayudo a la elucidacion de la estructural final de cacaoidina [4]. A partir del gen estructural,
y considerando las caracteristicas estructurales de la molécula [3], se propuso una posible ruta biosintética cao de
unas 30 Kb (GenBank MT210103) que contenia 27 ORFs cuyas funciones se determinaron mediante analisis BLAST y
HHpred. Sorprendentemente, ninguna de las ORF mostraba una homologia alta con otras proteinas conocidas que
participan en la biosintesis de lantipéptidos. Para confirmar que esta ruta biosintética cao es la responsable de la
produccion de cacaoiding, se clond en el vector pCAPOT mediante CATCH (Cas9-Assisted Targeting of Chromoso-
me), dando lugar a la construccion pCAO que se introdujo en el hospedador heterdlogo Streptomyces albus J1074
por conjugacion triparental. Los transconjugantes positivos seleccionados se fermentaron en tubos de 10 mL de
medio R2YE durante 13 dias y se extrajeron con acetona, obteniéndose unos extractos acuosos al 20% DMSO. Estos
extractos se analizaron por LC-HRESIMS(+)-TOF y MS/MS confirmandose la presencia de picos a 3.35 min, tiempo de
retencion estandar de cacaoidina, la perfecta correlacion entre el espectro de UV, la masa, la distribucion isotopica y
los patrones de fragmentacién de MS/MS que demostraron la produccién de cacaoidina en el hospedador heterdlo-
go S. albus J1074/pCAQ, y que la ruta establecida es la responsable de su produccion [4].

[1] Genilloud, O. (2017). Nat. Prod. Rep. 34:1203-1232. [2] Genilloud, O. (2018). Antibiotics (Basel). 7:85. [3] Ortiz-Lopez, FIJ.,
et al. (2020). Angew. Chem. Int. Ed. 59, 12654-12658 [4] Roman-Hurtado, F., et al. (2020). Antibiotics. 10:403.
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GENOME MINING EN LA FUNDACION MEDINA: IDENTIFICACION DE LAS RUTAS DE
BIOSINTESIS DE MOLECULAS PROMETEDORAS

Marina Sanchez-Hidalgo, Fernando Romdn-Hurtado, Daniel Oves-Costales, José Miguel Quesada,
Olga Genilloud

RESUMEN: Los productos naturales o metabolitos secundarios son pequefas moléculas no esenciales producidas
por plantas, microorganismos e invertebrados. Los actinobacterias producen mas del 70% de todos los productos
naturales utilizados para desarrollar moléculas antiinfecciosas con relevancia clinica [1]. El gran desarrollo de tecno-
logias de secuenciacion de ultima generacion (NGS) a principios del siglo XXI ha revitalizado la busqueda de nuevos
productos naturales bioactivos. La secuenciacion de genomas ha revelado que las actinobacterias y otros microor-
ganismos poseen el potencial para producir muchos mas productos naturales que los que se detectan en condicio-
nes de laboratorio. Este potencial biosintético codificado por el genoma se puede desbloquear utilizando diferentes
enfoques genéticos moleculares en una estrategia que se conoce como mineria gendémica o genome mining [2],
gue ademas ha sido impulsada por el continuo desarrollo de herramientas bioinformaticas y bases de datos para

la busqueda y anotacion automatizada de rutas de biosintesis de metabolitos secundarios, tales como antiSMASH
[3], MIBIG [4] o PRISM [5]. La Fundacion MEDINA es un centro de investigacion sin animo de lucro enfocado en el
descubrimiento de moléculas bioactivas candidatas a farmacos o productos de alto valor biotecnoldgico para dar
respuesta a necesidades médicas e industriales no cubiertas hasta ahora. MEDINA posee una de las colecciones
microbianasy una de las librerias de productos naturales mas grandes del mundo, que abarcan un amplio espacio
guimico y provienen de fuentes microbianas muy diversas obtenidas de muestras de un amplio rango de origenes
geograficos. En este trabajo describimos la identificacion y expresion heterdloga de las rutas de biosintesis de dis-
tintas moléculas con potencial interés terapéutico a partir de la secuenciacion de genomas de la coleccidon micro-
biana de Fundacion MEDINA.

[1] Genilloud, O. (2017). Nat. Prod. Rep. 34:1203-1232. [2] Zerikly, M. and Challis, G.L. (2009). ChemBioChem. 10, 625-633.

[3] Weber, T. et al. (2015). Nucleic Acids Res. 43, W237-43. [4] Medema, M.H. et al. (2015). Nat. Chem. Biol. 11, 625-631. [5]
Skinnider, M.A. et al. (2015) Nucleic Acids Res. 16, 9645-62.
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IDENTIFICACION, AISLAMIENTO-BIOGUIADO Y EVALUACION DE LA POTENCIA DE
LA POBLACION DE METABOLITOS ANTIBACTERIANOS PRODUCIDOS POR LA CEPA
KRIBBELLA CA-293567

Jorge Roca, Sandra Ruiz, Ignacio Gonzdlez, Carlos Justicia, Caridad Diaz, Mercedes De La Cruz, Jesus
Martin, Ignacio Ferndndez, Olga Genilloud, Fernando Reyes and José R. Tormo

RESUMEN: E| género Kribbella, descrito en 1999, constituye un potencial productor de nuevos compuestos antimi-
crobianos. Miembros de este género han sido ya descritos como productores de metabolitos muy potentes contra
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) como la sandramicina, un depsipéptido aislado por primera
vez de un cultivo de Nocardioides sp en 1989. Durante un campanfa de cribado de alta densidad (HTS) enfocada

en el descubrimiento de nuevos agentes antiinfectivos contra superbacterias en Fundacion MEDINA, conseguimos
identificar un perfil de actividad antimicrobiana poco frecuente en cultivos obtenidos de la nueva cepa Kribella
CA-293567, aislada de El Saladar del Margen, en Cullar-Baza, Granada. Cuyos extractos presentaron actividad tanto
contra agentes patdégenos Gram-positivos como MRSA, como contra dos agentes Gram-negativos y un hongo pato-
geno humanos. Estos resultados prometedores nos llevaron a enfocarnos en la caracterizacion microbiana de esta
interesante cepa de Kribbella CA-293567 y en la identificacion y evaluacion en potencia de la poblacion de metabo-
litos microbianos potencialmente interesantes que produce. Para la consecucion de estos objetivos, se llevd a cabo
la caracterizacion molecular de la cepa mediante su analisis filogenético y, tras un estudio de medios de cultivo para
potenciar la produccion de actividades antibacterianas, la cepa se fermenté en medio DNPM liquido en media es-
calay el extracto de su fermentacion se sometié a un fraccionamiento bioguiado enfocado en la purificacion de sus
componentes bioactivos. Los resultados han cristalizado en el aislamiento de cuatro metabolitos activos, siendo
uno de ellos la ya mencionada sandramicina, cuya potente actividad frente a MRSA se confirmo y se documenta
por primera vez como activa contra el hongo patégeno humano Aspergillus fumigatus. Adicionalmente, tres nuevos
productos naturales, con perfil atipico de actividad dependiente de concentracion, frente a las cepas clinicamente
relevantes Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa pudieron ser también identificados.

Sesiones | 233



Pdster

SESION 3. ,Dial

Enfermedades inflamatorias e infecciosas

THE EFFECT OF BODY FAT DISTRIBUTION ON THE SYSTEMIC SCLEROSIS: A MENDE-
LIAN RANDOMIZATION STUDY

Gonzalo Villanueva-Martin, Marialbert Acosta-Herrera, Martin Kerick, Elena Lopez-Isac, Carmen P
Simeon, Norberto Ortego-Centeno, Jose Luis Callejas, International SSc Group, Xia Jiang, Javier Martin

and Lara Bossini-Castillo

RESUMEN: La esclerodermia (systemic sclerosis, SSc) es una enfermedad autoinmune (autoimmune disease, AD)
caracterizada por procesos fibroticos del tejido conectivo, dafo vascular y alteraciones créonicas de la respuesta
inmunoldgica. La SSc es una enfermedad de etiologia compleja en la que decenas de factores genéticos de riesgo
interactdan con factores ambientales en su mayoria desconocidos. La obesidad es un conocido factor de riesgo
para diferentes ADs, ya que se asocia con un estado proinflamatorio continuado. En este estudio, aplicamos una
estrategia de aleatorizacion mendeliana basado en 2 muestras independientes (Two-Sample Mendelian Rando-
mization, 2SMR) para estudiar el efecto causal en la SSc de tres parametros relacionados con la obesidad: indice

de masa corporal (body mass index, BMI), indice cintura-cadera (waist-to-hip ratio, WHR) y WHR ajustado por BMI
(WHR adjusted for BMI, WHRadjBMI). Para ello, usamos los resultados de las asociaciones genéticas de miles de po-
limorfismos de un sélo nucledtido (single nucleotide polymorphisms, SNPs) incluidos en estudios de asociacion de
genoma completo (genome-wide association study, GWAS) para SSc (9,486 casos, 18,333 controles y 4,723,365 SNPs)
y para cada uno de los factores de riesgo, BMI ( 806,810 participantes y 27,381,302 SNPs), WHR (697,734 participantes
y 27376273 SNPs) y WHRadjBMI (694,649 participantes y 27,375,636 SNPs) del UK Biobank y de Genetic Investigation
of Anthropometric Traits consortium (GIANT). Se seleccionaron las sefales de asociacion independientes de cada
factor de riesgo (P &lt; 5 x10-9, R2 &lt; 0.05) y se analizd su efecto causal usando diferentes métodos de 2SMR: método
ponderado de la varianza inversa (inverse variance weight, IVW), MR-Egger, MR-PRESSO y MR multivariable (MVMR)
implementados en el paquete de R “TwoSampleMR”. Ademas, se estimo la correlacion genética global entre los
tres rasgos de obesidad y la enfermedad utilizando el software LDSC, y la correlacion genética local entre los rasgos,
utilizando el método p-HESS. No se observoé correlacion genética global entre ninguno de los factores de riesgo
analizados y la SSc. A escala local, sélo se detectd un incremento de la correlacion entre la SSc y WHRadjBMI en la
region del complejo mayor de histocompatibilidad (Human Leukocyte Antigen, HLA). No se encontré evidencia

gue apoyase un efecto causal de BMI o WHR sobre la SSc. Sin embargo, si se observé una relacion causal negativa
entre WHRadjBMI (IVW P &lt; 0.038, OR = 0.43 [0.20-0.90]; MR-Egger P &lt; 0.049, OR = 0.73 [0.56-0.94]; MR-PRESSO
P &lt; 0.39, OR = 0.77 [0.60-0.99]). Tampoco se observo ninguna relacion causal especifica de subtipo, tras realizar la
estratificacion por sexo y subtipos clinicos y serolégicos de la enfermedad. El modelo MVMR que incluia a la vez BMI
y WHR tampoco puso de manifiesto ninguna evidencia de asociacion con SSc. En este trabajo se ha explorado el
efecto de distintos rasgos asociados a obesidad en el riesgo a sufrir SSc. Pese a la falta de evidencia de relaciones
causales en este estudio, consideramos que la asociaciéon negativa observada entre SSc y WHRadjBMI se debe al
efecto de las complicaciones gastrointestinales (Gl) que sufren algunos pacientes de SSc, que provocan problemas
motores de las vias digestivas haciendo que los estos tiendan a perder peso. Esta caracteristica intrinseca de la en-
fermedad podria actuar como factor de confusién en nuestro estudio, impidiendo poner de manifiesto la influencia
de la obesidad en la SSc, al contrario de lo que ocurre en otras enfermedades reumaticas.
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NETS EN PERIIMPLANTITIS

