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Expresién diferencial del miR-30b en diferentes
tejidos de un modelo murino de menopausia
experimental.

Gil-Ruiz T., Palop-Medina M., Rosales-Ariza C., Descals-Beltran B., Paes A.B.,
Pérez-Cremades D., Hermenegildo C., Novella S.

Dep. Fisiologia, Universitat de Valéncia - Instituto de Investigacion Biomédica
INCLIVA, Valéncia, Espana

INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) constituyen la principal causa de morbilidad y mortalidad
tanto en hombres como en mujeres. Sin embargo, existen diferencias especificas de sexo en
cuanto prevalencia, incidencia y pronostico (Hayward, 2000). Las mujeres en edad fértil presentan
una menor incidencia de ECV que los hombres de su misma edad. Sin embargo, el riesgo
cardiovascular en mujeres aumenta con la apariciéon de la menopausia (Virani et al., 2021). Los
estrégenos, especialmente el 17B-estradiol (E2), participan en la regulacién de la funcién vascular
a través de mecanismos genémicos y epigenéticos. Entre los mecanismos de regulacién activados
por los estrégenos destacan los miRNAs, especialmente el miR-30b-5p. Este miRNA, sensible a los
niveles de estréogenos, estd implicado en la regulacion de procesos relacionados con el

mantenimiento de la funcién cardiovascular. (Pérez-Cremades et al., 2018; Zhang et al., 2019).
MATERIAL Y METODOS.

Se emplean una serie de herramientas bioinformaticas (miRBase, TransmiR, miRDB, TargetScan,
microT-CDS y miRwalk) para poder conocer los factores de transcripcién reguladores del miR-30b-
5p, asi como los genes dianas predichos del miR-30b-5p y los procesos biolégicos humanos que
puede regular dicho miRNA. Para conocer la influencia de los estrégenos sobre la expresion de
miR-30b-5p, se realiza un ensayo RT-gqPCR en diversos tejidos de ratones hembra (n=3) y macho
(n=3) pertenecientes a la cepa AKR/J. Y, ademas, se analiza la expresién del miRNA en el corazén
de un modelo murino de menopausia experimental con 3 grupos experimentales: ratonas
ovariectomizadas (Ovx), ratonas ovariectomizadas y tratadas con E2 (OvE) y ratonas control de la
cirugia (Sham).

RESULTADOS.

El analisis de enriquecimiento de las dianas predichas indica que el miR-30b-5p participa en los
procesos de apoptosis, inflamacién, angiogénesis e hipoxia, que suceden en el endotelio vascular.
A través de estar rutas, miR-30b-5p podria contribuir al mantenimiento del estado fisiolégico del
sistema vascular. Ademas, se observéd que el miR-30b-5p se expresa en diversos tejidos de ratones
macho y hembra (corazén, muisculo esquelético, grasa abdominal, higado, bazo, rifién, pulmén'y
grasa perivascular). Sin embargo, en corazén y musculo esquelético, las ratonas exhiben niveles
mas elevados de miR-30b-5p en comparacién con los ratones macho. Por ultimo, la deplecién de
hormonas ovéricas causada por la ovariectomia afecta a la expresién de miR-30b-5p en el corazén
de ratonas. Se observé una expresién diferencial del miRNA en los distintos grupos de estudio




analizados, siendo menor su expresién en el grupo de ratonas Ovx respecto al grupo control

(Sham).
DISCUSION / CONCLUSIONES

Los resultados indican que miR-30b-5p puede actuar como regulador postranscripcional de la
expresion génica en las acciones vasculares mediadas por E2, participando como mediador en las
vias de sefializacion de estrégenos que inducen acciones cardioprotectoras. El anélisis integrativo
realizado en el presente trabajo apoya la contribucién directa que tienen los estrégenos en el
mecanismo de proteccién cardiovascular.
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Estudio de las proteinas de unién a quimioquinas
codificadas por el virus MPOX (TFG)

Donaire Carpio, Samuel

Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa

INTRODUCCION.

El virus mpox (MPXV) es un poxvirus emergente de gran relevancia para la salud publica, causando
mas de 90000 casos de mpox en todo el mundo desde que brotes sin precedentes tuviesen lugar
en mayo de 2022. Las razones detras de la magnitud de estos brotes todavia no son conocidas,
aunque existe evidencia de que MPXV estd adaptdndose a nuevos huéspedes, incluidos los
humanos.

Para algunos poxvirus similares, las proteinas virales de unién a quimioquinas (vCKBPs) se han
descrito como factores de virulencia criticos que contribuyen a la evasién de la respuesta
inmunitaria innata neturalizando quimioquinas en el medio extracelular y uniéndose a
glucosaminoglicanos (GAGs), impidiendo que los leucocitos sean reclutados en los sitios de
infeccion. No obstante, las vCKBPs codificadas por los clados circulantes de MPXV nunca han sido
caracterizadas, a pesar de su importancia en la interaccién del virus con sus huéspedes.

MATERIAL Y METODOS.

En este Trabajo de Fin de Grado, las cinco vCKBPs (CrmB, 35K/vCCi, SCP-1, SCP-3, A41)
codificadas por un clado emergente de MPXV han sido expresadas por primera vez. Para ello, se
ha utilizado el sistema heterélogo basado en generacién de baculovirus recombinantes capaces
de expresar cada una de estas vCKBPs, y dichas proteinas han sido purificadas por cromatografia
de afinidad. Hemos evaluado el conjunto de quimioquinas unidas por estas vVCKBPs por resonancia
de plasmones de superficie (SPR), asi como la capacidad de estas vCKBPs de unirse a GAGs
mediante ensayos de citometria de flujo utilizando lineas celulares mutantes para diferentes tipos
de GAGs. Estos ensayos de unién a GAGs han sido complementados por inmunofluorescencia.

RESULTADOS.

Nuevas funciones han sido descritas para estas proteinas nunca antes estudiadas. Los analisis en
SPR han permitido identificar numerosas quimioquinas de humano y ratén unidas por estas
vCKBPs, asi como el perfil selectivo de algunas de estas vCKBPs por ciertas familias de
quimioquinas. Nuestros resultados podrian sugerir que las vCKBPs del clado circulante de MPXV
unirian mas efectivamente quimioquinas humanas frente a sus ortélogas en ratén, aunque la falta
de pardmetros cinéticos nos impide tomar conclusiones al respecto. Hemos demostrado que las
proteinas CrmB, A41, y 35K/vCCi pueden unirse a las superficies celulares. CrmB y 35K/vCCi lo




harian especificamente a heparina, mientras que la unién de A41 pareceria ser independiente de
GAGs.

DISCUSION / CONCLUSIONES.

Esta primera caracterizaciéon de las vCKBPs de MPXV es clave para estudios mas profundos sobre
la interaccion de MPXV con sus huéspedes, lo cual es interesante para el desarrollo de nuevos
farmacos anti-inflamatorios derivados de las funciones de estas vCKBPs. Dado que las vCKBPs del
clado circulante de MPXV contienen mutaciones con respecto a los clados mas antiguos, la
comparacién entre estas proteinas podria ayudar a esclarecer las bases moleculares detras del
origen de los brotes de MPXV en 2022.
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Modelizacién de la hemato-toxicidad de nuevos
metalofarmacos antitumorales

Delgado P', Sanchez MI, Calés C?

"Universidad Complutense de Madrid,?Instituto de Investigaciones Biomédicas Sols-Morreale
(IIBm-CSIC-UAM)

INTRODUCCION

Las quimioterapias basadas en metalofdrmacos como el cis-platino a menudo llevan asociadas una
serie de efectos secundarios, entre los que se encuentra la disminucién del nimero de eritrocitos
y megacariocitos, lo cual puede retrasar el efecto de los tratamientos, comprometiendo
gravemente la salud del paciente. Por este motivo, en este estudio se plantea la puesta a punto
de un procedimiento para evaluar la hemato-toxicidad de nuevos metalofarmacos antitumorales,
que han sido disefados y caracterizados en nuestro grupo. El modelo experimental estad basado
en dos lineas celulares eritroleucémicas humanas, K562 y HEL: ambas proliferan y mantienen en
cultivo caracteristicas fenotipicas de progenitor bipotencial, pero pueden ser inducidas a
diferenciar, mediante el uso de agentes quimicos definidos, hacia formas mas o menos maduras
de megacariocitos o de eritroblastos, precursores de las plaquetas y hematies circulantes,

respectivamente.
MATERIAL Y METODOS

Se ha evaluado la toxicidad de dos complejos yodados de platino en conformacién trans y cis, 15
e |6 respectivamente, en diferentes momentos del proceso diferenciaciéon hacia linaje
megacriocitico o eritroide, y a través de ensayos de viabilidad, anlisis por citometria de flujo y del
fenotipo terminalmente diferenciado. Como control positivo se ha utilizado cisplatino, estandar

bien conocido por su uso en clinica.
RESULTADOS

Los resultados permiten detectar y definir diferencias en los efectos sobre la supervivencia celular,
sobre la aparicion de células apoptdticas y sobre la capacidad de poliploidizaciéon entre el cis-
platino y los dos compuestos yodados. Asimismo, permite detectar una mayor sensibilidad de los
tratamientos en las dos lineas sin diferenciar (respondiendo ambas de manera muy similar), y una
mayor resistencia en las formas mas maduras, alcanzadas por las células HEL diferenciadas hacia

megacariocito y por K562 hacia el linaje eritroide.
DISCUSION / CONCLUSIONES

A diferencia de los modelos existentes, este trabajo basado en dos lineas celulares no
diferenciadas y en diferentes etapas de diferenciacién, proporciona una visiéon precisa de la
hemato-toxicidad de varios compuestos en dos linajes distintos. Por ello, este estudio sienta las
bases de un modelo celular robusto que permite detectar diferencias de toxicidad de farmacos,
no solamente entre éstos, sino también entre uno u otro linaje y entre diferentes estadios de
diferenciacion, de manera répida, econémica y reproducible. No obstante, aunque este modelo
tiene la ventaja de no recurrir a la utilizacion de muestra humanas o de animales de
experimentacion, es importante tener en cuenta que, una vez el modelo asignara una hemato-
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toxicidad para un nuevo metalofarmaco, seria necesario evaluarlo en modelos ex vivo de ratén y/o

en aproximaciones experimentales mas cercanas al in vivo.
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GENERACION DE UN MODELO MURINO DE
CARDIOTOXICIDAD: CARACTERIZACION FUNCIONAL Y
FISIOPATOLOGICA DE LOS CAMBIOS INDUCIDOS POR
DOXORRUBICINA

Trillo M,2,3, Cebro-Marquez M2,3,4, Vilar-Sanchez M2,3, Serrano-Cruz V2,3, Gonzalez-Juanatey
JR2,3,4,5, Moscoso | ,3,4, Lage R ,3,4,6

1.Universidad Francisco de Vitoria (UFV), 28223 Madrid, Espana.

2.Centro Singular de Investigacién en Medicina Molecular y Enfermedades Crénicas (CiMUS),
15782Santiago de Compostela, Espana.

3.Instituto de Investigacion Sanitaria Santiago de Compostela (IDIS), 15706 Santiago de
Compostela,Espana.

4.Centro de Investigacion Biomédica en Red Enfermedades Cardiovasculares (CIBERCV).
5.Servizo de Cardiologia. Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela
(CHUS), 15706 Santiago de Compostela, Espana.

6.Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad de Santiago de Compostela
(USC), 15782 Santiago de Compostela, Espana.

INTRODUCCION

La cardiotoxicidad (CTox), un efecto adverso asociado a determinados tratamientos
quimioterapicos, aumenta la morbimortalidad del paciente oncolégico, siendo un factor limitante.
El diagnéstico se basa en el hallazgo de anomalias en la funcién cardiaca mediante ecocardiografia
y la valoracién de biomarcadores séricos, signos que se manifiestan una vez existe dafio cardiaco.
Por ello es necesario identificar nuevos biomarcadores que permitan un diagnéstico preclinico.

Estudios previos, en pacientes con céncer de mama,identifican los microRNAs (miRs) como
potenciales biomarcadores tempranos de CTox. Nuestro objetivo fue generar un modelo in vivo
de CTox inducida por doxorrubicina (DOX) que permita profundizar en la fisiopatologia y la
identificacién de biomarcadores tempranos.

MATERIAL Y METODOS.

Ratas macho Sprague-Dawley (8 semanas) fueron tratadas intraperitonealmente con DOX
(dosis acumuladas: 5y 10mg/kg). Se valoré la funcién cardiaca (fraccidon de acortamiento, FA y
fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo, FEVI) mediante ecocardiografia. Se determiné ratio
peso del corazén/peso total del animal (PC/PT). Se analizaron hallazgos histolégicos por
hematoxilina-eosina, y mediante RT-gqPCR se evalud la expresiéon de marcadores de dafio, asi
como la expresién de miRs previamente descritos.

RESULTADOS.

Ambos grupos muestran una disminucion significativa de la FA (18,9 y 24,2%, respectivamente) y

de la FEVI (10,1 y 14,1%, respectivamente) respecto a su valor basal. El grupo 10 mg/kg muestra

un aumento de ratio PC/PT. Ambos grupos muestran incremento de infiltrado inflamatorio,
12




hemorragia y miocitolisis. Se evidencia una elevaciéon en los marcadores de fibrosis (COL1a1,
COL1a2, TIMP), inflamacion (CD68, CD14 y CD11b) y dafio (Rac1 y PP2ACa) en el grupo de 10
mg/kg. Ademas, se observa sobreexpresién de miR-142-3p, miR-32-5p y miR-20a-5p en ambas
dosis, mientras que miR-652-3p y miR-340-5p se regulan para la dosis de 10 mg/kg. En esta linea,
hay una regulacién a la baja de la diana validada del miR 652-3p, Jagged1.

DISCUSION / CONCLUSIONES

El tratamiento in vivo con DOX 10 mg/kg presenta caracteristicas de dafio y funcién
cardiaca compatibles con la CTox inducida por antraciclinas en pacientes. Ademas, muestra
expresion diferencial de miRs, identificados como potenciales biomarcadores de CTox. Estos
datos sugieren que el tratamiento con una dosis acumulada de 10 mg/kg permite generar un
modelo preclinico adecuado para profundizar en la fisiopatologia de la CTox y la bdsqueda de
dianas terapéuticas que puedan reducir el impacto prondstico en el paciente oncoldgico.
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SALUD MENTALY CONSUMO DE DROGAS EN
ESTUDIANTES DE MEDICINA: UN ESTUDIO
COMPARATIVO INTERNACIONAL

Autores: Marta Lopez Gilberte1, Beatriz Atienza Carbonell1, Adrian Krotz2, Vicent Balanza,
Martinez1

1. Facultat de Medicina i Odontologia Universitat de Valéncia
2. Medizinische Fakultdt Mannheim der Universitit Heidelberg

INTRODUCCION

Numerosos estudios muestran elevadas tasas de depresion, ansiedad e ideacion suicida entre
estudiantes de medicina. Sin embargo, hasta la fecha se han realizado pocos estudios
comparativos entre universidades de dos paises. El objetivo del presente estudio es comparar la
prevalencia de depresién, ansiedad e ideacion suicida entre los estudiantes del grado en Medicina
de la Universitat de Valéncia (Facultat de Medicina i Odontologia) y de la Universidad
de Heidelberg - campus Mannheim (Medizinische Fakultat Mannheim der Universitat Heidelberg)
y analizar su relacién con el consumo de drogas.

MATERIAL Y METODOS.

Se invitd al estudiantado matriculado en el grado en Medicina (curso 2022- 2023) de ambas
facultades a completar dos cuestionarios online para el cribado de sintomas de depresion (PHQ-
9) y de ansiedad (GAD-7). La ideacidn suicida se evalud con el item 9 del PHQ-9. Ademas, se
recogio el consumo de diversas drogas a lo largo de la vida y en los 30 dias previos a la realizacion
de la encuesta.

RESULTADOS.

693 estudiantes (74,2% mujeres) contestaron la encuesta (19,9% tasa de respuesta). De ellos, 207
(29,9%) estudiaban en Mannheim y 486 (70,1%) en Valencia. La prevalencia de sintomas
depresivos de moderados a graves fue similar (46,4% en Mannheim vs. 39,1% en Valencia;
p=0,075). Respecto a la ansiedad, un 29,5% de las personas participantes en Mannheim y un
42,8% en Valencia mostraron ansiedad moderada-severa, con diferencias significativas (p<0,001).
La ideacioén suicida fue 16,3% en Valencia y 30,0% en Mannheim (p<0,001).

La mayoria del estudiantado de medicina habia consumido drogas en algin momento de su vida,

siendo las mas consumidas el alcohol, las bebidas energéticas y el tabaco. Se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre ambas universidades en el consumo alguna vez

en la vida de benzodiacepinas (p<0,001), vy, spice (p=0,022) (mayor consumo en
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Valencia),asi como cannabis (p=0,003), anfetaminas (p=0,008) y ketamina (p=0,002), con
mayor consumo en Mannheim. La sustancia mas consumida en el Ultimo mes fue el alcohol,
seguida de las bebidas energéticas y el tabaco. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre ambas universidades en el consumo en los ultimos 30 dias de tabaco (p=0,003)
y benzodiacepinas (p<0,001), con mayor consumo en Valencia.

En cuanto a la asociacién entre el consumo de drogas y la prevalencia de sintomas mentales en la
muestra total, los estudiantes que habian consumido bebidas energéticas tanto en algin
momento de su vida como en los Ultimos 30 dias presentaron mayor prevalencia de sintomas
depresivos (p=0,031 y p<0,001 respectivamente). Ademas, el consumo de benzodiacepinas en
algin momento de la vida y en los ultimos 30 dias se relacioné con una mayor prevalencia
de depresién, ansiedad e ideacién suicida (p<0,001).

DISCUSION / CONCLUSIONES

La prevalencia de depresion en estudiantes de Mannheim es similar a la de estudios recientes en
Alemania. Los resultados en Valencia suponen un aumento en la tasa de depresién e ideacion
suicida respecto a los obtenidos en 2018. En general, las tasas de depresion, ansiedad e ideacién
suicida son superiores a las reportadas antes de la pandemia por la COViD-19.
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ANALIZANDO EL ENVEJECIMIENTO INTRINSECO:
ALTERACIONES MICROSCOPICAS DE LA PIEL
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INTRODUCCION
La piel constituye la principal barrera de proteccién frente al ambiente externo, pero también

participa en las relaciones humanas, siendo uno de los determinantes de la belleza mas
importantes y, en consecuencia, un reclamo importante de la industria farmacéutica. Dado que el
envejecimiento de la piel es un factor importante tanto en el dmbito médico como social, la
presente investigacién tiene como objetivo caracterizar los cambios microscépicos en la
composicién de la piel humana debido al envejecimiento intrinseco (aquel que no se encuentra
influenciado por factores externos), mediante el anélisis histolégico de una regién corporal
fotoprotegida, como lo es la zona periumbilical.

MATERIAL Y METODOS.
Se tomaron muestras del area periumbilical de 25 autopsias y luego fueron clasificadas en cuatro

grupos segun la edad: nifios (0-12 afios), jovenes (13-25 afos), adultos de mediana edad (26-54
anos), ancianos (>55 anos). Se realizaron diferentes tinciones histoldgicas tradicionales
(hematoxilina-eosina, tricromico de Masson, orceina, azul de toluidina, azul alcian y la reaccién de
Feulgen) e inmunohistoquimicas (CK20, CD1a, Ki67 y CD31). Después de fotografiarlas con el
microscopio éptico Leica DM3000, se analizaron morfométricamente un total de 1.879 imagenes
utilizando Image ProPlus 7.0 para su posterior andlisis estadistico con GraphPad 9.0.

