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CARTA DE LOS EDITORES

Las primeras Jornadas del Centro de Investigacion Biomédica han sido un éxito. Tenemos que felicitarnos todos,
organizadores y participantes, por la gran calidad de las comunicaciones que se han presentado. Tuvimos un intenso
dia en que todos hemos participado con ilusion para mostrar a los demas nuestro trabajo. Todo buscamos alcanzar un
nivel de excelencia en nuestras investigaciones. Espero que estas jornadas nos hayan permitido dar un paso mas en este

sentido.

La ciencia también es compartir. Compartir lo que hacemos, compartir nuestras técnicas, compartir lo que hemos
aprendido aqui o en centros lejanos y punteros. Las fuerzas individuales son limitadas, pero los granos de arena que
cada uno aportamos hacen posible la creacion del gran edificio de la Ciencia. Ese ha sido el principal objetivo de las
Jjornadas: conocer que estamos haciendo, compartir nuestros conocimientos y ver las posibilidades de colaboracion que
tenemos con los que estan trabajando al lado. Cuando estamos en nuestro laboratorio es muy facil aislarnos y dedicarnos
a resolver los problemas del dia a dia. Pero muchas veces esos problemas se solucionan con mas rapidez consultando y
conociendo como otros lo han resuelto antes. Y también tenemos que saber hacia donde va el conocimiento. Por eso es

tan importante asistir a las reuniones cientificas y relacionarse con los demds grupos.

Estamos preparando novedades interesantes en las proximas jornadas, pronto las conoceréis. Hasta entonces, trabajemos

con ilusion y colaboremos entre todos para obtener los mejores resultados en nuestras investigaciones.

Francisco Vives Montero

Director del Centro de Investigacion Biomédlca

Cristina Sanchez Gonzalez

Secretaria del Centro de Investigacion Biomédica

Ars Pharm 59 (suppl1): 3



Primeras Jornadas Cientificas CIBM | Granada 21 de junio 2017

Association of sedentary time and physical fitness with ideal

cardiovascular health in perimenopausal women. The flamenco project.

Acosta Manzano P", Segura Jiménez V%, Coll Risco I3, Ruiz Cabello P}, Borges Cosic M', Peces Rama AR/,
Jiménez Marin N!, Rodriguez Ayllon M, Delgado Fernandez M!, Aparicio VA3,
! Department of Physical Education and Sport, Faculty of Sport Sciences. University of Granada, Granada, Spain.
2 Department of Physical Education, Faculty of Education Sciences, University of Cadiz, Cadiz, Spain.
3 Biomedical Research Center. Institute of Nutrition and Food Technology. iMUDS. Department of Physiology, Faculty
of Pharmacy. University of Granada, Granada, Spain.
*PROFITH “PROmoting FITness and Health through physical activity” Research Group, Department of Physical
Education and Sports, Faculty of Sport Sciences, University of Granada, Granada, Spain.
Biomedical Research Centre (CIBM), University of Granada, Granada, Spain.

Aim: To examine the association of sedentary time and physical fitness with ideal cardiovascular health (CH) in

perimenopausal women.

Methods: A total of 123 perimenopausal women participated (52.7+7.5 years old). Time spent in different physical
activity intensity levels (min/day) and in sedentary behaviors was objectively assessed with accelerometry (7 consecutive
valid days). Physical fitness was assessed with the Senior Fitness Test battery plus handgrip strength and sit-and-reach
tests. According to the American Heart Association (1), an adapted “Ideal CH index” was created from the cut-off values
of several behaviors (tobacco, BMI, physical activity and diet) and factors (total cholesterol, blood pressure and glucose)
for adults. A value of 1 was assigned for each ideal metric (factor/behavior) status and a value of 0 for each non-ideal
metric status. Women meeting >4 ideal components were categorized as having an ideal CH whereas women meeting <4

ideal components were categorized as having a non-ideal CH.

Results: After adjusting for age, menarche and monthly regular menstruation, perimenopausal women with an ideal CH
spent less time in sedentary behaviors [mean difference (95% confidence interval) = 46 min/day (16, 77)] and showed
higher scores in the 6 min walk test [24.6 meters (5.7, 43.5)], 30 second chair stand test [1 rep (0, 2)] and back scratch
test [3.1 cm (0.4, 5.7)] compared to women with a non-ideal CH status (all, p<0.03). The effect size was overall medium
(Cohen’s d ~0.5).

Conclusion: The results suggest that reduced time in sedentary behaviors and greater values of cardiorespiratory fitness,
lower-body muscular strength and flexibility are associated with a more favorable cardiovascular profile in perimenopausal

women.

References:

Lloyd-Jones DM, Hong YL, Labarthe D, Mozaffarian D, Appel LJ, Van Horn L, et al. Defining and Setting National Goals
for Cardiovascular Health Promotion and Disease Reduction The American Heart Association’s Strategic Impact Goal
Through 2020 and Beyond. Circulation. 2010,121(4):586-613.
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Influencia del ejercicio fisico y la ingesta de hidroxitirosol en el estado

redox de ratas ejercitadas.

Al Fazazi S", Casuso RA!, Hidalgo Gutiérrez A2, Lopez L.C*?, Huertas JR'.
Unstituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos “José Mataix”, Departamento de Fisiologia, Universidad de
Granada, Granada, Espana.
’Instituto de Biotecnologia, Centro de Investigacion Biomédica, Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina,
Universidad de Granada, Esparia.
3Centro de Investigacion biomédica en Red de Fragilidad y envejecimiento saludable (CIBRFES), Universidad de
Granada, Esparia.
Centro de Investigacion Biomédica (CIBM), Universidad de Granada, Granada, Esparia.

* Ambos autores contribuyeron igualmente en este trabajo.

Introduccion: El Hidroxitirosol (HT) es el principal componente fenolico del aceite de oliva, responsable de sus efectos
beneficiosos en la salud y uno de los componentes mas biolégicamente activos y metabolizados por los humanos.
El objetivo de nuestro estudio es describir los efectos de diferentes dosis de HT sobre la capacidad REDOX en ratas

sedentarias y ejercitadas.

Método: 40 ratas macho Wistar se distribuyeron en 6 grupos; Sedentarias (SED), SED con ingesta de 20mg/Kg/dia de
Hidroxitirosol (HT), SED con ingesta de 300 mg/Kg/dia de HT, Ejercitadas (EXE), EXE con ingesta de 20 mg/Kg/dia de
HT, EXE con ingesta de 300 mg/Kg/dia de HT. Durante 10 semanas de fase experimental se evalué la velocidad maxima
de carrera (3 test a lo largo del estudio) asi como el trabajo realizado (diariamente). Se midieron Hemoglobina (HGB), y
Hematocrito (HCT) en sangre, ademas, se evalu6 el ensamblaje de Supercomplejos mitocondriales y la concentracion de

hidroperoxidos plasmaticos como marcador de peroxidacion lipidica (estrés oxidativo).

Resultados: En las ratas Sedentarias el HT indujo un efecto antioxidante sin implicar mejoras en el rendimiento deportivo.
Sin embargo, en combinacion con el ejercicio la dosis de 300 mg/Kg/Dia produjo un efecto pro-oxidante. En otro estudio
paralelo donde evaluamos los Supercomplejos mitocondriales, se observd que la actividad fisica en ratas favorecio el
ensamblaje del Complejo I en Supercomplejos. Conclusiones: La dosis baja de HT obstaculiza las adaptaciones al

egjercicio, mientras que una ingesta mayor de HT puede prevenir este efecto induciendo un efecto pro-oxidante.

Lineas futuras: Pretendemos seguir evaluando los resultados relacionados con la biogénesis mitocondrial
(Supercomplejos), y actualmente empezamos a analizar las manifestaciones genéticas que pueden verse implicadas en

nuestro estudio.

Referencias bibliogrdficas:

Casuso RA, Martinez-Lopez EJ, Nordsborg NB, Hita-Contreras F, Martinez- Romero R, Cariuelo A, Martinez-Amat A.
Oral quercetin supplementation hampers skeletal muscle adaptations in response to exercise training. Scand J Med
Sci Sports. 2014; 24: 920-927.

Enriquez JA. Supramolecular Organization Of Respiratory Complexes. Annu. Rev. Physiol. 2016, 78, 533-61.
Hu T, He X-W, Jiang J-G, Xu X-L. Hydroxytyrosol and its potential therapeutic effects. J Agric Food Chem.2014,62:1449-1455.

Lei XG. et al. Paradoxical Roles of antioxidant Enzymes: Basic Mechanisms and health Implications. Physiol. Re.
2016; 96, 3007-64.

Yoshida Y, Umeno A, Shichiri M. Lipid peroxidation biomarkers for evaluating oxidative stress and assessing
antioxidant capacity in vivo. J Clin Biochem Nutr.2013; 52: 9-16.
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Tenomodulin genetic variants on the x chromosome are associated with
childhood obesity

Anguita A", Olza J'5, Ruperez AI%, Gil Campos M*%, Caiiete R *5, Moreno L5, Gil A5, Bueno G, Leis R>%,
Aguilera CM'S,
! Department of Biochemistry and Molecular Biology I1, Institute of Nutrition and Food Technology “Jose Mataix”,
Centre of Biomedical Research, University of Granada, Granada, Spain.
? Health Sciences Institute in Aragon, Zaragoza, Spain; Pediatric Department, Lozano Blesa University Clinical
Hospital, University of Zaragoza. Spain.
3 Unit of Investigation in Nutrition, Growth and Human Development of Galicia, Paediatric Department, Clinic
University Hospital of Santiago, University of Santiago de Compostela, Santiago de Compostela, Spain.
“Unit of Pediatric Endocrinology, Reina Sofia University Hospital, Avda Menéndez Pidal s/n. 14004 Cordoba, Spain.
> CIBER Fisiopatologia de la Obesidad y la Nutricion (CIBEROBN), Madrid, Spain;
Biomedical Research Center (CIBM), University of Granada, Granada, Spain.

Keywords: childhood obesity, glucose metabolism, genetics, tenomodulin, X chromosome

Background and objectives: Current genetic association studies are usually focused on autosomal variants only, and the
sex chromosomes are often neglected. In recent years, a number of statistical techniques and strategies have been widely
described making much easier overcoming X-chromosome technical hurdles and including this region within genetic
studies. Tenomodulin (TNMD) is a Xq22 chromosome anti-angiogenic locus which has been recently linked to different
obesity-related phenotypes. These results have not been replicated to date. Given these facts, we have conducted a genetic
association analysis in Spanish children population including several TNMD SNPs as potential candidate markers for
obesity and metabolic dysfunctions.

Methods: A total of 915 DNA samples from 258 normal weight, 177 overweight and 480 obese Spanish children (438
males,477 females) were genotyped for seven TNMD SNPs and associations with anthropometric measurements and
glucose metabolism were investigated.

Results: In our population, two previously reported linkage disequilibrium (LD) blocks were observed: haploblock-1
(rs2073162,rs2073163,rs4828038, and rs1155974) and haploblock-2 (rs11798018,rs5966709 and rs4828037). Several
obesity-related phenotypes were gender-specific and separately associated. We identified rs4828038 T as one of the tag
SNPs within the haploblock-1 and the one with the strongest association signals. Particularly, this variant showed association
with anthropometric measurements such as BMI (P=0.0099,BETA=1.466) and BMI z-score (P=0.0035,BETA=0.636) in
males. Regarding to glucose metabolism phenotypes, genetic associations with insulin resistance were observed; HOMA
index (P=0.0105,BETA=0.226) and insulin levels (P=0.0184,BETA=0.919) in the female-male mixed group; and glucose
levels (P=0.0130,BETA=2.137) in males.

Conclusions: These data show that TNMD variants are associated with obesity and alterations in glucose metabolism in

children population and, therefore, replicate some previous findings from adult human population.

Conflict of Interest: None Disclosed
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Impresion 3D de constructos bioactivos basados en acido hialuronico

para la formacion de neocartilago in vitro.

Antich C'*%*, Jiménez G'23, Marchal JA*}, Galvez Martin P*
!Biopathology and Regenerative Medicine Institute (IBIMER), Centre for Biomedical Research, University of
Granada, Granada E-18100, Spain.
’Biosanitary Research Institute of Granada (ibs. GRANADA), University Hospitals of Granada-University of Granada,
Granada, Spain.
3Department of Human Anatomy and Embryology, Faculty of Medicine, University of Granada, Granada E-18012,
Spain.
*Advanced Therapies Area, Bioibérica S.A.U. Barcelona E-08029, Spain.
Biomedical Research Center (CIBM), University of Granada, Granada, Spain.

*E-mail: cantich@ugr.es

El cartilago articular es un tejido que tiene importantes funciones en la preservacion y predisposicion de la locomocion.
Sin embargo, posee una limitada capacidad de reparacion intrinseca tras ser dafiado que requiere intervencion médica. La
ingenieria tisular se esta considerando como una alternativa viable a los tratamientos actuales que no permiten reconstituir
su estructura y funcion. En este contexto, la impresion en tres dimensiones (3D) estd emergiendo como una tecnologia
innovadora capaz de crear construcciones 3D por deposicion predeterminada de células y biomateriales, imitando el
tejido nativo. Este estudio se enfocd en el uso de uno de los principales componentes del cartilago, el acido hialurénico
(HA), como hidrogel que contiene las cé€lulas (biotinta) para la formacion de constructos osteocondrales bioimpresos. Se
evaluo la viabilidad, la proliferacion y la diferenciacion hacia cartilago articular en dicha construccion hibrida de ambas
poblaciones celulares, condrocitos y células madre mesenquimales (MSCs), demostrando asi que el HA es un material

idoneo para la ingenieria del cartilago articular.

Referencias bibliogrdficas:
Ha CW, Park YB, Chung JY, Park YG.(2015). Cartilage Repair Using Composites of Human Umbilical Cord Blood-
Derived Mesenchymal Stem Cells and Hyaluronic Acid Hydrogel in a Minipig Model. Stem Cells Transl Med.
Sep;4(9):1044-51
Kim IL, Mauck RL, Burdick JA. (2011). Hydrogel design for cartilage tissue engineering: a case study with hyaluronic
acid. Biomaterials. 2011 Dec;32(34):8771-82.
Liu, Y, Shu, X. Z., & Prestwich, G. D. (2006). Osteochondral defect repair with autologous bone marrow-derived
mesenchymal stem cells in an injectable, in situ, cross-linked synthetic extracellular matrix. Tissue Engineering,
12(12), 3405-3416.
Nakamura T, Sekiya I, Muneta T, Kobayashi E. (2015). Articular cartilage regenerative therapy with
synovial mesenchymal stem cells in a pig model. Clin Calcium. Dec,;23(12):1741-9.
Panita Maturavongsadit, Jittima Amie Luckanagul, Kamolrat Metavarayuth, Xia Zhao, Limin Chen, Yuan Lin,
and Qian Wang. (2016). Promotion of In Vitro Chondrogenesis of Mesenchymal Stem Cells Using In Situ Hyaluronic
Hydrogel Functionalized with Rod-Like Viral Nanoparticles. Biomacromolecules, 2016, 17 (6), pp 1930—1938
Toh WS, Lim TC, Kurisawa M, Spector M.( 2012). Modulation of mesenchymal stem cells chondrogenesis in a
tunable hyaluronic acid hydrogel microenvironment. Biomaterials. May;33(15):3835-45.
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Effects of a concurrent exercise program during pregnancy on colostrum
and mature breast milk inflammatory markers. The GESTAFIT
PROJECT

Aparicio VA", Ocon O’ Diaz Castro J', Acosta Manzano P3, Coll Risco I', Borges Cosic M3, Jiménez Marin N',
Romero Gallardo L3, Moreno Fernandez J', Ochoa Herrera JJ'.
" Department of Physiology, Faculty of Pharmacy and Institute of Nutrition and Food Technology, University of
Granada, Spain.
? Department and UGC of Gynaecology and Obstetrics. University Hospital Virgen de las Nieves. Granada, Spain.
3 Department of Physical Education and Sports, Faculty of Sport Sciences, University of Granada, Granada, Spain.
Biomedical Research Center (CIBM), University of Granada, Granada, Spain.

Aim: To assess the effects of an exercise intervention during pregnancy on colostrum and mature breast milk inflammatory

markers.