Sarmad Muayad Rashid Albakri, Natividad Martin Morales, Saray Montalvo Acosta

RESUMEN: Las trampas extracelulares de neutroéfilos (NET) son filamentos extracelulares de cromatina producidos
tras la activacion celular y descritos como un nuevo mecanismo para atrapar, inmovilizar y potencialmente matar
bacterias y se han propuesto como una intervencion en la patogenia de la periimplantitis. El objetivo de nuestro
estudio fue caracterizar la expresion de TNE en tejidos gingivales de pacientes con periimplantitis. Para ello se rea-
lizd un estudio observacional transversal en pacientes con periimplantitis que requirieron extraccion de implantes.
Las biopsias de tejido gingival se obtuvieron después del examen clinico y la extraccion del implante. Se realizaron
microscopia electrénica e inmunofluorescencia para caracterizar los NET. Se realizé un analisis inmunohistoquimico
para cuantificar la expresion de la trampa extracelular de neutréfilos mediante Monoclonal Anti-CD15 en biopsias
de pacientes con periimplantitis. Se obtuvieron diferentes biopsias de 30 pacientes: la microscopia electrénica

y las imagenes de inmunofluorescencia mostraron una mayor expresion de los neutrdfilos presentes en el tejido
inflamado por el implante. Se observo la liberacion de contenido nuclear al espacio extracelular, compatible con la
formacion de NET. En conclusion, se encontraron trampas extracelulares de neutréfilos en muestras de tejido de
periimplantiits como componentes extracelulares de la cromatina, junto con enzimas de neutrofilos, que no esta-
ban presentes en controles sanos.
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ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO Y LA SEGURIDAD DE UN SISTEMA TET-ON INDU-
CIBLE SIN TRANSACTIVADOR

Carlos Blanco-Benitez ; Maria Tristadn-Manzano ; Pedro Justicia-Lirio; Francisco Martin

RESUMEN: Los sistemas inducibles por tetraciclina (Tet-On) se utilizan para una variedad de aplicaciones, desde la
investigacion basica hasta la terapia génica. Sin embargo, la mayoria de los sistemas Tet-On utilizan proteinas qui-
méricas que contienen transactivadores (una quimera TetR-VP16) que se unen al operdon TetO a través del dominio
TetR e inducen la expresion transgénica de un promotor minimo gracias al dominio VP16. Esta configuracion puede
constituir un problema ya que se ha demostrado que la expresion de los transactivadores causa diferentes tipos de
toxicidades celulares por A) secuestrando factores de transcripcion para el crecimiento celular y B) activacion de
genes celulares debido a la uniéon de la proteina TetR-VP16 a sitios pseudo-TetO dispersa a través del genoma de
todas las células eucariotas. Nuestro grupo ha desarrollado previamente Lent-On-Plus (LOP), un sistema Tet-On sin
transactivador basado en el represor TetR original. En el presente estudio, primero analizamos el comportamiento
de LOP en diferentes lineas celulares y luego comparamos el comportamiento del sistema rtTA de ultima genera-
cion (Tet-On 3G) versus nuestro sistema TetR (LOP) en el contexto de vectores lentivirales. LOP generd de manera
eficiente células sensibles a la doxiciclina altamente sensibles (0.1-1ng / ml) utilizando células K562, Jurkat, Namalwa,
Nalm6, MiaPaca2, HEK293T y T. Para la comparacion de LOP y Tet-On 3G, inicialmente nos enfocamos en las células
Jurkat y HEK293T, observando fuertes diferencias en los niveles de expresion de ambos vectores en Jurkat, mientras
que niveles similares en HEK293T. Analizamos en detalle el comportamiento de ambos sistemas en HEK293T para
utilizarlo como modelo para investigar en detalle su eficacia y seguridad. Nuestros resultados muestran que, aun-
que Tet-On 3G LV expresan niveles mas altos de eGFP, requiere 100-1000 veces mas DOX en comparacion con LOP
LV (3000ng / ml versus 0.Ing respectivamente) y la cinética de induccién es maés lenta. Las células que responden a
Dox de ambos sistemas se han aislado y preparado para RNAseq para identificar cambios en la expresion inducidos
por ambos sistemas en presencia o ausencia de Dox.
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GENERACION DE UN NUEVOMODELO DE MUSCOSA ORAL HUMANA PRE VASCULA-
RIZADA GENERADA MEDIANTE TECNICAS DE INGENIERIA TISULAR

Cristina Blanco-Elices, Jesus Chato Astrain, Salvador Oyonarte, Oscar Garcia Garcia, Ricardo Ferndn-
dez Valadés, Maria del Carmen Sdnchez Quevedo, Antonio Espafia Lépez, Miguel Alaminos, Miguel

Angel Martin Piedra, Ingrid Garzdn.

RESUMEN: Los trastornos orales son afecciones que afectan a mas de 3.000 millones de personas en todo el mun-
do. Para solventar este problema, durante los Ultimos aflos en Ingenieria Tisular se han desarrollado, optimizandoy
caracterizado varios modelos de mucosa oral humana tridimensional utilizando diferentes células, biomateriales y
moléculas de sefnalizacion. Estos modelos han demostrado tener una utilidad potencial, pero una de las principales
limitaciones clinicas de los tejidos bioartificiales es la falta de vascularizacion. Esta limitacion puede conducir a hi-
poxia en el tejido injertado dificultando la biointegracion. Dado que las células madre mesenquimales (MSC) tienen
propiedades pro-vasculogénicas, su uso podria constituir una prometedora estrategia para la vascularizacion de
tejidos artificiales. En este trabajo se han desarrollado nuevos modelos de mucosa oral artificial humana emplean-
do como biomaterial hidrogeles de fibrina-agarosa, combinados con MSC capaces de diferenciarse al linaje celular
endotelial. Se han obtenido tres tipos de MSC a partir de tejido adiposo (ADSC), médula dsea (BMSC) y pulpa dental
(DPSC). Todos los tipos celulares fueron inducidos in vitro hacia linaje endotelial empleando medios de diferencia-
cion durante 21 dias. Una vez diferenciados los diferentes tipos de MSC, se generaron modelos tridimensionales

de mucosa oral humana artificial utilizando fibroblastos de mucosa oral, ADSC, BMSC y DPSC antes y después de

la induccion al linaje endotelial con el objetivo de estudiar la capacidad de inducir la vascularizacion de cada tipo
celular. Como controles se generaron modelos tridimensionales con células endoteliales de vena umbilical humana
(HUVEC). El potencial de vascularizacion y biointegracion de cada sustituto de la mucosa oral humana se evalud

in vitro e in vivo en ratones atimicos durante una semana. Tras los 21 dias de induccién in vitro, las MSCS fueron
capaces de aumentar la expresion de los marcadores endoteliales CD31, VEGF y VWF, especialmente en BMSC y
DPSC como se demostré mediante inmunofluorescencia. Ademas, en estos mismos grupos se detectd mediante un
array de angiogénesis la sobreexpresion de numerosas proteinas con un importante papel en la vascularizacion. Por
otro lado, una vez implantado el injerto artificial de mucosa oral humana durante una semana, se observé mediante
inmunohistoquimica un aumento significativo de la formacion de vasos sanguineos en la zona de interfaz entre el
injerto y los tejidos del huésped, mediante la expresion significativamente positiva de marcadores vasculares como
son CD31, CD34, VEGF y VWF en comparacion con los controles, especialmente cuando se emplearon MSC predife-
renciadas de BMSCy DPSC. De este modo, los resultados de este trabajo sugieren que el uso de MSC prediferen-
ciadas a linajes endoteliales podria contribuir a una rapida generacion de una red vascular que podria favorecer la
biointegracion in vivo de los sustitutos de la mucosa oral humana creados mediante bioingenieria.

Este estudio ha sido apoyado por el Plan Nacional de Investigacion Cientifica, Desarrollo e Innovacién Tecnolégica
(1+D+l) del Ministerio de Ciencia e Innovacion (Instituto de Salud Carlos Il1), becas FIS PI18/331, FIS PI121/00980, FIS
PI18/332 e ICI19/00024, y por la beca CSyF PI-0442-2019 de la Consejeria de Salud y Familias, Junta de Andalucia,
Espafa. Cofinanciado por fondos FEDER, Unién Europea.
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DESARROLLO DE UN BIORREACTOR DINAMICO PARA EL ESTUDIO DE PROCESOS
DE REGENERACION DE CARTILAGO ARTICULAR

Noelia Campillo, Antonio Torres, Celia Romo, Carlos Chocarro-Wrona, Julia Lépez, Juan A. Marchal,
José M. Baena

RESUMEN: E| sector biomédico se halla inmerso en un proceso de transformacion tecnoldgica a fin de abordar los
actuales problemas sociales y de salud. La escasez de donantes de drganos en una poblacién cada vez mas enveje-
cida hace necesaria la busqueda de nuevas estrategias que permitan generar sustitutos funcionales bioartificiales
mediante la aplicacion de las técnicas mas vanguardistas en ingenieria de tejidos. En los Ultimos anos, el surgi-
miento de la bioimpresion 3D ha permitido realizar grandes avances en ingenieria de tejidos, haciendo posible la
generacion ex vivo de porciones de tejidos u 6rganos con cierto grado de complejidad, de forma automatizada y
controlada. A pesar de las numerosas ventajas que ofrece la bioimpresion 3D frente a otras técnicas, es necesario
solventar numerosos desafios tecnoldgicos antes de que la biofabricacion de érganos con aplicacion clinica se con-
vierta en una realidad. Uno de los principales retos consiste en el mantenimiento del tejido bioimpreso a largo plazo
en el laboratorio bajo condiciones 6ptimas que promuevan su maduracién. Biorreactores personalizados capaces
de biomimetizar el ambiente in vivo del 6rgano nativo mediante el control de parametros fisioldgicos y la aplicacion
de estimulos fisicos, mecanicos y bioquimicos resultan cruciales en el proceso de biofabricacion, pues tales estimu-
los son capaces de controlar las funciones celulares y los procesos de diferenciacion durante la formacion del tejido.
A pesar del importante papel que desempena el biorreactor en la parte final del proceso de biofabricacion del
tejido, su disponibilidad es muy limitada. Entre las razones principales se encuentran su elevado coste, los comple-
jos procesos de fabricacion y puesta a punto requeridos y un dificil manejo, no cumpliendo en muchos casos con
las expectativas iniciales. REGEMAT 3D ha desarrollado un biorreactor de rodilla capaz de mimetizar la anatomia

y fisiologia de la rodilla humana (BMAP Knee) con el fin de estudiar procesos de regeneracion de cartilago bajo un
ambiente controlado. El biorreactor permite controlar parametros de temperatura, concentracion de O2 y CO2 para
mantenerlos dentro del rango fisioldgico, ademas de la aplicacion de los movimientos mas comunes en la rodilla
humana (flexo-extension, compresion y rotacion) en modelos articulares obtenidos mediante bioimpresion 3D. En
un estudio piloto se llevd a cabo una reconstruccion de la articulacion de rodilla humana mediante bioimpresion 3D
a partir de modelos obtenidos de imagenes de resonancia magnética de un paciente con lesiones osteocondrales a
nivel del condilo medial y lateral del fémur. El biomaterial empleado para la impresion de fémur y tibia fue acido po-
lildctico mientras que los meniscos y las lesiones osteocondrales fueron impresos en una malla de policaprolactona
para dotar de una mayor flexibilidad. Se realizaron cultivos 3D en las lesiones con una biotinta compuesta por célu-
las mesenquimales derivadas de tejido adiposo y colageno tipo 1. La aplicacion de cargas mecanicas de compresion
(0.3 Hz, 4h/dia, total de 21 dias) bajo condiciones fisioldgicas de temperatura, concentracion de CO2 y O2 promovie-
ron la activacion de los genes que codifican el factor de transcripcion SOX9 y las proteinas de la matriz extracelular
de cartilago colageno tipo 2 (COL2A]1) y agrecano (ACAN), sugiriendo una activacion del proceso de diferenciacion de
células mesenquimales hacia linaje condrogénico a nivel de la lesién osteocondral. Medidas de viabilidad y prolifera-
cion celular demostraron la capacidad del biorreactor de mantener los constructos 3D a largo plazo en condiciones
de esterilidad, lo cual resulta fundamental para una posterior aplicacion clinica.
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CORTISTATINA V2.0: UNA NUEVA TERAPIA AVANZADA PARA ENFERMEDADES IN-
FLAMATORIAS Y FIBROTICAS