RESULTADOS.
Entre nuestros resultados, la epidermis mostré una disminucién en su espesor, asi como en los

indices de interdigitacion y mitético, mientras que los melanocitos aumentaron. La dermis papilar,
pero no la reticular, mostré un espesor incrementado con el envejecimiento. Concretamente, en
la capa papilar, los mastocitos y los glucosaminoglicanos se expandieron, mientras que la dermis
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reticular mostré una reduccién tanto de los glucosaminoglicanos como de las fibras elasticas.
Ademas, la celularidad total y la vascularizacién de ambas regiones dérmicas disminuyeron con el
envejecimiento.

DISCUSION / CONCLUSIONES
Este analisis morfométrico de piel fotoprotegida revela que el envejecimiento intrinseco influye

significativamente en la composicién de la piel humana, forjando asi el camino hacia futuras
investigaciones sobre las bases moleculares responsables de las alteraciones observadas, asi como
de potenciales estrategias antienvejecimiento.
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TRATAMIENTO DEL DOLOR CERVICAL A TRAVES DE
ELECTROESTIMULACIONPERCUTANEA DEL NERVIO
PERIFERICO: ENSAYO CLINICO ALEATORIZADO A
CUADRUPLE CIEGO
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Alicante, Spain 6. Laboratory of lon Channel Research, Department of Cellular and
Molecular Medicine, KULeuven, VIB Center for Brain & Disease Research, Leuven, Belgium

INTRODUCCION

La estimulacién percutanea del nervio periférico (pPNS, por sus siglas en inglés) es una técnica
minimamente invasiva, que consiste en estimular eléctricamente un nervio periférico mediante la
insercién de una aguja guiada ecograficamente. En un contexto clinico, se utiliza en el abordaje
de condiciones como el dolor muscular, postquirirgico o las lesiones neuropaticas.
Fisiolégicamente, la estimulacién eléctrica de las neuronas aferentes primarias induce plasticidad
en los sistemas nociceptivo y somatosensorial humano, produciendo analgesia en el territorio
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inervado por el nervio estimulado. Por ello, este estudio tiene como objetivo investigar los efectos
terapéuticos de dos protocolos de pPNS disefiados para potenciar los circuitos no nociceptivos.

MATERIAL Y METODOS.

45 pacientes con dolor cervical fueron asignados a uno de los siguientes tres grupos de
intervenciéon (n por grupo = 15): estimulacién percutdnea en trenes de alta frecuencia (pTAF),
estimulacién percutanea theta-burst (pTB) y estimulacion eléctrica nerviosa transcutédnea (TENS,).
Se utilizd una Escala numérica de dolor (verbal NRS) para evaluar el dolor de los sujetos en reposo
y el dolor evocado por movimiento doloroso. Se midié la fuerza maxima junto con la
sefial electromiogréfica del musculo trapecio superior. Estas mediciones se realizaron en
condiciones basales e inmediatamente después del tratamiento. Adicionalmente, a la semana del
tratamiento, se evalué de nuevo el dolor que presentaban los sujetos.

RESULTADOS.

El protocolo pTAF fue el Unico que indujo hipoalgesia tanto en reposo (p = 0,0009) como en
movimiento (p = 0,0096). Los grupos pTB y TENS solo indujeron hipoalgesia durante el
movimiento (p = 0,0003, p = 0,0022, respectivamente). Por otro lado, los protocolos pTB y TENS
produjeron un aumento significativo de la fuerza tras el tratamiento (p = 0,0214, p = 0,0185). A la
semana del tratamiento, Unicamente los protocolos de pPNS, pTAF y pTB, experimentaron
una disminucién del dolor significativa (p = 0,041, p <0,0001). No se observaron diferencias en el
reclutamiento muscular en ninguno de los grupos.

DISCUSION / CONCLUSIONES

Este trabajo demuestra que dos protocolos de estimulacién eléctrica percutdnea, destinados a
inducir potenciacién a largo plazo sobre fibras aferentes mayoritariamente no nociceptivas,
reducen el dolor en sujetos patolégicos con mayor eficacia y duraciéon que el protocolo de
referencia actual (TENS). Ademds, estos protocolos inducen, o no, cambios en la funcién motora
dependiendo de su parametrizacion. Estos resultados nos acercan a comprender los
efectos sensoriales y motores de la estimulacién nerviosa periférica, y nos permiten avanzar en la
optimizacién clinica de esta terapia, trasladando conocimiento basico a la practica asistencial.
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DESCUBRIENDO UNA NUEVA INTERACCION FUNCIONAL
ENTRE LAS CELULAS PROGENITORAS HEPATICAS ADULTAS,
INFLAMACION Y LA SENALIZACION DEL EGFR DURANTE EL
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de Marseille (CRCM), Institut Paoli-Calmettes, Turing Center for Living Systems, Marseille, France.
7. Departamento de Biologia Molecular, Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, Consejo
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INTRODUCCION

La enfermedad colestésica crénica se caracteriza por una acumulacién de sales biliares a niveles
hepatotdxicos1. Esta acumulacion esté asociada a la hiperplasia del ducto biliar, proceso en el que
participan las células progenitoras hepaticas (HPC), actuando como segunda linea de defensa
cuando la capacidad regenerativa de los hepatocitos ha quedado exhausta2. La sefializacion del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) desempefia un papel relevante tanto en la
regeneracion hepatica como en la respuesta celular al dafio colestasico3, regulando el
comportamiento de las HPC. Sin embargo, alin no esta bien caracterizado el papel de las HPC en
el dafio colestasico ni su respuesta a sales biliares, descritas como sefiales pro-inflamatorias1,4,
siendo este el objetivo principal de este estudio, asi como analizar si la via de sefializacion del EGF

es un componente critico de la respuesta de HPC a sales biliares.
MATERIAL Y METODOS.
Se ha utilizado un modelo celular murino de HPC. El dafo colestadsico se ha simulado in vitro

tratando HPC con combinaciones de sales biliares a diferentes concentraciones. Se ha estudiado
la viabilidad y muerte celular, junto con la activacién de vias de sefalizacién y la regulacion de la
expresién génica mediante RT-gPCR. El papel de la via del EGFR se ha analizado mediante co-
tratamiento con ligandos del EGFR y/o tratamiento con un inhibidor del EGFR. Para los estudios
de comunicacién intercelular, se ha utilizado medio condicionado procedente de las HPC para
tratar tanto a la linea de células estrelladas GRX murina como a macréfagos peritoneales murinos

y se ha llevado a cabo un anélisis protedmico.
RESULTADOS.

Nuestros resultados muestran que algunas sales biliares pueden desencadenar un efecto citotdxico
en HPC por un mecanismo dependiente del tipo de sal biliar y de su dosis. El EGF disminuye la
citotoxicidad de las sales biliares en determinadas condiciones y actla en sinergia con estas para
promover una respuesta inflamatoria. Asi pues, el tratamiento con sales biliares y EGF aumenta
sinérgicamente la expresion de quimiocinas como Cxcl1, Cxcl2 e IL6, mientras que la inhibicién
del EGFR bloquea tanto su expresién como la sefializacién inflamatoria inducida por las sales
biliares. Ademas, este co-tratamiento regula la activacién del inflamasoma NLRP3 y consecuente
activacion de la caspasa 1 en HPC.

Para entender el impacto de esta respuesta de las HPC en la comunicacion celular, se analizé su
secretoma, y se comprobd que estaba enriquecido en reguladores inmunitarios y del TGF-B. En
consonancia con esto, el medio condicionado derivado de las HPC modula la activacion y/o
proliferacion de las células estrelladas hepaticas; asi como en la polarizaciéon de los macréfagos.
Curiosamente, se observa un cambio drastico en los componentes del secretoma de las HPC

tratadas con sales biliares y EGF.
CONCLUSIONES

Este trabajo proporciona evidencias sobre la contribucién de las HPC en los mecanismos
patogénicos de la enfermedad colestésica, ya que participan en la induccién de la respuesta
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inflamatoria, asi como en la activacion de las células estrelladas hepéticas y en la modulacién del
fenotipo de macréfagos peritoneales. También demostramos una contribucion clave de la via

EGFR en estas.
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ACTIVACION DEL DESARROLLO FOLICULAR Y PRESERVACION DE LA
CALIDAD OVOCITARIA MEDIANTE UNA NUEVA TECNICA DE
FRAGMENTACION OVARICA IN VIVO EN UN MODELO PRECLINICO DE
INSUFICIENCIA OVARICA PREMATURA
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INTRODUCCION

La insuficiencia ovarica prematura (del inglés, POI) se caracteriza por el cese de la funcién ovarica
en mujeres jévenes, desencadenando esterilidad precoz en la mayoria de pacientes (De Vos et al.,
2010). Las técnicas de fragmentacién ovarica inducen la activacion de los foliculos quiescentes
mediante la disrupcién de la ruta Salvador-Hippo-Warts (Kawamura et al., 2013), aumentando
potencialmente las probabilidades de obtener un mayor nimero de ovocitos, y con ello la tasa de
gestacién y recién nacido (Diaz-Garcia et al., 2022). Sin embargo, su abordaje quirirgico invasivo
y costoso supone una gran limitacién. Por ello, este trabajo pretende evaluar la eficacia de una
nueva técnica menos invasiva para activar el desarrollo folicular in vivo, manteniendo la calidad de
los ovocitos obtenidos.

MATERIAL Y METODOS
Sesenta ratonas C57BL/6 de 3 meses de edad fueron distribuidas en 6 grupos: control o POI sin

intervencion (CT-0 o POI-0), control o POl con 15y 22 punciones ovaricas (CT-15, CT-22, POI-15y
POI-22). La condicién POl se establecié administrando intraperitonealmente quimioterapia
(120mg/kg de ciclofosfamida y 12mg/kg de busulfan). Los grupos control recibieron el vehiculo
(suero salino). Pasadas 3 semanas, los ovarios de los grupos a intervenir fueron puncionados con
una aguja 30G. A las 6 horas se extirparon los ovarios de 4 ratonas/grupo para evaluar la activacion
folicular por Western-Blot e inmunohistoquimica. Tras 3 semanas de las intervenciones, 6
ratonas/grupo recibieron un ciclo de estimulacién ovérica, recogiendo los ovarios y ovocitos 16
horas tras la ovulacién. Se realizé el recuento de las poblaciones foliculares y analisis de
proliferacion celular en los ovarios, y se analizé la calidad de los ovocitos metafase-Il (MIl) ovulados
(especies reactivas de oxigeno -ROS-, distribucion de mitocondrias, huso meidtico y alineamiento
cromosémico) por microscopia confocal y FRET.

RESULTADOS

Los grupos puncionados mostraron un incremento del ratio proteico de p-mTOR/mTOR vy p-
AKT/AKT, ademas de YAP, a las 6 horas tras las intervenciones, siendo especialmente mayor en
los grupos POI. La activacion de foliculos primordiales se validd con la localizacién de FOXO3a,
observando un aumento significativo de foliculos primordiales con FOXO3a citoplasmatico en los
grupos CT-15(p<0.001), CT-22(p<0.001), POI-15(p=0.003), y POI-22(p=0.005). A las 3 semanas de
la operacion, el porcentaje de foliculos en crecimiento fue mayor en todos los grupos intervenidos
en comparacién con sus respectivos controles, siendo significativamente superior en CT-
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15(p<0.001), CT-22(p<0.001) y POI-15(p=0.015). Ademas, se observé un mayor porcentaje de
células de la granulosa positivas para el factor de proliferacion Kié7 en CT-15(p<0.001), POI-
15(p=0.018), y POI-22(p=0.035). El nimero de ovocitos MIl ovulados fue significativamente
superior en los grupos intervenidos CT-15(p=0.038), CT-22(p=0.044), POI-15(p=0.039), y POI-
22(p=0.045), los cuales mostraron un porcentaje de ROS similar a los grupos no puncionados. Las
punciones ovaricas tampoco alteraron la distribucién mitocondrial, formacién del huso meiético y
alineamiento cromosémico de los ovocitos.

DISCUSION / CONCLUSIONES

La nueva técnica no invasiva de fragmentacién ovarica activa el crecimiento de los foliculos
quiescentes y mantiene la calidad ovocitaria tanto en los grupos control como en el modelo PO,
destacando como una prometedora solucién para el tratamiento de la menopausia precoz.
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OBESITY AS A RISK FACTOR FOR DEMENTIA AND
ALZHEIMER'S DISEASE: THE ROLE OF LEPTIN
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INTRODUCCION

La obesidad, una creciente preocupacién global, se atribuye a diversas causas, incluyendo estilo
de vida, estrés, nutricién, antecedentes genéticos y falta de ejercicio. En este contexto, el tejido
adiposo blanco no solo almacena el exceso de energia, sino que también desencadena
alteraciones endocrinas al secretar adipocinas con efectos a nivel sistémico y en el sistema nervioso
central. La obesidad se vincula con déficits cognitivos, deterioro de la plasticidad sinaptica y un
menor volumen cerebral, aumentando asi el riesgo de enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Alzheimer (EA).

El estado inflamatorio crénico asociado a la obesidad desregula sistemas homeostaticos,
contribuyendo al desarrollo de diversas enfermedades, incluidas aquellas relacionadas con la
neurodegeneracion. Este proceso conlleva un aumento de adipoquinas proinflamatorias (IL-18, IL-
6, TNF-a y leptina) y una disminucion de adipocinas antiinflamatorias como la adiponectina. Esta
revision se centra en el papel de la leptina.

MATERIAL Y METODOS.
Se revisa la literatura cientifica para analizar el papel de la leptina en la obesidad y la demencia.

RESULTADOS y DISCUSION

La leptina, una adipocina elevada en la obesidad, ejerce efectos en diversas regiones del SNC,
incluyendo la corteza cerebral y el hipocampo. Su receptor, LepRb, se expresa en neuronas
glutamatérgicas, GABAérgicas y dopaminérgicas, sugiriendo su implicacién en procesos de
potenciacién a largo plazo, depresién a largo plazo y motivacién alimentaria. La activacion de la
Janus quinasa 2 (JAK2) y sus vias de sefializacion intracelular (STAT3, Akt, ERK'y STAT5) son eventos
bioquimicos asociados a la uniéon de la leptina a su receptor. En el dmbito de aprendizaje y
memoria, la plasticidad sindptica y los receptores NMDA son cruciales. La leptina mejora la
eficiencia de la transmisién sindptica excitadora en el hipocampo, influyendo en la conversién de
la potenciacion a corto plazo en potenciacion a largo plazo. En modelos de ratén transgénicos de
EA, la leptina optimiza el rendimiento en tareas cognitivas. Esta revisién busca abordar los
mecanismos de resistencia a la leptina asociados al aumento del riesgo de EA. Factores genéticos,
alteraciones en el transporte de leptina hacia el cerebro, desensibilizacion de receptores y
mecanismos intracelulares e inflamatorios son considerados. La desregulacién de moléculas
intracelulares como SOCS3, PTP1B y TCPTP, asi como la presencia de inflamacién relacionada con
la obesidad, contribuyen a la resistencia a la leptina. La relacion entre EA y obesidad se vincula a
factores genéticos, acumulacién de placas B-amiloide y disfunciéon mitocondrial. La resistencia a la
leptina emerge como un componente clave en esta conexion, y estudios sugieren que bajos niveles
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de leptina estan asociados a mayor riesgo de deterioro cognitivo y EA. La disfuncién de las vias de
sefializacion de leptina puede promover procesos neurodegenerativos

CONCLUSIONES

En conclusién, la obesidad como factor de riesgo para EA demanda la identificaciéon de marcadores
preventivos y la implementaciéon de programas integrales de prevenciéon. La comprensién de las
complejas interacciones entre la leptina, la obesidad y la neurodegeneracion ofrece perspectivas
para abordar esta preocupante asociacion y desarrollar estrategias efectivas de prevencion.
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La inhibicién de la Integrina B1 como estrategia terapéutica
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INTRODUCCION
Para que el céncer se desarrolle es preciso que las células tumorales dispongan de los nutrientes

necesarios y se encuentren en un microambiente propicio para ello. Un punto clave en esto es la
vascularizacién tumoral, donde encontramos dos estrategias: la angiogénesis, con la formacién de
nuevos vasos sanguineos; y las que engloban distintos mecanismos que evitan la formacién de
vasos, por ejemplo, la cooptacién vascular (VCO). En la VCO las células tumorales secuestran los
vasos sanguineos preexistentes en el tejido afectado; puede surgir de forma intrinseca o como
forma de resistencia ante determinadas terapias (normalmente anti-angiogénicas). El principal
problema de los tumores no angiogénicos es que disminuye la efectividad de la quimioterapia,
son mas invasivos y en consecuencia presentan un peor pronodstico. Por esta razén, el objeto de
estudio de este trabajo consiste en fomentar el predominio de tumores angiogénicos: tratamos de
inhibir la adhesion celular a los vasos que ocurre mediante integrinas, paso imprescindible en el
desarrollo de la VCO. Para ello, aplicamos un tratamiento con ATN-161 que interfiere en la funcién
de un tipo de integrinas B 1y observamos qué cambios se producen tanto en la vasculatura, como
en el microambiente tumoral.

MATERIAL Y METODOS.
Los experimentos se basaron en modelos in vivo de metéstasis pulmonares en ratones BALB/c, a

los que se les introdujo una linea murina de células tumorales 4T1. A estos ratones se les tratd con
ATN-161 para probar su efecto angiogénico. Para ello, se observaron cambios en tumor utilizando
técnicas inmunohistoquimicas para Integrina B1, GLUT-1, VEGF, CD206 y CDS8; y tinciones como
Tricrémico de Masson y Weigert-Van Gieson.

Finalmente, se analizaron las imdgenes tomadas al microscopio éptico con el programa ImageJ y
se realizaron anélisis estadisticos, t-student y chi-cuadrado, con GraphPad Prims 9.0.

RESULTADOS.
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Un anélisis general de la maduracién de la matriz tumoral indicé que el tiempo del experimento es
escaso para que exista deposiciéon de coldgeno I.

Por otra parte, el anélisis de Integrina B1, mostré que la expresion de esta proteina en muestras
placebo era intratumoral, mientras que en muestras tratadas con ATN-161 se desplazaba a la
periferia tumoral. El analisis de patrones de elastina y expresion de Glut-1 da como resultado que
en muestra tratadas con el farmaco hay mas area de tumores angiogénicos y se desarrollan en
condiciones hipodxicas. Ademas, los niveles de VEGF, son mayores con ATN-161.

Por dltimo, la infiltracién de macréfagos M2 es menor en muestras a las que se le aplica ATN-161.
Mientras que si tenemos en cuenta los linfocitos T citotdxicos la presencia en ambos tipos de
muestras es similar, ligeramente mayor en muestras ATN-161.