Methods: Sixty-six pregnant women were randomized to either an exercise (three 60-min sessions/week of concurrent
aerobic and strength training), or control group from the 17" gestational week until delivery. For the present study specific
aims, only those women able to produce enough milk were included for data analyses, resulting in 25 control and 21
exercise women. Some colostrum and mature breast milk pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines (fractalkine,
interleukin (IL)-1p, IL-6, IL-8, IL-10, interferon (IFN)-y, and tumour necrosis factor (TNF)-a) were measured by Luminex
xMAP.

Results: After adjustment for maternal age, body mass index and physical activity levels, colostrum from mothers that
followed the exercise program presented 24% lower IL-6 and 46% lower IL-8 concentrations than colostrum from control
women (both, p<0.05). Colostrum from mothers that followed the exercise program showed a borderline significant
(»=0.07) 20% lower TNF-0, and a no significant but with probable clinical meaningful 28% higher fractalkine, 19% lower
IL-1 and 16% higher IL-10 concentrations. Mature milk from mothers in the exercise group showed the same trend, with
ano significant but clinically meaningful 31% higher fractalkine, 26% lower IL-6, 24% lower IL-8, 18% lower IL-1, 21%
lower TNF-a and 13% higher IL-10 concentrations. No clear effect of the exercise intervention was observed on INF-y

concentrations.

Conclusion: The exercise training program designed and developed in the present study promoted a less pro-inflammatory
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profile in colostrum and mature breast milk.

Gene therapy corrects mitochondrial dysfunction in mefs and hscs from

c0q9r239x mice

Barriocanal Casado E'**, Cueto Urefia C'*, Muiioz P3, Mascaraque C'?, Cobo M?, Hidalgo A'?, Martin F3, Lopez LC"%
! Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad de Granada, Granada, Spain.
2 Instituto de Biotecnologia, Centro de Investigacion Biomédica, Parque Tecnoldgico Ciencias de la Salud, Armilla,
Granada, Spain.
* Centro Pfizer - Universidad de Granada - Junta de Andalucia de Genomica e Investigacion Oncolégica (GENYO),
Parque Tecnologico de Ciencias de la Salud, Granada, Spain.
Centro de Investigacion Biomédica (CIBM), Universidad de Granada, Granada, Espariia.

Infusion of gene-corrected hematopoietic stem cells (HSCs) has been successful for the treatment of metachromatic
leukodystrophy due to mutations in ARSA genel-3. However, it remains unclear whether this strategy can be used in other
neurological diseases. Here, we use a lentiviral vector to transfer a functional Cog9 gene into mouse embryonic fibroblasts
(MEFS) and HSCs from a mouse model (Cog9R239X) of mitochondrial encephalopathy due to mutation in Cog9 gene4.

Our results show that the CCog9WP vector allows the overexpression of Cog9 mRNA and COQ9 protein in MEFs and
HSCs from Coq9R239X mice. This effect results in the restoration of the hydroxylase COQ7 levels and normalization of
Coenzyme Q9 and Demethoxyubiquine-9 levels. As a consequence, mitochondrial respiratory capacity was significantly
increased in transduced Cog9R239X MEFs, demonstrating the functional efficiency of the CCog9WP vector4.

These results confirm that COQ9 protein interacts and regulates COQ7, being in that way essential for Coenzyme Q
biosynthesis. Furthermore, our data demonstrate that, in vitro, it is possible to correct a Cog9 defect by overexpressing
Coq9 mRNA using lentiviral vectors. This may open the possibility of testing the transplantation of transduced HSCs in

vivo in order to get an effective treatment for mitochondrial encephalopathies.

Referencias bibliogrdficas:

Biffi, A. et al. Correction of metachromatic leukodystrophy in the mouse model by transplantation of genetically
modified hematopoietic stem cells. J Clin Invest 113, 1118-29 (2004).

Biffi, A. et al. Gene therapy of metachromatic leukodystrophy reverses neurological damage and deficits in mice. J
Clin Invest 116, 3070-82 (2006).

Biffi, A. et al. Lentiviral hematopoietic stem cell gene therapy benefits metachromatic leukodystrophy. Science 341,
1233158 (2013).

Barriocanal-Casado, E. et al. Gene Therapy Corrects Mitochondrial Dysfunction in Hematopoietic Progenitor Cells
and Fibroblasts from Coq9R239X Mice. PLoS One 11, e0158344 (2016).
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Estudio de ncRNA exosomales asociados a la telangiectasia hemorragica

hereditaria

Blanco FJ', Muiioz M'%, Martinez Gonzalez LJ3, Botella LM*.
! Instituto de Biopatologia y Medicina Regenerativa (IBIMER, CIBM) y Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular I1I e Inmunologia, Universidad de Granada.
2 University of Brown, Rhode Island, USA.
3 Unidad de Genémica, Centro de Genomica e Investigacion Oncologica (GENyO), Granada.
*Centro de Investigaciones Bioldgicas (CSIC), Madrid.
Centro de Investigacion Biomédica (CIBM), Universidad de Granada, Granada, Esparia.

La Telangiectasia Hemorrdgica Hereditaria (HHT) o sindrome de Rendu-Osler-Weber es una displasia vascular en la
que la via de sefalizacion de TGF-beta esta seriamente alterada, afectando principalmente al proceso de angiogénesis y
remodelado vascular [1,2]. La HHT es una enfermedad hereditaria rara (1:8000) con transmisiéon autosémica dominante y
con una penetrancia incompleta, por lo que se sugiere que otros factores participan en la fisiopatologia de la enfermedad
[3], tal como ocurre en otras patologias como la hipertension pulmonar arterial, estrechamente relacionada con la HHT

[4].

En el presente proyecto [5] se estd estudiando mediante técnicas NextSeq tanto la composicion como los niveles de
expresion de RNAs no codificantes (miRNA y IncRNA) transportados en exosomas a partir de muestras de sangre
periférica. Se han establecido los grupos Control (donantes sanos, n=10) y HHT, subdividido a su vez en sus 2 variantes
mayoritarias, HHT1 (n=15) y HHT2 (n=15), segun si las muestras provienen de pacientes con mutaciones en el gen de
endoglina (ENG) o ALK1 (ACVRLI), respectivamente.

Se espera obtener un patron de expresion diferencial con valor diagnéstico que permita discriminar los pacientes de HHT,
y eventualmente entre sus variantes.

Ademas, se estudiara la direccionalidad del transporte en exosomas de estos ncRNA biomarcadores identificados asi

como su funcidn celular en el tejido diana y el papel que juegan en la fisiopatologia de la HHT.

Referencias bibliogrdficas:
Blanco FJ et al. (2005). J Cell Physiol 204:574-584
Blanco FJ et al. (2011). Aging Cell 10:896-907
Shovlin CL (2010). Blood Rev 24:203-219
Blanco et al. (2015). Circ Res 117:870-883
Proyecto “Jovenes Investigadores” del Programa Estatal de I+D+i (SAF2015-74313JIN)
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Potencial de diferenciacion de células madre estromales de origen
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Capitan Sobrino D!, Padial Molina M?, Farias VA!, Carrasco Carmona A, Lifian Velasquez J', O’Valle F3, Galindo
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Introduccién: La Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) propuso tres criterios para clasificar una célula como
estromal multipotente (MSC): 1) ser adherentes en cultivo; 2) expresar los antigenos CD73, CD90 y CD105 en ausencia
de antigenos hematopoyéticos como CD34, CD45, marcadores de monocitos, macréfagos y linfocitos B; y 3) ser capaces
de diferenciarse in vitro en osteoblastos, adipocitos y condrocitos.

Objetivos: Evaluar el potencial de diferenciacion de células madre estromales de origen intraoral.

Materiales y Métodos: Se obtuvieron cultivos primarios mediante técnica de explante de diversos origenes intraorales,
incluyendo: hueso nativo, hueso injertado, pulpa dental, ligamento periodontal, papila dental y germen dentario.
Tras confirmarse la expresion de marcadores de superficie caracteristicos de las MSCs, se indujo su diferenciacion a
osteoblastos, adipocitos y condrocitos mediante la adicion de los respectivos medios de cultivo. La diferenciacion se
estudi6é mediante tincion de alizarina roja, oil-red y alcian blue.

Resultados: Se confirmo la capacidad de diferenciacion hacia lineas osteogénicas, adipogénicas y condrogénicas de todas
las lineas analizadas.

Conclusion: Diversos origenes intraorales son capaces de producir poblaciones estables de MSC con capacidad de

diferenciacion.

Se deben investigar nuevas diferenciaciones potenciales y analizar las vias de sefializacion e interaccion especificas.

Referencias bibliogrdficas:
Dominici, M., Le Blanc, K., Mueller, 1., Slaper-Cortenbach, 1., Marini, F., Krause, D., Deans, R., Keating, A., Prockop,

D. & Horwitz, E. (2006) Minimal criteria for defining multipotent mesenchymal stromal cells. The International
Society for Cellular Therapy position statement. Cytotherapy 8: 315-317.

Liu, J., Yu, F, Sun, Y, Jiang, B., Zhang, W., Yang, J., Xu, G.T, Liang, A., Liu, S. (2015) Concise reviews: Characteristics

and potential applications of human dental tissue-derived mesenchymal stem cells. Stem Cells 33: 627-638.
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Introduccion: Las células madre mesenquimales (MSCs) son un grupo de células madre adultas originadas a partir de
la capa germinal mesodermal. Las MSC pueden aislarse de diferentes tejidos incluyendo, entre otros: periostio, médula
Osea, grasa, liquido amnidtico, foliculo piloso, sangre de cordon umbilical y tejidos orales.

Objetivos: Obtencion mediante explante de diversas poblaciones de MSC de distintos origenes intraorales, incluyendo:
hueso nativo, hueso injertado, pulpa dental, ligamento periodontal, papila dental y germen dentario.

Materiales y Métodos: Se realizo técnica de explante en todos los casos, consistente en la obtencion del tejido en
ambiente clinico controlado, traslado a laboratorio en medio de transporte, fragmentacion del tejido por medios fisicos y
cultivo en medio DMEM bajo en glucosa, aminoacidos no esenciales, bFGF, FBS y antifiingicos y antibidticos. Se evaluo
el potencial de multiplicaciéon poblacional hasta senescencia y la expresion de marcadores de superficie representativos
de poblaciones MSC.

Resultados: Se obtuvieron perfiles de marcadores superficiales correspondientes con MSC. Todas las lineas mostraron
cinética adecuada con mantenimiento de capacidad de proliferacion extensiva por encima de 30 duplicaciones de

poblacion, con tiempos alrededor de 90 dias.

Conclusion: La obtencion de MSCs de origenes intraorales es una técnica sencilla que dar lugar a poblaciones celulares

estables y con perfil fenotipico representativo de células madre estromales.

Referencias bibliogrdficas:

Mason, S., Tarle, S.A., Osibin, W, Kinfu, Y. & Kaigler, D. (2014) Standardization and safety of alveolar bone-derived
stem cell isolation. Journal of Dental Research 93: 55-61.

Liu, J., Yu, F,, Sun, Y., Jiang, B., Zhang, W., Yang, J., Xu, G.T, Liang, A., Liu, S. (2015) Concise reviews: Characteristics
and potential applications of human dental tissue-derived mesenchymal stem cells. Stem Cells 33: 627-638.
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Pre-pregnancy mother’s body mass index associates with offspring

cognitive outcomes and gut microbiota

Cerdé T'?, Ruiz A'3, Torres Espinola FJ'2, Jauregui R%, Pérez Garcia M%, Suarez A3, Campoy C"*5,
EURISTIKOS Excellence Centre for Paediatric Research, University of Granada, Granada, Spain.
? Department of Paediatrics, University of Granada, Granada, Spain.
3 Department of Biochemistry and Molecular Biology. Centre for Biomedical Research.University of Granada.
Granada, Spain.
* Microbial Interactions and Processes Research Group, Helmholtz Centre for Infection Research, Braunschweig,
Germany.
> Mind, Brain and Behavior Research Centre (CIMCYC). University of Granada, Granada, Spain.
SCIBERESP: National Network of Research in Epidemiology and Public Health. Institute Carlos Il (Granada's
node). Spain.
Biomedical Research Center (CIBM), University of Granada, Granada, Spain.

Objectives and study: The PREOBE project is an observational cohort study on mother’s body mass index (BMI) and
their children, among others. In a previous study performed by our group, we observed significant differences in the
developmental functioning of infants at 6 and 18 months old.

Methods: We studied 122 children at 6 (n=46) and 18 months (n=76) of age, participating in the PREOBE project.
Gut microbial phylogenetic composition was analyzed by sequencing 16S rRNA using MySeq (Illumina). Infants’
neurodevelopment was performed using Bayley Scales for Infant Development III. Statistical analyses were performed
using R, SPSS and Lefse Galaxy.

Results: We noted that phylum Bacteroidetes was significantly enriched in children with results above the 50th percentile
in expressive language and composite language at 6 months in babies born to normal weight pregnant mother. At 6
months, children born to obese pregnant mother with a psychological result above the 50th percentile in expressive
language and composite language showed increased abundance of genus Clostridium XIVa and Flavonifractor. At 18
months, children born to obese pregnant mother with psychological results below 50th percentile in motor test showed
increased abundance of genus Faecalibacterium and Unclass_Prevotellaceae; when psychological results of children
born to obese pregnant mother were above 50th percentile, an increase in abundance of genus Lactobacillus and Dialister
was observed. On the other hand, the children born to normal weight pregnant mother with psychological results above
50th percentile in Motor test showed increased abundance of genus Clostirdium XVIII, Clostridium sensu stricto and

Erysipelotrichaceae incertae sedis.

Conclusion: There are associations between gut microbiota and neurodevelopment, and these associations are different

if the mother is lean or obese.
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Implementacion de la caracterizacion de lineas celulares en el biobanco

del SSPA: identificacion de lineas celulares y deteccion de micoplasma
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El establecimiento de lineas celulares continuas de tejidos humanos normales y tumorales es una metodologia util para
la caracterizacion molecular de fisiopatologia y el desarrollo de medicamentos contra el cancer. El intercambio de estas
células entre los diferentes laboratorios de investigacion es una practica comtn que puede comprometer la fiabilidad de los
ensayos debido a la posible contaminacidon con microorganismos tales como micoplasmas o células de diferentes viales
que comprometen la reproducibilidad y fiabilidad de los experimentos. La comunidad cientifica ha subestimado este
problema y miles de experimentos de investigacion realizados con lineas celulares acarrean una identificacion incorrecta
y muchas conclusiones cientificas son erroneas. Son necesarias ciertas pruebas de identificacion y contaminacion de forma
rutinaria con el fin de evitar las consecuencias negativas. Los bancos de células generan, almacenan y distribuyen lineas
celulares para la investigacion, siendo obligatorio un programa de calidad continuo y consistente. En el Biobanco del
Sistema Sanitario Piblico de Andalucia se han desarrollado métodos de implementacion para garantizar los principales

problemas: la ausencia de micoplasma y la identificacion correcta de las lineas celulares suministradas.

De forma especifica, se han obtenido resultados basados en la utilizacion de la PCR en tiempo real para la deteccion de
micoplasma y el analisis de 10 STRs mediante electroforesis capilar para la identificacion de lineas celulares. En este
trabajo se discuten las ventajas y desventajas de la utilizacion de estos procedimientos.

Referencias bibliogrdficas:
Armstrong SE, Mariano JA et al (2010) The scope of mycoplasma contamination within the biopharmaceutical
industry. Biologicals 38(2):211-213.
Buehring GC, Eby EA et al (2004) Cell line cross-contamination: How aware are Mammalian cell culturists of the
problem and how to monitor it? In Vitro Cell Dev Biol Anim 40(7):211-215.
Butler JM (2006) Genetics and genomics of core short tandem repeat loci used in human identity testing. J Forensic
Sci 51(2):253-265.
Cardoso S, Valverde L et al (2010) Quality standards in biobanking: authentication by genetic profiling of blood spots
from donor s original sample. Eur J Hum Genet 18(7):848-851

Christine Alston-Roberts RB, Bauer Steven R, Butler John, Capes-Davis Amanda, Dirks Wilhelm G, Elmore
Eugene, Furtado Manohar, Kerrigan Liz, Kline Margaret C, Kohara Arihiro, Los Georgyi V, MacLeod Roderick A
F Masters John R W, Nardone Mark, Nardone Roland M, Nims Raymond W, Price Paul J, Reid Yvonne A, Shewale
Jaiprakash, Steuer Anton F, Storts Douglas R, Sykes Gregory, Taraporewala Zenobia, Thomson Jim (2010) Cell line
misidentification: the beginning of the end. Nat Rev Cancer 10(6):441—448.