Jenny Campos-Salinas, Margarita Barriga y Mario Delgado

RESUMEN: E| estudio de las enfermedades provocadas por desequilibrios en las respuestas inmunitarias que con-
ducen a trastornos inflamatorios, hipersensibilidad y/o autoinmunidad y fibrosis, es una de las areas de la investiga-
cion biomédica donde mas se ha centrado la atencioén. Este interés se debe a su alta incidencia y a la falta de tra-
tamientos efectivos. En los Ultimos afos, nuestro grupo ha propuesto los neuropéptidos, en concreto Cortistatina
(CST), como potencial estrategia terapéutica, demostrando su importante papel inmunomodulador y antifibrético
sobre procesos autoinmunes/inflamatorios en modelos experimentales de enfermedades como la sepsis, enferme-
dad inflamatoria intestinal, esclerosis multiple, reumatoide artritis, miocarditis autoinmune, aterosclerosis y recien-
temente en fibrosis pulmonar, fibrosis hepatica y esclerosis sistémica. Para lograr estos resultados, en el tratamiento
con CST fue necesaria la administracion frecuente de dosis elevadas del péptido, debido a su rapida degradacion
por la accion de las peptidasas tisulares y a su corta vida media. Este hecho conlleva una serie de inconvenientes
para su uso en terapia, asi como la posibilidad de generar efectos pleiotréopicos ya que sus receptores se encuentran
distribuidos por todo el organismo. Para solucionar estos potenciales problemas, desarrollamos por ingenieria ge-
nética una forma mejorada de CST (CST-v2.0), bajo una estructura latente a modo de profarmaco, en la que CST esta
protegida por un escudo molecular hasta llegar al foco inflamatorio/fibrético, donde serd liberada por la accion de
metaloproteinasas presentes en la zona inflamada, activandose y aumentando asi su biodisponibilidad. Nuestros
resultados demostraron que CST-v2.0 presento efectos terapéuticos en varios modelos preclinicos de enfermeda-
des inflamatorias y fibrdticas, disminuyendo significativamente los signos clinicos asociados a las mismas con dosis
suboptimas y frecuencias de administracion marcadamente reducidas en comparacion con CST sin modificar. En
resumen, CST-v2.0 surge como una herramienta terapéutica innovadora que resulta tremendamente atractiva y
prometedora para el tratamiento de enfermedades cronicas de distinta etiologia con dificil solucion clinica en estos
momentos y para el desarrollo de profarmacos basados en el uso de neuropéptidos.
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EVALUACION PRECLINICA DE NUEVOS BIOMATERIALES DE FIBRINA-AGAROSA
PARA SU UTILIZACION EN LA REPARACION DE LAS LESIONES TENDINOSA POR IN-
GENIERIA TISULAR

Gonzadlez-Quevedo D, Chato-Astrain J, SGnchez-Porras D, Garcia-Garcia OD, Ortiz-Arrabal O, Carriel V,
Campos F

RESUMEN: Las lesiones tendinosas constituyen un problema frecuente en la cirugia ortopédica debido a su limita-
da capacidad de renovacion y a los controvertidos tratamientos quirdrgicos. En los ultimos afnos, uno de los objeti-
vos de la ingenieria tisular ha sido el disefo y desarrollo de biomateriales que puedan contribuir a la terapéutica de
dichas lesiones. El objetivo del presente trabajo fue evaluar experimentalmente en los efectos de dos biomateriales
en la reparacion de las lesiones de tenddn: un hidrogel nanoestructurado de fibrina-agarosa y un hidrogel nanoes-
tructurado de fibrina-agarosa entrecruzado con genipin en el modelo de rata Wistar. Tras la generacion de ambos
biomateriales se realizdé una caracterizacion biomecanica y de viabilidad. Los animales de experimentacion en los
gue se genero la lesidon y se implementod el uso de dichos biomateriales se dividieron en 4 grupos experimentales
(n=6 en cada grupo): reparacion directa (Control) y reparacion del tenddn con MatriDerm®, hidrogel nanoestruc-
turado de fibrina-agarosa y un hidrogel nanoestructurado de fibrina-agarosa entrecruzado con genipin. Los ana-
lisis histoldgicos se realizaron después de 4y 8 semanas tras la cirugia. Las pruebas de traccion revelaron que los
hidrogeles nanoestructurados de fibrina-agarosa y los de fibrina-agarosa entrecruzada con genipin tenian unas
propiedades biomecanicas generales significativamente superiores en comparacion con MatriDerm®. Ademas, los
estudios bioldgicos confirmaron una alta viabilidad celular en todos los biomateriales, especialmente en el hidrogel
nanoestructurado de fibrina-agarosa. Ademas, la evaluacion in vivo de los tendones reparados utilizando los distin-
tos biomateriales usados en este estudio dio como resultado una mejor organizacion de las fibras de colagenoy la
alineacion de las células que la reparacion directa. Este estudio demostroé que tanto el hidrogel nanoestructurado
de fibrina-agarosa como el de fibrina-agarosa entrecruzada con genipin podrian mejorar la cicatrizacion del tenddn
tras una reparacion quirurgica. Tras los estudios preclinicos realizados debera procederse a la autorizacion por la
Agencia Espafnola de Medicamentos y Productos sanitarios y su fabricacion en condiciones de calidad farmaceéutica
llevar a cabo su traslacion a la clinica.

Este estudio ha sido financiado por la Fundacién de la Sociedad Espafola de Ortopedia y Traumatologia (SECOT),
por el Plan Nacional de Investigacion Desarrollo e Innovacién Tecnoldgica, Ministerio de Economia y Competitividad
(Instituto de Salud Carlos 1), y por el Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER) Unién Europea (FIS PI117-0393).
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TERAPIA DIRIGIDA CON MAGNETOLIPOSOMAS ASOCIADAS A OXALIPLATINO CON-
TRA CANCER COLORRECTAL

A. Cepero, B. Garcia-Pinel, L. Gago, Y. Jabalera, G. Iglesias, L. Cabeza, R. Ortiz, C. Jiménez-Lopez, C. Mel-
guizo, J.C. Prados

RESUMEN: E| oxaliplatino (OXA) es uno de los quimioterapéuticos principales para el tratamiento del cancer colo-
rrectal (CCR), el tercer tumor mas frecuente a nivel mundial. En estadios avanzados, el CCR tiene una supervivencia
a cinco anos del 14%, siendo la aparicion de multiples resistencias uno de los principales problemas en el fracaso del
tratamiento. En este contexto, las células madre del cancer colorrectal (CSC), derivadas de las células madre intesti-
nales positivas al marcador LGR5, parecen ser las responsables de la resistencia a la quimioterapia, la radioterapia y
el desarrollo de metastasis. Por ello, el desarrollo de nuevas nanoformulaciones que se dirijan selectivamente a las
células del CCR aparece como una estrategia prometedora para mejorar el pronoéstico de estos pacientes. Con-
cretamente, los magnetoliposomas (MLPs) son un tipo de nanotransportadores con multiples propiedades, como
la liberaciéon controlada de agentes antitumorales, el direccionamiento activo mediante la unidon de anticuerpos
monoclonalesy la alta biodisponibilidad. En este trabajo, en primer lugar, se sintetizaron nanoparticulas magnéti-
cas biomimeéticas (BMNPs) utilizando la proteina de membrana del magnetosoma MamC y se funcionalizaron con
Oxaliplatino (BMNP-OXA). Posteriormente, se generaron liposomas PEGylados cargados con BMNP-OXA (MLP-OXA)
y BMNP (MLP), que fueron direccionados frente a la proteina de membrana LGR5 mediante la unién covalente de
anticuerpos anti-LGR5 (MLP-OXA-LGR5 y MLP-LGRS5, respectivamente). Todas las nanoformulaciones fueron carac-
terizadas por microscopia electronica de transmision y por dispersion de luz dinamica, también se calculd el valor
del potencial {. Se analizd la expresion proteica del marcador LGR5 mediante western blot en las lineas celulares
de CCRMC38y T84y en la linea de control de carcinoma hepatocelular HepG2. Las células sembradas en placas de
48 pocillos fueron tratadas con OXA, MLP-OXA, MLP-OXA-LGR5 y ambas formulaciones de MLPs libres de farma-
cos durante 72 h a seis concentraciones diferentes. Los porcentajes de proliferacion celular se analizaron mediante
el ensayo de sulforodamina B. Todos los resultados se presentaron como la media + desviacion estandar (SD). El
analisis estadistico se realizé mediante pruebas t de Student con el programa Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS). Los datos con p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos. Los resultados muestran
que las nanoparticulas magnéticas fueron envueltas dentro del liposoma con éxito. MLP-OXA presento un diametro
aproximado de 150.7 + 5917 nm y MLP de 106.1 = 20.41. Asimismo, MLP-OXA y MLP fueron funcionalizados con anti-
cuerpos frente a LGR5 sin producir un aumento de tamano de las nanoformulaciones (118,2 + 297 nm y 101,5 + 13,33
nm, respectivamente). Ademas, el estudio de la movilidad electroforética mostré que todas las nanoformulaciones
estaban cargadas positivamente. Asimismo, se encontro expresion de LGRS en las lineas celulares de CCR MC38y
T84. En MC38y T84, el tratamiento con MLP-OXA-LGR5 mostré un mayor efecto citotoxico que el farmaco libre y las
nanoformulaciones no dirigidas (p&lt; 0,05). Las nanoformulaciones libres de farmaco mostraron alta biocompatibili-
dad. En conclusion, MLP-OXA-LGRS5 puede ser una estrategia prometedora para eliminar selectivamente las células
LGR5+ de CCR. Se necesitan mas estudios in vitro e in vivo para validar el efecto antitumoral selectivo.

Garcia-Pinel, B. Pharmaceutics 2020, 12(6):589. doi: 10.3390/pharmaceutics120605809.
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MEJORA DE LA PRODUCCION DE CELULAS T-CAR ALOGENICAS UNIVERSALES

Kristina Pavlovic (1,2), Maria Dolores Carmona (2), Noelia Maldonado (1), Maria Tristan (1), Marina Cor-
tijo (1), Sonia Nogueras (2), Rosario Jiménez (2), Francisco Martin (1), Inmaculada Concepcién Herrera

(2,3), Karim Benabdellah(]).

1. Terapia Génica y Celular. GENYO. Granada, Espanfa. 2. Terapia Celular. IMIBIC, Universidad de Cérdoba. Cérdoba,
Espana. 3. Unidad de Hematologia. Hospital Universitario Reina Sofia. Cérdoba, Espana.

RESUMEN: La terapia basada en células T portadoras de receptores antigénicos quimeéricos (células T-CAR) es un
novedoso tratamiento para neoplasias linfoides, que ya ha demostrado resultados prometedores. Sin embargo,
actualmente se esta trabajando en mejorar esta estrategia. En primer lugar, para evitar las dificultades relaciona-
das con la obtencién de un numero adecuado de células autdlogas, el uso de células alogénicas universales esta
siendo evaluado para su posible uso en clinica. Por otro lado, varios ensayos clinicos basados en la estrategia T-CAR
se han visto afectados por las caracteristicas intrinsecas de las células utilizadas como tratamiento, principalmente
asociadas al fenotipo de las células T. Los productos T-CAR derivados de poblaciones enriquecidas en células con

un menor estadio de diferenciacion presentan una mayor persistencia in vivo, y un mayor efecto citotoéxico. Por ello,
el objetivo de nuestra investigacion es generar células T-CAR alogénicas universales, con fenotipo definido. Para
llevar a cabo este estudio, se generaron células T-CAR universales, mediante la disrupcion de los genes B2M y TRAC,
con el objetivo de generar células que escapen del reconocimiento inmune y eviten asi el desarrollo de reacciones
de alorechazo. Esta estrategia ademas se ha combinado con la seleccién de subpoblaciones especificas de células
T, con una mayor persistencia y actividad antitumoral in vivo. La edicion génica se llevo a cabo mediante el sistema
CRISPR-Cas9 y su eficiencia se evalué mediante PCRy la herramienta ICE de Synthego, mientras que las subpo-
blaciones se obtuvieron mediante un separador celular, atendiendo a marcadores celulares especificos analizadas
por citometria de flujo. En conclusion, la edicion génica de linfocitos T-CAR por disrupcion de los loci TCRy B2M, en
combinacion con el aislamiento de subpoblaciones especificas de células T, son dos estrategias in vitro desarrolla-
das con el objetivo traslacional de mejorar los resultados en clinica de las células T-CAR en pacientes con neoplasias
de células B refractarias o recidivantes.