DISCUSION / CONCLUSIONES

El ATN-161 genera un cambio lento desde el fenotipo no angiogénico al desarrollo angiogénico
inmaduro. Se inicia intratumoralmente, impulsado por la hipoxia y gracias a la comunicacién celular
por VEGF. El perfil inmunolégico muestra que en cierta medida afecta al microambiente tumoral,
pudiendo dirigir el desarrollo cancerigeno a un mejor prondstico. Todo ello puede servir de
marcador para identificar el mecanismo vascular, al igual que las integrinas B1.
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NOTCH4 en la diferenciacion de los macréfagos asociados a
tumor
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Ramirez y Maria José Martinez Diaz-Guerra
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INTRODUCCION
Los macréfagos asociados a tumor o TAMs constituyen la principal poblacién de células del sistema

inmunitario presente en diferentes tipos de tumores. Son macréfagos con un fenotipo
caracteristico que favorecen la supervivencia y la progresion de las células tumorales. Esto es asi
ya que producen moléculas como VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular), y
metaloproteasas que permiten procesos como la angiogénesis o metastasis, respectivamente,
citoquinas inmunosupresoras como el TGFB-1 o enzimas como la Arginasal que degrada al
aminodcido arginina, necesario para el correcto funcionamiento de los linfocitos T. Ademas
expresan marcadores de superficie como Cd274 (PDL-1) que inhibe la accién de los linfocitos T.
Por otro lado, los TAMs poseen numerosos receptores para llevar a cabo sus funciones. Uno de
ellos es el receptor transmembrana NOTCH4 que pertenece a la familia de los receptores NOTCH
implicados en el desarrollo embrionario. Estos receptores también poseen funciones en las células
del sistema inmunitario como, por ejemplo, regulando la inflamacién. Cabe destacar que para que
NOTCH4 lleve a cabo sus funciones es necesario que se una a su ligando correspondiente y se
produzcan unos cortes proteoliticos que liberen el dominio intracelular de NOTCH4 y este se
transloque al nicleo, donde modificara la expresion de otros genes.

El objetivo de este trabajo es estudiar el papel de NOTCH4 en la diferenciacién de los macréfagos
a un fenotipo TAM.

MATERIAL Y METODOS.
Para este trabajo se han utilizado macréfagos murinos peritoneales extraidos de ratones de la cepa

C.57BL/6 que se han cultivado en medio condicionado producido por las células de melanoma de
raton B16F10 (CM-B16F10).

29




Se han llevado a cabo transfecciones celulares con un vector de sobreexpresion de NOTCH4 y
siARNs de NOTCH4.

Se ha analizado la expresién proteica y génica mediante Western Blot y PCR cuantitativa,
respectivamente.

RESULTADOS.

-Con el medio tumoral aumenta la expresién de NOTCH4 y también incrementa la expresién de
genes caracteristicos de los TAMs como VEGF, MMP2, PDL-1 o TGFB-1.
-La sobreexpresién o inhibicion de NOTCH4 afecta a la expresion de estos genes.

DISCUSION / CONCLUSIONES
-El medio tumoral induce el procesamiento de NOTCH4 y, por tanto, su traslocacién al nucleo.

-NOTCH4 parece ser necesario para que los macréfagos adquieran el fenotipo TAM vy lleven a
cabo sus funciones.
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Estudio de la interaccién de radiaciéon con nanoparticulas de
oro en geant4 para mejorar la eficiencia de las terapias contra
cancer basadas en protones
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INTRODUCCION

En el marco de la radioterapia de protones, esta investigacion se enfoca en la interacciéon entre la
radiacion y las nanoparticulas de oro (AuNPs) con el objetivo de optimizar la eficiencia de los
tratamientos contra el cancer. La principal problematica es la minimizacién de los efectos
secundarios en tejido sanos durante la radioterapia, al mismo tiempo se busca maximizar la
eficiencia de la radiacién con una distancia de recorrido de unas cuantas micras en areas
superficiales y areas externas de las células tumorales. La importancia de las AuNPs tiene como
finalidad desarrollar propiedades de biocompatibilidad con los sistemas biolégicos el cual resalta
una aplicacién prometedora al actuar como amplificadores selectivos de la radiacién en los
tumores demostrando ser materiales radiosensibilizadores. El propésito fundamental radica en
profundizar la comprensién de las interacciones entre las AuNPs y la radiacién de protones, asi
como en la optimizacién de los pardmetros y caracteristicas para implementarlas de manera
efectiva en protonterapia.

MATERIAL Y METODOS.
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La metodologia consistié en un proceso de simulacién realistas por medio de la herramienta
Geant4, de esta manera se explora los procesos fisicos a nivel nanométrico de la interaccién
radiacién-materia. Se focaliza en la interaccién entre un sistema biolégico (agua), AuNPs y la
incidencia de un haz de protones, los cuales tienen que seguir un principio fundamental fisico que
se describe como pico de Bragg. El propdsito de la validacidon de eventos realistas en el software
asegura la fiabilidad de la investigacién, donde se exploré la evoluciéon de la radiaciéon en funcién
de la distancia, la deposicion de dosis por cada protén y ademas la eficiencia de la protonterapia
con la dependencia del tamafio de las AuNPs.

RESULTADOS.

Los resultados de la simulacién con Geant4 revelan una influencia notable de las AuNPs en la
distribucién de la dosis durante la protonterapia. La representaciéon precisa de las interacciones
entre las AuNPs y la radiacién proporciona una visién clara de su impacto en la eficiencia del
tratamiento oncolégico. En particular, se destaca la importancia critica del tamafio de las AuNPs,
ya que la comparacion entre nanoparticulas mas pequefias (50nm) y nanoparticulas més grandes
(100nm y 200nm) demostrando una clara disparidad en la eficiencia de la mejora de la dosis
absorbida. Las nanoparticulas mas pequenas exhiben una capacidad superior para potenciar la
dosis localizada, subrayando la necesidad de consideraciones meticulosas en la seleccion de
agentes intratumorales.

DISCUSION / CONCLUSIONES

La simulacién detallada con Geant4 arrojé resultados prometedores sobre la interaccion entre
AuNPs y la radiacion de protones en el contexto de la protonterapia. La meticulosa exploracién de
las complejas interacciones nanométricas proporciond una comprension clara de cémo las AuNPs
pueden influir en la distribucién de la dosis durante los tratamientos oncoldgicos describiendo un
material radiosensibilizador. Este hallazgo presenta una oportunidad significativa para optimizar la
aplicacién de las AuNPs en la protonterapia, con el potencial de reduccién de efectos secundarios
a tejidos circundantes, pero mejorar la eficacia de la protonterapia que sea mucho mas focalizada
en un punto de interés a las células tumorales.
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MRNA LOCALISATION: A SUBCELLULAR MECHANISTIC
TARGET TO REDUCE NEOVASCULARISATION

Moreno A.

Wellcome-Wolfson Institute for Experimental Medicine at Queen’s University

INTRODUCTION
Neovascularization, the formation of new blood vessels from preexisting ones, plays a pivotal role

in diseases such as diabetic retinopathy, atherosclerosis, and cancer. Existing therapies face
limitations, prompting the need for innovative strategies.

Tip cells, crucial for vessel development, exhibit subcellular mRNA polarization, vital for local
translation and protein function during migration. This study focuses on the mislocalisation of
RAB13 and NET1 mRNAs, linked to actin remodeling and filopodia formation, key processes in
angiogenesis.

MATERIALS AND METHODS.
This research project aims to disrupt mMRNA localisation using Antisense Oligonucleotides

(ASOs), synthetic deoxynucleotides which, in this case bind to a region at the 3" UTR of mRNA
sequences, known for its role in MRNA polarization, and inhibit its action.

For assessing the mislocalisation of these mRNAs, we have used smFISH and observed the cells
with a widefield fluorescence microscope and analyse its MRNA localisation with Fiji ImageJ Plugin.
We also have studied anti-angiogenic properties of ASOs treatment using the MIMETAS
OrganoPlate® 3-lane 64.

To assess the significance of observed differences in mRNA localization and their effects on
angiogenesis, statistical analyses were conducted using the student'’s t-test. The t-test was chosen
for its suitability in comparing means between two groups and its ability to detect statistically
significant differences.

Quantitative measurements from experiments, such as mRNA localization and angiogenic
parameters, underwent t-test analyses to compare control and treatment groups. Differences with
a p-value less than 0.05 were considered statistically significant.

RESULTS.
Results indicate successful mislocalization of RAB13 and NET1 mRNA, with a demonstration of

a reduction in filopodia formation and vessel maturation, suggesting the potential of mRNA
mislocalization ASOs as therapeutic tools to control undesirable blood vessel formation
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DISCUSSION

The successful mislocalisation of RAB13 and NET1 mRNA using Antisense Oligonucleotides
(ASOs) presents a significant advancement in our quest to modulate neovascularization. The
observed reduction in filopodia formation and vessel maturation underscores the potential
therapeutic impact of manipulating mRNA localisation.

This study provides insights into a promising avenue for developing targeted interventions
in neovascularization-related diseases.
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INTRODUCCION

El dolor lumbar inespecifico es uno de los grandes retos globales en salud publica debido a su alta
prevalencia y al impacto econémico de su discapacidad asociada. Los pacientes con dolor lumbar
inespecifico muestran alteraciones tanto motrices como sensoriales. El ejercicio isométrico causa
disminucién de la sensibilidad al dolor en miltiples cuadros de origen musculoesquelético, y
podria mejorar también los patrones de movimiento y activacion muscular de este tipo de
pacientes. Sus efectos, sin embargo, nunca se han estudiado en pacientes con dolor lumbar.

MATERIAL Y METODOS.

En el estudio participaron 16 pacientes con dolor lumbar inespecifico y 16 participantes sin dolor.
Se planted una intervencion isométrica con mediciones antes y después de la intervencion: (1)
Umbral de dolor a la presién en tres regiones anatdémicas, medido mediante algometria; (2)
Actividad del erector de la columna mediante electromiografia de superficie; y (3) Analisis
cinematico de los patrones de movimiento de la region lumbopélvica. Se analizaron las variables
algométricas mediante un ANOVA factorial mixto, de tres vias. Las variables de EMG y cinematica
fueron comparadas mediante un ANOVA de dos vias. El nivel de significacién para todas las
pruebas se establecié en 0,05.

RESULTADOS.

El ejercicio isométrico redujo de manera significativa los umbrales de dolor a la presién tanto en el
grupo de personas con dolor lumbar como en el grupo de personas sin dolor (p<0,01). En el grupo
con dolor lumbar los niveles de dolor también resultaron significativamente menores (p<0,01). En
los patrones de actividad EMG y movimiento lumbopélvico se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el tiempo en el que los participantes mantenian grados méximos
de flexiéon lumbar (p<0,05).

DISCUSION / CONCLUSIONES
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Los mecanismos por los que el ejercicio podria ejercer una funcién analgésica se han explicado en
diversos estudios a partir de una modulacién de los sistemas opidaceos endégenos de dolor. No
obstante, a dia de hoy, no se han estudiado en sujetos con dolor lumbar los factores sensoriales ni
biomecanicos asociados al comportamiento muscular que pudieran contribuir a la potenciacion
del efecto del ejercicio. Segun nuestros resultados, el ejercicio de contraccién isométrica genera
hipoalgesia inducida por el ejercicio tanto a nivel local como distal en sujetos con dolor lumbary
en sujetos libres de dolor:

. El efecto es mas pronunciado en las regiones corporales implicadas en el ejercicio que a
nivel remoto en estructuras que se mantuvieron pasivas durante la prueba.

. Es posible que existan alteraciones de la biomecéanica lumbopélvica y el rango de
movimiento articular asociadas al efecto hipoalgésico en ambos grupos.

Futuros estudios sobre este tema podrian valorar otros componentes del dolor o de la salud en
general que permitieran explicar la variacion de la respuesta entre los sujetos. Estos estudios
podrian aportar valores de referencia de dichas variables en sujetos con dolor lumbar, y de esta
manera ayudarian a determinar la prescripcién mas efectiva de este tipo de técnicas, que permita
individualizar el abordaje del paciente.
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INTRODUCTION AND AIMS

Antibiotic-Resistant Bacteria (ARB) is a major problem due to its rapid spread in the
community. Therefore, the detection of multi-resistant bacteria in vegetables for human
consumption constitutes a key point to control its transmission.

The resistance mechanismsthat bacteria have developed against the action of antibiotics are
diverse. This resistance may be intrinsic to the bacteria or may have been acquired by
incorporating external genetic material through bacterial conjugation, transduction or
transformation processes.

The study of the presence of Antibiotic Resistance Genes (ARGs) in bacteria isolated from food
is relevant to try to prevent infections that are difficult to treat.

These are the reasons why this study focused on achieving the following aims. Main aim: evaluation
of the presence of bacteria with antibiotic resistance in conventionally grown vegetables from
stores in the city of Valencia.

Specific aims:

1. Isolation of bacteria potentially resistant to carbapenems and 3rd generation cephalosporins. 2.
Identification of the isolates using biochemical (API strip) and molecular techniques (sequencing).
3. Analysis of the antibiotic resistance of isolated strains using the disc-plate antibiogram assay. 4.
Detecting ARGs: beta-lactams (blaTEM, blaSHV and blaCMY-2), carbapenems (blaIMP, blaVIM,
blaOXA-48 and blaKPC) and quinolones (QnrA, QnrB and QnrS) by multiplex PCR.

MATERIALS Y METHODS.

The first step was collecting vegetable samples (lettuce, spinach, strawberries, red and
white cabbage) from different storesin Valencia.

Next, we tried to isolate microorganisms with resistance to 3rd generation cephalosporins
and carbapenems. For that, 10 g of each of the samples were incubated in Buffered Peptone
Water (APT) and Tryptic Soy Broth (TSB) culture broths supplemented with the antibiotics
cefotaxime (CTX) and meropenem (MEM) respectively, in addition to Vancomycin (VAN). After
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incubation during 24h at 37°C, the samples were seeded by triple streak on MacConkey (MC) and
mSuperCARBA (SC) plates from which 5 colonies were selected, isolated and reseeded on Plate
Count Agar (PC) plates.

From the isolated colonies, we proceeded with their characterization (oxidase, catalase tests
and gram stain). Then, the strains of interest were identified using APl 20E strip and
sequencing. Furthermore, their resistance to antibiotics was tested using the disc-plate
antibiogram technique and, after DNA extraction, the presence of ARGswas detected by multiplex
PCR with specific primers.

RESULTS.

A total of 239 strains were isolated from 34 vegetable samples collected. From them, only 28
presented characteristics of interest (oxidase negative, catalase positive and gram negative) and
these were identified by API strip, highlighting the detection of Stenotrophomonas maltophilia
(65%) and Acinetobacter spp. (27%). Two Burkholderia cepacia strains (7%) were isolated too. Next,
the identification of Acinetobacter spp. strains was confirmed by sequencing the 16S ribosomal
RNA gene, with the identification coinciding between both methods, although the molecular
method (sequencing) was better to specifically identify the species.

With the disc-plate antibiogram method, 14 different resistance profiles were detected.
We observed that all strains showed resistance to 3 or more of the antibiotics tested and all
were resistant to penicillins.

According to the detection of ARGs, the detection of carbapenem resistance genes stood up from
the rest. But the results obtained in this study show that the presence of multidrug resistant bacteria
in vegetables is not as abundant as in other food products.

In this study, we analyzed the influence of some factors, such as the type of vegetable and
the season of sampling, to investigate if these factors affected the patterns of antibiotic
resistant bacteria. Greater resistance was observed in strains isolated in autumn compared to
winter. And, in general, the resistance profiles observed were similar in most of the vegetables
analyzed, with the exception of white cabbage isolates which only showed resistance to
penicillins.

DISCUSSION / CONCLUSIONS

- The presence of multiresistant pathogenic bacteria in conventionally grown vegetables was
not predominant. Although the detection of opportunistic bacteria (Stenotrophomonas
maltophilia and Acinetobacter spp.) with intrinsic and acquired antibiotic resistance was
considerable. For this reason, consumption of vegetables without adequate prior washing may
pose a risk for immunocompromised people leading to an increase in complicated nosocomial
infections because of the ineffectiveness of many of the antibiotics used as first-line treatment.

- The identification methods used (biochemical APl strip test and 16S rRNA gene
sequencing) coincided in their identification, although the molecular technique has a greater
precision.
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- The presence of ARB indicates that vegetables are a reservoir of ARGs, constituting a source
of expansion of antibiotic resistance towards other bacteria. In consequence, the results obtained
raise the need to carry out epidemiological surveillance of bacteria with antibiotic resistance in
food to establish prevention measures.
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INTRODUCTION

The use of primary neuronal cultures from rodents on flat surfaces often fails to resemble the cellular
activity of the human brain, since they show synchronous activity very different from the variety of
nervous impulses that our neurons present. The objective of this experiment is the design of
neuronal networks on PDMS, in order to achieve an in vitro model that mimics neuronal activity
more similar to the human one, resembling its physiological and phatological conditions of the
CNS and the subsequent recording of its activity.

MATERIALS AND METHODS.
1. Bioengineering: we originated topographical designs with PDMS (silicone-type polymer),

with the consequent creation of a desired pattern. The topographic patterns will be captured
on the PDMs, using a negative pattern as a original mold. The PDMS will be added over
glass covers and inside 4 well dish.

2. Cell culture: we obtained cortical neurons from rats embryos. We performed dissection of
embryos of rat, extracted the cortex and seeded the neurons over the previously prepared
PDMs.

3. Calcium imaging: in order to analyze the growth and behaviour of the neurons, we used
genetically encoded calium indicators (GCaMPés), using adenovirus as a vector. This
plasmid is a synthetic fusion of three domains: a green fluorescence protein (GFP),
calmodulin (CaM) and M13 (a peptide sequence from myosin light-chain kinase). When
calcium is present in the medium, CaM change its conformation and binds to M13,
deprotoning GFP which turns anionic and provoke fluorescence.
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When neurons are excited, calcium channels will open and the amount of calcium will
increase inside the cytoplasm. Calcium from the endoplasmic reticulum and mitochonria also
is freeded into the cytosol. We will be able to measure its frequence and intensity thanks to
the use of a fluorescence microscope.

We incubated the cells with the plasmid and after a few days, we analyzed with the
fluorescence microscope and started recording the wells.

RESULTS.

10 minute videos were taken from 3 PDMS patterns corresponding to triangles, squares and
rhombuses. We could appreciate slightly connected neurons all over the well, firing spontaneously
at different moments because of their inmaturity and the obstacles (physiological patterns) we
added. The main example shown in the poster corresponds to rhombuses, with a concentration of
1/8 cortex in the day in vitro 7.

We analyzed the results using NetCal, a software run in Matlab, and selected 10 random neurons
as our regions of interest (ROI) so fluorescence intensity analysis could be performed.

The first figure shows us every time our neurons fire in an specifit time (600 seconds). This graph is
called Raster plot.

The second figure show us the fluorescence traces, every fluorescence signal the 10 ROI have
shown during the video we analyzed.

CONCLUSSIONS.

Comparing the results between the control and our experiment, we can appreciate that the
functional and anatomical conexions among the neurons seeded over the PDMS topographical
patterns are more rich and diverse comparing to standard in vitro cultures, whose firing is more
homogeneous and less spontaneous. It has also been posible to observe different patterns of
neuronal activity peaks and beginnings of more varied random activity.
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INTRODUCCION

Los factores de transcripcion Dmrt (Doublesex and Mab-3 Related Transcription factor)
desempefan un papel altamente conservado en la especificacién de diferencias sexuales. Aunque
se ha investigado extensamente su funcién en la diferenciacién sexual del sistema nervioso de
invertebrados, poco se sabe sobre su papel en el desarrollo de la diferenciaciéon sexual del encéfalo
de mamiferos. De los factores de transcripcion Dmrt, el més estudiado es el gen Dmrt5/Dmrta2, el
cual controla el desarrollo cortical en humanos y ratones, y mutaciones que resultan en pérdida de
funcién se asocian a condiciones como microcefalia y lisencefalia. Este estudio explora la funcién
de Dmrt5 en el desarrollo hipotaldmico y su papel en la especificacion de los sistemas de oxitocina
y vasopresina.

MATERIAL Y METODOS.