Drexler HG, Dirks WG et al (2017) False and mycoplasmacontaminated leukemia—lymphoma cell lines: time for a
reappraisal. Int J Cancer 140(5):1209-1214

Huang Y, Liu Y et al (2017) Investigation of cross-contamination and misidentification of 278 widely used tumor cell
lines. PLoS ONE 1 (1):e0170384.
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Toxicity of radiotherapy is enhanced by high concentration of melatonin

in head and neck cancer cells
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Ruiz L, Adan C, Gonzalez Diez M!, Acuiia Castroviejo D', Escames G'.
"'Centro de Investigacion Biomédica, Parque Tecnolégico de Ciencias de la Salud, Universidad de Granada, Avda. del
Conocimiento s/n, 18016 Granada (Spain).
2 Grupo de Neurociencias de Antioquia, Sede de investigacion Universitaria. Universidad de Antioquia. Medellin
(Colombia).
Centro de Investigacion Biomédica (CIBM), Universidad de Granada, Granada, Esparia.

Background: By using a melatonin’s gel that protects normal cells from oral mucositis induced by radiotherapy, we
questioned about how melatonin affects tumoral cells. As reported, radiotherapy acts at different intracellular levels such
as nucleus, membranes or mitochondria. The main target for melatonin is the mitochondrion and oncostatic effects of this
hormone have been previously described. Therefore, we evaluated whether melatonin can synergize with radiotherapy to

enhance the cytotoxic effects of this treatment.

Materials and Methods: Cal-27 and SCC-9 tongue cell lines were maintained in DMEM medium, supplemented with
10% fetal bovine serum at 37 °C in a humidified atmosphere of 5% CO2 and 95% air. Cells were irradiated (8 Gy) and
treated with melatonin (100, 500 and 1500 uM). The clonogenicity capacity of the cells, proliferative potential (MTT),
apoptosis, cell cycle, mitochondrial mass, mitochondrial respiration, ROS production, nitrites and GSH/GSSG levels, as
well as antioxidant enzymes activity were assessed. We also studied the potential synergistic effects of the melatonin with
irradiation on the induced tumour by using Cal-27 cells in nude mice. Hematoxylin/Eosin staining, immunohistochemical
analyses such as Ki-67 (proliferation) and TUNEL assay (apoptosis) were performed to evaluate the tumoral progress.
The results were analysed with GraphPad Prism 6 software.

Results: The in vitro results showed a rise in the treatment toxicity in a melatonin dose dependent manner, potentiating

the cytotoxic effects of the radiotherapy. Furthermore, melatonin acts inhibiting the tumor growth in vivo.
Conclusion: High melatonin concentrations enhance the cytotoxicity of radiotherapy in head and neck human cancer.

Referencias bibliograficas:
Ortiz F, et al. J. Pineal Res 2015, 58:34-39
Escames G. et al. Hum Genetics 2012, 131:161-173
Supported in part by grant n® SAF 2013-49019-P
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Background: It is well known that chemotherapy, act at different intracellular levels such as nucleus, membranes or
mitochondria, which is the main melatonin target. So here, how oncostatic effects of this hormone have been reported, we
evaluated whether melatonin can synergize with cisplatin- therapy to enhance the cytotoxic effects of these treatments in

vitro and in vivo. Furthermore, we evaluated the side effects of these treatments in other organs.

Materials and Methods: The dose-dependent effects of melatonin were analysed in cisplatin-treated Cal-27 and SCC-9
tongue cell lines. Cells were maintained in DMEM medium, supplemented with 10% FBS at 37 °C. Cells were treated with
melatonin (100, 500 and 1000 pM) alone or in combination with 10 uM CDDP. The clonogenicity capacity, mitochondrial
mass, ROS production, mitochondrial respiration, proliferative potential (MTT), apoptosis, nitrites levels, as well as
antioxidant enzymes activity and western blot, were assessed. We also studied the effects of melatonin with CDDP in
vivo. Xenografts mice with Cal-27 cells were treated with chemotherapy. Histochemical analyses were performed and
immunohistochemical proliferation assays were performed. We evaluated LPO and nitrites levels in lung, liver, kidney

and heart to analyse side effects of the treatment.

Results: Melatonin produces an increase in the cytotoxic effects of chemotherapy in vitro. Melatonin also acts inhibiting

the tumour growth and protecting other tissues from chemotherapeutic agents in vivo.
Conclusion: High melatonin concentrations potentiate the cytotoxic effect of CDDP in vitro and in vivo.

Referencias bibliogrdficas:
Ferndandez-Gil B, et al. Plos One 2017; 12: e0174474.61-173
Abdel Moneim AE, et al. Int J Mol Sci 2017, 18(5). doi: 10.3390/ijms18051003.
Ortiz F, et al. J Pineal Res 2015, 58: 34-49
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ADAMDECI, EDNRB AND PTGS1/COXI, inflammation genes
upregulated in the intestinal mucosa of obese rats, are downregulated

by three probiotic strains
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We have previously reported that administration of Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034, Bifidobacterium breve
CNCM 1-4035 and Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036 to obese Zucker-Lepr®® rats attenuates liver steatosis and
exerts anti-inflammatory effects. The goal of the present work was to investigate the modulation of gene expression in
intestinal mucosa samples of obese Zucker-Lepr™* rats fed the probiotic strains using a DNA microarray and postgenomic
techniques. We also measured secretory IgA content in the gut and lipopolysaccharide (LPS)-binding protein (LBP) in
serum. Expression of three genes (Adamdecli, Ednrb and Ptgs1/CoxI) was up-regulated in the intestinal mucosa of the
obese rats compared with that in the rats when they were still lean. Probiotic administration down-regulated expression
of Adamdecl and Ednrb at the mRNA and protein levels and that of Ptgsi/CoxI at the mRNA level, and this effect was
in part mediated by a decrease in both macrophage and dendritic cell populations. Probiotic treatment also increased
secretory IgA content and diminished the LBP concentration. Based on results reported in this work and elsewhere, we

propose a possible mechanism of action for these bacterial strains.
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Immunomodulatory effect of minocycline in intestinal inflammation
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Minocycline exert specific immunomodulatory effects en macrophages that could underlay its beneficial action in intestinal
inflammation[1]-[4]. The aim of the study was to evaluate the impact of minocycline on the course of the inflammatory

response in DSS-colitis model in mice.

Colitis was induced in male C57BL/6J mice by DSS administration in the drinking water (3%) for 5 days. Then, one
group received minocycline (50 mg/kg/day) while colitic- and healthy-control groups were given water. Mice were
sacrificed after 2 and 4 days of treatment. The effect was evaluated by a disease activity index, histology, gene expression

and cytokine production, and the analysis of leukocyte populations, from colonic lamina propria and blood, by FACS.

Minocycline treatment improved the recovery of colitic mice, increasing mucosa barrier protection. However, some
immune pathways were potentiated, especially after 2 days of treatment, which explains the immune changes observed at
day 4: an increase in type-2 immune response, with increased eosinophils and Th2 populations; increased dendritic cells
and macrophages, the latter showing and bias towards homeostatic phenotypes; and increased Tregs and Th17, while
neutrophils were reduced. This effect was also characterized by increased production of IL-22 and GM-CSF, and up-

regulation of Alox15 expression, involved in the synthesis of pro-resolving lipid mediators.

Minocycline accelerates mucosal healing and resolution[5]—[7] of acute intestinal inflammation, inducing regulatory and

type-2 responses, which prevents the deleterious consequences of prolonged inflammation-associated tissue damage[8].
These immunomodulatory properties could be of great interest to face intestinal inflammatory disorders.
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Is the DNA methylation state associated to sequence variation?
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Gene expression in eukaryotes is a regulated process taking place both at the pre- and post-transcriptional level. Prior to
transcription, the chromatin state changes mainly due to several epigenetic marks such as the addition of methyl-groups
to either DNA or histones. Once the promoter and other regulatory regions are accessible, the transcription level is
determined by a complex network of transcription factors (TFs).

Mammalian genomes are characterized by its global methylation, with the exception of CpG islands (CGls). It is known
that hyper-methylated CGIs silence the corresponding gene in a stable wayl. Nevertheless, it is much less clear if the

absence of methylation is a direct consequence of active transcription or if, on the contrary, it is a regulated process.

Moreover, there are many examples indicating that genetic variation (SNPs) can affect gene expression and the DNA
methylation state2,3. While the influence on gene expression of SNPs that manipulate a transcription factor binding site
(TFBS) is well established, the relationship between sequence variation and DNA methylation is less well understood.

In order to check if a particular genotype at a given locus can influence the DNA methylation of the corresponding region,
we first generated the whole genome methylation maps and the corresponding genotype of 55 human samples. We found
193,676 SNPs that are statistically associated to the methylation state of one or more cytosines, sometimes located far

away from the corresponding SNP. Future work will be directed to the characterization of these SNPs in a genome context.

Referencias bibliogrdficas:
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Musashi-1 en regeneracion osea tras elevacion de seno maxilar
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Introduccién: Musashi-1 (Msil) es una proteina de union a ARN que ha sido apenas analizada en tejido 6seo. En otros

campos se ha descrito su papel en el control de la proliferacion y diferenciacion de las células progenitoras.
Objetivos: Comparar la expresion de Msil en hueso maxilar posterior nativo con hueso regenerado en esa misma zona.

Materiales y Métodos: Se obtuvieron biopsias 6seas del maxilar posterior (no injertado) durante la colocaciéon de
implantes en esa localizacion. También se obtuvieron biopsias de esa zona en pacientes a los que se les habia sometido a
regeneracion 6sea 6 meses antes mediante elevacion del seno maxilar, utilizando hueso autdégeno/xenoinjerto (1:1). Tras
el procesamiento de las muestras, se realizé el estudio histologico e inmunohistoquimico. Otro grupo de biopsias fue

utilizado para analisis d¢ ARNm mediante PCR cuantitativa.

Resultados: Msil se detectd en el 97% de las biopsias de hueso injertado frente al 67% en hueso nativo. En zonas
injertadas Msil se localizd principalmente en células madre mesenquimales y esta expresion fue significativamente
mayor que en hueso nativo. Los niveles de ARNm fueron también mayores en las biopsias de tejido dseo injertado que

en las de hueso nativo.

Conclusion: Msil parece intervenir en la regeneracion Osea estimulando la proliferacion de las células madre
mesenquimales en ese tejido. Un mayor conocimiento del comportamiento de esta proteina en la cicatrizacion 6sea podria

permitir su uso como marcador de la maduracion de un injerto o incluso como potenciador exdgeno de la misma.
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Background: Cancer cells have some special features that give them the ability to change and resist different types
of treatments. These changes are produced by modifications in the mitochondrial bioenergetics, that is a switch in the
metabolism. Melatonin has oncostatic effects, but its mechanism of action is not well known. Our objective was to analyse
whether the mitochondria and the metabolism are involved in the oncostatic effects of melatonin.

Materials and Methods: The effects of high concentrations of melatonin (100 pM, 500 uM, and 1500 pM) were
evaluated in Cal-27 cell lines. Cells were cultured in DMEM supplemented with 10% FBS at 37°C. Cells were treated
with melatonin for 1, 3 and 5 days. The following parameters were analysed: proliferation, apoptosis, mitochondrial
mass, electron microscopy, mitochondrial respiratory capacity, ROS production, activity of antioxidant enzymes and
metabolomics study. Moreover, the in vivo oncostatic effect of melatonin was assessed in mice with Cal-27 xenografts.
Mice were treated with melatonin (300 mg/kg s.c.) for 21 days. Immunohistochemical and MRI studies were performed.

Finally, toxicity study of melatonin was performed using C57BL/6J with melatonin at high concentration for 6 months.

Results: The results showed that melatonin induced a switch to aerobic mitochondrial metabolism that increased the
ROS production, inducing cancer cell apoptosis. Melatonin also showed an oncostatic effect and histological changes.

Melatonin did not show any side effects in healthy mice.

Conclusion: Mitochondrial changes induced by melatonin lead to a metabolic switch in cancer cells inducing cellular

dead but didn’t affect normal tissues.
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Introduction: although tetracyclines have been traditionally used because of their bacteriostatic properties, some of them
have shown immunomodulatory properties. This has boosted the interest to use them in the treatment of various diseases,
being inflammatory bowel disease (IBD) of remarkable interest (1).

Objetive: even though tetracyclines have already shown anti-inflammatory properties in murine models of IBD, their
effects on macrophages, a cell type that plays a key role in the development of the inflammatory process, is not well
established (2,3). Thus, the objective was to characterize the effects of tetracyclines in a primary cell culture of Bone
Marrow-Derived Macrophages (BMDM) from mice.

Materials and Methods: cultured BMDM were seeded in 24-well and 6-well plates at a density of 5-105 cells/well.
When confluency was reached, they were pre-treated with second-generation tetracyclines during 24 h, then cells
were stimulated with LPS (10 ng/mL). After that, biochemical tests were carried out to study the differences in mRNA
expression, protein and nitrites production and cellular viability.

Results: the obtained results showed antagonic properties of tetracyclines over this cell type. On one hand, they
downregulate iNOS expression, reducing NO- production after LPS stimulation. However, they enhanced the expression

and production of pro-inflammatory mediators released during the immune response.

Conclusion: in order to clarify how tetracyclines impact the activity in this cell type, it is necessary to continue performing
new studies. This line of research could reveal tetracyclines as a new class of macrophage modulators, raising their

interest for the management of pathologies where these cells play an active role.
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SOX9 Y SOX8 mantienen el fenotipo del testiculo adulto y evitan la

reprogramacion genética de macho a hembra
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El mantenimiento del sexo en mamiferos implica que determinados genes clave deben permanecer activos en las gonadas
diferenciadas de ambos sexos para evitar la reprogramacion genética hacia el sexo opuesto, como se ha descrito en
ovarios adultos tras la ablacion de Fox/2. Dmrtl tiene un papel similar en testiculos postnatales, pero no se conoce su
implicacién en el mantenimiento del testiculo adulto. Del mismo modo, Sox9 y Sox8 son necesarios para la fertilidad
masculina postnatal, sin embargo, su funcion en el testiculo adulto no ha sido investigada. Nosotros hemos demostrado
que tras la delecion de Sox9 en células de Sertoli adultas de ratones fértiles Sox8, se produce la reprogramacion genética
de testiculo a ovario y las células de Sertoli se transdiferencian en células de la granulosa, que expresan Fox/2. Los
testiculos regresionan progresivamente culminando con la degeneracion completa de los tibulos seminiferos, que llegan
a ser acelulares y aparecen espacios vacios en una matriz de células de Leydig. La proteina DMRT1 sélo permanece en las
células no mutantes, indicando que Sox9 y Sox8 mantienen la expresion de Dmrtl en el testiculo adulto y, ademads, ambos
genes aseguran la integridad del testiculo controlando la expresion de proteinas estructurales y protegiendo a las células
de Sertoli de la apoptosis temprana. Concluyendo, nuestro estudio ha aportado fuertes evidencias de que, ademas de su
papel crucial durante el desarrollo testicular, Sox9, junto a Sox8 y coordinadamente con Dmrt1, controla el mantenimiento

del testiculo adulto.
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El abuso de alcohol es una de las principales causas de importantes problemas sociales, econémicos y de salud en todo el
mundo. Algunas investigaciones indican que pueden deberse a que el alcohol actua como un reforzamiento negativo de
tal manera que reduce un estado emocional aversivo que se desea reducir (Manzo et al., 2014) o como un reforzamiento
positivo asociado a experiencias positivas (Ortega et al., 2014). En el presente estudio se ha tratado de demostrar si el
consumo de alcohol tras la experiencia de frustracion (inducida mediante el paradigma denominado Contraste Sucesivo
Negativo Instrumental o CSNi) produce alguna variacion en el consumo de alcohol (Papini, 2009). Se utilizaron 36 ratas
Wistar macho divididas en 4 grupos dependiendo de si iban a ser frustradas (grupos experimentales 72-12) o no (grupos
control 12-12) durante el CSNi. Asimismo, se manipul¢ si recibian etanol (E) o agua (A) en las dos horas posteriores
al procedimiento conductual. El experimento consistié en un total de 13 dias de los cuales 10 formaban parte de la fase
precambio (acceso a 12 6 72 pellets) y 3 formaban parte de la fase postcambio (acceso a 2 pellets). Se ha encontrado
frustracion independiente de la sesion y un consumo significativamente superior en el grupo 72-12/E con respecto al 12-
12/E a partir del quinto dia precambio. No se encontraron diferencias en el consumo de agua. Los resultados sugieren
que los pellets puedan estar actuando como un reforzador positivo que se ha condicionado al consumo de alcohol