I CONGRESO INVESTIGACION PTS GRANADA Sesiones | 243



Pdster

Dia 2

10 febrero 2022

Terapias avanzadas I: Celular, Génica, Volver men SESIONES ()
Bioingenieria, Nanomedicina

NUEVA ESTRATEGIA TERAPEUTICA CON NANOFORMULACIONES FUNCIONALIZA-
DAS CON LGR5 EN CANCER DE COLON AVANZADO

Gago Lidia, Cepero Ana, Garcia-Pinel Bea, Jabalera Yleniaq, Iglesias Guillermo, Jimenez-Lépez Concep-
cion, Prados José, Cabeza Laura

RESUMEN: Los farmacos utilizados en la quimioterapia del cancer colorrectal (CCR) como el oxaliplatino (Oxa), el
5-fluorouracilo o el irinotecan, generan efectos secundarios diversos derivados del tratamiento. Por lo tanto, son
necesarias nuevas herramientas para mejorar las terapias convencionales del CCR y la busqueda de nuevas dianas
terapéuticas para un tratamiento mas especifico. Concretamente, se ha descrito el receptor 5 acoplado a la protei-
na G rico en leucina (LGR5) como una diana de interés en CCR. LGR5 es una proteina diana de la via de sefalizacion
Wnt/B-catenina que estimula la autorrenovacién y la proliferacion celular. Se encuentra presente en las células
madre de las criptas del intestino delgado y en numerosos tumores colorrectales. En los ultimos afnos la nanome-
dicina ha surgido como un enfoque prometedor para el diagnoéstico y el tratamiento del cancer. Dentro de la gran
variedad de nanoformulaciones, las nanoparticulas magnéticas son una opcion prometedora en el campo de la
nanomedicina del cancer debido a sus caracteristicas intrinsecas, que dan lugar a la posibilidad de una terapia com-
binada y dirigida. Asimismo, estas nanoformulaciones pueden funcionalizarse mediante la adicion de anticuerpos
en superficie que reconozcan de manera especifica determinados biomarcadores. Por todo esto, en el presente
trabajo se ha pretendido inducir la sobreexpresion de LGR5 en la linea celular de cancer de colon murino MC38 con
el fin de obtener células LGR5+ para testar magnetoliposomas pegilados cargados con Oxa y funcionalizados con
anticuerpos anti-LGR5. Con respecto a la metodologia utilizada, se llevaron a cabo dos técnicas para la induccion de
la sobreexpresion de LGRS5: (1) generacion de estrés oxidativo mediante tratamiento con H202 a distintas dosis du-
rante 27 diasy (ll) transduccién con particulas lentivirales. Asimismo, se testaron los niveles de expresion de ARNmM y
proteina de LGRS en las células tumorales mediante PCR cuantitativa y western blot, respectivamente. Finalmente,
se realizaron ensayos de proliferacion celular con las distintas nanoformulaciones y se determin® la viabilidad celular
tras 72h mediante el ensayo colorimeétrico de la Sulforodamina B. Los resultados obtenidos mostraron una sobreex-
presion de ARNm de hasta 4,99 veces mayor en el tratamiento con H202 y 3 veces mayor en las c€lulas transducidas
en comparacion con la linea celular basal. Sin embargo, no se mantuvieron en la expresion proteica. Asimismo, se

ha demostrado el mantenimiento de la sobreexpresion de LGR5 a nivel de ARNm tras 14 dias de haber sido retira-
do el tratamiento con H202. Los magnetoliposomas funcionalizados y cargados con Oxa tuvieron un mayor efecto
antiproliferativo en comparacion con las formulaciones no funcionalizadas y el farmaco libre (alcanzando valores de
inhibicion de 86,14% a dosis 3 UM con los magnetoliposomas funcionalizados). Ademas, se mostro la eficacia de un
tratamiento combinado del farmaco (vehiculizado y sin vehiculizar) junto con la generacion de estrés oxidativo, ob-
teniendo reducciones significativas de la IC50 en comparacion con las células a las que no se les indujo estrés oxida-
tivo (hasta un 66,67% con los magnetoliposomas funcionalizados cargados con Oxa). Por todo ello, la combinacion
de un tratamiento con magnetoliposomas pegilados transportadores de oxaliplatino y estrés oxidativo podria dar
lugar a una terapia prometedora para la mejora del tratamiento contra el CCR Yy, por ende, en la calidad de vida de
los pacientes, ya que permitiria la disminucién de la dosis de farmaco, disminuyendo asi los efectos secundarios de
los tratamientos convencionales. No obstante, se necesitan mas estudios que amplien estos resultados preliminares.
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NUEVOS MAGNETOLIPOSOMAS BIOMIMETICOS COMO NANOPORTADORES DE
OXALIPLATINO

Beatriz Garcia-Pinel, Ylenia Jabalera, Guillermo Iglesias Salto, Concepcion Jimenez-Lopez, Raul Ortiz,
Jose Prados, Consolacion Melguizo, Laura Cabeza.

RESUMEN: E| cancer colorrectal (CCR) es el tercer cancer mas comun en el mundo, cuyos principales tratamientos
son la reseccion quirdrgica con o sin quimioterapia adyuvante para estadios menos avanzados. Actualmente, el
tratamiento mas utilizado para el tratamiento del CCR se basa en los agentes quimioterapéuticos de primera linea:
5-fluorouracilo, irinotecan y oxaliplatino (OXA). Pero su uso esta asociado a una amplia lista de efectos secundarios
gue limitan su aplicacion en la clinica. En estudios anteriores, se desarrollé una nanoparticula basada en un nucleo
magnético biomimético (BMNP) para la vehiculizacion de OXA (Oxa-BMNP) con un gran efecto en las células de
cancer colorrectal. Sin embargo, provocd una ligera toxicidad en los glébulos blancos y agregacion de eritrocitos.
Por tanto, en el presente estudio, la nanoplataforma ha sido modificada con un recubrimiento de lipidico (BMLs) y
polietilenglicol (BMLs-PEG) para mejorar su biocompatibilidad. Para la evaluacion de las propiedades de las BMLs
cargadas y no cargadas con OXA, pegiladas o no, se ha utilizado una amplia bateria de lineas de colon, tanto tumo-
rales (T84, HCT15, HT29, SW480, MC38) como no tumorales (CCDI18). Para su caracterizacion se han realizado pruebas
de citotoxicidad, capacidad migratoria frente a un campo magnético, capacidad de internalizacion celular y efecto
sobre células sanguineas y del sistema inmunolégico. Nuestros resultados demuestran que la nueva nanoformula-
cion mejora la biocompatibilidad y la captacion celular en comparacion con su predecesora, sin reducir significativa-
mente la citotoxicidad del farmaco en las células de cancer de colon. Ademas, el magnetoliposoma pegilado redujo
el porcentaje de hemolisis del 5% al 2%, siendo hemocompatible y reduciendo la aglutinacion de gldbulos rojos, y
no causo toxicidad en las células blancas sanguineas. El estudio de la biocompatibilidad en las celulas sanguineas,
la capacidad de internalizacion celular y los ensayos de citotoxicidad realizados en el presente trabajo muestran
que la adicion de una capa lipidica y la pegilacion adicional mejora la biocompatibilidad y la captacion celular de
Oxa-BMNPs sin reducir significativamente la actividad citotdxica del Oxa en las lineas celulares de cancer de colon.
El presente estudio es una prueba de concepto crucial necesaria para la futura aplicacion de estas novedosas nano-
formulaciones.
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EVALUCION DEL IMPACTO FiSICO-QUIMICO Y CELULAR DE DIFERENTES RECUBRI-
MIENTOS SOBRE NANOPARTICULAS DE POLIESTIRENO

Pablo Gravdn, Jesus Pefia-Martin, Martin Villegas-Montoya, Maria José Gdlvez-Ruiz, Houria Boulaiz,
Juan Antonio Marchal, Francisco Galisteo-Gonzdlez y Paola Sanchez-Moreno.

RESUMEN: Las nanoparticulas se han convertido en un elemento frecuente en el ambito de la investigacion bio-
médica. Un aspecto fundamental en el disefio de las mismas, es el medio con el que interactuan con su entorno,
es decir, su recubrimiento superficial. El objetivo de este sera la disminucion de las interacciones no especificas y

la focalizacion del efecto terapéutico. En este trabajo se han evaluado diferentes tipos de recubrimiento sobre la
superficie de nanoparticulas de poliestireno: un recubrimiento de polietilenglicol (PEG), un recubrimiento proteico
de BSA, un recubrimiento de quitosano y un recubrimiento basado en las propias membranas celulares. Para ello
se han optimizado diversos protocolos para la funcionalizacion de las superficies de las nanoparticulas de polies-
tireno. La consecucion del recubrimiento se ha determinado mediante micrografias de microscopia electrénica,
asi como técnicas de electroforesis o RMN en los casos correspondientes. Para evaluar la estabilidad coloidal de los
sistemas, se ha determinado su tamafo y potencial zeta en un amplio rango de pHSs, asi como la determinacion de
la concentracion critica de coagulacion (CCC). Ademas, se ha evaluado la protein corona asociada a cada uno de los
recubrimientos. A su vez, se ha determinado la incorporacion comparada de estos sistemas en lineas celulares de
monocitos THP-1y en la linea celular de cancer de mama MCF-7, mediante técnicas de citometria y de microscopia
confocal, entre otros ensayos in vitro. A través de este estudio, se ha podido determinar que el recubrimiento de un
nanosistema es un aspecto fundamental en el disefo experimental del mismo y que, un mismo sistema, con dife-
rente recubrimiento, presenta diferentes propiedades. Ademas, se ha demostrado que las nanoparticulas recubier-
tas por membranas celulares presentan un mayor uptake por parte de los sistemas celulares.
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CELULAS MADRE CANCERIGENAS DE MELANOMA: OPTIMIZACION DE UN METODO
PARA SU CULTIVO, ENRIQUECIMIENTO Y MANTENIMIENTO

Jiménez Martinez Yaiza, Ruiz Alcala Gloria, Garcia Ortega Maria Belén, Lépez-Ruiz Elena, Jiménez
Gema, Marchal Juan Antonio, Garcia Chaves Maria Angel, Boulaiz Houria

RESUMEN: E| melanoma maligno es conocido por ser uno de los canceres mas agresivos con una incidencia que
aumenta cada ano. Las células madre cancerosas (CSC) estan involucradas en la resistencia a los tratamientos
terapéuticos, el proceso metastasico y las recaidas del paciente. Por tanto, es de vital importancia para los investi-
gadores encontrar una metodologia que nos permita obtener subpoblaciones enriquecidas que mantengan sus
propiedades intactas sin diferenciarse en el tiempo. Nuestro objetivo fue comparar la capacidad del medio condi-
cionado obtenido a partir de células madre mesenquimales humanas (MSC) aisladas por dos métodos: enzimatico y
no enzimatico, para el enriquecimiento y mantenimiento de las CSC de melanoma. Nuestros resultados mostraron
por primera vez que las MSC aisladas mediante una metodologia menos agresiva mostraban una mayor capacidad
de enriquecimiento y mantenimiento de las CSC.
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PAPEL DEL GEN SOX9 EN EL CRECIMIENTO DE LA UNA Y EN LA REGENERACION
DEL EXTREMO DACTILAR