Para analizar la funcién de Dmrt5, se ha utilizado un modelo de ratéon carente del gen Dmrt5 (de
aqui en adelante Dmrt5 KO, del inglés, knock-out). Para ello, se emplearon técnicas histoldgicas,
tales como inmunohistoquimica, e inmunotinciones del cerebro completo empleando técnicas de
transparentado de tejido (iDISCO+) y microscopia Light Sheet en 3D para analizar los circuitos
hipotaldmicos de oxitocina y vasopresina. Este estudio se centré en los principales nucleos
oxitocinérgicos, como el nicleo paraventricular implicado en la conducta social, asi como en la
regién retroquiasmética del hipotdlamo, conocida por su implicaciéon en la reproduccién y
regulacién hormonal. Se compararon los niveles de vasopresina y oxitocina entre ratones Dmrt5
KO y animales control.

RESULTADOS.

La eliminacién del gen Dmrt5 (Dmrt5 KO) produjo una alteracién en los circuitos hipotaldmicos de
vasopresina, mientras que no parece mostrarse la misma tendencia en los circuitos de oxitocina.
Utilizando iDISCO+ y microscopia Light Sheet, se identificé una reduccién significativa de los
niveles de vasopresina en el drea retroquiasmética tanto en hembras como en machos. Este
resultado sugiere un impacto de Dmrt5 en la expresion de vasopresina en el hipotélamo,
especialmente en areas cruciales para la regulacién hormonal y la reproduccion.

DISCUSION / CONCLUSIONES

Los resultados revelan, por primera vez, la posible influencia de Dmrt5 en la formacién de los
circuitos hipotaldmicos de vasopresina en mamiferos. La reduccién de los niveles de vasopresina
en la regién retroquiasmatica sugiere la importancia de Dmrt5 en la regulacién de este
neuropéptido esencial para mantener funciones homeostéticas bésicas y comportamientos
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complejos, como la interaccién social. Estos hallazgos ofrecen nuevas perspectivas sobre cémo
Dmrt5 podria impactar la diferenciaciéon sexual en el encéfalo de mamiferos afectando la
especificacion de circuitos sexualmente dimérficos, como el sistema vasopresinérgico.
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INTRODUCCION

Sickle cell anemia is a genetic disorder characterized by the presence of abnormal hemoglobin
(HbS) in erythrocytes. It is caused by a point mutation that causes that the glutamate residue, in
position 6 of hemoglobin, gets substituted by a valine residue, which decreases the solubility of
the molecule. As a result of this, the hemoglobin aggregates and makes red blood cells become
sickle shaped and rigid, making erythrocytes adhere to vascular walls, impeding normal blood flow
and oxygenation. This leads to many complications, such as vaso-occlusive events, acute chest
syndrome, kidney failure and pain crisis. The treatment options are very limited, yet recently
approved drugs provide further and more specific ways to approach this genetic disorder. In this
review we are going to evaluate these new drugs and see if they could be a viable treatment option
for this disease.

MATERIAL Y METODOS.

This study is a bibliographic review, based on recent journals and articles. All mentioned
information is extracted from review articles and original articles from different sources, such as
PubMed, by inserting “sickle cell disease (title)” and “hydroxyurea (sickle cell)” in the search bar
and from clinicaltrials.gov, by inserting “Sickle cell disease” in condition and “voxelotor”, “I-
glutamine” and “crizanlizumab” in intervention/treatment.

RESULTADOS.

When it comes to treatment for this disease, there aren’t many options available currently. Both
the drug hydroxyurea and allogeneic stem cell transplants are the current treatments, being
hydroxyurea the most used. This drug, available as oral medication, is indicated for patients with
recurrent pain crisis and other complications, regardless of age or clinical severity. However, some
side effects include cytotoxic effects, reversible neutropenia, and thrombocytopenia. In the case of
the hematopoietic cell transplant, despite being the most effective treatment so far, it is very risky
and only a few patients can undergo this procedure due to lack to matched-related donors, making
this option a very limited practical therapy.

However, there are three different drugs that were recently approved for this anemia. Since July
2017, the FDA has approved L-glutamine, crizanlizumab and voxelotor for treating sickle cell
disease. L-glutamine and crizanlizumab act both on vaso-occlusion and decrease painful crisis,
whereas voxelotor inhibits the polymerization of hemoglobin S, by binding to it reversibly and
modulating its affinity for oxygen, thus preventing subsequent sickling and destruction of red blood
cells.
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DISCUSION / CONCLUSIONES

Approval of these 3 new drugs broadens the window for possible treatment options for patients
with SCA, since the current treatment (hydroxyurea and bone marrow transplant) have its limitations
and side effects. There’s still a lot of research to be done to guarantee long-term safety for the
patients and to better understand the mechanisms of action of each individual drug to better
improve the health of people that suffer SCA.
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INTRODUCCION

Los virus son entidades acelulares responsables de numerosas enfermedades infecciosas en los
humanos. En general, presentan un alto potencial de propagacién en la poblacién, lo que implica
tasas de incidencia elevadas y un gran interés epidemiolégico. Sin embargo, muchos virus son
dificiles de identificar mediante metodologias indirectas e incluso moleculares, lo que nos impide
filiar ciertas enfermedades y entender su propagaciéon y epidemiologia. Presentamos una
aproximacion, utilizando informacién gendémica y métodos de investigacién evolutiva, para
identificar regiones conservadas en genomas viricos con potencial aplicacion diagndstica.

MATERIAL Y METODOS.
Partimos de un alieamiento genémico, construido con secuencias descargadas de bases de datos

publicas, y representativas de la diversidad global del patégeno de interés. . Alineamos con la
herramienta MAFFT, manteniendo el marco de coordenadas del genoma de referencia de la
especie. A continuacion, construimos distintas secuencias consenso del alineamiento,
usando distintos umbrales de consenso para las posiciones. Finalmente, mediante un programa
escrito en Python de autoria propia, identificamos de estas secuencias consenso aquellas
secuencias con la longitud minima y cantidad de polimorfismos que especifiquemos.

Para comprobar la especificidad de las secuencias identificadas, realizamos otro alineamiento con
la especie virica més préxima (en terminos filogenéticos) presente en bases de datos, siguiendo
los pasos descritos. A continuacién, seleccionamos aquellas regiones identificadas en el primer
alineamiento como conservadas, que no estan presentes en el segundo alineamiento.

RESULTADOS.
Haciendo uso de un genoma tipo, hemos obtenido resultados tanto a nivel gendmico como

proteico, aunque obtenemos maés resultados y de mayor calidad en el primero. A nivel

genodnico, los candidatos mas habituales son fragmentos cortos de 10-11 nucleétidos con 2-3

polimorfismos, aunque también se han encontrado fragmentos mas largos de hasta 30 nucleétidos

con 2-3 polimorfismos que podrian servir como diana. Hay que tener presente que los candidatos

son dependientes de los genes que codifican las regiones en que se encuentran, ya que hay
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regiones hipervariables y otras muy conservadas en los genomas virales. La cantidad de candidatos
aumenta cuando se disminuye el umbral consenso o aumenta la cantidad de polimorfismos en el
interior de la secuencia.

DISCUSION / CONCLUSIONES
Presentamos una aproximacién que nos permite identificar regiones conservadas en un genoma

viral, teniendo en cuenta la diversidad gendmica de una poblaciéon. Ademas, la aproximacién
funciona tanto a nivel de proteina como de nivel de genoma, aunque es méas probable encontrar
candidatos de longitud molecular més larga a nivel gendmico. Finalmente, nuestra propuesta
busca maximizar la especificidad y la sensibilidad de las dianas identificadas, pudiendo sacar un
uso practico de nuestros resultados.

BIBLIOGRAFIiA
Wang, Y. H.,, Wy, C. C., Bai,C.H., Lu,S.C., Yang, Y. P., Lin, Y. Y., ... & Chen, C. C. (2021). Evaluation

of the diagnostic accuracy of COVID-19 antigen tests: A systematic review and meta-
analysis. Journal of the Chinese Medical Association, 84(11), 1028-1037.

Goig, G. A., Torres-Puente, M., Mariner-Llicer, C., Villamayor, L. M., Chiner-Oms, A., Gil-Brusola,
A., .. & Comas Espadas, |. (2020). Towards next-generation diagnostics for tuberculosis:
identification of novel molecular targets by large-scale comparative
genomics. Bioinformatics, 36(4), 985-989.

Katoh, K., Rozewicki, J., & Yamada, K. D. (2019). MAFFT online service: multiple sequence

alignment, interactive sequence choice and visualization. Briefings in bioinformatics, 20(4), 1160-
1166.

49



Samuel Donaire Carpio, Francisco Javier Alvarez-de Miranda, Isabel Alonso-Séanchez, Antonio
Alcami, Bruno Hernaez

Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa

INTRODUCCION

La viruela simica o mpox es una enfermedad emergente similar a la viruela humana, causada por
el virus mpox (MPXV), anteriormente conocido como virus de la viruela del mono o monkeypox.
Aunque fue descrito por primera vez hacia 1960, MPXV fue un patégeno desatendido y endémico
en Africa hasta que brotes sin precedentes de MPXV causaron mas de 92,000 casos de mpox en
todo el mundo desde Mayo de 2022. Ahora sabemos que este MPXV emergente define un nuevo
clado llamado Clado 1B, que ha acumulado varias mutaciones no sinénimas (algunas en proteinas
inmunomoduladoras clave) y muestra signos de adaptaciéon a los humanos. En este contexto,
revisamos el origen y la importancia del brote de MPXV en 2023, asi como los proyectos de
investigacion pasados y actuales realizados en el Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa
(Madrid) para abordar importantes lagunas que nos ayuden a comprender y combatir esta
emergencia de salud global.ribir texto.

MATERIAL Y METODOS.
No aplica (Revision).
RESULTADOS.

MPXV ha evolucionado en un nuevo clado denominado Clado IIB. Este clado, que surgi6 a partir
del Clado lIA, ha causado brotes globales de Mpox desde 2022 caracterizados por una
transmisibilidad alta de humano a humano. Ademas, el Clado IIB de MPXV es menos virulento que
el Clado IIA en modelos experimentales de raton. Estas caracteristicas evidencian que el clado 11B
podria estar adaptdndose a nuevos huéspedes, incluyendo humanos. Otros trabajos muestran
cémo el MPXV de Clado IIB presenta mutaciones en proteinas inmunomoduladoras clave, como
los receptores solubles de citoquinas. Ademas, se ha observado una velocidad de evolucién
excepcionalmente rdpida, mediada en su mayoria por la actividad de APOBECS3, lo cual ha
permitido inferir que MPXV se ha transmitido de manera sostenida entre humanos desde al menos
2016.

DISCUSION / CONCLUSIONES

La emergencia de MPXV y su adaptaciéon a humanos han ocupado una gran parte del trabajo del
Laboratorio de Modulacién Viral de la Respuesta Inmunitaria (CBMSO, Madrid). Un estudio reciente
permitié detectar altas cargas virales de MPXV de Clado [IB en muestras de saliva de pacientes
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infectados, con evidencia de virus infecciosos, y en muestras de aire en hospitales, sugiriendo vias
alternativas de transmisién del virus. Asimismo, se estan caracterizando detalladamente algunos
receptores solubles de citoquinas codificados por el Clado IIB de MPXV, con el objetivo de
comprender la base molecular de su adaptacién a los humanos. Este grupo estd interesado
igualmente en la generacion de herramientas para facilitar la investigacion en biomedicina de
MPXV, tales como MPXV de Clado IIB recombinantes para emitir fluorescencia.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer es una patologia neurodegenerativa con una gran prevalencia y un
alto coste econémico mundial. En esta investigacién presentamos un andlisis cuantitativo de la
relacion entre la memoria, el I6bulo temporal medial (LTM) y la enfermedad de Alzheimer (EA).
Exploramos la anatomia del LTM, destacando la importancia del hipocampo y el surco colateral
(sc). Investigamos las implicaciones clinicas y neuropatoldgicas de la EA, utilizando biomarcadores
y técnicas avanzadas.

En la evaluacion cuantitativa, aplicamos morfometria y estereologia para analizar cambios
dimensionales en estructuras cerebrales. Destacamos la correlacion entre estudios cuantitativos en
preparaciones histolégicas y neurorradiolégicas, resaltando la importancia de la deteccién
temprana.

Este enfoque cuantitativo profundiza en la comprensién de la relacién entre la memoria, el LTM y
la EA, proporcionando una base valiosa para futuras investigaciones y avances clinicos.

MATERIAL Y METODOS.

Dentro de la anatomia del LTM profundizamos en el surco colateral y sus componentes en cerebros
humanos, tanto en casos control como en casos de EA.

La muestra consiste en 11 casos clinicos divididos en dos grupos: control (CO) y EA. El
procedimiento implica la donacién de cerebro, seguido de la fijacion intracraneal y el
procesamiento histolégico. Se utilizan métodos morfométricos y estereoldgicos para realizar
andlisis cuantitativos y cualitativos del sc. Buscamos establecer patrones normales y patolégicos,
identificar el sc y determinar la mejor herramienta para el diagnéstico avanzado de la EA. El estudio
incluye el andlisis de la citoarquitectura cortical y la aplicacién del método de Cavalieri para
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cuantificar voliumenes. Los datos recopilados se someten a anlisis estadistico para identificar
posibles correlaciones y diferencias entre los grupos control y EA.

RESULTADOS.

Pudimos observar variabilidades en la morfologia del sc entre hemisferios e individuos. Ademas,
establecimos que la variabilidad es mayor en la anchura del sc y mas estable en el grosor cortical,
con diferencias entre casos de CO y EA.

Proporcionamos datos promedio y coeficientes de variacion para varios parametros morfométricos
en ambos grupos. Pudimos observar diferencias significativas en el grosor a nivel del intervalo
entre los labios medial y lateral del sc entre los grupos CO y EA.

Por otro lado, estimamos el volumen de los labios lateral y medial del sc, mostrando un descenso
general en el volumen cortical en casos de EA, con diferencias significativas en la corteza.

DISCUSION / CONCLUSIONES
Identificamos mayor profundidad y anchura en el sc en la EA en comparacién con el grupo de CO.
Observamos una reduccion significativa del grosor cortical en EA.

La mayor parte del sc estd ocupada por el drea TE, con la capa Ill representando el mayor volumen.
También observamos que la EA muestra menor volumen cortical en varias capas, siendo
significativa en la capa VI del labio medial del sc. Pudimos ver que el método de valoracién
cuantitativa de estimacién de volumen mediante puntos test se considera mas eficiente. Por Gltimo,
detectamos cambios en el volumen del sc, siendo mayor en la EA en comparacién con CO.

Aproximandonos mas a la obtencién (Complementando con volumetria y resonancias magnéticas)
de una guia para poder diagnosticar EA lo mas precozmente posible.
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INTRODUCCION
La hemorragia intraventricular (HIV) es una de las complicaciones neurolégicas més graves que

sufren los neonatos prematuros en todo el mundo, con secuelas a largo plazo como paralisis
cerebral y hemiplejia. A pesar del aumento en la supervivencia esta patologia sigue siendo comun
y carece de tratamiento eficaz.

El sistema cannabinoide endégeno (SCE) ha cobrado importante relevancia en estudios de dafio
cerebral neonatal, describiéndose modificaciones en el sistema y destacando como posible terapia
al proveer neuroproteccién y mejorar la supervivencia celular. En consecuencia, este trabajo se
centra en analizar cambios en el SCE debido a los mecanismos de dafio asociados a la HIV.

MATERIAL Y METODOS.

El modelo de HIV, desarrollado por nuestro grupo (Del Pozo et al., 2023), fue utilizado en crias de
Rattus norvegicus aplicdndolo a dia postnatal 1 (PND1), aleatorizando en Grupo SHAM y Grupo
con HIV. En el grupo HIV, se administré colagenasa de Chlostridium VII-S durante la cirugia para
generar la hemorragia.

Se realizé espectroscopia de resonancia magnética de protén (H+-MRS) en ratas a PND6, con un
tamafio muestral de 30 animales en el grupo HIV. Se realizaron estudios bioquimicos a PND2 y
PND7, Western Blot (WB), inmunofluorescencia para rCB2 en microglia (=10 animales por grupo)
y cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS) para endocannabinoides (n=
7 animales por grupo). En los andlisis estadisticos se emplearon pruebas de normalidad y t de
Student o Mann-Whitney, considerando significativos p < 0,05.

RESULTADOS.

En el andlisis por WB, en la via de rCB2, a PND2 se observé un aumento de expresiéon de DAGL,
MAGL, y rCB2 en estriado y corteza; a PND7 MAGL persistié elevado. En la via de rCB1, a PND2,
se incrementd rCB1, NAPE-PLD, y FAAH en corteza; a PND7, rCB1 y FAAH aumentaron en
estriado, normalizdndose en corteza. En el anélisis LC-MS se observé que la concentracién de 2-
AG aumenté a PND2 pero disminuyé a PND7 en el grupo HIV, sin diferencias significativas en el
resto de elementos analizados.
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El estudio inmunohistoquimico no discriminé la presencia de rCB2 en células microgliales.
DISCUSION / CONCLUSIONES

Estos resultados confirman que se producen cambios de expresiéon en el sistema cannabinoide
endégeno en respuesta a la HIV en el cerebro inmaduro. La activacion de rCB2 a PND2 sugiere
que esta via busca limitar la inflamacién aguda. Mientras que la persistencia de la activacion de
rCB1 es menos evidente a PND7 en corteza, posiblemente debido a una desensibilizacion de la
neuroproteccion mediada por rCB1.

La inmunohistoquimica no revel6 expresién de rCB2 en microglia, lo que deja abierta la posibilidad
de que la expresion no sea exclusiva de células del sistema inmunitario en el proceso de
neuroproteccion contra la hemorragia intraventricular.

En conclusién, el SCE emerge como posible diana terapéutica para mejorar la calidad de vida de
neonatos con dafo cerebral, pero se necesitan mas investigaciones para comprender
completamente sus mecanismos y establecer tratamientos efectivos.
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INTRODUCCION

El estrés oxidativo se produce cuando se produce un desequilibrio entre la presencia de radicales
libres y la de antioxidantes. Como consecuencia estos radicales libres pueden afectar a diversas
moléculas de las células pudiendo provocar la oxidacion de lipidos o afectar al ADN. El Sindrome
de Down es una trisomia del cromosoma 21 humano que provoca un fenotipo diverso, pero con
ciertas caracteristicas comunes como son los déficits cognitivos y el envejecimiento prematuro.
Este envejecimiento prematuro puede estar mediado por la accién de estos radicales libres sobre,
entre otros, el ADN. Nuestro grupo ha analizado algunos marcadores que confirman este
envejecimiento prematuro (Mulet et al., 2017; Kirstein et al., 2022).

MATERIAL Y METODOS.

Hemos estudiado la expresién (utilizando inmunohistoquimica) del marcador 8- hidroxi-2'-
desoxiguanosina (8-OHdG) en ratones trisémicos (Ts65Dn) y controles de 3, 6 y 14 meses de edad
(6 animales por grupo). Este compuesto se genera como consecuencia de la accion de los radicales
libres sobre el ADN. Nos permite conocer, de manera indirecta el nivel de estrés oxidativo al que
estaba sometida la célula. Tras la perfusion, crioproteccion de los cerebros y corte por congelacion
hemos obtenido cortes de 50 micras que hemos utilizado para este ensayo. Se ha estudiado la
corteza temporal, por ser una de las regiones mas afectadas por los procesos de envejecimiento.
Se ha realizado una inmunohistoquimica fluorescente utilizando un anticuerpo monoclonal
generado en ratén contra 8-OHAG (1:1000, R &amp; D Systems) y un secundario anti IgG de ratén
conjugado con Alexa 488. Se han tomado imégenes con un objetivo 40X utilizando un microscopio
confocal Leica DM2500 y se ha cuantificado la emisién de fluorescencia en el nicleo de las
neuronas de los distintos grupos utilizando el software Image J (NIH).