incrementando el mismo. Los mecanismos subyacentes a estos efectos siguen siendo identificados.
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Las células madre cancerigenas (CSCs) son responsables del inicio, metastasis y recurrencia del cancer. Sin embargo, el
papel desempeiiado por las células tumorales diferenciadas y el microambiente es crucial durante la tumorigénesis. En
este estudio, hemos analizado el medio condicionado (CM) obtenido a partir de células madre mesenquimales (MSCs)
para establecer su papel en el enriquecimiento y mantenimiento de las CSCs. Nuestros resultados apoyan la capacidad del
secretoma de las MSCs para facilitar la seleccion y el mantenimiento de las subpoblaciones de CSCs que se caracterizan
por presentar: (i) alta expresion de marcadores superficiales caracteristicos de CSCs y actividad de la enzima ALDHI,
(i1) baja tasa de proliferacion, con deteccion del ciclo celular en fase G1, (iii) un aumento de la expresion de genes de
pluripotencia (NANOG, SOX2, OCT4 y KLF4), (iv) la capacidad de desarrollar un proceso tumoral y retener in vivo
la expresion de marcadores y genes de pluripotencia asociados a las CSCs. El posterior analisis del secretoma de las
MSCs mostro6 cuatro citoquinas relevantes (IL6, IL8, IL12 e IL23) y siete factores de crecimiento (EGF, FGF, GMCSF,
HGF, MCSF, VEGF y PIGF1) para el enriquecimiento de las CSCs, siendo la combinacion de IL6 y HGF la que mejores
resultados present6. En este trabajo se describe un nuevo medio de cultivo basado en la combinacion de IL6 y HGF que
permite enriquecer y mantener en cultivo durante largos periodos de tiempo las CSCs.
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The aim of this study was to investigate whether changes in gut microbiota induce changes in vascular tone and SBP
by altering brain-gut-bone marrow (BM) interactions. Fecal contents were collected and pooled from twenty week old
spontaneously hypertensive rats (SHR) and normotensive Wistar-Kyoto (WKY) rats. Recipient WKYY and SHR (25 weeks
old) were orally gavaged with donor fecal contents for 3 consecutive days, and weekly during 4 weeks. Four groups were
involved in this study: WKY with WKY microbiota (W-W), WKY with SHR (W-S), SHR with SHR (S-S) and SHR with
WKY (S-W). Fecal microbiota transplantation (FMT) from WKY rats to SHR rats reduced basal SBP. Similarly, FMT
from SHR to WKY increased basal SBP. The higher reduction on SBP after ganglionic blockade and plasma noradrenaline
levels found in S-S group as compared to W-W group were reduced in S-W group, whereas in W-S these variables were
also higher than that in W-W group. In S-S group mRNA levels of gap junction proteins and pro-inflammatory cytokines
in the proximal colon were reduced and increased, respectively, as compared to W-W group and these changes were
inhibited in S-W group. Relaxation induced by acetylcholine was impaired in aortic rings from S-S as compared to W-W
and improved in S-W. S-W restored imbalance between Th17/Treg found S-S in mesenteric lymph nodes (MLN) and BM.

Relaxation induced by acetylcholine was higher in aortic rings from Wistar rats after incubation with the condition media
of lymphocytes from MLN of S-W group, as compared with the condition media from S-S. In conclusion, gut dysbiosis
disrupts gut barrier function and increases sympathetic outflow The central and endothelial effects, that increase vascular
tone and SBP, seem to be associated with T cell infiltration, possibly as a result of a change in T cells polarization in MLN
and BM.
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Introduccion: Fusobacterium nucleatum es una bacteria anaerobia Gram-negativa asociada con la enfermedad periodontal.
La interaccion entre huésped y microorganismos es fundamental en el desarrollo de la enfermedad por la respuesta
inflamatoria que se desencadena. Las bacterias, al igual que otros tipos celulares, son capaces de liberar microvesiculas
(OMVs) al espacio extracelular. Estas microvesiculas pudieran modificar la capacidad inmunomoduladora de las células
madre estromales presentes en el ligamento periodontal (PDLSC).

Objetivos: Aislar y caracterizar OMVs procedentes de F. nucleatum y evaluar su efecto sobre PDLSC.

Materiales y Métodos: Se cultivo F. nucleatum en ambiente anaerdbico a 37°C en medio TBS. Tras 7 dias, el cultivo
fue sometido a ultracentrifugaciones diferenciales con objeto de precipitar las OMVs. Tras la caracterizacion de su
distribucion de tamafios fueron afiadidas en distintas concentraciones a cultivos de PDLSC y se evaluo la viabilidad de
las mismas mediante MTT.

Resultados: Se obtuvo una concentracion de OMVs elevada con tamafios similares a los previamente descritos para este

tipo de vesiculas. El co-cultivo junto con PDLSC indujo una disminucion de su viabilidad.

Conclusion: Las OMVs procedente de bacterias periodontopatdgenas son capaces de inducir modificaciones en cultivos
establecidos de PDLSC. Se necesita profundizar en el entendimiento de los mecanismos de modificacion de la respuesta

celular a las microvesiculas bacterianas como potencial mecanismo patogénico afiadido a los ya descritos.
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El uso de nanoparticulas se ha incrementado enormemente en los tltimos aflos gracias a su implicacion en aplicaciones
como la electronical o la industria textil2, aunque fundamentalmente en el campo biomédico. En este sentido, las
nanoparticulas de oro (AuNPs) son especialmente ttiles para bioimagen3 o terapias antitumorales4. Sin embargo, poco se
conoce sobre su toxicidad. Por ello, resulta de vital importancia evaluar los dafios que la exposicion a estos nanomateriales
pudiera ocasionar. Células de carcinoma hepatocelular humano fueron tratadas con 10 ppm de AuNPs de 10, 30 o 60 nm

durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, se realizé un ensayo de cometa para evaluar el dafio en el ADN.

16 ratas macho Wistar fueron divididas en cuatro grupos de estudio: 1 grupo control sin tratamiento y 3 grupos tratados

con 0,4 mL/dia de una solucion de AuNPs de 50 ppm; con un diametro de 10, 30 0 60 nm.
El tratamiento tuvo una duracién de 9 dias.

El dafio en lipidos fue determinado mediante la medida de peroxidaciéon lipidica, evaluado con una adaptacion del
protocolo de Ohkawa y colaboradores5. El dafio proteico fue determinado midiendo grupos carbonilos presentes en las

muestras, tras emplear el kit especifico Caymal Chemical ©.

El tratamiento in vitro e in vivo con AuNPs ocasion6 dafio en los componentes celulares; establecido por los incrementos

en la rotura de ADN, y en la produccion de

grupos carbonilos y peroxidacion lipidica, por lo que es necesaria una evaluacion mas profunda de estos materiales para

su empleo en biomedicina.
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Introduccién: Los andamios vasculares descelularizados son materiales prometedores para el reemplazo de vasos
sanguineos '. Sin embargo, a pesar del origen natural de los vasos descelularizados, todavia hay que abordar cuestiones
como la incompatibilidad biomecéanica, los riesgos de inmunogenicidad y los peligros de la formacion de trombos 2.

Alternativas como los injertos sintéticos o implantes de vasos autdlogos tienen limitada disponibilidad °.

Objetivo: El principal objetivo de nuestro estudio ha sido desarrollar un modelo de regeneracion vascular para la
obtencion de injertos a partir de arterias descelularizadas con el propoésito de mejorar la cobertura endotelial y minimizar

la fijacion plaquetaria mientras que se mejoran las propiedades mecanicas de los andamios vasculares descelularizados.

Material y métodos: Hemos utilizado arterias carétidas de cerdos, a las que se les sometid a un proceso de eliminacion de
las células (descelularizacion) mediante el uso de un detergente y una solucion enzimatica. Posteriormente, se les aplico
en la cara interna un polimero sintético (8g7), patentado recientemente, disefiado para favorecer el crecimiento de células
endoteliales. A continuacion, se llevo a cabo la re-celularizacion con células endoteliales humanas procedentes de cordon

umbilical.
Resultados: Los analisis histologicos, de inmunofluorescencia y de microscopia electronica (TEM y SEM) demostraron
que las arterias mantuvieron su estructura tras el proceso de descelularizacion y que las células implantadas fueron

capaces de crecer en la cara interna del vaso de forma homogénea.

Conclusion: En nuestro estudio demostramos por primera vez que el polimero 8g7 favorece la regeneracion de la capa

endotelial en arterias descelularizadas pudiendo tener futuras implicaciones terapéuticas en vasculopatias *.
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Influencia del pH sobrelainduccion de apoptosis en osteoclastos tratados

con alendronato
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Introduccién: Multiples factores han sido relacionados con la osteonecrosis maxilar por bisfosfonatos (ONB), patologia
de etiologia aun no bien conocida. Su desarrollo ha sido asociado con la acidificacion producida por la flora bacteriana
de la cavidad oral, con cambios en la angiogénesis, o con alteraciones a nivel de las células oseas, osteoblastos y/o
osteoclastos.

Objetivo: Analizar la influencia de un descenso del pH (de 7.4 a 7.0) sobre la induccion de apoptosis en osteoclastos
cultivados en presencia de alendronato.

Material y Métodos: Osteoclastos aislados a partir de células no adherentes de médula 6sea de raton fueron cultivados
en discos de dentina con alendronato a la dosis de 5 uM y 500 nM. A los 6 dias de cultivo se procedio a la acidificacion
(7.0) del medio mediante HCI (activacion del osteoclasto) durante 48 horas. El estudio de apoptosis/necrosis se llevo
a cabo mediante el marcaje del osteoclasto con anexina-V/IP, y su posterior analisis mediante citometria de flujo y
microscopia confocal. Resultados y Conclusiones: Los resultados obtenidos muestran que una bajada del pH a 7.0 en
presencia de alendronato a la dosis mas elevada (SuM) produce un aumento significativo (p=0,03) en el porcentaje de
células apoptoticas en comparacion con los osteoclastos cultivados a pH 7.4 (grupo control). La disminucion del pH
podria contribuir al desarrollo de ONB mediante la activacion del osteoclasto que da lugar a la liberacion y activacion del
BF unido a los cristales de HA.

Referencias bibliogrdficas:
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Morfologia mitocondrial durante el ejercicio fisico

Casuso R*, Martin Albo J, Nordsborg N, Hebberecht M, Salmerén LM, Huertas JR.
Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos “José Mataix Verdu” Laboratorio 116.

Centro de Investigacion Biomédica (CIBM), Universidad de Granada, Granada, Esparia.

En células cultivadas, las perturbaciones metabolicas que ocurren durante el ejercicio fisico influyen sobre los procesos
de fusion y fision mitocondrial, pero no es conocido si el ejercicio de manera aguda altera la morfologia mitocondrial
y las interacciones de membrana en vivo (Picard et al., 2013). Para estudiar esta alteracion hemos analizado biopsias
musculares de nadadores tras ejercicio fisico agudo, las biopsias se realizaron en reposo, tras series de S0m y 3 h después
y tras series de 200 m y 3 h después. Para cuantificar la morfologia mitocondrial se usé un enfoque de microscopia
electronica (TEM) con cortes transversales y longitudinales, se analizaron las imagenes utilizando el programa IMAGEJ
y se utilizaron como parametros, para determinar la alteracion, form factor, aspect ratio, roundness, circularity. Tras series
de 200 m se ha observado un mayor nimero de mitocondrias ramificadas y complejas (aspect ratio) con respecto a las
biopsias analizadas en reposo lo que sugiere que el ejercicio fisico agudo puede alterar la morfologia de las mitocondrias.

Referencias bibliograficas:
Picard, M., Gentil, B. J., McManus, M. J., White, K., St. Louis, K., Gartside, S. E., ... Turnbull, D. M. (2013). Acute

exercise remodels mitochondrial membrane interactions in mouse skeletal muscle. Journal of Applied Physiology,
115(10), 1562—-1571. https://doi.org/10.1152/japplphysiol.00819.2013
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Implementacion de normas bpl en el servicio de experimentacion

animal/cic. una oportunidad para el desarrollo de I+D+I con empresas

Zaiiiga JM*, Braojos JP, Gamarra E, Gonzalez A, Morales B, Muiioz B, Nieto A, Rodriguez A, Rodriguez P, Ruiz
C, Urquiza 1.

Servicio de Unidad de Produccion y Experimentacion Animal /CIC/CIBM, Armilla, 18071, Granada.

Centro de Investigacion Biomédica (CIBM), Universidad de Granada, Granada, Espariia.

Objetivos: A menudo nuestros investigadores, a pesar de disponer de los recursos humanos y materiales, no pueden
acceder a proyectos y/o contratos con empresas al carecer de procesos de trazabilidad estandarizados. Las BPL son un
instrumento para ello, y permiten que los estudios realizados y los productos evaluados obtengan la certificacion para

poder ser registrados en las diferentes Agencias.

Ambito de aplicacion: Instalacion de Produccion y Experimentacion con capacidad para producir y/o mantener modelo
animales estandarizados. Se definen y acotan los estudio posibles y programados (master schudule).Se parte de un estudio

de toxicidad subcronica de un compuesto de polifenoles rico en hidroxitirosol (OCDE-408).

Actuaciones: Se diseilan y establecen cerca de 40 PNTs* de control (7), desinfeccion-esterilizacion (3), técnica
experimentales (15), gestion (8) sistema de calidad (4), y otros (9), incluidas las especificas de BPL. Igualmente se
certifican y validan 16 equipos incluidos en el Sistema de Barrera de la instalacion o destinados a tomas de muestras y/o
conservacion de estas. [gualmente la validacion del HVAC y el SCADA de control integral de la instalacion. El proceso
estd en la fase final de evaluacion interna por la empresa auditora (QTI) y pendiente de la certificacion final por parte de
la AEMPS.

*Procedimientos Normalizados de Trabajo

Referencias bibliogrdficas:
- Directiva 2004/10/CE*, Aplicacién principios BPL y al control de su aplicacion
- OCDE. Monografias especificas sobre BPL. www.oecd.org
-RD 822/1993 y RD 1369/2000. Principios de BPL. Aplicacion de estudios no clinicos sobre sustancias y productos
quimicos
- RD 2043/1994 y Orden 14/4/2000. Inspeccion y verificacion BPL

-AEMPS. Agencia Espaiiola del Medicamento y Productos Sanitarios. www.aemps.gob.es,
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Mitochondrial dysfunction induces different responses in sulfide

metabolism

Mascaraque C"*, Ziosi M?, Hidalgo Gutiérrez A%, Barriocanal Casado E'?, Prokisch H*, Schuelke M%, Quinzii C?,
Lopez LC'2.
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Sulfide metabolism in mammalian cells mainly consists of the transulfuration (biosynthetic) and the hydrogen sulfide (H,S)
oxidation (catabolic) pathways, being the latter one involved in the mitochondrial energy production through the activity
of Sulfide:Quinone Oxidoreductase (SQR). Recently, we have reported that under severe CoQ deficiency the levels of
SQR are drastically reduced, inducing alteration H,S oxidation pathway'. Also HEK-293 cells and muscle with depleted
mtDNA show an activation of serine biosynthesis and transsulfuration pathway that is dependent on the transcription
factor ATF4**. These data suggest that both the transulfuration and the H,S oxidation pathways are inter-regulated and
may respond to mitochondrial dysfunction. Here we evaluate the enzymes of the sulfide metabolism in conditions of
mitochondrial dysfunction, sulfur aminoacids availability and changes in SQR. Our results show that mitochondrial
dysfunction does not induce an uniform and common response in the sulfide metabolism and is not dependent of the sulfur
aminoacids availability. Furthermore, we observe correlative changes the transulfuration and the H,S oxidation pathways.