M. Lao, A. Hurtado, A. Chacdén, M. Burgos, R Jiménez, F. Barrionuevo

RESUMEN: La una es un apéndice especializado donde varios tejidos ectodérmicos funcionan de manera coor-
dinada para garantizar su crecimiento constante a lo largo de toda la vida. Para ello, en la matriz ungueal situada
en region proximal de la parte basal de la ufa, existe una poblaciéon de células madre que se diferencian por un
lado en los queratinocitos que forman la lamina ungueal y por otro lado en las células del lecho ungueal, que es

el epitelio que mantiene unido la lamina ungueal a la falange distal subyacente. SOX9 es un factor de transcrip-
cion con multiples funciones durante el desarrollo embrionario y en la homeostasis de tejidos adultos. Nosotros
hemos encontrado dos poblaciones de células positivas para SOX9 no descritas previamente en la ufia. La primera
se encuentra en el lecho ungueal. Usando ratones modificados genéticamente hemos trazado el destino de estas
células y hemos comprobado que se trata de una poblacién transitoria cuyo movimiento es paralelo al crecimiento
de la una. Ademas, mediante ratones mutantes hemos comprobado que, en ausencia de Sox9, las células del lecho
ungueal no se diferencian y las células madre de la matriz ungueal proliferan, se expanden distalmente y se dife-
rencian en queratinocitos, generando unas de tamano desproporcionado. Ademas, en estos ratones mutantes, la
falange terminal subyacente a la uha degenera. La segunda poblaciéon de células positivas para SOX9 se encuentra
en el surco distal del dedo. El trazado genético de estas células en ratén adulto indica que se trata de un nicho de
células madre autoregenerativas implicadas en la homeostasis de la epidermis del hiponiquio. Por lo tanto, SOX9 es
un gen maestro esencial para la diferenciacion de las células del lecho ungueal y la homeostasis de la ufa. La parte
distal del dedo de algunos mamiferos, incluyendo los humanos en edad infantil y los ratones, tiene la capacidad de
regenerarse tras sufrir una amputacion. Actualmente se conocen pocos genes implicados en este proceso. Noso-
tros hemos estudiado este proceso en ratones mutantes y controles y hemos descubierto que Sox9 juega un papel
esencial en el mismo. Los resultados de este estudio nos ayudaran a comprender las bases celulares y moleculares
de la homeostasis y regeneracion de la region ungueal, y ayudaran a disefar estrategias terapeuticas para el trata-
miento de pacientes con enfermedades dactilares o que hayan sufrido una amputacion.
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PROPIEDADES MECANICAS Y MICROESTRUCTURALES DE HIDROGELES DE ALGINA-
TO DE SODIO DESHIDRATADOS BAJO UN ESFUERZO CONTROLADO

Alberto Leon-Cecilla, Cristina Gila-Vilchez, Luis Alvarez de Cienfuegos y Modesto T. Lopez-Lopez

RESUMEN: La investigacion en torno al disefo y fabricacion de materiales anisdtropos ha sufrido un importante
desarrollo debido a las potenciales aplicaciones de estos materiales en campos como la biomedicina o la ingenieria
tisular. El control de sus propiedades mecanicas y de su microestructura resulta crucial para obtener materiales se-
guros, biocompatibles y que sean capaces de imitar a las matrices extracelulares naturales. Hoy en dia, uno de los
materiales mas usados para estas aplicaciones son los hidrogeles poliméricos, definidos como estructuras tridimen-
sionales formadas por cadenas de polimeros hidréfilos entrecruzadas capaces de retener agua o fluidos bioldgicos
en su interior, y que se caracterizan por a su alto contenido en agua (mayor del 90% en volumen), biocompatibilidad,
consistencia blanda y propiedades mecanicas modificables. Entre los polimeros mas comunes empleados en su
fabricacion se incluyen polimeros sintéticos como el polietilenglicol (PEG) o el alcohol de polivinilo (PVA), y polime-
ros naturales como la agarosa, la fibrina o el alginato. En este trabajo, hemos estudiado y comparado el efecto de
la deshidratacion en geles de alginato de sodio de dos pesos moleculares distintos. Durante los procesos de deshi-
dratacion hemos controlado la perdida de agua mediante la aplicacion de dos esfuerzos mecanicos, compresion o
traccion [1-2], asi como el tiempo durante el que aplicabamos dichos esfuerzos. Estos procesos de deshidratacion
controlada producen una reorganizacion permanente de la estructura interna del gel y un aumento de la concen-
tracion de polimero, que se traduce en la creacion de nuevos enlaces entre las fibras polimeéricas y la generacion de
una anisotropia interna en el material. Ademas, si ajustamos el peso molecular del alginato, el esfuerzo aplicado y el
tiempo de deshidratacion, podemos controlar las propiedades mecanicas y el grado de anisotropia en el hidrogel.
Esto nos permite obtener materiales con las propiedades mecanicas y microestructura adecuadas para sus posibles
aplicaciones biomédicas.

[1] G. Scionti et al. 2014 J. Biomed. Mater. Res. Part A 102, 2573-2582. [2] Md. T. I. Mredha et al. 2018 Adv. Mater. 30,
1704937.
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HIDROGELES SUPRAMOLECULARES CON CONTROL REMOTO MEDIANTE CAMPOS
MAGNETICOS

Modesto T. Lopez-Lopez, Mari C. Manias-Torres, Cristina Gila-Vilchez, Francisco J. Vazquez-Pérez, Mi-
guel Alaminos, Luis Alvarez de Cienfuegos

RESUMEN: La inclusion de nanoparticulas magnéticas (NPM) en los hidrogeles poliméricos ha ampliado la aplica-
bilidad potencial de estos materiales en el campo de la biomedicina. La presencia de NPM ofrece la posibilidad de
modular las propiedades fisicas del hidrogel magnético de forma remota y controlada, mediante la aplicacion de
campos magnéticos externos de intensidad variable. Ademas, la mera presencia de las NMP produce cambios per-
manentes en las propiedades mecanicas del hidrogel, asi como alteraciones de su porosidad, permitiendo asimismo
la generacion de estructuras anisotropas. En este trabajo estudiamos hidrogeles biocompatibles y biodegradables
basados en los péptidos Fmoc-difenilalanina (Fmoc-FF) (Fmoc = fluorenilmetoxicarbonilo) y Fmoc-arginina-glici-
na-acido aspartico (Fmoc-RGD), a los que hemos incorporado NPM. Los hidrogeles hibridos resultantes presentan
unas propiedades mecanicas mejoradas y resisten los procesos de inyeccion. Gracias a estas propiedades fisicas
superiores y a su mayor estabilidad, estos hidrogeles magnéticos son adecuados para utilizarse como andamios

de soporte para cultivo celular 3D. Ademas, ha sido posible administrar estos hidrogeles en ratones de laboratorio
mediante inyeccion. El seguimiento in vivo realizado demostrd una buena biocompatibilidad de estos hidrogeles
magnéticos, ausencia de toxicidad, y una mayor estabilidad en el lugar de inyeccién, lo que convierte a estos bio-
materiales en unos candidatos ideales para aplicaciones biomédicas basadas en cirugias minimamente invasivas.
En resumen, la incorporacion de NPM permite mejorar las propiedades fisicas de los hidrogeles supramoleculares
basados en péptidos de cadena corta, manteniendo una adecuada biocompatibilidad y ausencia de toxicidad, que
unido a la inyectabilidad demostrada, repercutira en ampliar las aplicaciones biomeédicas de estos biomateriales.

R. Contreras-Montoya et al. 2018 Mater. Chem. Front. 2, 686-699. M. C. Manas-Torres et al. 2021 ACS Appl. Mater. Inter-
faces 13, 49692-49704.

Agradecimientos: Proyecto FIS2017-85954-R financiado por MCIN / AEI /10.13039/501100011033 / FEDER, y proyecto
PID2020-118498GB-100 financiado por MCIN/ AEI /10.13039/501100011033 (Espafia)
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USO DE NANOFRIBRAS DE PLA CON UN DERIVADO DE ACIDO MASLINICO COMO
HERRAMIENTA TERPEUTICA FRENTE AL CANCER DE COLON: ESTUDIO PRELIMINAR

C. Luque, A. Cepero, B. Garcia-Pinel, R. Contreras, M. Lopez-Romero, L. Cabeza

RESUMEN: E| cancer de colon es el tercer tumor mas frecuente en la poblacion mundial con una incidencia de 1,9
millones de nuevos casos cada afo y con una mortalidad aproximada de 900.000 individuos a nivel mundial. Los
farmacos actuales utilizados para el tratamiento de la enfermedad presentan limitaciones en su uso clinico, por lo
gue es necesaria la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas. La nanotecnologia aplicada en el campo de la
medicina ofrece la posibilidad de desarrollar sistemas para aumentar la eficiencia de los farmacos empleados. Entre
los farmacos con un futuro prometedor para resolver los problemas actuales del tratamiento del cancer encontra-
mos el acido maslinico y sus derivados, cuyo potente efecto antitumoral ha sido reportado anteriormente. Por otro
lado, entre los nanomateriales con aplicacion médica podemos encontrar nanoparticulas, nanofibras y nanotubos.
En este sentido, las nanofibras cobran un gran interés en aplicaciones biomédicas gracias a sus caracteristicas
como su gran area de superficie, alta porosidad y propiedades mecanicas que les confiere una alta capacidad para
cargarse con farmacos antitumorales. Estas nanofibras pueden liberar agentes anticancerigenos de una manera
controladay localizada permitiendo la implementacion de un sistema biocompatible que puede emplearse tras la
reseccion del tumor. Dentro de las nanofibras se encuentran aquellas basadas en acido polilactico (PLA), uno de los
polimeros mas interesantes por su biodegradabilidad, biocompatibilidad y capacidad de inmunomodulaciéon. En
este contexto, se ha desarrollado una nanofibra de PLA cargada con acido maslinico derivado con Tiramina (TMA)
como posible herramienta terapéutica. Como metodologia, (1) se analizé la actividad citotoxica tanto de TMA libre
como de su predecesor, el acido maslinico (MA), en la linea celular de cancer de colon humana T84 mediante un en-
sayo de Sulforhodamina B tras 72 horas de tratamiento. Del mismo modo, (2) la capacidad citotoxica de la nanofibra
cargada con TMA se estudio durante 7 dias de tratamiento en la misma linea celular. Los resultados mostraron que
(1) tanto MA como TMA libres presentan un alto efecto antiproliferativo en la linea de cancer de colon T84, teniendo
TMA mejores resultados al reducir 2.37 veces el valor de IC50 de su predecesor (IC50 de TMA 12.02 + 1.24 ug/ml frente
a IC50 de MA 28.53 + 7.46 ug/ml). Asi mismo (2), la nanofibra cargada con TMA presenté una actividad antiprolifera-
tiva significativa respecto a las células control a dosis de IC50 del farmaco libre, mostrando una proliferacion relativa
del 5%. Como conclusion, (1) TMA, un derivado de MA, mejora notablemente las propiedades antiproliferativas de
su predecesor, convirtiéndose en un farmaco prometedor frente al cancer de colon. Ademas, (2) las nanofibras con
TMA han conseguido aumentar el tiempo de tratamiento en 5 dias respecto al farmaco libre, por lo que podrian
tener un elevado potencial en el tratamiento de este tipo de tumores, aungue se necesitan mas estudios para diluci-
dar su mecanismo de accién y su posterior uso clinico
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HIDROGELES SUPRAMOLECULARES MAGNETICOS INYECTABLES

Mari C. MaAas-Torres, Cristina Gila-Vilchez, Francisco Vazquez-Perez, Luis Alvarez de Cienfuegos, Mo-
desto T. Lopez-Lopez, Pavel Kuzhir, David Momier, Jean-Claude Scimeca, Arnaud Borderie, Marianne

Goracci, Fanny Burel-Vandenbos, Cristina Blanco-Elices, Ismael Rodriguez, Miguel Alaminos.

RESUMEN: La incorporacion de nanoparticulas magnéticas (NPM) dentro del hidrogel posee numerosas ventajas:
permite el control remoto de las propiedades mecanicas, aumenta la robustez y estabilidad del hidrogel, y mejora
las propiedades de inyectabilidad (mediante un proceso de cizallamiento / autocuracion). Combinando las exce-
lentes propiedades de los hidrogeles magnéticos con el mayor contenido de agua, porosidad, biocompatibilidad

y biodegradabilidad que poseen los hidrogeles supramoleculares, podemos obtener un material con excelentes
propiedades para el crecimiento celular y aplicaciones in vivo. En el presente trabajo, hemos desarrollado un nuevo
tipo de hidrogel magnético inyectable biocompatible y biodegradable compuesto por péptidos cortos de Fmoc-di-
fenilalanina (Fmoc-FF) (Fmoc = fluorenilmetoxicarbonilo) y Fmoc-arginina-glicina-acido aspartico (Fmoc-RGD) con
nanoparticulas magnéticas en su interior. Estos nuevos sistemas se han probado in vitro como andamios 3D para
el crecimiento de células de osteoblastos y como vehiculos de administracion de fibroblastos. Finalmente, la toxici-
dad, degradacion e inyectabilidad de estos hidrogeles se han evaluado in vivo mediante inyeccion subcutanea en
ratones.
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LC-MS/MS(ORBITRAP) “PEPTIDE MAPPING’,’ ANALISIS DE LA PBOTEI'NA DE FUSION
FC TERAPEUTICA ROMIPLOSTIM: DETECCION DE DEGRADACION POR DEAMIDA-
CION

Mario Martinez Popeti (1,2), Julio Ruiz Travé (1,2), Raquel Pérez Robles (1,2,3), Antonio Salmerén-Garcia
(2,4), Jose Cabeza (2,4), Natalia Navasa (1,2).