RESULTADOS.

El estudio mostré un progresivo aumento de la presencia de 8-OHdG en los animales control con
la edad. Al analizar los ratones trisémicos se observé que también se incrementaba con la edad.
Sin embargo, al analizar los animales de edad similar se observé que en el caso de ratones de 3y
de 6 meses se observa una mayor presencia de 8-OHdG en los ratones trisémicos con respecto a
los controles. En animales viejos (14 meses) la presencia de 8- OHdG es similar en ambos grupos.

DISCUSION / CONCLUSIONES

Este estudio muestra el incremento en la presencia de 8-OHdG en ratones Ts65Dn jovenes y
adultos y nos permite relacionar el envejecimiento prematuro observado en ratones Ts65Dn con
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el exceso de 8-OHdG y por tanto con un problema en la gestién de los radicales libres (bien por
sobreproduccién, bien por falta de antioxidantes). En un futuro hemos de analizar cual de los dos
factores (radicales libres o antioxidantes) es responsable de ese desequilibrio y buscar la manera
de corregirlo (farmacolégicamente).
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INTRODUCCION

El conocimiento y comprensién de las vias metabdlicas ha permitido grandes avances en los
campos de la Biologia Celular y la Fisiologia. Sin embargo, en el &mbito académico, el estudio de
las vias de sefializacién resulta un tema complejo para el alumnado, ya que deben dominar no solo
un gran nimero de conceptos, sino también, sus interacciones entre sus elementos. Con el
objetivo de promover una dindmica de aprendizaje atractiva de las vias metabdlicas, se ha ideado
y desarrollado PATHWAYS, un juego de mesa elaborado por el alumnado.

MATERIAL Y METODOS.

Su desarrollo se ha basado en una propuesta de gamificacion (Deterding et al., 2011; Landers,
2014) en el contexto de la asignatura “Biologia Molecular y Control Metabdlico” del grado de
Bioquimica de la Universidad de las Islas Baleares. Primero, se selecciond la estructura de un juego
de cartas ya comercializado, para asegurar la jugabilidad de la nueva propuesta, para después ser
adaptada a los contenidos tedricos de las vias de sefializacién promovidas por las siguientes
sefiales: insulina, glucagén, leptina y adrenalina. Se disefiaron cuatro categorias de cartas para
cada via: la molécula sefial, su receptor, sus correspondientes efectores (incluyendo segundos
mensajeros) e inhibidores (o antagonistas) y algunas cartas con funciones especiales (por ejemplo,
isoformas del receptor) para dotar al juego de mayor complejidad tedrica. Una vez finalizada la
fase de disefio, se realizd una fase de “beta-testing” para pulir aspectos de jugabilidad y establecer
las reglas del juego definitivas. Finalmente, para conocer el impacto derivado de la introduccion
de esta dindmica, se realizaron cuestionarios de evaluacion de la opinién del alumnado participante
y un seguimiento comparativo de las calificaciones finales de la asignatura en comparacién a otros
cursos académicos.

RESULTADOS.
Tras evaluar la viabilidad de la dinédmica, la propuesta fue materializada en un juego de mas de 45

cartas diferentes, con instrucciones y caja, basadas y ambientadas en las vias metabdlicas, con una
duraciéon aproximada de entre 10-20 minutos. Los resultados de los cuestionarios de
autoevaluacion manifestaron una respuesta generalmente positiva, destacando la percepcién de
una dindmica novedosa, motivadora y estimulante para el estudio de las vias metabdlicas. Entre
los items mejor valorados, los participantes resaltaron positivamente el enfoque de trabajo en
equipo y discusion entre iguales, pero sobretodo, la influencia de esta dindmica en la mejora de la
calificacion de la asignatura. De esta manera y en relacién con los resultados académicos, se ha
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podido apreciar una mejora notable de las notas obtenidas por los estudiantes si se comparan con
cursos anteriores, en los cuales no se aplicé esta propuesta. Dado la buena funcionalidad y
aceptaciéon de la dindmica, se celebré un torneo durante las jornadas abiertas de Ciencia para
todos 2023, dénde el juego fue presentado a estudiantes de otros niveles (doctorado) y otros
estudios.

DISCUSION / CONCLUSIONES

La confecciéon de PATHWAYS se concibe como una herramienta interesante para la formacién de
futuros investigadores en el ambito de la Biologia Molecular, ya que permite trabajar
de forma eficaz y entretenida conceptos complejos de las vias de sefalizacion.
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INTRODUCCION
La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia neurodegenerativa que afecta principalmente

la memoria y provoca déficits cognitivos progresivos. A nivel histopatoldgico, la EA se caracteriza
por la acumulacién de placas de B-amiloide extracelular y por la hiperfosforilacién de tau en forma
de ovillos neurofibrilares intracelulares, que en conjunto, conducen a procesos de muerte neuronal,
y por tanto, a la pérdida de la funcién cognitiva de los pacientes con EA.

En este estudio, empleamos un modelo murino triple transgénico de la EA (3XTgEA) para investigar
la neuropatologia y los déficits en la memoria social, utilizando una prueba de conducta basada en
estimulos vomeronasales, ya que, en ratones, el reconocimiento individual se basa en patrones de
proteinas urinarias (MUPs) detectadas por el sistema vomeronasal (Hurst, 2001).

Investigaciones previas han demostrado la implicacién del circuito amigdalo-entorrino-hipocampal
en la memoria social en ratones (Villafranca-Faus et al., 2021), y aunque en humanos el
reconocimiento individual se basa en pistas visuales, estudios anteriores indican que la informacion
visual también se procesa en el circuito entorrino-hipocampal (Nilssen et al., 2019).

Por lo tanto, este estudio examina esta via utilizando una metodologia de andlisis automatizado
de la imagen neural (QUINT) para cuantificar y localizar tridimensionalmente estos
neuromarcadores y comprender los cambios neuropatolégicos asociados con la alteracién de la
memoria social en la EA.
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MATERIAL Y METODOS
Se perfundieron 24 hembras del modelo de 3, 6, 9 y 12 meses (n=6 en cada grupo). Se realizd un

ensayo de inmunofluorescencia contra los marcadores neuropatolégicos de la EA, las proteinas
Tau y las placas de B-amiloide extracelular, y los cortes se escanearon con un escéner de
fluorescencia. Posteriormente se utilizd la metodologia QUINT (Yates et al, 2019) para la
caracterizacion del cerebro y de la via amigdalo-entorrino-hipocampal. Esta metodologia optimizé
la cuantificacién e identificacién tridimensional de estos neuromarcadores.

También se evalué mediante una prueba de conducta la capacidad de reconocimiento individual
de hembras de 3xTg AD de 2-4 y 7-9 meses, utilizando como estimulo social feromonas presentes
en la orina de machos conespecificos. La conducta se analizé con DeeplabCut, un software que
utiliza herramientas de deep learning para estimar la posicion de un animal en cada fotograma, y
se calculd un indice de discriminacién para evaluar la preferencia por los estimulos novedosos.

RESULTADOS
El anélisis revel6 una ausencia casi total de placas de beta-amiloide extracelular y proteina tau en

todo el cerebro a los 3 meses, con la excepcién de una leve presencia de proteina tau en el
hipocampo. Se comienza a identificar la patologia a los 9 meses, pero es a los 12 meses cuando
se observan abundantes depdsitos de beta-amiloide en el hipocampo.

Los resultados también sefialan la susceptibilidad de ciertas regiones del circuito amigdalo-
entorrino-hipocampal a la patologia con el envejecimiento, destacando el hipocampo y con cierta
implicacién de la corteza entorrinal. No se observé patologia en la amigdala. También resalta la
variabilidad existente entre individuos de la misma edad, tanto en la distribucion como en la
presencia de los marcadores neuropatoldgicos.

Ademas, la prueba de conducta mostréd que los ratones de 2-4 meses identificaron el olor del
macho novedoso, pero a los 7-9 meses, hubo un déficit en el reconocimiento individual.

DISCUSION / CONCLUSIONES

Estos hallazgos respaldan la implicacion del hipocampo y la corteza entorrinal en la memoria y la
progresiéon de la EA. Ademas, los déficits de memoria social se manifiestan tempranamente, entre
los 7'y 9 meses, antes de que ocurran cambios significativos en los marcadores neuropatolégicos
a los 12 meses, lo que sugiere que los déficits de reconocimiento individual pueden ocurrir
tempranamente en pacientes con Alzheimer, antes de que ocurran cambios significativos en la
patologia cerebral. Este estudio proporciona una base neuropatolégica para futuras
investigaciones sobre los mecanismos subyacentes.
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INTRODUCCION

Durante el transcurso de los estudios del grado en Medicina, el estudiantado adquiere numerosos
conocimientos tedricos, pero pocos conocimientos practicos, especialmente en materia de
ecografia (1), técnica que poco a poco va ganando importancia en el ambito clinico. Uno de los
protocolos mas conocidos de esta modalidad de ecografia clinica es el protocolo eFAST,
empleado para detectar hemorragias en pacientes politraumatizados (2). Nuestro estudio
pretende evaluar la efectividad del modelo peer to peer en la docencia de la ecografia eFAST. El
modelo peer to peer es un modelo docente en el que un alumno que ha recibido formacién previa
transmite esos conocimientos a otros estudiantes. El objetivo del presente estudio fue evaluar la
aplicabilidad de este método en la docencia del estudiantado de medicina de nuestra facultad.

MATERIAL Y METODOS.
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Estudiantes de grados de ciencias de la salud fueron invitados a participar un taller voluntario
sobre eFAST en un simulador de ecografia, que estaba impartido por una alumna de 6° de
Medicina con conocimientos acerca de la materia. Los datos sociodemograficos (curso y grado)
se recogieron en el formulario de inscripcién. Antes de empezar la actividad, se facilitdé un
cuestionario voluntario sobre eFAST, compuesto por 5 preguntas de teoria y 5 preguntas
practicas (imagenes). Tras impartir el taller, se realizé de nuevo un cuestionario con 5 preguntas
tedricas y 5 practicas, cuyos resultados se compararon con los obtenidos previamente. Ademas
de este formulario, se administré una encuesta voluntaria de satisfaccién a los participantes.

El andlisis de datos se realizé mediante el programa SPSS. Los datos sociodemograficos y las
encuentas se analizaron mediante frecuencias. Las medias de los test pre y post se compararon
con la prueba t de student.

RESULTADOS.
38 personas participaron en el taller, de las cuales la mayoria eran de primer (44,7%) y segundo

(23,7%) curso. 37 personas participaron en el examen previo y posterior al taller (response rate
97,4%). La nota media de los exdmenes previos al taller fue de 0,352+0,77 y la de los exdmenes
posteriores 8,79+1,06, habiendo diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
(p<0,001).

La encuesta de satisfaccion fue realizada por 21 personas (response rate 55,3%), de las cuales 11
(52,4%) estudiaban medicina y 10 (47,6%) estudiaban enfermeria. Los cursos con mayor
participacion fueron 1° (47,6%) y 2° (33,3%).

La mayoria de estudiantes que realizaron el taller y contestaron la encuesta afirmaron estar
satisfechos con el peer to peer, consideraron que era un modelo util para el aprendizaje y
afirmaban un creciente interés por la ecografia. La nota media que otorgaron los participantes al
taller fue de 9,47.

DISCUSION / CONCLUSIONES

Los escasos estudios realizados hasta la fecha (3) concluyen que los estudiantes muestran interés
en recibir formacion por parte de otros estudiantes y que el peer to peer es un modelo que ayuda
al estudiantado a aprender ecografia clinica. Nuestro estudio piloto pone de manifiesto que este
modelo educativo es efectivo y que es factible que sea implantado en la formacién del alumnado
en nuestra Facultad.
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INTRODUCCION

Durante el transcurso de los estudios del grado en Medicina, el estudiantado adquiere numerosos
conocimientos tedricos, pero pocos conocimientos practicos, especialmente en materia de
ecografia (1), técnica que poco a poco va ganando importancia en el ambito clinico. Uno de los
protocolos mas conocidos de esta modalidad de ecografia clinica es el protocolo eFAST,
empleado para detectar hemorragias en pacientes politraumatizados (2). Nuestro estudio
pretende evaluar la efectividad del modelo peer to peer en la docencia de la ecografia eFAST. El
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modelo peer to peer es un modelo docente en el que un alumno que ha recibido formacién previa
transmite esos conocimientos a otros estudiantes. El objetivo del presente estudio fue evaluar la
aplicabilidad de este método en la docencia del estudiantado de medicina de nuestra facultad.

MATERIAL Y METODOS.

Estudiantes de grados de ciencias de la salud fueron invitados a participar un taller voluntario
sobre eFAST en un simulador de ecografia, que estaba impartido por una alumna de 6° de
Medicina con conocimientos acerca de la materia. Los datos sociodemograficos (curso y grado)
se recogieron en el formulario de inscripcién. Antes de empezar la actividad, se facilitdé un
cuestionario voluntario sobre eFAST, compuesto por 5 preguntas de teoria y 5 preguntas
practicas (imagenes). Tras impartir el taller, se realizé de nuevo un cuestionario con 5 preguntas
tedricas y 5 practicas, cuyos resultados se compararon con los obtenidos previamente. Ademas
de este formulario, se administré una encuesta voluntaria de satisfaccién a los participantes.

El andlisis de datos se realizé mediante el programa SPSS. Los datos sociodemograficos y las
encuentas se analizaron mediante frecuencias. Las medias de los test pre y post se compararon
con la prueba t de student.

RESULTADOS.
38 personas participaron en el taller, de las cuales la mayoria eran de primer (44,7%) y segundo

(23,7%) curso. 37 personas participaron en el examen previo y posterior al taller (response rate
97,4%). La nota media de los exdmenes previos al taller fue de 0,352+0,77 y la de los exdmenes
posteriores 8,79+1,06, habiendo diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
(p<0,001).

La encuesta de satisfaccion fue realizada por 21 personas (response rate 55,3%), de las cuales 11
(52,4%) estudiaban medicina y 10 (47,6%) estudiaban enfermeria. Los cursos con mayor
participacion fueron 1° (47,6%) y 2° (33,3%).

La mayoria de estudiantes que realizaron el taller y contestaron la encuesta afirmaron estar
satisfechos con el peer to peer, consideraron que era un modelo util para el aprendizaje y
afirmaban un creciente interés por la ecografia. La nota media que otorgaron los participantes al
taller fue de 9,47.

DISCUSION / CONCLUSIONES

Los escasos estudios realizados hasta la fecha (3) concluyen que los estudiantes muestran interés
en recibir formacion por parte de otros estudiantes y que el peer to peer es un modelo que ayuda
al estudiantado a aprender ecografia clinica. Nuestro estudio piloto pone de manifiesto que este

modelo educativo es efectivo y que es factible que sea implantado en la formacién del alumnado
en nuestra Facultad.

BIBLIOGRAFIA

66



1.Dickerson, J., Paul, K., Vila, P., & Whiticar, R. (2017). The role for peer-assisted ultrasound
teaching in medical school. The Clinical Teacher, 14(3), 170-
174. https://doi.org/10.1111/tct. 12541

2.Moore, C. L., & Copel, J. A. (2011). Point-of-Care Ultrasonography. New England Journal of
Medicine, 364(8), 749-757. https://doi.org/10.1056/NEJMra0909487

3. Weimer JM, Widmer N, Strelow KU, Hopf P, Buggenhagen H, Dirks K, Kiinzel J, Bérner N,
Weimer AM, Lorenz LA, Rink M, Bellhduser H, Schiestl LJ, Kloeckner R, Muller L, Weinmann-Menke
J. Long-Term Effectiveness and Sustainability of Integrating Peer-Assisted Ultrasound Courses into
Medical School-A Prospective Study. Tomography. 2023;9(4):1315-28.

67


https://doi.org/10.1111/tct.12541
https://doi.org/10.1056/NEJMra0909487

Albuixech M.

Instituto de Biomedicina de Valencia

INTRODUCCION

Lafora disease (LD) is a rare neurological disorder characterized by progressive myoclonic epilepsy.
It is caused by mutations in the genes EPM2A which encodes Laforin, a glycan phosphatase or
EPM2B, which encodes Malin, an ubiquitin ligase E3. Both proteins work together and are
implicated in glycogen metabolism. To study LD pathophysiology, mouse models with deletions
in the Epm2a or Epm2b genes have been generated. Both mouse models present similar
pathophysiological phenotypes, mimicking the ones present in LD patients. Present work has been
performed with Epm2b -/- mouse model.

The hallmark of the disease is the presence of insoluble forms of glycogen (polyglucosan bodies,
or PGBs) in the brain and its accumulation is causative of the pathophysiological features of LD. We
have recently demonstrated that, in vivo, astrocytes are the cells that accumulate most of the PGBs
present in the brain. To develop a deeper understanding of the defects, we have developed pure
primary cultures of astrocytes from LD mice. Under specific conditions, Epm2b -/- astrocyte cultures
accumulated PGBs, serving in this way as a disease cellular model to study PGB accumulation and
related astrocyte dysfunctions.

MATERIAL Y METODOS.

Primary cultures of hippocampal and cortical astrocytes were obtained from wild type and Epm2b
-/- mice of PO to P1 pups. Briefly, after brain dissection and cellular homogenization, microglial cells
were depleted by using CD11b magnetic beads. Then cells were plated in DMEM-FBS 20%,
supplemented with antibiotics, glutamine, glucose, and sodium pyruvate at 37 °C with 5% of
CO2. After 2 DIV, FBS medium concentration was changed to 10%. Once culture was confluent,
cells were shaken to discard non-astrocytes cells and pure astrocytes cultures were matured with
dibutyryl-cAMP either two weeks (short differentiation) or four weeks (long differentiation).

Immunofluorescence analysis. Cells were fixed, blocked, and incubated overnight at 4 °C with anti-
glycogen, anti-GFAP, and anti-S100B primary antibodies. After washes, cells were incubated with
the appropriate secondary antibody, washed, and mounted with DAPI. When indicated, samples
were first treated with diastase, washed with PBS and processed for immunofluorescence analyses
as above. Images were acquired with a confocal microscope and analyzed with an image software.
To quantify glycogen inclusions, at least 100 cells were counted per condition.

RESULTADOS.
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Epm2b -/- astrocytes cultures from LD mice accumulate more polyglucosan than control astrocytes,
mimicking one of the hallmarks of Lafora disease.

Short differentiated Epm2b-/- astrocytes cultures have small cytoplasmic polyglucosan inclusions
sensitive to diastase.

Long differentiated Epm2b-/- astrocytes cultures show bigger intracellular polyglucosan
accumulations and resistant to diastase action, like regular Lafora bodies.

Glycogen inclusions in long-differentiated Epm2b -/- astrocytes are superaggregates of small
particles.

DISCUSION / CONCLUSIONES

We have established a new murine cellular model for Lafora disease based on primary astrocytes.
This in vitro model recapitulates differential PGBs accumulations in two different stages, after 2 or
4 weeks of their isolation and maturation, being more severe in the case of the long differentiation.
This model could be useful to search for repurposing drugs that could alleviate the Lafora disease
phenotype.
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INTRODUCCION

El analisis de los marcadores uniparentales (ADN mitocondrial -ADNmt- y cromosoma Y —C-Y)
permite trazar la ancestria poblacional de los individuos, mediante la identificaciéon de
agrupaciones de secuencias genéticas conocidas como “haplogrupos”. Su estudio es
especialmente interesante en territorios geogréficos clave donde se han sucedido numerosos
movimientos poblaciones durante la prehistoria y la historia. El sur de la Peninsula lbérica,
Andalucia, ha sido el foco de numerosas investigaciones en el &mbito de la Antropologia Genética
(Hernandez et al. 2023). En este trabajo se analiza, de manera conjunta, los dos sistemas
uniparentales en dos poblaciones andaluzas —Huelva y Granada— desde una perspectiva
microgeografica. Estas poblaciones humanas han sido previamente estudiadas para varios
marcadores relacionados con la salud (Sanchez-Martinez et al. 2021).