These data may show the importance of sulfide metabolism for mitochondrial functionality.

References:
1 Luna-Sanchez, M. et al. CoQ deficiency causes disruption of mitochondrial sulfide oxidation, a new pathomechanism
associated with this syndrome. EMBO Mol Med 9, 78-95, doi:10.15252/emmm.201606345 (2017).
2 Bao, X. R. et al. Mitochondrial dysfunction remodels one-carbon metabolism in human cells. Elife 5, doi:10.7554/
eLife. 10575 (2016).
3 Nikkanen, J. et al. Mitochondrial DNA Replication Defects Disturb Cellular ANTP Pools and Remodel One-Carbon
Metabolism. Cell Metab. 23, 635-648, doi:10.1016/j.cmet.2016.01.019 (2016).
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In-bioreactor ultrasonic monitoring of 3D culture human engineered

cartilage
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! Department of Structural Mechanics, University of Granada, Politécnico de Fuentenueva, Granada, Spain.
? Biosanitary Research Institute of Granada (ibs. GRANADA), University Hospitals of Granada-University of Granada,
Granada, Spain.
3 Department of Health Sciences, University of Jaén, Jaén, Spain.
# Biopathology and Regenerative Medicine Institute (IBIMER), Centre for Biomedical Research, University of
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3 Dpto de Optica. Facultad de Ciencias Fisicas. Universidad Complutense de Madrid, Spain.
¢ Department of Human Anatomy and Embryology, Faculty of Medicine, University of Granada, Granada, Spain.
Biomedical Research Center (CIBM), University of Granada, Granada, Spain.

Las técnicas de generacion de cartilago mediante ingeneiria tisular es uno de los tratamientos mas prometedores para las
patologias de cartilago articular'2. En este estudio se ha disefiado un biorreactor para implementar la monitorizacion en
tiempo real de los procesos de formacion de tejidos neo-cartilaginosos a través del analisis de sefales ultrasonicas. Se
fabricaron scaffolds de acido polilactico (PLA) para sembrar condrocitos humanos en ellos y después cultivarlos en el
biorreactor integrado con ultrasonidos (US). Las sefiales recibidas por los sensores se analizaron mediante la interaccion
ultrasonido-tejido y por un tratamiento estocastico de la evolucion de la matriz extracelular (ECM). Para reconstruir la
velocidad y la atenuacion de las sefiales extraidas, se combind un problema inverso basado en algoritmos genéticos con
una propagacion iterativa computacional.

Los datos fueron validados frente a las mediciones de evolucion de los cultivos de condrocitos 3D in vitro evaluados
por la proliferacion, observaciones morfoldgicas y ultraestructurales, pardmetros bioquimicos y analisis de la expresion
génica. Los parametros reconstruidos desde la monitorizacion ultrasonica (velocidad, atenuacion, cambios de densidad)
demostraron ser utiles para determinar indirectamente parametros de proliferacion de cultivo celular de una manera
no invasiva. La correlacion significativa mostrada entre glicosaminoglicanos (GAG) y colageno II (Col II) con la
evolucion del amortiguamiento elastico de la nueva ECM refuerza la viabilidad de utilizar técnicas ultrasonicas para
evaluar la funcionalidad de los condrocitos. En consecuencia, los US pueden utilizarse para monitorizar la proliferacion
de condrocitos y la formacion de ECM en el contexto de la ingenieria del cartilago 3D.

Referencias bibliogrdficas:
1.  Lopez-Ruiz E, Jiménez G, Garcia MA, et al. Polymers, scaffolds and bioactive molecules with therapeutic
properties in osteochondral pathologies: what's new? Expert Opin Ther Pat. 2016,26(8):877-890. doi:10.1080/1354

3776.2016.1203903.

2. Camarero-Espinosa S, Rothen-Rutishauser B, Foster EJ, Weder C. Articular cartilage: from formation to tissue
engineering. Biomater Sci. 2016,4(5):734-767. doi:10.1039/c6bm00068a.
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Corresponding author for abstract submission: Vicente Mustieles ( vmustieles@ugr.es )

Background: Bisphenol A (BPA) is a synthetic chemical widely used in the manufacturing of polycarbonate plastics and
epoxy resin food can liners, among other consumer products. While pregnancy exposure to BPA has been associated with
lower infant size at birth, there is limited data on the effect of exposure before conception.

Methods: The study comprised 346 singletons born to 346 mothers and 190 fathers participating in a prospective
preconception cohort of subfertile couples from Boston, USA. We estimated both mean preconception and prenatal
exposure by averaging urinary In-BPA concentrations in multiple paternal (n=477) and maternal (n=1370) samples

collected before pregnancy, and maternal pregnancy samples collected in each trimester (n=760).

Infant birth weight (BW) and head circumference (HC) were abstracted from delivery records. We estimated the association

of BPA concentrations with BW and HC using multivariable linear regression.

Results: Maternal preconception urinary BPA concentrations were associated with a significant decrease in both BW
and HC: each In-unit increase was associated with a BW decrease of -119 grams (95%CI: -212, -27), and a HC decrease
of -0.60 centimeters (95%CI: -1.2, -0.03). Additionally, a borderline significant trend between maternal prenatal BPA
concentrations and lower BW was also observed (-75 grams, 95%CI: -153, 2). Father’s preconception BPA concentration

was not associated with either outcome.

Conclusions: These results are consistent with prior studies on prenatal exposure and further suggest that the maternal

preconception period may also be a sensitive window for BPA effects on infant size at birth.
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Urinary bisphenol a concentrations and levels of reproductive hormones
and cortisol in peripubertal boys: The INMA-GRANADA COHORT.
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Background: Bisphenol A (BPA) is a well-known endocrine disrupting compound. Although several studies have

investigated the effect of BPA exposure and reproductive hormones in humans, results have been inconsistent.

Objective: To explore the cross-sectional relationship between BPA exposure and levels of reproductive hormones and
cortisol in peripubertal boys.

Methods: We evaluated 158 peripubertal boys aged 9-11 years from the Environment and Childhood (INMA) birth
cohort in Granada, Spain. Urinary BPA concentrations were quantified by liquid chromatography-mass spectrometry and
serum levels of total testosterone (TT), luteinizing hormone (LH), follicle-stimulating hormone (FSH) and cortisol were

measured by electrochemiluminescence immunoassay.

Results: After adjustment for confounders, linear regression models showed that urinary BPA concentrations were
positively associated with serum TT levels (B=1.24, 95% CI =1.04, 1.50), and negatively with serum cortisol levels
($=0.92, 95% CI=0.86, 0.99). When urinary BPA concentrations were categorized in tertiles, boys in the 3" tertile showed
50% higher serum TT levels and 17% lower serum cortisol levels compared to boys in the 1* tertile. Additionally, urinary
BPA concentrations were also significantly associated with higher TT:LH and TT:cortisol ratios, but not with serum LH
or FSH levels.

Conclusions: Our results suggest a possible involvement of BPA at the adrenal gland, resulting in a differential production
of androgens/cortisol during this important period of development. However, given the cross-sectional design of our
study, the heterogeneous results reported in the previous literature, and the scant experimental research on BPA effects at

the adrenal gland, the present findings should be interpreted with caution.
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Transparencia en investigacion animal

Nieto Ruiz de Zarate Al
Unidad de Experimentacion Animal
Centro de Instrumentacion Cientifica.

Centro de Investigacion Biomédica (CIBM), Universidad de Granada, Granada, Esparia.

El uso de modelos animales en investigacion ha experimentado un gran cambio en la Giltima década y parte de este cambio
lo han propiciado grupos opositores a su uso, que llevaron su propuesta de eliminaciéon completa de la experimentacion

con animales hasta el Parlamento Europeo.

Fruto de este debate, ha sido la creacion de un Acuerdo de Transparencia sobre el Uso de Animales en Experimentacion
coordinado por la Confederacion de Sociedades Cientificas de Espafia (COSCE) a la que nuestra Universidad se ha
adherido. Este acuerdo nos exige mejorar la informacion que se trasmite a la sociedad sobre el uso de los animales para

concienciar sobre sus beneficios.

A dia de hoy, uso de modelos animales es esencial para comprender el desarrollo y tratamiento de muchas enfermedades y
al mismo tiempo, hay que imponer unas estrictas normas de conducta para conseguir un tratamiento ético de los animales.
Se deben aplicar los principios de las 3Rs, reemplazando los animales cuando sea posible, reduciendo su numero al

estrictamente necesario y refinando los métodos para mejorar el bienestar de los animales.

Los investigadores deben ser los que transmitan a la sociedad de forma clara y cualificada la importancia del uso de
animales en investigacion. Por otro lado, desde las Unidades de Experimentacion Animal, anualmente se remiten a las
autoridades el niumero y usos de los animales y esa informacién es publicada en la pagina web del MAPAMA. Los

resiimenes no técnicos de todos los proyectos autorizados son también publicados en esa misma web.

Referencias bibliograficas:

Documento COSCE sobre el uso de animales en Investigacion Cientifica. Disponible en: http://www.cnb.csic.es/
documents/divulg/AnimalResearchCOSCE.pdf

Directiva 2010/63 relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines cientificos. Diario oficial de la Union
Europea.L276/33-L276/79. 20 de octubre de 2010.

Programa de control oficial sobre el bienestar de animales en la investigacion y docencia. Version 2016. Consejeria
de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural. Direccion General y Produccion Agricola y Ganadera.l6 de febrero de
2016.
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Obtencion y caracterizacion de exosomas de células madre estromales

de origen intraoral
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Universidad de Granada.

Introduccion: Las células madre estromales (MSC) se pueden aislar de diversos tejidos, incluyendo la cavidad oral. Los
mecanismos de comunicacion intercelular son diversos. En los tltimos afios ha ganado especial interés el campo de las

vesiculas extracelulares y, particularmente, los exosomas para aplicaciones diagndsticas y terapéuticas.
Objetivos: Obtencion y caracterizacion por tamaiios de exosomas de células madre estromales de origen intraoral.

Materiales y Métodos: Se cultivaron MSC de hueso nativo maxilar (ABSC), germen dental (DGSC), pulpa dental
(DPSC) y ligamento periodontal (PDLSC). Tras confirmar su fenotipo y capacidad multipotente, se cultivaron en
hyperflasks con 500 ml de medio DMEM convencional con FBS libre de microvesiculas. Tras 48 horas, este medio fue
después sometido a ultracentrifugaciones diferenciales. Los pellets fueron resuspendidos en 50ul de PBS y posteriormente
evaluados mediante microscopia electronica de transmision. Las imagenes obtenidas fueron evaluadas mediante Image J

para determinacion de la distribucion de tamafios de las vesiculas.

Resultados: La distribucion de tamafios mostr6 rangos de diametros dentro de lo descrito para las vesiculas extracelulares
de otros origenes. Se encontraron diferencias significativas entre los tamafios de las vesiculas extracelulares producidas

por ABSC en comparacion con todas las demas siendo de didmetro mayores.
Las vesiculas extracelulares de DGSC y DPSC fueron también de tamafo significativamente menor que las de PDLSC.
Conclusiéon: Las MSC de origen intraoral son capaces de producir vesiculas extracelulares que pueden ser aisladas de
manera eficiente mediante técnicas de ultracentrifugacion. La distribucion por tamafios es concordante con lo previamente
definido.
Referencias bibliograficas:

1.- Liu, J., Yu, F, Sun, Y, Jiang, B., Zhang, W., Yang, J., Xu, G.T, Liang, A., Liu, S. (2015) Concise reviews:

Characteristics and potential applications of human dental tissue-derived mesenchymal stem cells. Stem Cells 33
627-638.
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Background: Parkinson’s disease (PD) is a common progressive neurodegenerative disorder caused by genetic and
environmental factors leading to oxidative damage and the loss of dopaminergic neurons. Research has focused on
strategies to protect these neurons from dying. The natural products are accepted as potential antioxidant agents in PD.
However, no data is available to establish whether Persea americana extracts protect against oxidative stress (OS) in PD
models. Our objective was to study the effects of the methanolic extracts of P. americana var. Hass, Fuerte, Reed and

Collin reed in oxidative stress in vivo model of Parkinson’s disease.

Materials and Methods: The methanolic extracts of P. americana were obtained by percolation, rotary-evaporation and
lyophilization process. Subsequently, we determined HPLC profile, total polyphenol content (TPC) and the antioxidant
activity in vitro (e.g. ORAC, ABTS and FRAP). The knockdown TH-GAL4>UAS-Parkin(RNAi)+/- D. melanogaster and
the Swiss albino mice were treated with paraquat (PQ) and P. americana extracts. Survival of flies, motor activity and lipid
peroxidation (LPO) were evaluated.

Results: The HPLC revealed that the majority components in the extracts were procyanidins, flavanol monomers and
chlorogenic acids. Direct correlation was observed between TPC and in vitro antioxidant capacity, which depended on
the variety of the fruit and its different parts. The P. americana extracts increased survival, recovered the motor activity
and reduced LPO of flies and mice against PQ-induced OS.

Conclusion: This study might contribute to the design of new antioxidant compounds, which constitutes a novel source

for therapy approaches against OS in familiar PD.
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Objetivo: El cancer de pulmodn es la principal causa de mortalidad por cancer en todo el mundo. La quimioterapia y
radioterapia han demostrado ser eficaces, sin embargo, a menudo causan una toxicidad considerable. En los ultimos afios,
la terapia génica se ha presentado para mejorar la respuesta de los pacientes con cancer de pulmoén avanzado sin dafiar
el tejido normal. La terapia génica clasica suicida se basa en el uso de genes de origen bacteriano o viral cuyas enzimas
codificantes transforman el profarmaco no téxico en una molécula toxica. El gen E de E. Coli codifica para una proteina
de membrana con un dominio toéxico que no necesita profarmacos. Hemos investigado este gen como una nueva terapia

génica suicida para el tratamiento contra el cancer de pulmon de células no pequeiias (NSCLC).

Métodos: El gen E se clono en el vector pcDNA3.1 (pcDNA3.1-E) y la linea NSCLC A-549 se cultivdo como monocapa
(ML) y como esferoides tumorales multicelulares (MTS). Para estudiar el efecto inhibidor del crecimiento del gen E, se
transfectaron las células A-549 ML y MTS con pcDNA3.1-E£ o pcDNA3.1 vacio (control) y se compararon con A-549
ML y MTS parental, respectivamente. A-549 ML se evalué mediante ensayo MTT y A-549 MTS por modulacion de los
volimenes de crecimiento. La microscopia electronica de transmision (TEM) y microscopia electronica de barrido (SEM)

se utilizaron para analizar los poibles cambios ultraestructurales de las células A-549 transfectadas.

Resultados: El crecimiento de las células control fue similar al de las células parentales, mientras que las A-549/
pcDNA3.1-E mostraron una inhibicion significativa y dependiente del tiempo del crecimiento (42,2% a 92 h). TEM
reveld mitocondrias dilatadas con matrices claras y crestas alteradas en las A-549/pcDNA3.1-E; También, SEM mostrd
una desaparicion progresiva de microvillosidades y evaginaciones de la membrana celular. Ninguna caracteristica fue
observada en las células parentales y ni en las de control para ambas técnicas. Los analisis de volumen de A-549 MST
mostraron hallazgos similares a ML, con una disminucion de volumen significativa y dependiente del tiempo. La mayor
disminucion de volumen fue de 35,2% en A-549 MTS/pcDNA3.1-E después de 96 h en comparacion con la MTS parental.

Los MTS control mostraron el un volumen promedio similar a los MTS parentales.