1. Department of Analytical Chemistry, Science Faculty, University of Granada, Granada, Spain. 2. Instituto de Inves-
tigacion Biosanitaria de Granada (ibs.GRANADA), Granada, Spain. 3. Fundacion para la Investigacion Biosanitaria
de Andalucia Oriental-Alejandro Otero, Granada, Spain. 4. Department of Clinical Pharmacy, San Cecilio University
Hospital, Granada, Spain

RESUMEN: Las proteinas de fusion Fc constituyen actualmente un grupo importante dentro de las proteinas tera-
péuticas. Se componen de un dominio Fc de una IgG (comun en todas) unido a un ligando, péptido activo o algun
dominio extracelular que potencie su accion frente a una diana especifica [1]. Debido a la gran variedad de ligan-
dos que pueden unirse a este dominio, se encuentra una amplia gama de farmacos para lidiar con muchas enfer-
medades, presentando asi una gran potencialidad como terapéuticos. Dada su naturaleza proteica, estan sujetas a
sufrir modificaciones postraduccionales (PTMs, del inglés Post Transduccional Modifications) como deamidaciones,
oxidaciones o isomerizaciones, entre otras. Estos cambios pueden provocar que el medicamento no sea lo seguroy
eficaz que deberia. Por este motivo, las PTMs son consideradas atributos criticos de la calidad. Analizarlas y cuantifi-
carlas debe ser un proceso necesario para establecer que la calidad, eficacia y seguridad son las adecuadas para su
uso. En concreto, las deamidaciones se producen principalmente en los residuos de Asparagina (N) y en una menor
proporcion en los de Glutamina (Q). Este cambio tiene un papel importante en la estabilidad y la heterogeneidad de
las proteinas terapéuticas. Puede producirse en cualquiera de las diferentes etapas de produccion, pero esta com-
probado que es la reaccion predominante durante un almacenamiento inadecuado por mucho tiempo [2]. En este
trabajo se presenta la caracterizacion estructural de romiplostim (en su medicamento original, Nplate®), proteina
de fusion Fc terapéutica, que actua a nivel del receptor de la trombopoyetina (TPO) [3]; se emplea en el tratamiento
de la trombocitopenia inmunitaria (ITP), un trastorno que puede dar lugar a la aparicion de hematomas y sangra-
do descontrolado. Esto ocurre debido a unos niveles inusualmente bajos de plaquetas en el paciente, células cuya
funcion reside en controlar la coagulacion de la sangre. El analisis estructural se ha abordado mediante un método
multi-atributo (MAM, multi-attribute method) basado en el analisis del mapa peptidico (peptide mapping) obtenido
tras digestion enzimatica de la proteina, separacion cromatografica de los péptidos generados (UHPLC) y posterior
deteccién MS/MS(Orbitrap), acoplados ambos equipos mediante ionizacion electroespray. De los diferentes atribu-
tos criticos de la calidad que pueden ser analizados, se ha seleccionado la deamidacion, con el objetivo de evaluar
como afectan ciertas condiciones de manipulacion hospitalaria a este proceso quimico de degradacion proteica.
Los resultados de la exposicion de muestras del medicamento a un aumento considerable de la temperatura (80 °C)
en ausencia de luz visible son recogidos en este trabajo de investigacion.

[1] Bussel, J. Soff, G. Balduzzi, A. Cooper, N. Lawrence, T. Semple, J. (2021). A review of Romiplostim mechanism of
action and clinical applicability. Drug Design, Development and Therapy. DOI: https://doi.org/10.2147/DDDT.S5299591
[2] Li, W. et al. Structural elucidation of post-translational modifications in monoclonal antibodies. ACS Symp. Ser.
2,119-183 (2015). [3] Duibelshof, B. Murisier, A. Camperi, J. Fekete, S. Beck, A. Guillarme, D'Atri, V. (2020). Therapeutic
Fc-fusion proteins: Current analytical strategies. Journal of Separation Science. DOI: 10.1002/jssc.202000765
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NANOCAPSULAS LIQUIDAS DE ACEITE DE OLIVA CONJUGADAS CON ANTI-CD44
PARA ATACAR LAS CELULAS MADRE DEL CANCER DE PANCREAS

Saul A Navarro-Marchal, Carmen Grindn-Lisén, José-Manuel Entrena, Gloria Ruiz-Alcala, Maria Tris-
tan-Manzano, Francisco Martin, Ignacio Pérez-Victoria, José Manuel Peula-Garcia, Juan Antonio Mar-

chal

RESUMEN: Las ultimas tendencias en la investigacion del cancer y la nanomedicina se centran en el uso de nano-
transportadores para dirigirse a las células madre del cancer (CSC). En concreto, las nanocapsulas liquidas lipidicas
suelen desarrollarse como nanotransportadores para la administracion de farmacos lipofilicos. Aqui desarrollamos
NCs liquidas de aceite de oliva (O2LNCs) funcionalizadas por el acoplamiento covalente de un anticuerpo an-
ti-CD44-isotiocianato de fluoresceina (aCD44). En primer lugar, las O2LNCs estan formadas por un nucleo de aceite
de oliva rodeado por una cubierta que contiene fosfolipidos, un surfactante no iénico y moléculas de acido desoxi-
cdlico. A continuacion, los O2LNCs se recubrieron con un anticuerpo aCD44 (aCD44-O2LNC). Se demostro la opti-
mizacion de un procedimiento de recubrimiento de aCD44, una completa caracterizacion fisicoquimica, asi como
una clara evidencia de su eficacia in vitro e in vivo. Nuestros resultados indican la alta captacion dirigida de estas
aCD44-O2LNCs, y la mayor eficacia antitumoral (hasta cuatro veces) de las aCD44-O2L.NCs cargadas de paclitaxel
en comparacion con el paclitaxel libre en las CSCs pancreaticas (PCSCs). Ademas, las aCD44-O2LNCs fueron capaces
de dirigirse selectivamente a las PCSCs en un modelo de xenotransplante ortotépico in vivo.
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DISENO DE NANOSISTEMAS MAGNETICOS CORE-SHELL COMO AGENTES DE MAG-
NETOTERMIAY FOTOTERMIA ANTITUMORAL

Garcia-Garcia G (1), Iglesias GR (2), Arias JL (3-5)

1. Facultad de Ciencias Experimentales, Universidad Francisco de Vitoria, 28223 Madrid, Espafa. 2. Laboratorio Nano-
Mag, Departamento de Fisica Aplicada, Planta -1. Edificio 1+D Josefina Castro.Av. de Madrid, 28. (18012). Universidad
de Granada, Espana 3. Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica, Facultad de Farmacia, Universidad
de Granada, 18011 Granada, Espana. 4. Instituto de Biopatologia y Medicina Regenerativa (IBIMER), Centro de Investi-
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RESUMEN: E| éxito de la hipertermia antitumoral radica en la pobre tolerancia al calor que presentan las células
cancerigenas como consecuencia de su alta tasa metabdlica y de una defectuosa vascularizacion de la masa tu-
moral. Se han desarrollado varias metodologias para inducir este aumento de temperatura siendo el uso de nano-
sistemas magnéticos uno de los enfoques mas prometedores debido a su reciente introduccién en la clinica para

el tratamiento del glioblastoma. La funcionalizacién de estos nanosistemas con otros biomateriales posibilitaria su
aplicacion como sistemas de transporte de farmacos en respuesta a estimulos o como agentes de contraste de re-
sonancia magnética de imagen. De esta forma, los nanosistemas magnéticos de tipo core-shell se presentan como
potenciales agentes con aplicacion en terapias avanzadas contra el cancer. El objetivo de este trabajo es el desarro-
llo de nanosistemas core-shell (magnetita-quitosano) biocompatibles y estudio de su posible aplicacion en hiper-
termia bimodal (hipertermia magnética y fototermia). La preparacion de las nanoparticulas de magnetita se baso
en el método de coprecipitacion quimica, la funcionalizacion con citrato y su inclusion en una matriz de quitosano.
Se emplearon las técnicas de termogravimetria, espectroscopia de correlacion de fotones y de electroforesis para la
evaluacion de la composicion, tamano y carga eléctrica superficial, respectivamente. Se estudid su posible toxicidad
ex vivo con un ensayo de hemocompatibilidad. Por ultimo, se analizé su capacidad como agente de hipertermia
utilizando dos metodologias: la aplicacion de un campo magnético alterno y de un laser de infrarrojo cercano. La
metodologia de sintesis desarrollada permitio la obtencion reproducible de coloides de magnetita-citrato recubier-
tos con quitosano de tamano adecuado para su administracion parenteral. Los nanosistemas obtenidos permitian
alcanzar temperaturas de hipertermia mediante las dos metodologias estudiadas. Futuros estudios permitiran
determinar la posibilidad de una terapia bimodal de hipertermia mediante la aplicacion simultanea de hipertermia
magnética y fototermia.

La investigacion realizada ha sido financiada por la Junta de Andalucia (Programa Operativo FEDER 2014-2020,
Al-FQM-341-UGR-18, C-FQM-497-UGR18, P20_00346) y por el Ministerio de Economia y Competitividad (EC2019-
005930-P).
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NANO3DEVICE: HACIA LA APLICACION TRASLACIONAL DE NANODISPOSITIVOS
TERANOSTICOS

Carlos Peris Torres, Maria Victoria Cano Cortés, Saul Abenhamar Navarro-Marchal, Juan José Diaz
Mochdén, Juan Antonio Marchal, Rosario M. Sdnchez-Martin.

RESUMEN: Los nanodispositivos terandsticos son capaces tanto de administrar terapias como de seguir o rastrear
una determinada enfermedad mediante sistemas de deteccion de imagenes. En trabajos previos hemos validado
un nuevo nanodispositivo terandstico trifuncionalizado para el cancer, denominado Nano3Device. Consiste en na-
noparticulas sintéticas que portan un farmaco quimioterapico (doxorrubicina), un marcador Cy7 para poder hacer
el seguimiento de dichas nanoparticulas, y un péptido de localizacion CRGDK que reconoce activamente el recep-
tor neuropilina-1, sobreexpresado en las células de cancer de mama triple negativo. El objetivo principal de este
trabajo es avanzar hacia la validacion de este nanodispositivo como eficaz, seguro, versatil y no téxico para su uso in
vivo con aplicacion terandstica, es decir, para un tratamiento antitumoral selectivo y monitorizado. Para ello, el Na-
no3Device ha sido caracterizado fisicoquimicamente y se ha realizado una evaluacion preclinica. Dicha evaluacion
se realizé tanto in vitro como in vivo, abordando la farmacocinética (incluyendo la distribucion tisular), la toxicologia
y la farmacodinamica. También se ha investigado el potencial terandstico in vivo del Nano3Device, comparandolo
con la quimioterapia de primera linea de referencia y con tratamientos mas selectivos, como la administracion de
farmacos basada en liposomas. Se han obtenido resultados preliminares en xenoinjertos de cancer de mama triple
negativo (células MDA-MB-231 en ratones inmunodeprimidos NSG), demostrando que el uso de las nanoparticulas
Nano3Device reduce la dosis requerida de quimioterapia, promueve una accion local en la zona que rodea al tumor
y reduce significativamente el volumen tumoral sin evidencia de toxicidad. Ademas, los niveles de Nano3Device

en el tumor, el higado y el plasma han sido indetectables tras la finalizacion del tratamiento, lo que sugiere que el
nanodispositivo podria ser eliminado con éxito. Este novedoso nanodispositivo aun debe ser validado en diferentes
aspectos. Una vez confirmada su versatilidad, se le podra unir una amplia gama de farmacos, marcadores y pépti-
dos o anticuerpos selectivos, ampliando el potencial del nanodispositivo para el tratamiento del cancer. Este trabajo
tiene un claro enfoque traslacional, facilitando la transicion de la investigacion basica al desarrollo de aplicaciones
clinicas que conduzcan a un mejor diagnostico y tratamiento del cancer.
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AVANCES EN LA TECNOLOGIA DE SPRAYS PARA LA REGENERACION DE LA PIEL

Paula Pleguezuelos Beltran, Patricia Gdlvez Martin, Daniel Nieto Garcia, Juan Antonio Marchal, Elena
Lépez Ruiz

RESUMEN: Hasta la fecha, las heridas cutaneas siguen siendo un problema para los profesionales sanitarios en
muchos casos, especialmente en heridas cronicas o profundas que requieren intervencion terapéutica. Los avances
recientes en medicina regenerativa e ingenieria de tejidos ofrecen estrategias prometedoras para la fabricacion de
sustitutos de piel artificiales, incluyendo la bioimpresion 3D, el electrospinning o los sprays celulares, entre otras.