MATERIAL Y METODOS.

Se analizaron 929 muestras, pertenecientes a 7 localidades de Huelva y 6 de Granada, para
diferentes marcadores moleculares del ADNmt y el C-Y, los cuales permitieron inferir los
haplogrupos de pertenencia de las muestras. Estos haplogrupos se clasificaron en tres ancestrias
filogeograficas posibles, en funcién de su origen potencial: Europa, Africa y Oriente Proximo. Las
distribuciones de las ancestrias dentro de las provincias se representaron mediante mapas de
contornos. Asimismo, se utilizé un modelo Bayesiano para comprobar si esta distribucion es
dependiente de la longitud y latitud de las localidades (INLA). Finalmente, se analizé el grado de
correspondencia entre la ancestria materna (ADNmt) y paterna (C-Y) de los individuos mediante un
anélisis de correspondencias multiples (MCA).

RESULTADOS.
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La provincia de Huelva presenta mayor heterogeneidad en cuanto a los origenes filogeograficos
que Granada, para ambos sistemas uniparentales. Destacan en particular las diferencias obtenidas
en la ancestria africana entre ambas provincias, siendo notablemente mayor en Huelva que en
Granada. Se observé un incremento del componente europeo en el tercio mediterraneo, mientras
que el componente ancestral de Oriente Préximo y Africa alcanza sus frecuencias méximas en la
vertiente atlantica. Por otro lado, existe una correlacién significativa entre la distribucién de la
ancestria materna europea y de Oriente Proximo en relacion a la longitud y latitud de las
localidades. Finalmente, los resultados del MCA no reflejan grandes coincidencias entre la
ancestria paterna y materna de un mismo individuo, lo que indica que las historias maternas y
paternas de una poblacién no deben ser necesariamente paralelas.

DISCUSION / CONCLUSIONES

Las provincias de Huelva y Granada presentan mayores diferencias de las esperadas en cuanto al
origen filogeografico de sus individuos, lo que implica que han estado sometidas a dindmicas
demogréficas diferentes en el pasado. El componente genético ancestral de una poblacién puede
estar directamente vinculado a su susceptibilidad para padecer ciertas patologias en la actualidad.
Asi, en Huelva, se han hallado altas frecuencias de mutaciones talasémicas especificas, cuyo origen
puede ser vinculado a poblaciones africanas. Del mismo modo, se conoce la asociacién entre
determinados haplogrupos del ADNmt y enfermedades (Hernandez 2023). El analisis del origen
filogeografico de las poblaciones humanas permite acercarnos a la historia evolutiva reciente de
las mismas, asi como enriquecer nuestro conocimiento sobre la salud de sus habitantes.
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INTRODUCCION

Los neutréfilos juegan un papel muy importante en la defensa frente a Candida albicans, ya que
ademas de presentar capacidad para fagocitar y eliminar a la levadura poseen potentes
mecanismos microbicidas tanto intracelulares como extracelulares. En trabajos anteriores se ha
descrito que la capacidad antimicrobiana de los macréfagos derivados de HSPCs (Hematopoietic
Stem and Progenitor Cells) se ve alterada en funcién de los estimulos detectados por estos
progenitores. De este modo, la estimulacién de las HSPCs con ligandos puros de TLR2 y TLR4
induce la diferenciacién hacia macréfagos tolerizados (menor produccién de citocinas
proinflamatorias) que presentan una mayor capacidad fungicida, mientras que la estimulacién de
los progenitores con ligandos fdngicos, como la levadura C. albicans o el b-glucano, induce la
diferenciacion hacia macréfagos entrenados (mayor produccién de citocinas proinflamatorias) que
también presentan una mayor capacidad fungicida. El objetivo de este trabajo ha sido caracterizar
funcional y fenotipicamente los neutréfilos diferenciados a partir de HSPCs expuestas a diferentes
estimulos, para describir como afecta la sefalizacién inducida en los progenitores al fenotipo de
los neutréfilos maduros.
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MATERIAL Y METODOS.
Purificacion de HSPCs: Se purificaron las HSPCs identificandolas por la ausencia de la expresién de

marcadores de diferentes linajes hematopoyéticos (células Lin-). Para ello, los animales fueron
eutanizados y se extrajeron las extremidades inferiores con el objetivo de obtener la médula
6sea. Posteriormente, se llevd a cabo la purificacion de las células linaje negativas (Lin-) mediante
separaciéon inmunomagnética automdtica. Para realizar dicha separacién se emplearon
microesferas magnéticas y un céctel de anticuerpos contra un panel de antigenos especificos de
diferentes linajes. Tras las incubaciones correspondientes, se pasaron las células a través de una
columna imantada de forma que las células que expresaban los marcadores de linaje, y que, por
tanto, quedaban marcadas (Lin+), quedaban retenidas en la columna, y las que no expresaban
dichos marcadores y por tanto no estaban marcadas (Lin-), pasaban a través de ella

Diferenciacion in vitro de células Lin- con G-CSF e IL-3 en presencia de diferentes agonistas de
PRRs: 0.2x106 células Lin- purificadas a partir de la médula ésea fueron sembradas en placas de
cultivo de 55 mm en presencia de 4mL de medio de cultivo celular completo: RPMI 1640
suplementado con un 5% de FBS inactivado por calory un 1% de penicilina-estreptomicina (Gibco).
Ademas, el medio fue suplementado con 20 ng/mL de SCF (factor de células madre; Peprotech)
para favorecer la supervivencia y la proliferacién de las HSPCs. Durante las primeras 24 horas de
diferenciacion se anadieron los estimulos en las condiciones indicadas mas adelante.

Se emplearon como estimulos el ligando del TLR2 (Pam3CSK4 (Invivogen)) a una concentraciéon de
1 pg/mL; el ligando puro de la Dectina-1 (Zymosan deplecionado (Invivogen)) a una concentracién
de 10 pg/mL; y levaduras inactivadas de la cepa virulenta C. albicans ATCC 2655, a una ratio 1:5
(célula murina: levadura). Pasadas estas 24 horas se lavaron los estimulos afiadidos y se afiadieron
de nuevo 4 mL de medio celular completo suplementado con FBS, penicilina-estreptomicina y 20
ng/mL de SCF. Para inducir la diferenciacién de las HSPCs hacia neutrdfilos se afadieron las
citocinas G-CSF (factor estimulante de colonias de granulocitos; Peprotech) e IL-3 (Interleucina-3;
Peprotech) a 50 ng/mL y 10 ng/mL, respectivamente. Se dejaron diferenciando un total de 8 dias
a 37°C con una atmésfera al 5% de CO2.

Por otro lado, también se emple6é como estimulo la exposiciéon transitoria a levaduras vivas de la
cepa virulenta C. albicans ATCC 2655, a una ratio 1:0.5 (célula murina: levadura). En este modelo
experimental se expusieron las HSPCs a la levadura viva durante 6 h a 37°C con una atmésfera al
5% de CO2. En estas condiciones la mayor parte de las levaduras dejan de crecer mediante
gemacion y se produce la transicién hacia la forma de crecimiento filamentosa, por lo que se induce
la generacién de micelios e hifas. Pasadas las 6 h, se anadié anfotericina B (0.5 pg/mL) para frenar
el crecimiento fungico y, aprovechando que cuando la levadura crece en forma filamentosa queda
muy adherida al plastico, se recogieron las HSPCs (dejando las hifas adheridas a la placa de cultivo
original) y se sembraron en placas de cultivo de 55 mm, en presencia de 4mL de medio de cultivo
celular completo suplementado con FBS, 1% de penicilina-estreptomicina, 20 ng/mL de SCFy 0.5
pug/mL de anfotericina B para evitar el crecimiento de las levaduras que hubiesen podido ser
transvasadas junto a las células. Para inducir la diferenciaciéon hacia neutréfilos se afiadieron las
citocinas G-CSF e IL-3 a 50 ng/mL y 10 ng/mL, respectivamente, y se dejaron diferenciando un
total de 8 dias a 37°C con una atmésfera al 5% de CO2.
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RESULTADOS.

En este trabajo se ha empleado un modelo de diferenciacion in vitro para caracterizar fenotipica y
funcionalmente a los neutréfilos diferenciados a partir de HSPCs expuestas transitoriamente a
Pam3CSK4 (ligando puro del TLR2), a Zymosan deplecionado (ligando puro de la Dectina-1) o a
levaduras tanto inactivadas como vivas de la cepa C. albicans ATCC 2655. Los resultados muestran
que la estimulacién de las HSPCs con Pam3CSK4 o con la levadura viva incrementa la capacidad
fungicida y fagocitica de los neutréfilos obtenidos, disminuye su capacidad para producir citocinas
proinflamatorias y promueve la adquisicién de caracteristicas inmunosupresoras. Sin embargo, la
estimulacién de las HSPCs con Zymosan deplecionado o con la levadura inactivada incrementa la
capacidad fungicida de los neutréfilos obtenidos sin alterar su capacidad fagocitica, incrementa su
capacidad para producir citocinas proinflamatorias e incrementa su capacidad para inducir una
respuesta inmunitaria mas potente. Estos resultados desvelan nuevos mecanismos de la inmunidad
innata que podrian ser modulados para inducir una respuesta mejorada frente a la infeccion.

DISCUSION / CONCLUSIONES
La sefalizacién via PRRs en las HSPCs como consecuencia de su exposiciéon a diferentes ligandos

microbianos altera el fenotipo de los neutréfilos diferenciados a partir de las mismas. Ademés, el
fenotipo adquirido depende del estimulo inicial y de la sefializacién especifica de los diferentes
PRRs en los progenitores hematopoyéticos. Los neutréfilos diferenciados a partir de HSPCs
expuestas al ligando del TLR2 (Pam3CSK4) o a levaduras vivas de la cepa C. albicans ATCC 26555
muestran una mayor capacidad fungicida y fagocitica, un fenotipo tolerizado en la produccién de
citocinas proinflamatorias y un comportamiento més inmunosupresor, por lo que desencadenarian
una respuesta inmunitaria menos inflamatoria. Los neutrdfilos diferenciados a partir de HSPCs
expuestas al ligando de la Dectina-1 (Zimosan deplecionado) o a levaduras inactivadas de la cepa
C. albicans ATCC 26555 muestran una mayor capacidad fungicida, sin modificar su capacidad
fagocitica, y un fenotipo entrenado en la produccién de citocinas proinflamatorias. Ademas, dado
que expresan niveles mas altos del gen 1117rc presentarian una mayor capacidad de respuesta a la
IL-17, por lo que inducirian una respuesta inmunitaria mas potente.
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INTRODUCCION

El infarto agudo de miocardio es una de las principales causas de mortalidad de los paises
desarrollados. Es por ello por lo que se estd potenciando la busqueda de biomarcadores que
permitan el diagnéstico temprano y el prondstico de la enfermedad. Entre los potenciales
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biomarcadores que se estudian en la actualidad encontramos a los microRNAs (miRNA). Estudios
previos desarrollados en el Laboratorio de Investigacion en Células Endoteliales demostraron
cambios en la expresion de miRNA circulantes tras un infarto de miocardio, entre los que
encontramos el miR-28-3p. En este trabajo se pretende evaluar las posibles funciones bioldgicas
del miR-28-3p por medio de herramientas bioinformaticas y bases de datos, y estudiar su expresién
en un modelo murino de infarto de miocardio.

MATERIAL Y METODOS.

Se realizé un andlisis bioinformatico mediante diferentes bases de datos para buscar la secuencia
del miR-28-3p, la Ontologia Génica, sus dianas, asi como las rutas bioldgicas en las que participa.
Ademas, se utilizé un modelo experimental de ratén, empleando tanto ratones macho como
hembra. Para estudiar el efecto del infarto de miocardio se indujo una isquemia mediante la
ligadura de la arteria coronaria (grupo IAM), y el correspondiente control de cirugia (grupo Sham).
La expresion del miRNA se determiné mediante gPCR. El anélisis estadistico se empleé GraphPad
Prism 8.0.2, presentando los datos como la media + error estdndar de la media y realizando los t-
test no pareados y ANOVA de dos factores.

RESULTADOS.

Los estudios bioinformaticos demostraron la implicaciéon del miRNA en el metabolismo lipidico y
el sistema cardiovascular, puesto que las dianas predichas se encontraron en rutas relacionadas
con las sintesis de glicoesfingolipidos, lipdlisis de adipocitos, obesidad o senescencia
cardiovascular, entre otras. Por otra parte, se observé una mayor expresion del miR-28-3p en la
grasa perivascular y abdominal, el corazén y el higado. Ademas, identificamos diferencias
significativas entre machos y hembras en pulmén, musculo esquelético y corazén. Finalmente, se
observé una disminucién de la expresién del miR-28-3p en suero y corazén en el grupo IAM
respecto a Sham, siendo significativa en el grupo de los machos, donde se observé una
disminucién significativa en la expresién del miRNA en el grupo infartado respecto al grupo
control.

DISCUSION / CONCLUSIONES

Tanto el anélisis bioinformatico como la expresion en tejidos implicados en el metabolismo lipidico
y procesos cardiovasculares permite relacionar al miR-28-3p con enfermedades como la diabetes
y el sindrome metabdlico que son importantes factores de riesgo que pueden conducir a
problemas cardiovasculares. Ademas, cambios en la expresion del miRNA en el modelo
experimental de infarto de miocardio podria indicar su papel en procesos patoldgicos a nivel
cardiovascular. Son necesarios mas estudios que corroboren los datos obtenidos para emplear el
miR-28-3p como biomarcador para un rapido diagndstico y monitorizacién del infarto.
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INTRODUCCION/OBJETIVOS

Existen diversas indicaciones médicas para la realizacion del andlisis cromosémico por cariotipo.
Esta técnica permite a los pacientes con trastornos reproductivos de causa cromosémica conocer
su condicién y su riesgo de recurrencia, asi como poder individualizar su tratamiento. Por tanto, el
cariotipo es la primera linea de estudio para detectar cromosomopatias en la pareja estéril o infértil
tras haber descartado otras causas no cromosdémicas. El objetivo del trabajo fue seleccionar,
dentro de un total de 3831 casos procedentes de los archivos del Departamento de Patologia,
aquellos asociados a problemas reproductivos (872 casos) y estudiar la relacién de las diferentes
causas de esterilidad e infertilidad con el sexo y la edad de los pacientes, asi como analizar la
relacion existente entre la presencia de anomalias cromosémicas en el cariotipo y los problemas
de esterilidad e infertilidad.

MATERIALES Y METODOS

Trabajo de investigacién observacional, retrospectivo y descriptivo a partir de estudios
cromosémicos procedentes de los servicios de Ginecologia-Obstetricia, Infertilidad y Urologia de
diversos hospitales de la provincia de Valencia y remitidos a la Seccién de Citogenética del
Servicio de Patologia de la Universidad de Valencia desde 1995 hasta 2006.

RESULTADOS

La frecuencia de anomalias cromosémicas halladas en los pacientes que consultaron por
trastornos reproductivos fue del 10,7%. Estas fueron, de mayor a menor representacién: anomalias
numéricas (23,5%), anomalias estructurales equilibradas (38,3%), anomalias estructurales
desequilibradas (8,6%) y heteromorfismos (28,4%). Se hallaron méas cariotipos anémalos en
hombres, debido a la mayor esterilidad masculina de origen cromosémico. El porcentaje de
anomalias cromosémicas fue mayor en consultantes con un aborto que en aquellos con abortos
recurrentes. Las anomalias numéricas se relacionaron mas con alteraciones en la
espermatogénesis. Los heteromorfismos mostraron una asociaciéon con la infertilidad.

DISCUSION / CONCLUSIONES

Los problemas reproductivos se han convertido en un tema de importante abordaje y para su
estudio es imprescindible la citogenética convencional que establece relaciones cariotipo-
fenotipo, permitiendo disponer de un diagnéstico, pronéstico y manejo de dichos pacientes.
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INTRODUCCION

En mamiferos, la ovulacién esté supeditada a la liberacién de la hormona  luteinizante (LH), la cual
estd controlada a nivel hipotaldmico por la sintesis de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH). La produccién de GnRH, a su vez, estd regulada por unos neuropéptidos denominados
kisspeptina (Kp), codificados por el gen Kiss1. Las Kp son expelidas principalmente por dos grupos
de neuronas especificas ubicadas en dos nucleos hipotaldamicos en roedores: el periventricular
anteroventral (AVPV) y el arcuato (ARC). Ademas, las Kp también se ven influenciadas por
los estrogenos gonadales, completando asi la compleja red de sefalizaciéon neuroendocrina del
eje reproductor.

A pesar de que algunos estudios han sugerido la relevancia de la poblaciéon neuronal de Kiss1 en
el AVPV en la generacién del pico preovulatorio de gonadotropinas, auin no se han llevado a cabo
estudios refinados que permitan valorar su verdadera contribucién en dicho contexto. En el
presente trabajo hemos abordado el estudio de dicho papel, empleando para ello herramientas
virogenéticas que nos permiten evaluar el impacto de la inactivacién condicional y temporal de la
poblacién neuronal de Kiss1 del AVPV en la generacién del pico preovulatorio de LH.

MATERIAL Y METODOS.
El animal experimental usado en este estudio es el ratén homocigoto Kiss1fl/fl, producido por el

Turku Center for Disease Modeling (Turku, Finlandia). Dicho ratén porta una mutacién en el gen
Kiss1, concretamente en el exén 3, el cual se encuentra flanqueado por dos motivos loxP. Las
ratonas adultas Kiss1fl/fl fueron inyectadas bilateralmente con estereotéxico en el AVPV (A/P: +
0.5 mm; D/V: - 5.2 mm; M/L: = 0.25 mm) con 400 nl de los vectores virales AAV5_CMV:Cre (1.45
x 1012 GC/ml)y AAV5_CMV:eGFP (1.68 x 1012 GC/ml), usado como control. Tras las tres semanas
de infeccién se registraron diariamente las fases del ciclo estral. Posteriormente, las ratonas se
sometieron a ovariectomia bilateral y se les implantaron cépsulas rellenas con 17B-estradiol (E2, 5
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pg/ml) disuelto en aceite de sésamo. Cuando todas las ratonas presentaron fase de diestro, se les
inyectd subcutdneamente benzoato de E2, 1 pg por 20 g de peso corporal. Al dia siguiente se
recogieron muestras de sangre de la cola (4 pl diluido en 46 pl PBS — Tween) por la mafiana (10
am) y por la tarde (antes y después del apagado de las luces) para la posterior determinacién de
los niveles de LH mediante ELISA. Tras la Ultima recogida de muestra, los animales fueron
anestesiados y decapitados para la obtencién de los cerebros y fueron almacenados a —80°C.
Finalmente, las muestras de cerebro fueron cortadas en secciones de 16 pm en un criostato y una
serie fue utilizada para inmunofluorescencia con el fin de evaluar la expresién del péptido Kp, y
otra para hibridacién in situ por fluorescencia mediante RNAscope® para determinar la expresion
del transcrito de Kiss1 en el AVPV. La captura de imagenes se realizé6 en un microscopio de
fluorescencia Leica Thunder DMi8 y para los andlisis, célculos estadisticos y elaboracién de gréficos
se empled GraphPad Prism9.

RESULTADOS.