Conclusiones: Nuestros resultados mostraron que el gen E es capaz de inhibir el crecimiento de la linea A-549,
presentandose como una nueva terapia génica suicida para el tratamiento contra el NSCLC, cuya ventaja es la no necesidad

de un profarmaco para su accion de muerte celular.
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La alimentacion es un determinante del estado de salud de un individuo y se puede modificar por diversos factores, los
cuales se encuentran estrechamente ligados al consumo de alimentos, la genética y los estilos de vida, entre ellos la
practica de actividad fisica (1). Estudios recientes han sugerido que existe evidencia que indica que la actividad fisica es
un agente externo potencial que puede interferir en la composicion de la microbiota intestinal (2). Asimismo, la actividad
fisica tiene una vital importancia en el mantenimiento de la composicion corporal y la salud. Por tanto, se han reportado
diferentes perfiles de metabolomas del cuerpo en atletas y personas que realizan actividad fisica de moderada a intensa,
correlacionado con los cambios en la composicion de la microbiota intestinal (3). El objetivo del presente trabajo es
comparar la relacion de la triada, ejercicio-microbiota y consumo de alimentos y el grado en que el ejercicio afecta a la
poblacion microbiana. Dado que los extremos de ejercicio a menudo acompaifian a los extremos del consumo de alimentos,
se pretende abordar el tema mediante el estudio de atletas profesionales jugadores de futbol. Se incluiran dos grupos para
controlar el tamafio fisico, la edad y el sexo. Se aplicara un cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos y se
determinard el consumo de energia, macro y micronutrimentos, se medirdn parametros antropométricos. Por otro lado,
se pretende extraer ADN bacteriano a partir de muestras fecales y mediante reaccion en cadena de polimerasa (QPCR) se
detectara la composicion de la microbiota intestinal.

Palabras clave: consumo alimentario, microbiota intestinal, actividad fisica.

Referencias bibliograficas:
1. Joyner MJ, Coyle EF. Endurance exercise performance: the physiology of
champions. J Physiol 2008;586:35—44.
2. Queipo-Ortuno MI, Seoane LM, Murri M, Pardo M, Gomez-Zumaquero JM, Cardona

E et al. Gut microbiota composition in male rat models under different nutritional status and physical activity and
its association with serum leptin and ghrelin levels. PLoS One 2013;8:€65465.doi:10.1371/journal pone.0065465

3. McFadzean R. Exercise can help modulate human gut microbiota Colorado: University of Colorado; 2014.
[Dissertation].

Ars Pharm 59 (suppl1): 42



Primeras Jornadas Cientificas CIBM | Granada 21 de junio 2017

A novel concurrent exercise training program designed for a healthy

pregnancy. the gestafit project

Romero Gallardo L'*, Coll Risco I, Acosta Manzano P, Borges Cosic M, Espinosa Rosso M*, Corcuera Ortiz L4,
Océn Hernandez O3 Soriano Maldonado A, Aparicio VA2
! Department of Physical Education and Sports, Faculty of Sport Sciences, University of Granada, Granada, Spain
? Biomedical Research Center. Institute of Nutrition and Food Technology. IMUDS. Department of Physiology,
Faculty of Pharmacy, University of Granada, Spain
3 Department and UGC of Gynaecology and Obstetrics. University Hospital Virgen de las Nieves. Granada, Spain
*Jerez Puerta del Sur Hospital. Jerez, Spain.
Centro de Investigacion Biomédica (CIBM), Universidad de Granada, Granada, Esparia.

Background: The benefits of physical exersice during pregnancy are widely demonstrated. Entities such as the American
College of Obstetrics and Gynaecology have stated that “additional research is needed to study the effects of exercise in
pregnancy-specific outcomes”. This project aims to assess the effects of a novel concurrent (aerobic+strength) training
program during pregnancy, designed within the GESTAFIT project, on maternofoetal health markers.

Methods: This concurrent exercise training program consisted on three 60-min sessions/week of concurrent aerobic
and strength training from the 17" gestational week until delivery. The training planning was developed in three phases:
Movement Learning phase (1 week), Physical Fitness Training phase (PFT) (17 weeks) and Delivery Moving phase
(4 weeks). All PFT sessions started with 10 minutes of warm-up and finished with 10 minutes of cool-down. The main
part differed depending on the type of session: a) Muscular conditioning session: 2 days per week, composed by 2
resistance circuits (3 rounds of 5 exercises) with 2 aerobic blocks of 3-5 minutes between them. b) Aerobic session:
dance, functional circuits or steps training during 40 minutes. The intensity was indicated with Rated Perceived Exertion
(RPE) and was progressed over training’s weeks.

Conclusion: The information obtained from this exercise training protocol developed in the GESTAFIT project will help
to identify strategies for primary prevention and health promotion based on this exercise intervention program among
pregnant women. Further, the exercise intervention designed is novel and non-expensive, and can be easily transferred to

other similar contexts.
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Slamf3 is a cell surface glycoprotein belonging to Slam family (Slamf) receptors!?, mainly expressed in macrophages
upon bacteria, LPS or IFN-y activation®*.

Previous studies in mouse macrophages* have shown that Slamf8 is a negative regulator of phagocyte-NADPH oxidase
(Nox2), amultiprotein complex able to produce reactive oxygen species (ROS) implicated in the elimination of phagocyted
bacteria®®. It is known that negative regulation of Slamf8 on the NADPH oxidase activity is mediated through the Protein
Kinase C (PKC)*, but the molecular mechanisms are not yet elucidated.

Due to the expression of Slamf8 is increased in macrophages upon bacteria or IFN-y stimulation and it is a negative
regulator of Nox2 activity*, Slamf8 could regulate innate stimuli associated with bacterial infections and could be used
as a therapeutic target, modifying the microbicidal capability in macrophages. With all this previous data in mind, we set
out to study whether Slamf8 would modulate mechanisms related to a Salmonella typhimurium infection model, a Gram
negative facultative intracellular pathogen which is the major cause of human gastroenteritis, and it is used as a mouse
model of human typhoid fever.

To elucidate this, we study different aspects related with macrophage bacterial-clearance ability such as: phagocytosis,
vesicle trafficking, microbicidal mechanisms (ROS/NOS production) and promotion of inflammatory context, doing
comparative studies through the use of Slamf8-WT and Slamf8-KO Balb/c mice. Moreover, in order to unravel the
molecular mechanisms throughout Slamf8 regulates Nox2, we test different inhibitors of its activation pathway under
several stimuli (PMA, LPS and bacteria).
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El consumo excesivo de alcohol es uno de los principales problemas relacionados con el abuso de sustancias en la
sociedad actual. Para estudiar los desencadenantes y consecuencias de dicho consumo excesivo se usan modelos animales
que desarrollen la conducta de abuso [1]. Para el presente estudio se planteé como objetivo probar en un paradigma de
consumo de altas cantidades de alcohol, denominado “Drinking in the Dark” (DID) [2], distintas concentraciones de
alcohol en una cepa de ratones que muestran baja preferencia hacia su consumo, como es la cepa CD-1. Para ello se
utilizaron un total de 24 ratones CD-1 macho divididos en 4 grupos experimentales distintos, donde cada uno de ellos se
expuso a una concentracion de alcohol diferente (2, 4, 8 y 16%). Se comprob6 que al 4° dia del procedimiento era cuando
se producia un mayor consumo con todas las concentraciones evaluadas (efecto DID), observandose que los ratones
que eran expuestos a concentraciones de alcohol mas bajas (2 y 4%) bebian significativamente mas que los ratones que
eran expuestos a soluciones con concentraciones mas altas (8 y 16%), siendo la concentracion dptima la del 4%. Estos
resultados indican, que los ratones de la cepa CD-1, al contrario de otras cepas como la C57BL6, evitan las soluciones
a altas concentraciones. Ademas, podemos concluir, que el paradigma DID usado a bajas concentraciones puede ser util
para inducir un consumo voluntario de alcohol en ratones, y por tanto, podria ser un modelo traslacional para estudiar

posibles tratamientos para el alcoholismo.
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Endometriosis is a chronic inflammatory gynecological disorder characterized by the presence of endometrial glands and
stroma out of the uterine cavity and with a high prevalence in women of reproductive age (1). Several theories have been

proposed to explain its etiology but it is still an enigmatic disease (2).

The aim of this study was to analyze the antigenic phenotype, the functional characteristics and the susceptibility to
apoptosis of endometrial stromal cells from ectopic endometrial tissue (eEnSC). In addition, the characteristics of eEnSC

have been compared with that of eutopic endometrial stromal cells (EnSC) and decidual stromal cells (DSC).

eEnSC were obtained from women with endometriosis undergoing laparoscopic surgery. Antigenic phenotype and
apoptotic cells were analysed in a FACScan cytometer. Differentiation was performed by treating cells for 2 to 7 weeks

with progesterone and cAMP.

We have observed that eEnSC show a fibroblastic morphology similar to that of EnSC and DSC and they also express the
classical markers of the endometrial phenotype (3). However, there are some differences in the expression of stem cells
markers. When eEnSC are decidualized, they produce much less prolactin (a marker of decidualization) than EnSC and
DSC and maintain their morphology and viability for a longer period of time. Our preliminary results suggest that eEEnSC
differ from EnSC and DSC in the expression of differentiation markers. In addition, there are also functional differences

related to their response to decidualization.
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El Céancer de Préstata (CaP), es el tumor maligno no cutaneo mas frecuentemente diagnosticado en el varén en el mundo
occidental [1]. Constituye uno de los problemas sanitarios mas importantes en nuestro medio, tanto en términos de
morbimortalidad, como de impacto social, econdomico o sobre la calidad de vida [2]. Sin embargo a pesar de tratarse de
un cancer muy prevalente el screening del cancer de prostata es atin controvertido. Hasta ahora, se ha considerado que
el PSA es el biomarcador més importante para la deteccion del CaP, pero carece de especificidad [3]. Esto ha llevado a
buscar biomarcadores alternativos [4], como los Compuestos Organicos Volatiles (VOCs), que son gases del metabolismo
celular, que aparecen en la respiracion, orina y otros fluidos. Los VOCs se han implicado en el diagnostico de otros tipos
de cancer, como el de pulmoén, mama, ovario y colorrectal [5, 6, 7, 8, 9].

El objetivo del presente estudio sera determinar en la orina de pacientes diagnosticados de cancer de prostata la presencia
de compuestos organicos volatiles que puedan correlacionarse con el resultado de la biopsia. Para ello hemos disefiado un
estudio de validacidn prospectiva, que permite asegurar, por un lado, la evaluacion independiente y ciega del test a validar
y del test diagnostico con el que se compara, y por otro, que todos los sujetos se sometan al proceso diagndstico completo,
independientemente de sus resultados.
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El aceite de oliva virgen (AOV) ha demostrado ser protector frente a la enfermedad cardiovascular debido a sus compuestos
bioactivos, importantes por sus propiedades antioxidantes. El objetivo del estudio es evaluar el efecto de la administracion
de tres AOV con distinto contenido en compuestos bioactivos sobre marcadores de dafio endotelial. Se realizé un estudio

de intervenciodn cruzado, aleatorizado, controlado y doble ciego en 51 adultos sanos.

Se evaluaron los beneficios del consumo de un AOV control, con bajo contenido en compuestos fendlicos (124 ppm),
un AOV optimizado, con elevado contenido en compuestos fenolicos (490 ppm), y un aceite enriquecido, (488 ppm de
compuestos fendlicos) al que se le anadieron acidos triterpénicos obtenidos de la propia aceituna (350 ppm). Los voluntarios
tomaron 30 mL diarios en crudo de cada uno de los aceites durante 3 semanas, separados por periodos de lavado de dos
semanas y utilizaron el mismo tipo de aceite para cocinar. Se determinaron marcadores de funcion endotelial en plasma
utilizando la tecnologia XMAP y ELISA. Los resultados a tiempo inicial y tras tres semanas de intervencion con cada
aceite, se compararon mediante un modelo lineal mixto ajustado, considerando significativo p < 0,05. Los tratamientos
con AOV control y optimizado redujeron la concentracion de endotelina-1 plasmatica sin observarse cambios en el resto
de biomarcadores de dafio endotelial determinados. En conclusion, la ingesta diaria de 30 mL de AOV con al menos 124

ppm de compuestos fendlicos durante tres semanas puede mejorar la funcion endotelial en voluntarios sanos.
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Durante la inflamacion, las células inmunes infiltradas en el foco inflamatorio liberan simultineamente sustancias
pronociceptivas y péptidos opioides endogenos (POEs), aunque su potencial analgésico estd poco explorado. Se ha
descrito que el antagonismo del receptor o1 periférico potencia la analgesia inducida por farmacos opioides. Nuestro
objetivo fue estudiar si el receptor o1 es capaz de modular la analgesia opioide endogena de origen inmune durante la

inflamacion.

La hiperalgesia inflamatoria frente al estimulo mecanico y térmico se evalud en ratones a las 3 h tras la administracion
intraplantar de carragenina. La administracion de los antagonistas selectivos 1 BD-1063 y S1RA aboli6 la hiperalgesia
inflamatoria. Este efecto fue revertido por el antagonista opioide periférico naloxona-metiodida, lo que sugiere que
durante la inflamacion se producen POEs susceptibles de ser modulados por el receptor o1. De hecho, detectamos un
marcado incremento en la concentracion de B-endorfina en la pata inflamada, y la captura de este POE mediante la
administracion de un anticuerpo selectivo en la zona inflamada revirtid el efecto antihiperalgésico del antagonismo o1.
La administracién in vivo de un anticuerpo frente a Ly6G disminuy6 simultdneamente la infiltracion de neutrofilos, los
niveles de B-endorfina y los efectos antihiperalgésicos de los antagonistas 61, por lo que la presencia de los neutréfilos

portadores de POEs en el sitio inflamado es necesaria para los efectos de los antagonistas 1.

En conclusion, la inhibicion del receptor ol produce analgesia opioide en el lugar de la inflamacion mediante la

potenciacion de los efectos de POEs de origen inmune.

Este es un mecanismo dirigido a maximizar el potencial analgésico inducido por células inmunes que de manera natural

se acumularan en la zona inflamada.
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Combination of melatonin and rapamycin as a potential therapeutic
strategy for head and neck cancer: melatonin protects normal cells from
rapamycin associated toxicity but acts as a pro-oxidant agent inducing

cancer cells apoptosis.
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The excess activity of mTOR signaling network is regarded as a frequent event in some prevalent human cancers [1, 2].
Rapamycin, the mTOR inhibitor, has been clinically proven to be an effective anti-tumor agent [3]. However, the anti-
tumor activity of rapamycin has been confirmed only in a limited subset of cancer types because of the negative feedback
loop from S6K 1 to AKT signaling [4, 5]. In clinical trials of mTOR inhibitors, a number of adverse events have been also
identified [6]. Among them, mucositis is regarded as the most severe one. Melatonin possess the ability of suppressing
neoplastic growth in a variety of tumors with different mechanisms [7]. Besides, melatonin can prevent the activation of
multiple pathways associated with oral mucositis [8, 9]. Given all that, we assumed that the combination of rapamycin
and melatonin could be a potential cancer therapeutic strategy. We analyzed the interaction between rapamycin and
different concentrations of melatonin using head and neck cancer cell lines in vitro, and HNC xenografts mice in vivo.
We found that high concentration of melatonin exhibited anti-tumor effect and blocked the negative feedback loop from
S6K1 to AKT signaling. Melatonin was also observed to cause reactive oxygen species (ROS) production. We confirmed
that mitochondrial was the main target of melatonin. Melatonin improved the mitochondrial function, resulting in the
ROS accumulation. Nevertheless, ROS accumulation resulted in severe oxidative damage of mitochondrial and finally
led to mitophagy or even apoptosis. We also found that melatonin administration reduced rapamycin associated toxicity
to healthy organs. In summary, melatonin can be used as an adjuvant agent with rapamycin and minimize the side effects
in tumor therapy.
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Melatonin reduces renal mitochondrial dysfunction and endoplasmatic

reticulum stress in diabetic obese rats
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Abstract: Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a major public health problem worldwide, as a consequence of the
expanding pandemic of obesity. Our group has previously shown the melatonin effects at diabesity (obesity and diabetes
mellitus type 2) including a browning effect and an improvement at mitochondrial level. Moreover, some data suggest
that melatonin could restore mitochondrial/endoplasmic reticulum (RE) function, which are altered as a result of the cell
damage and oxidative stress associated with obesity and T2DM in potentially affected organ, such as the kidney (diabesitic
nephropathy). However, the effect of melatonin at organular level in kidney hasn’t been studied yet in this model of
obesity-T2DM. The aim of this work was to study whether chronic melatonin treatment has a beneficial effect in kidneys
of diabetic obese rats, well as those that control organular functionality (mitochondrion and endoplasmic reticulum). Male
Zucker diabetic fatty (ZDF; n = 10) rats and lean littermates (ZL; (n = 10)) were given either melatonin (10 mg/kg BW/
day) orally for 16 wk (starting from 5 wk) (M-ZDF and M-ZL) or vehicle as control groups (C-ZDF and C-ZL). Electron
transfer chain (C IV), Super oxide dysmutase (SOD) and nitrites were measured spectrophotometrically. Western Blot
analysis was used as indicator of mitochondrial dynamic (MFN2, OPA-1, DRP-1) and an indicator of the endoplasmic
reticulum stress (ERS) (GRP78, PERK, IRE-1, ATF-6) and apoptosis (JNK, BAX, Caspase-3). Kidney morphology was
evaluated by histopathology. Melatonin improves mitochondrial dysfunction in kidney ZDF rats by increasing activities
of mitochondria, significantly enhances C IV activity and antioxidant enzyme (SOD), and reduces reactive oxygen species
(ROS) and reactive nitrogen species (RNS). Melatonin treatment to ZDF rats decreases significantly kidney ERS and

modulates apoptosis pathway.