En particular, los sprays cutaneos muestran un gran potencial para aplicar células e hidrogeles para tratar heridas
agudas y crénicas, presentando grandes ventajas con respecto a otros tratamientos, como la facilidad de aplicacion,
la posibilidad de tratar heridas extensas o la distribucion homogénea del material pulverizado. El objetivo de esta
revision es dar a conocer los ultimos avances en la tecnologia de los sprays de piel, describiendo los distintos pro-
ductos de spray acelulares y celulares y sus dispositivos, tanto en investigacion como ya disponibles comercialmen-
te, asi como los principales ensayos clinicos que usan sprays para diferentes enfermedades y afecciones de la piel.
Finalmente, argumentamos y sugerimos posibles tendencias futuras de la biotecnologia de los aerosoles cutaneos
para un mejor uso en dermatologia clinica.
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NUEVA ESTRATEGIA DE EDICION GENICA EX-VIVO CON LA IDENTIFICACION DE CX-
3CR1 COMO LOCUS DIANA SEGURO

I. Ramos-Herndndez, FJ. Molina-Estévez, P. MuAoz, F. Martin.

RESUMEN: E| éxito de |a terapia génica (TG) ex-vivo se basa en la reconstitucion del sistema hematopoyético me-
diante el trasplante de células madre y progenitores hematopoyéticos, HSPCs (del inglés “Hematopoietic Stem

and Progenitor Cells”). Al diferenciarse para mantener la normal homeostasis del sistema inmunoldgico, las células
editadas, circulantes y residentes, facilitan que los productos terapéuticos lleguen a todos los tejidos. Sin embargo,
la sobrexpresion de ciertos genes terapéuticos en estadios tempranos en las HSPCs se ha asociado a citotoxici-

dad y alteraciones de su funcionalidad. Por otro lado, los avances en herramientas para ediciéon génica permiten

la insercion de trasgenes de manera dirigida y especifica en el genoma. Por lo tanto, encontrar loci seguros que
permitan control sobre la expresion del transgén y salvaguarden el fenotipo de las HSPCs supone un avance critico
para el éxito de la TG ex-vivo. Nuestro objetivo es mejorar la TG mediante edicion génica de HSPCs para su tras-
lacion clinica en la enfermedad de Pompe, enfermmedad monogenénica hereditaria sin tratamiento actualmente.
Como locus diana seleccionamos CX3CR1 entre distintos candidatos mieloides dada su baja expresion en HSPCs,

y su incremento tras la diferenciacion al linaje mieloide. Validamos la edicion intronica de CX3CR1 sin ablacion del
mensajero o la proteina, en HSPCs usando el sistema CRISPR/Cas9. Ademas, evaluamos distintos disefios de dona-
dores expresando un gen reportero, para determinar la contribucion de distintas rutas de reparacion del DNA en la
integracion sitio-especifica de nuestro donador. Nuestro protocolo resultd en una alta eficacia de edicion génica en
HSPCs (CD34+ derivadas de cordon umbilical), con ausencia de toxicidad o cambios en los marcadores fenotipicos
evaluados. Ademas, determinamos que la longitud de los brazos de homologia de nuestro donador es critica para
editar eficientemente el locus CX3CR1 en HSPCs. Asimismo, observamos un enriquecimiento de la poblacion doble
positiva para eGFP y CX3CRI tras la expansion in vitro de nuestras células CD34+, lo que sugiere que los elementos
de regulacion epigencética del locus CX3CR1 puedan estar controlando la expresion de nuestro transgén. Nuestros
esfuerzos se centran ahora en verificar los componentes epigenéticos sobre nuestro locus diana y en la evalua-
cion de elementos de expresion que puedan mejorar el patron de expresion excluyente en HSPCs, asi como en la
adaptacion de nuestras herramientas para la correccion del déficit en actividad GAA lisosomal en la enfermedad
de Pompe. Por consiguiente, nuestros datos indican que hemos identificado un locus mieloide especifico ideal
para la expresion de genes terapéuticos en HSPCs. Ademas de que nuestra estrategia resulta en la proteccion de las
mismas, reduciendo toxicidad asociada a la sobreexpresion de transgenes al mantener el patron de silenciamiento
epigenético de CX3CR1 en HSPCs.
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TUMORES BIOIMPRESOS EN CHIPS PARA EL ESTUDIO DE LA METASTASIS: MAS
CERCA DE LA ONCOLOGIA PERSONALIZADA

Jesus Ruiz-Espigares, Julia Lopez de Andrés, Laura de Lara-Pena, Gema Jiménez, Juan Antonio Mar-
chal

RESUMEN: Desde hace décadas, se han realizado numerosos estudios para generar un modelo mimético para el
estudio de la metastasis, principal motivo de la mayoria de las muertes causadas por el cancer, con el fin de resol-
ver las incognitas que rodean a esta enfermedad. Para comprender mejor este proceso de diseminacion celular,
se necesitan modelos mas realistas capaces de recrear fielmente el microambiente tumoral (TME) de forma com-
pleta. Por ello, se han propuesto recientemente nuevas herramientas conocidas como tumor-on-a-chip y metas-
tasis-on-a-chip. Estas herramientas incorporan sistemas microfluidicos y pequefas camaras de cultivo en las que

el TME puede ser recreado fielmente gracias a la bioimpresion 3D. En este trabajo se ha realizado una revision
bibliografica sobre las diferentes fases de la metastasis, las incognitas que auln quedan sin resolver para su completa
comprension y el uso de nuevos modelos para el estudio de esta enfermedad. El objetivo es proporcionar una vision
global del panorama actual y el gran potencial que tienen estos sistemas tumor-on-a-chip para la investigacion
traslacional in vitro de las bases moleculares de esta patologia. Ademas, estos modelos permitiran avanzar hacia
una medicina personalizada generando chips a partir de muestras de pacientes que imiten el tumor original y el
proceso metastasico para asi realizar un cribado farmacoldgico preciso estableciendo el protocolo de tratamiento
mas adecuado.
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BNCT: RADIOTERAPIA SELECTIVA A NIVEL CELULAR PARA EL TRATAMIENTO DE
TUMORES DE MAL PRONOSTICO

Ruiz-Magafa MJ, M. Pedrosa-Rivera, Alvarez-Rodriguez P, Porras-Quesada M, J. Praena, J.ExpJsi-
to-Herndndez, JL Osorio-Ceballos I. Porras, Ruiz-Ruiz C.

RESUMEN: En |a actualidad hay una gran diversidad de tumores que son resistentes a las terapias convencionales,
como pueden ser el glioblastoma multiforme o el cancer recurrente de cabeza y cuello. Desde hace unos anos se ha
abierto una nueva esperanza con resultados prometedores para el tratamiento de estos tumores mediante BNCT
(Terapia mediante captura de neutrones por boro). Esta radioterapia experimental dirigida, parte de dos premisas:
el uso de neutrones de baja energia y su reaccion con 10B (ambas por separado son practicamente inocuos para
nuestro organismo), el encuentro de ambos va a producir particulas cargadas de alta transferencia lineal de energia
con un alcance muy corto, de tal manera que esta energia liberada solo va a ejercer sus efectos citotéxicos dentro de
la célula donde se libere [1]. Ademas, otra ventaja adicional es que se necesitan solo como maximo dos sesiones de
radiacion, para conseguir los efectos terapéuticos, a diferencia de la radioterapia convencional. Los ensayos clinicos
realizados en pacientes que no han respondido de manera efectiva a las terapias convencionales han mostrado en
muchos casos remisiones completas del tumor después de haber sido tratados con BNCT. En la actualidad se utiliza
como compuesto de boro L-p-boronophenylalanine (BPA), el cual se ha comprobado que presenta una acumu-
lacion selectiva en las células tumorales, llegando a acumularse en el tumor hasta tres veces mas que en el tejido
sano. Nuestro grupo, el cual esta formado por investigadores de diferentes disciplinas (fisicos, médicos, quimicos

y bidlogos) se ha centrado en mejorar la estimacion del efecto bioldgico de esta terapia ampliando los estudios en
distintos aspectos, con el fin de poder desarrollar y aplicar esta terapia antitumoral selectiva al mayor niumero de pa-
cientes y de tumores de mal pronodstico como el cancer de pancreas, mama triple negativo, etc. Para ello estamos
probando diferentes compuestos de boro, con el fin de aumentar la concentracion de boro intracelular y mejorar el
resultado terapéutico. Las células tratadas con estos nuevos compuestos son irradiadas en Institut Laue-Langevin
(Grenoble) donde se encuentra la principal fuente de neutrones de baja energia sin contaminacion de otras parti-
culas [2]. Una vez tratadas e irradiadas las células se estudia la respuesta en presencia y en ausencia de boro con el
fin de determinar su efectividad bioldgica mediante ensayos de clonogenicidad y proliferacion celular. Con el fin
de determinar el efecto de la BNCT en el tejido sano, otra parte de nuestra investigacion se basa en determinary
estudiar por separado, cada uno de los efectos de los neutrones con otros elementos quimicos. En nuestros ulti-
mos experimentos nos hemos centrado en el nitrégeno, cuya probabilidad de interaccion con los neutrones, y por
lo tanto de influir en la dosis total, es alta [3]. Para ello hemos sustituido en los cultivos celulares el 14N, presente de
manera mayoritaria en la naturaleza, por 15N, el cual no reacciona frente a los neutrones. De esta manera podemos
separar por primera vez el efecto exclusivo de los neutrones de los fotones secundarios producidos. Todos los resul-
tados obtenidos nos ayudan a tener un mejor conocimiento de las dosis en BNCT y de esta manera adaptarlas a los
distintos tipos de tumores para obtener una mejor respuesta en el paciente.