Los datos recopilados muestran que la inactivacion de Kiss1 en el nicleo AVPV genera
una alteracion de la ciclicidad estral en la ratona adulta, ademas de
repercutir significativamente sobre los niveles circulantes de LH preovulatorios inducidos por
el protocolo de inducciéon farmacolédgica por estrégenos. Mientras que las ratonas inyectadas
con el vector control AAV-eGFP presentan un pico de LH inducido farmacolégicamente, las
ratonas inyectadas con el vector AAV-Cre muestran una drastica reduccién de este fendémeno,
manteniendo unos niveles de LH circulantes semejante a los niveles basales. Por tanto, estos
datos confirman claramente que la inactivacion de Kiss1 en el AVPV evité la elevaciéon de LH
inducida por E2.

DISCUSION / CONCLUSIONES

Nuestros datos demuestran el papel esencial que la poblaciéon neuronal de Kiss1 en el
AVPV desempena en la liberacién de la secrecién en forma de pico de GnRH/LH previo a la
ovulacion. Ademas, demostramos aqui que la sefializacion kisspetinérgica es requerida para el
matenimiento de la funcién reproductiva en las ratonas adultas, asegurando la fertilidad y la
regularidad del ciclo estral. Estos datos sitlan a esta poblacién neuronal como elemento
mediador de los efectos por retroalimentaciéon positiva ejercidos por los estrégenos en la
regulacion neuroendocrina de la fertilidad, en un evento determinante como es la ovulacién.
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INTRODUCCION

En los Ultimos afios se ha producido un aumento en el estudio de las vesiculas extracelulares (VE).
Entre los motivos se encuentra las ventajas que pueden presentar tanto en el diagnéstico como
el tratamiento de enfermedades. En cuanto a las VE derivadas de plantas, una aplicacion
estudiada es como posibles vehiculos de diferentes principios activos. En diferentes estudios han
mostrado ser una buena opcién, presentando ventajas sobre otras estructuras como los
liposomas. Es por ello que el objetivo de este trabajo es hacer un estudio preliminar de la
internalizacién de las VE de granada (Punica granatum) (VEPG), para determinar si el tratamiento
del zumo tiene efectos sobre esta y si podrian ser utilizadas como un posible vehiculo de
sustancias activas.

MATERIAL Y METODOS

Se trata de un trabajo original de investigacién en el que en primer lugar, se extrajo el zumo de
granada, al cual se aplicaron diferentes tratamientos industriales, obteniendo zumo natural,
liofilizado y pasteurizado. A continuacién, se aislaron las VE a través de la filtracién de flujo
tangencial y se purificaron con cromatografia de exclusién molecular. A partir de estas muestras,
se realizaron pruebas para caracterizar las VE (TEM y NTA) y determinar su pureza. Finalmente se
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estudié la capacidad de internalizacién de las VEPG a través del cultivo con células THP-1 vy el
posterior analisis con citometria de flujo.

RESULTADOS

Los datos adquiridos mostraron que las muestras de VE aisladas presentaban gran pureza. En
cuanto a la internalizacién, las VEPG presentaron un mayor porcentaje de internalizacién que los
liposomas en el mismo tiempo de incubacién. Concretamente, las del zumo natural fueron las que
presentaron una mayor internalizacién a las 2 horas, seguidas de las de zumo pasteurizado y
liofilizado respectivamente. También se observé que la placa incubada a 4°C casi no presenté
internalizacion.

DISCUSION / CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos, se concluyé que el tratamiento del zumo antes de aislar las VE
modifica la capacidad de internalizacion de estas. De igual modo se puede concluir que las VEPG,
sin importar el tratamiento realizado, son superiores a los liposomas en cuanto a la eficiencia en la
internalizacién y que las de zumo natural serian las mas adecuadas para actuar como vehiculos de
farmacos.
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INTRODUCCION

El paracetamol es un farmaco relativamente seguro muy utilizado en la actualidad por su efecto
antipirético y analgésico. La frecuencia de las reacciones adversas al paracetamol esta
aumentando en los Ultimos afios, dentro de las cuales se encuentran reacciones de tipo Ay tipo B.
Existe una alta variabilidad en el metabolismo (Mazaleuskaya et al., 2015) y respuesta al
paracetamol en la poblacién que pueden explicar la apariciéon de estas reacciones adversas. Tanto
los factores ambientales como los genéticos pueden ser causantes de esta variabilidad. En este
trabajo, analizamos el efecto de los factores ambientales (el sexo, edad e indice de masa corporal)
y el efecto de la presencia de polimorfismos en genes implicados en el metabolismo del
paracetamol (SULT1A1T rs1042028, CYP1A2 rs762551 y UGT1A9 rs76167146) sobre la
farmacocinética del paracetamol.

84



MATERIAL Y METODOS.

Para ello, se han analizado muestras a distintos tiempos de pacientes que habian sido sometidos
a tratamientos con paracetamol intravenoso para analizar los diferentes metabolitos y parametros.
Ademas, se ha realizado un anélisis genético de los pacientes para determinar el genotipo de cada
uno de estos polimorfismos. En este anélisis, se corrobora la alta variabilidad que presentan los
pardmetros farmacocinéticos en los individuos de nuestra poblacién. Para el andlisis
farmacocinético, utilizamos el paquete de Excel PKsolver, con el cual determinamos el AUC de O
a 5 h, Tméx y Cmax. Para los analisis estadisticos de los parametros utilizamos el software SPSS,
con el cual determinamos los pardmetros descriptivos de los parametros, las medias de los
parametros derivados del APAP con respecto al sexo, la edad, el indice de masa corporal y los
polimorfismos SULT1A1 rs1042028 y CYP1A2 rs762551. Ademas, realizamos analisis utilizando la
prueba T de Student, ANOVA, ANOVA no paramétrico (Kruskal-Wallis) y modelos de regresion
lineal generalizados, utilizando como factores los parametros farmacocinéticos y como covariables
el sexo, la edad, el indice de masa corporal y los polimorfismos SULT1A1 rs1042028 y CYP1A2
rs762551.

RESULTADOS.

El sexo es el factor ambiental mas determinante en la variabilidad presentada en estos pardmetros
siendo el AUC 0—5h de paracetamol un 40% mas alto en mujeres que en hombre (p valor <0,001)
y el AUC 0—5h del APAP-S un 25% mayor en mujeres (p valor<0,001). Ademas, se ha observados
que los individuos homocigotos mutados para el polimorfismo SULTA1 rs1042028 presente un
metabolismo del paracetamol sulfato disminuido, como se observa en los valores de AUC 0—5h y
Cméx del paracetamol sulfato (p valor 0,017 y 0,012, respectivamente).

DISCUSION / CONCLUSIONES
Tanto el sexo (Stanley et al.,, 2005) como la presencia de la mutacién en SULT1A1

rs1042028 (Raftogianis et al., 1997) son factores que explican la variabilidad en la respuesta y
metabolismo del paracetamol y podrian influir en el riesgo de desarrollo de reacciones adversas al
paracetamol.
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INTRODUCTION

Lung and bronchus cancer is the deadliest cancer in both men and women. The reason of its
aggressiveness is that it evolves without symptoms during the early stages. It does not manifest
and receive a diagnosis until late stages (3b/4) when conventional therapy options are limited and
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ineffective. Low dose computed tomography scans (LDCT) is an effective detection method that
most eligible patients are not being screened with. The revolution of Artificial Intelligence (Al), tools
like Sybil have been created to optimise the reading of LDCT, increase accuracy and help predict
individual risk. In this review we are going to discuss the current state of lung cancer diagnosis
using Al tools.

MATERIALS AND METHODS

A comprehensive bibliographic review, including searches on PubMed, scientific journals such as
MPDI and Nature, and graphic replication from authoritative sources, forms the basis of this study.

RESULTS

IA tools have been developed to help in the interpretation process improving accuracy and
reducing waiting times. These Al are fed databases. Their role is to improve imaging inspection,
histopathology examination and genomics inspection. Sybil has been developed with a deep
learning algorithm, specifically for nodule detection, segmentation, and quantification. With one
LDCT scan, Sybil is able to diagnose and predict the location of future cancer. The capacity of this
tool to predict future risk reaches up to 6 years earlier.

DISCUSSION/CONCLUSION

These Al tools have shown promising results. A diagnosis of lung cancer at early stages offers
significantly higher successful treatment. For that, future broad implementation is desired. The
challenges ahead to overcome include technical and personal issues, shortage of specialised
equipment, and expert thoracic radiologists available to read low-dose CT scans. Within
healthcare settings, Al should adhere to unified planning, comprehensive objectives, and
standardised principles established by authoritative entities, offering refined details for seamless
application in real-world situations.
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INTRODUCCION

La apoptosis es un proceso de muerte celular programada implicado en la homeostasis celular.
La autofagia es un proceso de autodegradacién celular que recicla componentes celulares no
funcionales y mantiene el suministro de ATP2. Son procesos distintos pero interconectados, puesto
que ambos comparten vias de sefializacion comunes.

En este contexto, se lleva a cabo un proyecto con el objetivo de profundizar en la
relacion  existente entre apoptosis y autofagia durante las primeras etapas del
neurodesarrollo embrionario de la retina de pollo. Se elige este modelo experimental por su
independencia materna, su bajo coste, su facilidad de manipulacién y por la facil visualizacién de
las estructuras neuronales en desarrollo (retinas grandes).

En este trabajo se realizan ensayos de deteccién de apoptosis en una muestra control y una
muestra tratada con el inhibidor autofagico 3-MA. Nuestra hipdtesis sostiene que, al inhibir la
autofagia, se produce el aumento de la apoptosis en las retinas.

MATERIAL Y METODOS.

Se requieren condiciones control y 3-MA.

Tras la extraccion de los nucleos, se lleva a cabo el marcaje TUNEL-FITC, que permite detectar la
fragmentacion del DNA por endonucleasas en la apoptosis. Requiere de un mix de reaccién que
incluye una enzima terminal-desoxinucleotidil-transferasa (TdT), la cual ahade nucleétidos (AUTPs)
a los extremos fragmentados. La medicién de apoptosis se lleva a cabo mediante citometria de

flujo.

La Anexina V-FITC sefala la exposicion de fosfatidilserina en la membrana externa de las células
apoptéticas, medida por citometria de flujo.

Finalmente, se realiza la variante TUNEL-FITC en retinas en plano para su estudio cualitativo en el
microscopio de fluorescencia (63X)

Se emplea T de Student para realizar un analisis estadistico de los resultados obtenidos.

RESULTADOS.

Nuestra hipdtesis inicial proponia que aumentaria la apoptosis al inhibir la autofagia, puesto que
la autofagia es un mecanismo de supervivencia.
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Los resultados obtenidos a través del primer experimento confirman la hipdtesis inicial, ya que en
la muestra 3-MA se detecta mas apoptosis que en la muestra control. Se observan los nicleos
mediante TUNEL-FITC para ver la rotura del DNA de ambas muestras.

Sin embargo, en el segundo experimento, los resultados fueron contradictorios, puesto que se
detecta un nivel de apoptosis similar en ambas muestras, refutando la hipdtesis inicial. Se observan
las células mediante Anexina V.

DISCUSION / CONCLUSIONES

Nuestros resultados parecen contradictorios a priori, porque se observa un aumento de
la apoptosis tras la inhibiciéon de la autofagia. Sin embargo, en el experimento que mide
la presencia de fosfatidilserina en la membrana celular externa, se observan los mismos resultados
en ambas muestras, lo que demuestra que no aumenta la apoptosis tras la inhibicién de la
autofagia.

Dada esta incongruencia entre los resultados, buscamos informacién en estudios previos de otros
autores, gracias a los cuales encontramos una situacién similar en un modelo parecido al nuestro.
Tras la inhibicién de la autofagia, otros autores han mostrado una disminucién en los niveles de
ATP, la cual es necesaria para la exposicién de fosfatidilserina en la membrana celular externa de
las células muertas, y sin la cual no serian reconocidas por los macréfagos, por lo que encontraron
una acumulacién de cuerpos apoptéticos®. Gracias a este previo andlisis por otros autores,
podriamos concluir que el efecto que encontramos en las retinas tras la inhibicién de la autofagia
no provoca un incremento de la muerte, sino una disminucién de la fagocitosis.

Para su comprobacién, proponemos un futuro experimento con metilpiruvato (MP), un analogo
de piruvato que participa en la produccién celular de ATP. Si encontramos una diminucién de los
niveles de ATP, al suministrar de nuevo MP, podriamos permitir la translocacién de fosfatidilserina
hacia la membrana externa para que asi sea reconocida por las células vecinas. De esta manera,
incluso en el tratamiento con 3-MA, la adicién de MP reduciria de nuevo los niveles de las células
TUNEL-FITC+.

Gracias a estos resultados, abrimos una nueva via de relacién entre la autofagia y la apoptosis en
el sistema nervioso central en el desarrollo, lo que puede ser una futura diana de nuevas terapias
para enfermedades del neurodesarrollo.
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INTRODUCCION

La quimica biortogonal fue desarrollada por Caroline Vertozzi, que en 2022 fue galardonada con
el Nobel de Quimica por sus investigaciones en este campo. Consiste en la unién especifica,
rapida y eficiente entre dos biomoléculas in vivo mediante grupos funcionales que se relacionan
covalentemente. De esta manera se evitan las reacciones cruzadas y la formacion de
subproductos, pudiéndose emplear para el diagnéstico y tratamiento de enfermedades.
La compafiia Sashqi, aplica la quimica de click en la que basan las actuales tecnologias
biortogonales para tratamientos anticancerosos.

MATERIAL Y METODOS

En la localizacién y tratamiento tumoral, se introduce una plataforma de protomedicamentos
activados por click contra el cancer (CAPAC) que permite la activacién dirigida de medicamentos
en un tumor. CAPAC consiste en un biopolimero modificado con tetrazina, localizado en regiones
proximas al tumor y un protofarmaco con el grupo TCO. El biopolimero captura el protofarmaco
en el sitio deseado mediante una rapida reaccion covalente entre los restos Tzy TCO, seguida del
reordenamiento quimico para liberar el farmaco activo. De esta forma tan solo se libera el farmaco
en zonas préximas al tumor, pudiéndose aplicar en concentraciones mas pequefas para
evitar toxicidad.

RESULTADOS

Como resultado, se observé la posibilidad de introducir altas cantidades de farmaco en el
organismo por via intravenosa sin efectos adversos a diferencia de lo que ocurre
convencionalmente. Ademas, se observaron complicaciones debidas a la baja solubilidad del
profarmaco. Por otra parte, también se comprobd el aumento de supervivencia en aquellos
organismos (ratones) que presentaban tumores cuando se aplicaba CAPAC , en vez del farmaco
mediante técnicas convencionales.

DISCUSION / CONCLUSIONES

Como conclusiéon principal, tras los resultados obtenidos se puede afirmar la relevancia que
presenta el uso de la quimica biortogonal para el tratamiento de enfermedades. Aunque aun es
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objeto de investigacion, no hay dudas sobre el potencial que conllevaria su aplicacion en seres
humanos.
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INTRODUCCION

In recent years, research has been conducted to control insect pests without using insecticides. In
this context, Wolbachia pipientis, an endosymbiotic alphaproteobacteria widely distributed among
terrestrial arthropods, has been integrated into various vector control programs for mosquito
management, taking advantage of the death of the embryos caused by cytoplasmic incompatibility
between the gametes of parentals infected with strains obtained from different species
(Incompatible Insect Technique, ITT). Thus, the wMel strain, isolated from Drosophila
melanogaster, has been shown to have a blocking effect on fertility when male tiger mosquitoes
Aedes albopictus that have been infected with this strain mate with females carrying the common
Wolbachia strains in this species (WAIbA and wAlbB). In this study, we present the molecular
characterization of Wolbachia from native populations of D. melanogaster captured in Requena
(Valencia) and isolines obtained from them, as a first step for the selection of one or more native
strains to analyze the effects of their introduction in a population of Ae. albopictus previously cured
of Wolbachia. The aim is to apply this technique in Valencia to reduce the population of Ae.
albopictus, which is capable of transmitting several infectious diseases, including those caused by
the Chikungunya, Dengue and Zika viruses.

MATERIAL Y METODOS.

In this study we used samples of adult D. melanogaster insects from collected in Requena (Valencia)
during the last harvest season, and isolines obtained from previous seasons provided by the
Behaviour and Evolution Laboratory of the Cavanilles Institute of Biodiversity and Evolutionary
Biology (ICBIBE, UV). DNA extraction was performed with the JETFLEX Genomic DNA Purification
Kit (ThermoFisher) applied to individual insects. After checking the quality and quantity of DNA in
each sample with the Nanodrop 1000 spectrophotometer (Thermo Scientific), molecular analysis
was performed by means of PCR amplification following the protocol described by Riegler et al.
(2005) and Riegler et al. (2012) and purification using the ammonium acetate precipitation protocol.
Finally, the amplicons of interest were sequenced using the automated Sanger technique
(Genomics Service of the SCSIE, UV) and these sequences were analysed with the Staden package.
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RESULTADOS.
The study has shown that most of the populations analysed contain Wolbachia. In addition, there

is a high prevalence of wMel among the infected populations, both in females and males, and
among them, we found polymorphisms in only one population for five of the molecular markers
studied.

DISCUSION / CONCLUSIONES

Most of the analysed populations of Drosophila melanogaster contain Wolbachia and two wMel
haplotypes have been identified. Our intention is to analyse whether the two detected genotypes
differ in their ability to produce Cytoplasmic Incompatibility in Ae. albopictus. We will select the
strain of interest to perform its genomic study and check if it is feasible to use it in the biocontrol
of Ae. albopictus in Valencia.
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INTRODUCTION

The intestinal epithelium undergoes continuous rapid self-renewal, enabled by the proliferation of
stem cells that reside at the bottom of highly curved invaginations called crypts and by the loss of
cells at the tip of finger-like intestinal protrusions called villi. Here, differentiated cells are extruded
into the intestinal lumen at high numbers. Proper regulation of cell extrusion is crucial for
maintaining the folded intestinal structure and maintain homeostasis. An extrusion upregulation
can lead to the loss of villi and the loss of the epithelial barrier integrity, a phenomenon observed
in inflammatory bowel disease or in Chron’s and celiac diseases. Conversely, an extrusion
downregulation can indirectly generate intestinal polyps, a pre cancerous phenotype. Despite it
being essential for maintaining intestinal health and function, the mechanism behind intestinal cell
extrusion is not known (Pérez-Gonzélez et al., 2021). We hypothesize that mechanical forces are at
the core of the execution and regulation of the intestinal cell extrusion process. To identify these
mechanical mechanisms, state-of-the-art open-lumen organoids will be used. Myosin and Arp2/3
(implicated in branched actin networks) knock-out (KO) cells of mouse intestinal organoids will
be grown on synthetic gel substrates to measure the forces during the extrusion process, allowing
us to assess the role of these cytoskeleton proteins in the contractility, adhesion and protrusivity
of the extruding cells in the intestinal epithelium.

MATERIAL AND METHODS

To generate the samples, 3D mouse intestinal organoids will be mechanically dissociated into
crypts and seeded on a gel substrate consisting on soft (5KPa) polyacrylamide (PAA) gels
containing a layer of fluorescent beads (0,2 um, 660-680 nm emission wavelength) on top. These
beads will be used to track the deformation of the gel substrate and calculate the forces exerted
by the epithelial monolayer on its underlying substrate using Traction Force Microscopy (-60
minutes before to 30 minutes after extrusion).

The images obtained using the spinning disc and point-scanning confocal systems will be analyzed
with Fiji, Cell Pose and MATLAB Softwares. Myosin Ila and Arp2/3 gene knock-out in flox-system
mouse organoids will be induced by 48h incubation in 4-OH Tamoxifen. Samples will be imaged
>4 days after knockout induction. The function of myosin and actin branching will also be
perturbed pharmacologically using blebbistatin and CKé66 inhibitors, respectively.