Melatonin decreased glomerular area. Thus, it is concluded that chronic oral melatonin reduces mitochondria dysfunction,
ER stress and its downstream apoptosis in ZDF rats. Therefore, it may be beneficial in the treatment of obesity-diabetic

nephropathy.
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Los exopolisacaridos son polimeros organicos de origen microbiano, liberados al espacio extracelular, que participan en
la formacion de agregados microbianos y/o biofilms, siendo los responsables de la union entre células y otros materiales
junto a un sustrato. Estan compuestos en su mayoria por hidratos de carbono, pero también presentan en su composicion
otros componentes como son proteinas y acidos urdnicos. Los exopolisacaridos presentan una serie de funciones como la
capacidad de formar agregados celulares siendo los responsables de la formacion de biofilms, asi como la capacidad de
actuar como barrera protectora que protege al microorganismo frente a la accion de sustancias toxicas o de la desecacion [1].

El objetivo de este trabajo se centra en el estudio de la produccion de exopolisacaridos a partir de bacterias aisladas, tanto
en ambientes salinos como en ambientes normales. También se caracterizan dichos exopolisacaridos, determinandose
su contenido en proteinas e hidratos de carbono, asi como su actividad emulgente y la viscosidad que presentan los

exopolisacaridos cuando se presentan en solucion.

Los resultados muestran unos rendimientos en la produccion de exopolisacaridos entre los 3,96 g/l y los 0,068 g/l. Ademas
presentan una alta viscosidad comportandose como fluidos pseudoplasticos, y con una buena actividad emulgente. En lo
referente a la composicion de los exopolisacaridos, presentan un bajo contenido en proteinas, asi como un contenido en

hidratos de carbono bajo.
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Application of a new 3D-bioprinter in tissue and organ regeneration
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Tissue engineering has emerged as a new strategy to generate artificially functional tissue and organs substitutes. In this
attempt, 3d printing technology has gained enormous attention as it enables to fabricate 3d biological constructs that mimic
the structure and function of native tissue by controlled 3d deposition of tissue components, cells and matrix materials. In
this study we present a new bioprinter, designed by REGEMAT 3D, with an innovative and enhanced fabrication system
that combine two processes: fused deposition modelling of thermoplastic polymer to obtain the stiff structure combined
with Injection Volume Filling (IVF) as cell delivery method. In addition, we have demonstrated the biocompatibility of
this novel printing procedure by testing viability, proliferation and cytoskeletal organization of bioprinted cells. This
technology means a great advance in the regenerative medicine field, since the combination of multiple cell types and a
wide range of materials would allow the generation of any type of tissue and organ.
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La ingenieria tisular ha surgido como una nueva estrategia para generar artificialmente sustitutos funcionales de tejidos
y organos. La tecnologia de impresion en tres dimensiones (3D) ha despertado una gran atencion en dicho enfoque, ya
que permite fabricar constructos biologicos en 3D que imitan el tejido nativo, estructural y funcionalmente, mediante la
deposicion controlada de los componentes del tejido: células y elementos de la matriz. En este estudio se presenta una
nueva bioimpresora 3D, disefiada por REGEMAT 3D, con un innovador y mejorado sistema de fabricacion que combina
dos procesos: modelado de deposicion por fusion de polimero termoplastico, para la obtencion de la estructura rigida,
combinada con el sistema de relleno por inyeccion de volumen (FIV) como método de dispensacion celular. Ademas,
se ha demostrado la biocompatibilidad de este nuevo procedimiento de impresion 3D mediante pruebas de viabilidad,

proliferacion y organizacion del citoesqueleto de las células bioimpresas.

Esta tecnologia significa un gran avance en el campo de la medicina regenerativa, ya que la combinacion de una amplia

gama de materiales y multiples tipos celulares permitiria la generacion de cualquier tipo de érgano y/o tejido.
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Introduccion: El ejercicio de resistencia, especialmente en contracciones excéntricas, puede generar dafio en el musculo
esquelético debido a estimulos mecanicos y al estrés oxidativo. Ademas, la cantidad de masa muscular involucrada podria
afectar a dicho dafio. El objetivo de este estudio fue evaluar el dafio muscular sarcomérico y el estrés oxidativo en
respuesta a distintos ejercicios de fuerza e identificar el umbral de fatiga en musculos individuales.

Métodos: 20 sujetos realizaron un test de fuerza méaxima incremental en squat y press banca, ejercicios con movimientos
explosivos y de corta duracion. Se les extrajeron tres muestras de sangre: en reposo, 15 minutos y 24 horas post-ejercicio.
Como marcadores de dafio muscular se emplearon lactato deshidrogenasa (LDH), creatina quinasa (CK-MB) y a-actina

en suero. Se realizé un registro electromiografico de los musculos mas implicados en cada ejercicio.

Resultados: Los valores de CK-MB y LDH a los15 minutos y 24 horas post-test, fueron significativamente mas altos
en press banca. Los valores electromiograficos se ajustaron a una regresion exponencial, que nos permitié identificar un

punto de ruptura asociado al umbral de fatiga muscular.

Conclusiones: A cargas equivalentes de trabajo, el ejercicio de press banca genera mayor dafio muscular que el ejercicio
de squat. Ademas, hemos desarrollado un método electromiografico, rapido y, no invasivo que permite determinar el
umbral de fatiga en deportes de muy corta duracion y de movimientos explosivos, donde no son aplicables las variables

fisiologicas clasicas.

Referencias bibliogrdficas:

Lucia, a, Sanchez, O., Carvajal, a, & Chicharro, J. L. (1999). Analysis of the aerobic-anaerobic transition in elite
cyclists during incremental exercise with the use of electromyography. British Journal of Sports Medicine, 33(3),
178-185.

Modestu, J., Cicchella, A., Purge, P, Ruosi, S., Jiirimde, J., & Jiirimde, T. (2006). Electromyographic and neuromuscular
fatigue thresholds as concepts of fatigue. Journal of Strength and Conditioning Research / National Strength &
Conditioning Association, 20(4), 824-828

Calbet, JAL, Gonzalez-Alonso, J, Helge, JW, Sondergaard, H, Munch-Andersen, T, Saltin, B, et al. Central and
peripheral hemodynamics in exercising humans: Leg vs arm exercise. Scand J Med Sci Sport 25: 144—157, 2015.
Jamurtas, AZ, Theocharis, V, Tofas, T, Tsiokanos, A, Yfanti, C, Paschalis, V, et al. Comparison between leg and arm
eccentric exercises of the same relative intensity on indices of muscle damage. Eur J Appl Physiol 95: 179—185, 2005.

Farup, J and Sorensen, H. Postactivation potentiation: upper body force development changes after maximal force
intervention. J Strength Cond Res 24.: 1874—1879, 2010.

Ars Pharm 59 (suppl1): 55



Primeras Jornadas Cientificas CIBM | Granada 21 de junio 2017

Papel de los receptores sigma-1 en la potenciacion de la analgesia
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Los receptores sigma-1 (RS-1) juegan un papel muy relevante en distintos tipos de dolor [1] incluido el dolor visceral
[2], y se ha demostrado que este receptor modula la analgesia opioide en modelos de dolor somatico [3]. Sin embargo, no
estd estudiado si esta modulacion es extensible al dolor visceral, cuya prevalencia clinica es muy relevante. Por lo tanto,
se pretende estudiar el uso potencial de antagonistas RS-1 asociados con morfina como posible estrategia terapéutica
para el tratamiento del dolor visceral. Se usaron ratones CD-1 salvajes y knockout para RS-1 (KO). Los fArmacos fueron:
morfina, naloxona, naloxona metiodida, BD-1047, BD-1063, NE-100 y SIRA. Las respuestas dolorosas espontaneas
y la hiperalgesia mecénica referida (evaluada mediante la aplicacion en el abdomen de filamentos de von Frey) fueron
inducidas por la administracion intracoldénica de capsaicina al 0,1%. En ratones salvajes, el efecto de la morfina (2 mg/
kg), una dosis que produce una reduccion moderada de las respuestas dolorosas pero no produce ningun efecto en la
hiperalgesia mecanica fue potenciado por todos los antagonistas RS-1 evaluados, siendo mayor esta potenciacion en
la hiperalgesia mecénica referida. La naloxona revirtié la potenciacién morfinica inducida por los antagonistas RS-1,
mientras que la naloxona metiodida revirti6 completamente la potenciacion observada en el dolor referido pero solo
parcialmente en dolor agudo. Ningun antagonista RS-1 potenci6 el efecto de la morfina en animales KO. Estos resultados
sugieren que los antagonistas sigma-1 podrian tener un efecto potenciador sobre la analgesia morfinica con utilidad para
el tratamiento del dolor visceral.
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Background and aims: Sigma-1 receptors (6 Rs) are an emerging target for the treatment of neuropathic pain [1]. The
role of 6 Rs in neuropathic pain induced by nerve compression is known, but their participation on peripheral neuropathy
induced by nerve transection is unexplored. Therefore, we investigated the effect of pharmacological and genetic blockade

of o,Rs in the neuropathic pain associated to the sciatic nerve spared nerve injury (SNI) model.

Methods: SNI was performed on female CD1 wild-type (WT) and o Rs knockout (c,Rs-KO) mice [2]. Mechanical
allodynia (von Frey test) [3], cold-allodynia (acetone test) [4] and heat hyperalgesia (Hargreave’s test) [5] were tested
previously to SNI and during three weeks following injury. The effect of 6 Rs antagonist SIRA (16-64 mg/kg, s.c.) and
agonist PRE-084 (32 mg/kg, s.c.) were tested seven days after SNI.

Results: WT mice developed prominent cold and mechanical allodynia after SNI, whereas 6, Rs-KO did not develop
cold allodynia and showed reduced mechanical allodynia. These effects were mimicked by the administration of SIRA
to neuropathic WT mice, and the effects of the 6, antagonist were reversed by PRE-084. 6, Rs-KO and WT mice showed
a similar thermal hyperalgesia after SNI. However, SIRA abolished SNI-induced thermal hyperalgesia in WT mice, an
effect which was reversed by PRE-084.

Conclusion: o, receptors have a relevant role in SNI-induced neuropathic pain. The pharmacological antagonism of this

receptor can be useful to prevent and/or treat neuropathic pain produced by nerve section.
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Background and aims: Sigma-1 receptors (o,Rs) are a neuromodulatory intracellular chaperone able to migrate to
the plasma membrane under cellular stress to interact with several receptors and channels [1]. o R knockout (5,R-KO)
mice show a reduced neuropathic pain phenotype, although the underlying mechanisms are not well known [2, 3]. We
investigated o Rs cellular distribution in dorsal root ganglia (DRG) and macrophage infiltration into DRG in the sciatic

spared nerve injury (SNI) model of neuropathic pain.

Methods: We used female CD-1 wild-type (WT) and 6, R-KO mice. Immunohistochemistry was performed 7 days after
SNI [4] to study the expression of 6 Rs, NeuN (neurons), ATF3 (cellular stress) and Ibal (macrophages) in the L4 DRG.

Results: o Rs are exclusively expressed in DRG neurons (NeuN positive cells) of WT mice, and they were homogeneously
distributed in the cytoplasm of most neurons under normal conditions. After SNI, the subcellular distribution of o Rs
changed, as it was concentrated in the plasma membrane of many injured (ATF-3 positive) large DRG neurons, but was
still restricted to neurons only. We also detected a massive infiltration of peripheral macrophages in the injured WT DRG,

and this was strongly attenuated in 6,R-KO mice.

Conclusions: ¢ Rs migrate to neuronal plasma membrane and modulate macrophage infiltration into the injured DRGs

after SNI. These results might suggest a role for 6 Rs in the cross-talk between the injured DRG neurons and macrophages.
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drug antitumor effect
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Nanotechnology has provided new strategies in biomedicine for the treatment of certain pahologies such as cancer by
the development of nanoformulations that transport antitumor drugs improving their solubility, specificity, half-life in
blood stream and reducign their toxicity [1]. The tumor pathology more common diagnosed and the main cause of death
worldwide for this desease is lung cancer [2]. One of the drug used to treat it is Doxorubicin (DOX) alone or in cobination
with other drugs. DOX has a good antitumor activity. However, its low specificity for tumor tissues makes it toxic for

non-tumor tissues causing severe side effects, especially cardiac toxicity [3].

Our study is based in the development of DOX-loaded poly (e-caprolactone) (DOX-PCL) nanoparticles (NPs) that were
tested in in vitro and in vivo lung cancer models. For the in vitro model we used human and mouse lung cancer cell lines
A549 and LL/2. For the in vivo model immunocompetent C57BL/6 mice were subcutaneously inoculated with LL/2
cell line. Our results showed no toxicity of blank PCL NPs in general in any cell line thus demonstrating its biosafety
and biocompatibility. Otherwise, DOX-PCL NPs increased cell death reducing the half-inhibitory concentration (IC50)
compared to free drug up to 56.3% and 63.6% in A549 and LL/2 respectively (Fig. 1). Furthermore, in vivo assays
demonstrated better antitumor activity (Fig. 2) and survival and also a reduction of cardiac toxicity in mice treated with
DOX-PCL NPs. These results suggest that PCL NPs are a safe and efficient nanoformulation to improve the treatment of

lung cancer.
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Caracterizacion de microorganismos aislados de rambla salada (Murcia)

mediante el método de dilucion a extincion
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Rambla Salada es un espacio natural de especial proteccion en la comunidad de Murcia, posee ambientes acuaticos y
terrestres de distinta concentracion y composicion salina. La diversidad procariota de este habitat ha sido estudiada por el
grupo de investigacion “Exopolisacaridos Microbianos” (BIO 188) tanto por técnicas cldsicas como moleculares.

Los métodos de cultivo de alta eficiencia fundamentados en la dilucion a extincionl aprovechan que la diversidad de
especies cultivables aparentemente se incrementa a medida que disminuye la densidad del in6culo, por lo que buscamos
mejorar la recuperacion de cepas de crecimiento lento o especies que son aparentemente no cultivables, empleando esta

técnica junto a medios de cultivo oligotroficos.

De un total de 1100 aislados cultivados, se estudia la caracterizacion mediante pruebas morfologicas, fisiologicas,
bioquimicas y aproximacion taxonémica por amplificacion del gen ribosomal 16S2 de 178 cepas. El 80% del total fueron
bacilos Gram negativos y en menor cantidad cocos y bacilos Gram positivos. Todas las cepas crecieron en un rango de
salinidad del 1% al 25% (p/v) de sales, indicando caracter eurihalino. Con respecto a las pruebas enzimaticas, 45% de
los aislados produjeron lecitinasa, 43% ADNasa, 44% hidrolizaron la caseina, 40% el almidon, 11% la gelatina, 19% el

Tween 20, 52% el Tween 80 y 8% hidrolizaron la quitina.

Pruebas de hibridacion ADN-ADN, evidenciaron la existencia de nuevos reportes taxonomicos. Se destaca la descripcion
de una nueva especie al género Blastomonas3, denominada Blastomonas quesadae. De igual forma, se encuentran en

revision dos nuevas especies del género Roseovarius.
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Effects of a concurrent exercise training program during pregnancy on
maternal blood glucose and lipid profile. The GESTAFIT PROJECT
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Aim: During gestation, metabolic adaptations of the mother are essential to ensure appropriate growth and development
of the fetus. Consequently, higher concentrations of circulating lipids are a normal physiological adaptive response'.
Nevertheless, elevated plasma lipid or glucose concentrations during early pregnancy are associated with complications
such as preeclampsia, gestational diabetes mellitus and other adverse outcomes for the mother and the newborn?. The aim

of this study was to evaluate the effects of a training program during pregnancy on maternal glycaemic and lipid profile.