[1] RF Barth, et al (2018). A realistic appraisal of boron neutron capture therapy as a cancer treatment modality. Can-
cer communications (London, England), 38(1), 36. https://doi.org/10.1186/s40880-018-0280-5 [2] M Pedrosa-Rivera, et
al. Radiobiology data of melanoma cells after low-energy neutron irradiation and boron compound administration,
Appl. Radiat. Isot. 163:109205 (2020). https://doi.org/10.1016/j.apradiso.2020.109205 [3] M Pedrosa-Rivera, et al. Thermal
Neutron Relative Biological Effectiveness Factors for Boron Neutron Capture Therapy from In Vitro Irradiations, Cells,
2020. https://doi.org/10.3390/cells
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TARGETOF: HERRAMIENTAS NANOTECNOLOGICAS INTRACELULARES DETECTA-
BLES POR CITOMETRIA DE MASAS PARA DETECTAR LA UNION FARMACO-DIANA.
HACIA UNA MEDICINA PERSONALIZADA

Teresa Valero, Rosario Sanchez-Martin

RESUMEN: E| cancer es la segunda causa de muerte a nivel europeo y uno de los mayores retos a los que se enfren-
ta la humanidad. El descubrimiento de farmacos inhibidores de quinasas multi-diana aparecieron como una poten-
te alternativa de tratamiento para diversos tumores. Sin embargo, la aparicion de efectos adversos severos limita la
dosis y la eficiencia de estos tratamientos. Asi pues, la caracterizacion de esta promiscuidad farmacolégica es crucial
para desarrollar tratamientos selectivos y seguros. El proyecto TARGETOF financiado por la Unién Europea (H2020-
MSCA-IF-2019-895664) propone una aproximacion versatil para detectar la unién de farmaco y diana farmacoldgica.
Combinando nanoparticulas testadas en esta deteccion intracelular con innovadoras técnicas de citometria de
masas, esta aproximacion permitira conocer el perfil farmacoldgico de cada farmaco sistematicamente. Ademas, la
creacion de un sistema de cédigos de barras basados en metales permitira combinar muestras de diferentes proce-
dencias en un solo experimento. A largo plazo se podran combinar muestras de diferentes pacientes para detectar
las dianas mas expresadas y asi seleccionar la terapia mas adecuada para cada paciente.
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EL USO DE MATRIZ EXTRACELULAR DESCELULARIZADA EN INGENIERIA DE TEJI-
DOS OSEOS: TENDENCIAS PRESENTES Y FUTURAS

Ana Voltes-Martinez, Clara Martinez-Esquinas, Cristina Antich-Acedo, Elena Lépez-Ruiz, Juan Antonio
Marchal-Corrales

RESUMEN: La regeneracion de tejido 6seo danado es uno de los principales enfoques de la medicina regenerativa.
La ingenieria de tejidos 6seos (BTE) se centra en intentar reparar las lesiones dseas que el cuerpo no consigue curar
utilizando diferentes combinaciones de biomateriales sintéticos y naturales. A pesar de la amplia gama de bioma-
teriales existentes, la complejidad para recrear el microambiente dseo se presenta como un gran reto debido a la
dificultad que presenta imitar las propiedades mecanicas y bioquimicas de este tejido. Recientemente, la matriz
extracelular descelularizada (dECM) se ha establecido como un novedoso biomaterial biomimético capaz de pre-
servar el entorno tisular nativo, promover la proliferacion celular y proporcionar sefales estructurales y bioquimicas
para la diferenciacion celular. Aun asi, actualmente siguen existiendo limitaciones que restringen su uso tanto en
el campo clinico como a nivel industrial. En esta revisidon se analizan las tendencias y logros del uso de dECM &sea
como biomaterial biomimético, desde su uso en la generacion de biotintas 6seas derivadas de tejidos y células,
seguidas de su aplicacion como recubrimiento de andamios 3D formados por otros biomateriales, hasta el uso de la
propia dECM como andamio principal. Por ultimo, concluimos con las perspectivas de futuro sobre los retos restan-
tes asociados a las biotintas actuales y las futuras aplicaciones de dECM.
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NANOPARTICULAS MAGNETICAS BIOCOMPATIBLES RECUBIERTAS DE ORO PARA
APLICACIONES BIOMEDICAS

Marina Lézaro Callején, Pablo Lupiafiez Escobar, Angel Delgado y Guillermo Iglesias Salto

Laboratorio NanoMag, Departamento de Fisica Aplicada, Planta -1. Edificio I+D Josefina Castro.Av. de Madrid, 28.
(18012). Universidad de Granada, Espafa

RESUMEN: Las nanoparticulas magnéticas (NPM) se han convertido en una herramienta de gran utilidad en el
campo de la biomedicina con amplias perspectivas de futuro. Esto se debe principalmente a sus propiedades mag-
néticas, por las que permiten ser dirigidas a una zona especifica del cuerpo mediante campos magnéticos, y servir
para la encapsulacion y liberaciéon de farmacos en el desarrollo de sistemas quimioterapéuticos en la lucha contra el
cancer. Lasinnovadoras propiedades de las NPM, tanto desde el punto de vista superficial como transportadores de
farmacos, asi como la posibilidad de generar calor localizado a través de técnicas de hipertermia magnética y foto-
termia hacen de ellas sistema muy novedoso En la hipertermia magnética, si las NPM se encuentran suspendidas
en medio acuoso se produce la elevacion de su temperatura al aplicar campos magnéticos alternos, con frecuencias
del orden de los 100-200 kHz y amplitudes en torno a 20 kA/m. En fototermia, se aprovecha la absorbancia dptica
gue presentan las NPM en el visible e infrarrojo proximo, lo que produce también un calentamiento asociado a la
absorcion de radiacion electromagnética. Ambos estimulos se pueden utilizar individualmente o en conjunto para
mejorar su respuesta. En este trabajo se han desarrollado nanoparticulas de magnetita esférica de 70 +12 nm, para
la aplicacion de fototermia e hipertermia magnética. Se han funcionalizado recubriendo las NPMs de un polimero
biocompatible (polietilenimina PEI). Posteriormente se recubren de oro, con el objetivo de mejorar las propiedades
opticas (fendmeno de la resonancia de plasmon superficial). Como consecuencia se incrementan las prestaciones
de las NPMs como agente de fototermia. Como principal resultado de la investigacion se ha observado un aumen-
to del calentamiento tanto en hipertermia magnética como en fototermia comparado con las nanoparticulas sin
recubrimiento.

La investigacion realizada ha sido financiada por la Junta de Andalucia (Programa Operativo FEDER 2014-2020,
Al-FQM-341-UGR-18, C-FQM-497-UGR18, P20_00346) y por el Ministerio de Economia y Competitividad (EC2019-
005930-P).

I CONGRESO INVESTIGACION PTS GRANADA Sesiones | 263



Pdster

Dia 2

10 febrero 2022

Terapias avanzadas I: Celular, Génica, Volver men SESIONES ()
Bioingenieria, Nanomedicina

EXOSOMAS DERIVADOS DE CELULAS T-CAR: CARACTERIZACION ESTRUCTURAL Y
FUNCIONAL

B Perucha (1), P Heredia (1), K Pavlovic (1,2), IC Herrera (2,3), F Martin (1), JA Marchal (4,5,6) y K Benabde-
llah (1)

1. Departamento de Medicina Gendmica, GENYO, Centro de Gendmica e Investigacion Oncoldgica, Pfizer-Universi-
dad de Granada-Junta de Andalucia, Parque Tecnoldgico de Ciencias de la Salud, Av. de la llustracion 114, 18016 Gra-
nada, Espana. 2. GC14 Terapia Celular, IMIBIC. Universidad de Cdrdoba, Hospital Universitario Reina Sofia, Cérdoba
14004, Espana. 3. Unidad de Hematologia, Hospital Reina Sofia, Cérdoba 14004, Espana. 4. Instituto de Investigacion
Biomédica (IBS. Granada), 18012 Granada, Espana. 5. Instituto de Biopatologia y Medicina Regenerativa (IBIMER),
Centro de Investigacion Biomédica (CIBM), Universidad de Granada, 18016 Granada, Espafa. 6. Departamento de
Anatomia y Embriologia Humana, Facultad de Medicina, Universidad de Granada, 18016 Granada, Espafa. igual
contribucion.

RESUMEN: La inmunoterapia con células T-CAR es una de las estrategias mas novedosas y eficaces en el tratamien-
to de leucemias y linfomas en pacientes refractarios al tratamiento convencional. Se basa en el uso de linfocitos T
modificados genéticamente, que expresan en su superficie un receptor de antigeno quimérico (CAR) especifico
para células cancerosas. Estos linfocitos terapéuticos presentan una alta toxicidad y especificidad hacia las células
tumorales. A pesar de los buenos resultados en diferentes ensayos clinicos en tumores hematoldgicos, su éxito

en tumores sdélidos es mucho mas limitado. Estas limitaciones hacen necesario el desarrollo de enfoques comple-
mentarios capaces de mejorar las tasas de éxito sobre todo en tumores solidos. Una de las opciones que se estan
considerando es el uso de exosomas derivados de células T-CAR. Los exosomas CAR+ expresan un alto nivel de
moléculas citotoxicas y pueden inhibir el crecimiento del tumor. Sin embrago una de las principales limitaciones en
el desarrollo de terapias basadas en exosomas es la dificultad de producir cantidades suficientes de estas nanoparti-
culas. En nuestro laboratorio, proponemos una aplicacion innovadora en el campo de la nanotecnologia y la inmu-
noterapia basada en la mejora de la produccion de exosomas CAR+ (EXO-CARs) a partir de celulas T anti CD19-CAR.
Proponemos resolver la limitacion asociada a la produccion de exosomas estableciendo un protocolo de prueba de
concepto, utilizando células T-CAR, y modulando la expresion de genes implicados en la biosintesis de exosomas. Se
presentaran datos preliminares que demuestran que la delecion de un gen especifico implicado en la biogénesis
de EXOs induce un aumento en la cantidad de produccion de exosomas citotoxicos segun los analisis Microscopio
fuerza atémica (AFM) y microscopia de barrido y NanoSight.
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QUIMIOTERAPIA DIRIGIDA 'Y FOTOTERMIA COMBINADAS BASADA EN EL USO DE
NANOPARTICULAS MAGNETICAS BIOMIMETICAS FUNCIONALIZADAS CON UN NUE-
VO INHIBIDOR DE CHOKOL, PL48

Pedro J. Garcia-Vargas (1), Alberto Sola-Leyva (1), Ylenia Jabalera (2), Tamara Pozo-Gualda (2), Pilar M.
Luque-Navarro (3,4), Daniela Lanari (4), Luisa C. Lopez-Cara (3), Concepcion Jiménez-Lépez (2), Guiller-

mo Iglesias Salto (5) and Maria P. Carrasco-Jiménez (1)

1. Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular |, Facultad de Ciencias, Universidad de Granada, Espafa. 2. De-
partamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Granada, Espafa. 3. Departamento de Quimica
Farmacéutica y Organica, Facultad de Farmacia, Universidad de Granada, Espana. 4. Department of Pharmaceu-
tical Sciences, Universidad de Perugia, Perugia, Italia. 5. Departamento de Fisica Aplicada, NanoMag Laboratory.
Facultad de Ciencias, Universidad de Granada, Espana.

RESUMEN: En |a actualidad, el cancer sigue siendo una de las principales causas de muerte, con un enorme coste
social, econdmico y de salud publica. Debido a la ineficacia de los tratamientos y a la resistencia que aparece a los
mismos, es necesario ampliar y/o mejorar los farmacos dirigidos contra diferentes dianas terapéuticas de esta en-
fermedad, con el fin de mejorar las terapias, reducir la aparicion de resistencias a los farmacos y mitigar los efectos
secundarios de los mismos. Se ha descrito que un gran numero de diferentes tipos de cancer muestran un metabo-
lismno anormal del fosfolipido fosfatidilcolina (PC), debido principalmente a una mayor expresion de colina quinasa
al (ChoKal), lo que se relaciona con un prondstico desfavorable de la enfermedad. Por tanto, la ChoKal, ademas de
convertirse en un marcador de la progresion tumoral, es una diana molecular en la terapia anticancerigena. En este
estudio se presenta un nuevo inhibidor de ChoKal denominado PL48, que presenta atomos de azufre en el enlaza-
dor de cabezas biscationicas, mostrando una mayor lipofilia. Ademas, los pares de electrones libres de azufre per-
miten establecer nuevas interacciones dentro del bolsillo de union a colina de ChoKal, mejorando su afinidad por

la enzima. Por otra parte, las nanoparticulas magnéticas biomimeéticas (BMNP) son un sistema novedoso portador
de agentes quimioterapéuticos en base a sus propiedades magnéticas, sus innovadoras propiedades superficiales
determinadas por el MamC, su biocompatibilidad y su capacidad como agentes de fototermia tras la exposicion al
laser. En este estudio se han funcionalizado las BMNPs con PL48 y hemos analizamos el efecto antiproliferativo del
nanoensamblaje BMNPs-PL48 en ausencia y presencia de exposicion al laser en lineas celulares tumorales de dife-
rente origen. Valoramos si este nanoensamblaje puede ser utilizado como terapia combinada en cancer.

La investigacion realizada ha sido financiada por el Ministerio de Economia y Competitividad (PID2019-
109294RB-100 y EC2019-