95




RESULTS

Myosin KO organoids were successfully grown as open-lumen organoids on synthetic gels. We
have also confirmed that cell extrusion indeed occurs in this experimental model and performed
initial measurements of traction forces.

DISCUSSION / CONCLUSIONS

The experimental strategy was successfully tested, and immediate future experiments will repeat
traction force calculation in Myosin KO open-lumen organoids. The same experimental strategy
will be used with CKé66-treated organoids to perturb actin branching and misorient basal cell
protrusions. The expected results could follow one of the following hypotheses: (1) Intestinal cells
extrude via a protrusion-based mechanism when myosin is unavailable (Myosin KO condition); (2)
Intestinal cells extrude via a contraction-based mechanism and their neighbors display misoriented
lamellipodia when branched actin function is perturbed (CK666 condition).

These findings will deepen our understanding of intestinal cell extrusion mechanics. Moreover, if
myosin and/or actin are identified as crucial, the established experimental model could facilitate
the study of single cell roles and unravel broader molecular mechanisms, bridging the gap between
cellular and tissue-level understanding.
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INTRODUCCION

Hace unos meses noticias como: ‘Sanidad quiere prohibir la venta de bebidas energéticas a
menores de todo el pais’ acaparaban los medios. Esto despertd nuestra curiosidad (;realmente
eran tan perjudiciales cémo se decia?) y nos motivé a desarrollar este proyecto de cara a
demostrar, con la determinacién cuali/cuantitativa de ciertos analitos de interés (cafeina, vitaminas
del grupo B, sérbico y benzoico), la peligrosidad del consumo de estos productos para la salud,
desde un punto de vista integral. Asimismo, realizar un ranking en base a la nocividad de los
distintos productos del mercado.

MATERIAL Y METODOS.

Para este proyecto de investigacién, se realizé un andlisis mediante UHPLC acoplada a 3
detectores: diode array, fluorescencia y espectrometria de masas. Ademas, se determiné el pH de
las bebidas analizadas (pHmetro). La preparacién de las muestras (11 bebidas energéticas
existentes en el mercado y 3 alternativas ricas en cafeina ‘saludables’: VitaminTea, Go Mate y Coca
Cola) consistié en una desgasificacion mediante ultrasonidos. Una vez desgasificadas se realizo el
analisis mediante UHPLC, junto con la determinacién del pH. Ademas, se hizo una profunda
optimizacién de las condiciones cromatograficas empleadas, hasta alcanzar condiciones 6ptimas.

Para validar el método se evaluaron: la repetibilidad y la veracidad. Para la repetibilidad se
introdujeron diversas inyecciones control (una mezcla de todas las bebidas analizadas), ademas
de tres muestras inyectadas por duplicado. Para analizar la veracidad, se inyecté una muestra
‘misterio’ con composicién y concentraciones desconocidas por la mayor parte del grupo.

RESULTADOS.

Tras validar el método, se realizé un andlisis cualitativo (en funcién de los tiempos de retencién) y
cuantitativo (gracias a la integracion del drea del pico) de los analitos de interés, a 285 nm.

Asi, pudimos cuantificar la cafeina, compararla con la bibliografia existente (el etiquetado de la

lata) y determinar los posibles efectos secundarios asociados a su consumo: insomnio,
desorientacién o ansiedad, entre otros. Igualmente, se realizaron determinaciones cuantitativas
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de sérbico y benzoico, dos conservantes muy empleados en este tipo de productos y cuyo exceso
se encuentra asociado con: problemas digestivos, dafos hepaticos, etc.

En base a estos tres analitos se planted un ‘Ranking de nocividad’, liderado por la bebida Reign,
considerando el % que supone su ingesta con respecto a la dosis maxima recomendada, teniendo
presente tanto el volumen por lata como la concentracién de los analitos calculada.

Ademas, se analizaron las vitaminas B2 y Bé, ya que, a pesar de ser hidrosolubles, su ingesta se
asocia con riesgo de hipervitaminosis. Por Ultimo, se evalud el pH, siendo la Coca cola la mas
acida. Esto puede tener consecuencias para la salud, especialmente dental.

DISCUSION / CONCLUSIONES

Concluimos, las bebidas energéticas son tan perjudiciales como dicen y su consumo en exceso
alberga numerosos riesgos para la salud. Nuestro estudio aporta una vision integral en este
campo, ya que valora los diversos analitos potencialmente dafiinos en conjunto, a diferencia de la
informacién pre existente. Frenar el consumo de bebidas energéticas en menores es crucial
para asegurar su correcto desarrollo y un paso muy a favor es la divulgacion.
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INTRODUCCION

El cilio primario es un organulo presente en la mayoria de las células del cuerpo humano,
participando en procesos biolégicos tan importantes como la transduccién de sefiales. Las
cilipatias son un grupo de trastornos genéticos heterogéneos relacionados con alteraciones en
este cilio primario. En funciéon de la proteina mutada, las ciliopatias se clasifican en distintos
sindromes. En el caso de la TXD15 (cédigo UniProt Q96J42) a pesar de no ser una proteina ciliar,
se sabe que se asocia hasta con 224 proteinas que forman parte del cilio primario. Mutaciones en
esta proteina se asocian al Sindrome de Merckel-Gruber y al Sindrome de Joubert. En este trabajo,
se estudia la estructura de dicha proteina y el potencial impacto que la mutacién no conservativa
del residuo R235 puede tener en el mantenimiento de su conformaciéon tridimensional,
concretamente en el mantenimiento de una hélice a comprendida entre los residuos 305-313.

MATERIALES Y METODOS

Se han usado distintas herramientas bioinforméticas para la caracterizacién estructural y funcional
de TXD15:

® Bases de datos como UniProt para la obtencién de la secuencia y e informacién acerca de la
proteina.

e El servidor en linea AlphaFold para la prediccién del plegamiento de la proteina, tanto de la
forma nativa como de la forma R235W.

e GROMACS para llevar a cabo una dindmica molecular a 310K y durante 200ns, tanto de la forma
nativa como de la forma mutada.

e PyMOL y VMD para la visualizacién de las estructuras y las trayectorias de la dindmica molecular.

RESULTADOS

-La base de datos AlphaFold contiene una prediccion de la estructura de la proteina TXD15, donde
encontramos distintos componentes:

e El servidor SignallP predice la presencia de un péptido sefial entre los residuos 1-32. e El servidor
TMHMM predice la presencia de una regién transmembrana entre los residuos 320 y 360.
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e Una gran regién desordenada entre los residuos 1-170.
e Un dominio tiorredoxina, entre los residuos 170-296.

-La simulaciéon mediante dindmica molecular a 310 K de la regién 170-320, para la proteina nativa
y el mutante R235W, indican que la presencia de un triptéfano en la posiciéon 235 provoca el
desplegamiento de la hélice a comprendida entre los residuos 305-313.

CONCLUSION

Explorar el impacto conformacional que diversas mutaciones pueden tener sobre la estructura de
TXD15 contribuiria a esclarecer el mecanismo que asocia mutaciones en dicha proteina con
diferentes ciliopatias. En este trabajo, se ha determinado que la interacciéon que se produce entre
la R235 y el D309 es clave para mantener la regién 305-313 compactada junto al médulo
tiorredoxina de TXD15.
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INTRODUCTION

Acute lymphoblastic leukemia is the predominant form of cancer in children, and it originates from
the malignant transformation of B-cell or T-cell progenitors. Prognostic factors include age, cellular
morphology, and chromosomal abnormalities. Therefore, cytogenetic assessment is essential for
risk stratification. Conventional cytogenetic techniques mainly encompass chromosomal banding
analysis (CBA) and fluorescence in situ hybridization (FISH). However, these techniques have
limitations as FISH requires a specific target alteration, and up to 15% of CBA results are non-
informative due to the low resolution of the chromosomes, cryptic abnormalities, and low
proliferation of neoplastic cells. In recent years, the availability of Optical Genome Mapping (OGM)
has been a revolution in cytogenetic laboratories as it overcomes the limitations of standard
techniques and detects all structural alterations (SVs) and copy number variations (CNVs) in a single
workflow.

In this preliminary work we wanted to demonstrate the usefulness of the OGM in patients with
unsuccessful karyotype. Clinically relevant alterations have been detected by OGM in all patients.

MATERIALS AND METHODS

All cases were analyzed by CBA and FISH following the conventional workflow and standard
procedures. To perform OGM, ultra-high molecular weight (UHMW) DNA (gDNA) was extracted
from bone marrow samples following the manufacturer’s protocols (Bionano Genomics). Then,
UHMW DNA was fluorescently marked with the DLE-1 enzyme and loaded on a Shapyr chip
(Bionano genomics). Data were analyzed with Bionano Access™ and structural variants were called
against the human reference GRCh38 assembly.

RESULTS

Five patients with unsuccessful karyotype were included (4 ALL-B and 1 ALL-T). Patient #1 had 3
copies of AF1, CRLF2 and HLF and patient #3 had an ETV6::RUNX1 rearrangement detected by
FISH. FISH was not assessable in patient #2 and negative in patients #4 and #5.

OGM analysis:

Patient #1: OGM confirmed a hyperdiploid karyotype and reported the exact number of
chromosomes. Additionally, a deletion was detected in chromosome 9 that implied the partial loss
of PAX5.
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Patient #2: OGM detected a translocation 1(9;22)(g34.12;911.23) involving the BCR:ABL1
rearrangement; a trisomy of chromosomes X, 5, and 10; and deletions in chromosomes 7 and 9
that involved IKZF1 and CDKN2A/CDKN2B respectively.

Patient #3: OGM confirmed the translocation t(12;21) that produced the ETV6::RUNX1 fusion gene
and detected a deletion on chromosomes 9 and 12 that implied the loss of CDKN2A/CDKN2B and
BTG1, respectively.

Patient #4: a deletion was detected by OGM in the chromosome 9, which implied the partial loss
of MLLT3, the loss of PAX5, and the homozygous loss of the CDKN2A/CDKN2B genes.

Patient #5: OGM showed a deletion on chromosome 1 that produced the STIL::TAL1 fusion gene;
deletion on chromosome 9 that implied the loss of CDKN2A/CDKN2B; and a deletion on
chromosome 11 that caused the loss of LMO2.

DISCUSSION/CONCLUSION

In this preliminary series of patients, OGM is positioned as a promising diagnostic alternative to
patients with unsuccessful karyotypes. Moreover, OGM has shown a more complex cytogenetic
landscape in these patients. The extension of this technique to a larger cohort of patients may show
the role of the new alterations or rearrangements detected.
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INTRODUCTION

Acrylamide (AA) is a process contaminant compound that is form in foods containing reducing
sugars and free amino acids when processed using a heat source, above 120 °C. AA is formed
through the Maillard reaction and is synthesized mainly from glucose and asparagine.

In addition, there are some foods that are more likely to contain AA like coffee, nuts, potatoes, and
cereal-based products such as corn snacks and popcorn. Moreover, consumption of corn snacks
and popcorn has increased since the 2020 pandemic, highlighting the need to control AA levels in
these products.

AA is absorbed from the gastrointestinal tract and metabolised as Glycidamide (GA). GA is the
metabolite responsible of the carcinogenicity and genotoxicity of the AA. The International Agency
for Research on Cancer (IARC) concluded that AA belongs to 2A group, so it is probably
carcinogenic to humans. Further studies are needed to assess the dose-response effect in humans,
however, studies in animals suggest possible critical endpoints for AA toxicity, such as, adverse
effects on male reproduction, neurotoxicity, and carcinogenicity.

The objective of this study is to detect the presence and calculate the amount of AA in corn kernel
and microwave popcorn samples from Spanish supermarkets to amplify the data available
regarding these foods.

MATERIAL AND METHODS

A modified QUEChERS extraction method is used, which includes a liquid extraction with miliQ
water, followed by purification of the extract using non-contaminating salts such as MgO and
ZnSO4. The presence of acrylamide is then determined by liquid chromatography coupled to mass
spectrometry.

The popcorn used as a sample was cooked in two different ways, depending on the cooking
required: popcorn samples were cooked in the microwave for 3 minutes at 700 W, following the
manufacturer's instructions, and corn kernel samples were cooked using a popcorn popper for 2
min.
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RESULTS

The method validated was applied to 14 commercial samples of microwave popcorn and 1 of corn
kernel. The results show that AA is present in 100% of the samples with a mean content of
microwave popcorn is 247 + 66 pg/Kg and a mean content of 302 = 13 pug/Kg in the corn kernel
sample. Concretely, the 7 salty microwave samples have a mean content of 225 + 42 ug/Kg, the 3
sweet microwave samples 227 = 56 ug/Kg and the 3 butter microwave samples 318 = 29 ug/Kg.

As observed, butter microwave samples are the ones with more AA content and further studies
should be done with more samples.

CONCLUSIONS

Due to the increasing consumption of snacks, especially popcorn, and the concentrations of AA we
found in this study, overall, we came to the conclusion that a monitorization of the levels of AA
might be done and, also, a benchmark dose may be stablished for snacks in order to reduce the
AAintake.
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INTRODUCCION

En la bisqueda de aportar al campo de la bionanotecnologia y la biofisica, esta investigacion se
centra en el andlisis detallado de las interacciones de nanoparticulas, especificamente derivadas
de dos recombindmeros tipo elastina (ELR) con moléculas anidnicas negativas y neutras que su
estructura estd compuesta en dibloque. La justificacion de este trabajo radica en la creciente
importancia de comprender las interacciones a nivel fisico, biolégico y quimico a nivel nanométrico
para llevar a cabo aplicaciones en el drea de la biotecnologia e incluso en ciencia de los materiales
para investigaciones en medicina avanzadas. Con el objetivo de investigar el comportamiento y las
propiedades de los ELR en un modelo de membrana Langmuir funcionalizadas con moléculas
anfifilicas, con la aspiracién de proporcionar contribuciones significativas al panorama de la
investigacion biomédica actual y desarrollar nuevas investigaciones en el desarrollo de nuevos
biomateriales que sean capaces de presentar una correcta biocompatibilidad con los sistemas
bioldgicos.

MATERIAL Y METODOS.

La metodologia se disefié meticulosamente para abordar cada faceta del estudio. Desde la
determinacién de la temperatura de transicion de autoensamblado mediante espectrofotometria,
hasta la caracterizacion del tamafio de las nanoparticulas y la diferencia de potencial a través de
técnicas avanzadas como dindmica de luz (DLS) y el anélisis del potencial Zeta de los biopolimeros
ELR. Ademds, se implementaron técnicas de mediciones de muy alta resoluciéon como es la
microbalanza de cuarzo con disipaciéon (QCM-D) y el microscopio de fuerza atémica (AFM) lo que
permite la observacién del cambio de masa del orden de decenas de nanogramos o una densidad
de masa por debajo de 1 pg/cm2. Con el fin de complementar estas técnicas se utilizé el angulo
de contacto para evaluar las propiedades hidrofébicas de las nanoparticulas de ELR y de las
interacciones de los biopolimeros de ELR en forma de peliculas en las membranas bioldgicas.

RESULTADOS.

Los resultados revelaron que el ELR de tipo SI mostré una interaccién més intensa con las moléculas
anfifilicas, formando capas compactas y robustas. En contraste, el ELR de tipo El exhibio
interacciones menos eficientes, generando capas mas suaves y menos densas. La aplicacion de
técnicas avanzadas como DLS y QCM-D no solo porporcioné detalles precisos sobre el tamafio de
las nanoparticulas, sino que también ofrecié una comprensiéon detallada de su comportamiento en
las capas depositadas por su contribuciéon de resultados por medio de las frecuencias de
resonancia y la disipacion al interactuar los ELR con las membranas biolégicas.
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DISCUSION / CONCLUSIONES

Este estudio se traduce en contribuciones significativas al campo de la investigacion biomédica, al
proporcionar un entendimiento profundo de las interacciones a nivel molecular. Al integrar
enfoques multidisciplinarios, proporciona informacién valiosa para avanzar en aplicaciones
biomédicas y biotecnoldgicas. La contribucién de este trabajo se proyecta en el desarrollo de
estrategias innovadoras para el encapsulamiento y la liberacién controlada de farmacos y la mejora
de terapias basadas en nanoparticulas, consolidando asi el vinculo entre la fisica, la biologia, la
quimica y la bionanotecnologia en el ambito de la biofisica.
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INTRODUCCION

El potencial de discoloraciéon de los cementos hidraulicos, utilizados como cementos selladores en
endodoncia, asi como su respuesta al blanqueamiento ha sido poco estudiado en la literatura. De
algunos cementos ni siquiera ha sido estudiado, como el caso de Bioroot RCS (incluido en la
presente investigacion). Los tiempos de seguimiento de la evolucién del color son cortos en los
estudios disponibles, y pocos estudios son relativos a la respuesta al blanqueamiento. Todo lo
mencionado anteriormente justifica el presente trabajo experimental. Se planteé como objetivo
principal evaluar, mediante espectrofotometria, el cambio de color tras el blanqueamiento dental
de dientes que habian sido obturados 3 afios antes con cementos selladores biocerdmicos y su
estabilidad a medio y largo plazo.

MATERIAL Y METODOS.

En 40 dientes extraidos, se realizé el tratamiento de conductos y se sellaron utilizando 3 cementos
AHPlus (AH+), TotalFill BC Sealer (TF), Bioroot RCS (BR), el control negativo (CN) se sellé solo con
gutapercha. Se conservaron 3 afios en solucién salina que se recambiaba semanalmente
(Athanassiadis y cols., 2022). Se sometieron a 3 sesiones de blanqueamiento interno. Se determiné
el color antes de la endodoncia, a los 3 afios de la obturacién, tras uno, 6, 12, y 24 meses del
blanqueamiento, en la porcién coronal y gingival. Los datos se analizaron mediante el test ANOVA
de dos vias para medidas repetidas. Se utilizé un nivel de significacion de p<0,05.

RESULTADOS.

A los 3 afos todos los grupos mostraron una reduccién significativa de la luminosidad, de a* y b*.
Tras el blanqueamiento, la luminosidad mejoré los grupos (p<0,05), reduciéndose a partir de los 6
meses. El AEab no mostré cambios significativos entre los grupos tras el blanqueamiento. El AEOO
mostré un empeoramiento del color no aceptable a los tres afios. Tras el blanqueamiento, el grupo
AH+ mejoré a un valor de 3,7 (muy efectivo) y en el resto de los grupos por encima de 5,4
(excelente) (Paravina y cols., 2019). Los valores fueron descendiendo con el tiempo,
manteniéndose en rangos de efectividad en los grupos CN, TF y BR.

DISCUSION / CONCLUSIONES
Tras consultar la literatura, Forghani y colaboradores en su estudio de 2016, a los 6 meses de

seguimiento del material iRoot (equivalente en composicion a Totalfill BC Sealer), encontraron
valores de AEab ligeramente inferiores a los del presente estudio (Forghani y cols., 2016). Por otro
lado, Kohli y colaboradores en 2015, al estudiar el cemento Endosequence (equivalente en
composicion a Totalfill BC Sealer y a iRoot), obtuvieron resultados similares a los 6 meses de
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seguimiento (Kohliy cols., 2015). Cabe destacar, que no existe publicado en la literatura actual un
estudio de estas caracteristicas con seguimiento del color durante tanto tiempo como el presente.
Los grupos en los que se utilizaron cementos hidraulicos mostraron una mejor respuesta al
blanqueamiento dental que el grupo AH+ a corto plazo, igualdndose su comportamiento a medio
y largo plazo.
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