Methods: Sixty-six pregnant women were randomized to either an exercise (three 60-min sessions/week of concurrent
aerobic and strength training) group (n=25), or usual care (control) group (n=31) from the 17" gestational week until

delivery. Blood samples were collected at week 16 and 34" of pregnancy.

Results: Plasma fasting glucose was increased by 1% in the control group whereas in the exercise group was reduced
by 5% (P<0.001). Total cholesterol increased by 25% in the control group while increased by 17% in exercise group
(P=0.059). Low density lipoprotein-cholesterol decreased by 11% in the control and by 32% in the exercise group
(P=0.009). Phospholipids increased in both groups but increased by 18% in the control while only by 8% in exercise
group. No differences between groups were found in plasma triglycerides concentrations.

Conclusion: The concurrent exercise training program developed during pregnancy promoted a more appropriate lipid
and glycaemic profile, which could prevent the appearance of complications such as gestational diabetes mellitus,

preeclampsia, or offspring’s macrosomia.
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Introduccion: El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) estimula la angiogénesis, 1o que cumple un importante
papel en la regeneracion tisular, como ocurre en el tejido dseo. Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), son fArmacos
de uso frecuente en el tratamiento de lesiones 0seas. Sin embargo, estos medicamentos pueden alterar el crecimiento y la

diferenciacion/maduracion del osteoblasto, célula responsable de la formacidn y regeneracion del hueso.

Objetivos: El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de 8 AINEs distintos sobre la expresion génica de VEGF
en dos poblaciones de células osteoblasticas.

Metodologia: Osteoblastos humanos obtenidos por cultivo primario (HOp) y la linea celular de osteosarcoma humano
MG63, fueron tratados con una dosis de 10 uM de acetaminofeno, indometacina, ketoprofeno, diclofenaco, ibuprofeno,
ketorolaco, naproxeno y piroxicam. A las 24h del tratamiento analizamos la expresion génica de VEGF en las lineas
celulares: HOp y MG63, mediante PCR- tiempo real (RT-PCR).

Resultados y Discusion: El tratamiento con los distintos AINEs estudiados redujo de manera significativa la expresion
de VEGF, independientemente de la linea celular utilizada. Dicho efecto podria contribuir a la alteracion de la fisiologia
de esta poblacion celular. Nuestros resultados contribuyen a poner de manifiesto el efecto adverso que los AINEs pueden

ejercer sobre el osteoblasto, repercutiendo sobre su capacidad formadora y reparadora del hueso.
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Servicios generales en el CIBM unidades de resonancia magnética

nuclear animal y de microscopia electronica (CIC)
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UNIDAD DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR ANIMAL [RMA]

La imagen por resonancia magnética (IRM) es una técnica tomografica basada en la resonancia magnética nuclear
(RMN). La IRM es una de las herramientas mas potentes para el estudio in vivo de multitud de procesos fisiologicos
y fisiopatolégicos. Las principales ventajas son la ausencia de radiaciones ionizantes, la versatilidad en el manejo del
contraste y la capacidad multiplanar. Las IRM utilizadas en diagndstico clinico y preclinico aprovechan la RMN del
nucleo de H-1, principalmente, y es la energia liberada por los spines de H-1, tras la aplicacion de radiofrecuencia, bajo
un campo magnético, la que se pondera y potencia en los parametros de interés.

UNIDAD DE MICROSCOPIA ELECTRONICA [ME]

La unidad de Microscopia Electronica del CIC ubicada en el CIBM ofrece servicio tanto de preparaciéon de muestras
como de analisis ultraestructural por el Microscopio Electronico de Transmision (MET). Las muestras tales como
tejidos o pellets pueden ser procesadas para la obtencién de cortes semifinos (menos de 1 pm) para su estudio por
microscopia optica, o ultrafinos (60-80nm) para su estudio por MET, mientras que particulas en suspension (bacterias,
microvisiculas, exosomas, proteinas, etc.) son marcadas por tincién negativa para poder observarse directamente en el
MET. El microscopio del que disponemos (Leo906E-Carl Zeiss Microscopy) nos permite magnificaciones hasta 600.000x
con una resolucién de 0.34nm, estd equipado con un sistema digital de adquisicion de imagenes y un software para la

realizacion de mediciones directamente en pantalla.
Informacion adicional

http://cic.ugr.es/servicios-y-unidades/ficha.php?codServicio=2&unidad=93
http://cic.ugr.es/servicios-y-unidades/ficha.php?codServicio=6&unidad=72
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Objetivo: Evaluar el posible efecto de la exposicién temprana Pb, Hg, Cd, arsénico (As), cromo (Cr) y manganeso (Mn)

en la funcion cognitiva a los 4-5 afios de edad.

Métodos: Se exploro la asociacion entre los niveles de dichos elementos en muestras aleatorias de placenta, recogidas
entre 2000 y 2008, y la funcién cognitiva en cinco de las cohortes de nacimiento del estudio Infancia y Medio Ambiente
(INMA) (Asturias, Granada, Guipuzkoa, Sabadell y Valencia). Los niveles de metales fueron determinados mediante
espectrofotometria de absorcion atdbmica con horno de grafito (Pb, Cd, Hg, Mn) y generacion de hidruros en el caso del
As. El desarrollo neuropsicoldgico fue evaluado a los 4-5 afios de edad usando las escalas McCarthy de Aptitudes y
Psicomotricidad para nifios (MSCA). El analisis final se realizo con 280 nifios para los que se disponia de informacion de

exposicion a metales, funcién cognitiva y covariables relevantes.

Resultados: Tras ajustar por los factores de confusion, los niveles de As se asociaron con una menor puntuacion en la
funcién ejecutiva global y verbal y en el area numérica, los de Hg con un peor desempeflo en memoria verbal, funcién
verbal del cortex posterior y funcién motora, y los de Mn se mostraron inversamente asociados con las puntuaciones
obtenidas para las funciones perceptivo-manipulativa y funciéon visual del cortex posterior. No se observaron efectos

negativos para Cd, Cr y Pb.

Conclusiones: La exposicion fetal a metales neurotoxicos puede ser un factor de riesgo para alteraciones del neurodesarrollo

infantil.
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Background: Numerous hematopoietic progenitors’ units (HP units) are discarded for clinical use because the transplant
for which they were collected wasn’t carried out. Due to the enormous value and potential interest of these samples the
SSPA (Andalusian Public Health System) Biobank recovered them for their possible use in research. With this purpose
we evaluate the viability of hematopoietic cells and validate the preservation process and the best final storage format for
its possible splitting and final distribution.

Methods: We first analyzed the initial viability of cells after thawing and then we studied the effect of the preservation
process on freezing and defreezing total recovery and viability under different conditions: DMSO concentration and the

freezing method. Finally, we analyzed the economic costs of the different process.

Results: We observe an average viability of 70% after hematopoietic cells initial thawing, so the samples would be
suitable for research purposes.

Regarding the preservation process we did not observe any difference related to cell viability between the DMSO
concentrations and freezing methods. However, we find differences in the economic cost associated with each of these

methods of freezing, resulting cheaper the preservation method with refrigerant containers at -80°C.

Conclusions: PH units discarded for clinical use can be splitted and derived for research applications. Furthermore, the
technical and economic analysis of the different processes indicates that the best method is a freezing ramp with refrigerant

containers at -80°C and a 7-10% of DMSO, only due to economic reasons, since no technical differences are observed.
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Dopamine d1 receptors blockade in the nucleus accumbens shell and

attenuation of flavor neophobia in rats
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The attenuation of neophobia to a novel flavor over repeated exposures is associated with changes in its hedonic value as
the flavor becomes more palatable. Previous studies have suggested a role of the nucleus accumbens (Nacc) in processing
taste palatability which is affected by aging. To explore the role of Nacc in flavor neophobia during aging, we applied
c-Fos immunohistochemistry as an index of neural activity of the Nacc Core and Shell. Twenty one adult (5-month-old)
and 24 aged (24-month-old) male Wistar rats were exposed to a 3% cider vinegar solution for 1, 2 or 6 consecutive days
(n=7 adult and n=8 aged rats/group). Aged rats exhibited slower attenuation of flavor neophobia than adult rats. This was
consistent with the Nacc pattern of c-Fos activity. Adult rats exhibited increased Nacc Shell activity on day 2 compared to
days 1 and 6, while this increase was delayed to day 6 in aged rats. Adult rats did not show differences in the number of
Nacc Core c-Fos positive cells. However, increased c-Fos expression was found on day 6 compared to days 1 and 2 in the
case of aged rats, suggesting changes in the activity of neural circuits during normal aging that could underlie the slower
attenuation of flavor neophobia in aged rats.

We then explored the implication of D1 dopamine receptors in the Nacc Shell during flavor recognition memory. Forty adult
(five-month-old) male Wistar rats were exposed to water (n=18) or 3% cider vinegar solution (n=22) for six consecutive
days using 15-minute drinking sessions. They received i.c. injections of vehicle or the D1 receptors antagonist SCH23390
(1pl per hemisphere, Spug/ul) into the Nacc Shell 15 minutes prior to the drinking session on day two.

The behavioral results indicated a neophobic response to the vinegar solution in all the groups. The control group receiving
vehicle showed attenuation of flavor neophobia.

However, rats that received SCH23390 did not increase consumption of vinegar on day two. In addition, the groups
exposed to water did not differ in consumption. These results are consistent with previous reports relating the area with the
acquisition of learned taste aversions and support an additional role of the nucleus accumbens shell in flavor recognition

memory mediated by D1 dopamine receptors.
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Los microRNAs oncogénicos (miRs) han surgido como biomarcadores diagndsticos y nuevos dianas moleculares para
las terapias con farmacos anticancerigenos. La PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) es una de las técnicas mas usadas
para analizar miRs. Sin embargo, varios estudios muestran discrepancias, lo que sugiere que el uso de normalizadores
inadecuados podria sesgar los resultados. La heterogeneidad tumoral dificulta atin mas la seleccién de un adecuado
control normalizador endégeno. En este sentido, hemos evaluado cinco miRs reverenciados cominmente (U6, rRNASs,
SNORD44, SNORD24 y hsa-miR-24c-3p) utilizando algoritmos RedFinder para realizar un analisis de expresion de
estabilidad en i) las células normales de colon, ii) Y iii) subpoblaciones de células madre cancerigenas (CSCs) aisladas en
base de su actividad ALDH y a su sensibilidad diferencial cuando se exponen a tripsina. Hemos identificado SNORD44
como un adecuado gen housekeeping para qPCR comparando células normales y células tumorales. Sin embargo, este
miR no fue un normalizador 1til para las subpoblaciones de CSCs versus subpoblaciones sin propiedades CSCs. Ademas,
se muestra por primera vez que hsa-miR-24c¢-3p es el normalizador mas estable para estas dos subpoblaciones.

También en el analisis bioinformatico y qPCR hemos identificado diferentes patrones de expresion miR en cancer de colon
versus células no tumorales utilizando los normalizadores adecuados previamente seleccionados. Nuestros resultados
alientan a un analisis mas profundo de los patrones de expresion de miRs en la heterogeneidad tumoral, para posibles
estudios diagnosticos y terapéuticos, y enfatizan asi la importancia de seleccionar normalizadores adecuados que asegure
la robustez y fiabilidad de los estudios.
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differentiation from mesenchymal stem cells to neural lineage cells
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At the present moment, degenerative diseases of the central nervous system (CNS) do not have an effective treatment. Stem
cell research presents itself as a very promising tool in this field. Adipose tissue has been widely used for obtaining human
mesenchymal stem cells (hMSCs) [1-2], which have the capacity to differentiate themselves into mesodermal origin cells
[3] and nervous system cells [4] in vitro. The aim of this study was to isolate and characterize mesenchymal stem cells
from lipoaspirates samples obtained from patients at the Health Hospital of Granada. These cells were characterized
by flow cytometry for specific mesenchymal stem cells markers like CD73+, CD105+ and CD90+, being negative for
hematopoietic antigens like CD45, CD34 and CD133. The culture of these cells was made with three differentiating
medium composed by different growth factors such as EGF, FGF, HGF or VEGF among others; NEU 1, NEU 2 and NEU
3 that lasted 21, 15 and 10 days respectively. The result was a significant morphological change and the expression of
neuronal lineage markers such as nestin, NFM, tubulin III or functional marker like SNAP25, in immunohistochemical

characterization, western and RT-PCR studies.

The results indicate that differentiation of mesenchymal stem cells obtained from lipoaspirate samples to neuronal lincage
is possible, and a better understanding of the mechanism of reprogramming adult stem cells could be a promising tool in

the treatment of neurodegenerative diseases.
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Objetivo: La exposicion a Disruptores Endocrinos (DEs), sustancias exogenas capaces de alterar la homeostasis del
sistema endocrino, presentes en numerosos objetos de uso cotidiano, esta relacionada con numerosos efectos adversos en
salud. El objetivo de este trabajo es validar una metodologia analitica para cuantificar la exposicion a una seleccion de
DEs nopersistentes en leche materna.

Metodologia: Se ha desarrollado una metodologia que incluye el tratamiento de muestras mediante microextraccion
dispersiva liquido-liquido (implicando tratamiento enzimatico, precipitacion de proteinas y extraccion) y cuantificacion
de analitos mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem. Se ha llevado la optimizacion

y validacion del método en 15 muestras donadas al Banco de Leche Materna de Granada.

Resultados: Se han obtenido limites de cuantificacion (0.3-0.7 ng/mL), deteccion (0.1-0.2 ng/mL), y desviaciones
estandar relativas entre 4.3%-14.8%, para los DEs seleccionados: metilparaben, el compuesto detectado con mayor
frecuencia (11/15, mediana= 2.5 ng/mL), seguido de benzofenona-3 (9/15). Otros compuestos detectados en menor
proporcion incluyeron propilparaben (6/15), etilparaben (5/15), bisfenol A (4/15) y butilparaben y benzofenona-1 (1/15),

cuyas medianas de concentracion estaban por debajo del limite de deteccion.

Discusion/Conclusion: La metodologia propuesta permite la determinacion simultanea de varios DEs de manera rapida
y con bajo coste, por lo que es idonea para su utilizacion en estudios de biomonitorizacion de estos contaminantes

ambientales.
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Los patégenos bacterianos mas comunes que afectan a la acuicultura pertenecen al género Vibrio y son los responsables de
muchas enfermedades como el blanqueamiento de corales y la septicemia hemorrdgica (vibriosis) en peces y moluscosl.
Durante los ultimos afios, se ha asociado la virulencia de diferentes bacterias patogenas con los sistemas quorum sensing
(QS), un sofisticado mecanismo para coordinar la expresion génica en funcion de la densidad celular mediante la difusion
de pequefias moléculas sefial, como las N-acilhomoserin lactonas (AHLs). Debido a ello, muchos de los organismos
competidores han desarrollado diferentes estrategias con el fin de interrumpir los sistemas QS, como es el caso de la

produccion de enzimas degradadoras de AHLs, que se conoce como quorum quenching (QQ)2.

En el presente estudio se evaliia la expresion de los factores de virulencia en las especies patdogenas V. mediterranei,
V. coralliilyticus y V. owensii tras la inactivacion de la produccion de moléculas AHLs. Para ello, se construyeron
mutantes de estas cepas afectadas en la sintesis de AHLs mediante la transferencia de plasmidos que contienen lactonasas
y seguidamente se llevaron a cabo numerosas pruebas fenotipicas. Los resultados indican claramente que existe una
correlacion entre la produccion de AHLs y la expresion de algunos factores de virulencia en las tres cepas patdogenas de

Vibrio estudiadas.

La informacion de esta investigacion contribuye al desarrollo de nuevas terapias futuras basadas en la interrupcién de

AHLs, una de las alternativas mas prometedoras actualmente para combatir las enfermedades infecciosas en acuicultura.
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Paclitaxel(PTX) is a cytotoxin used as a drug of choice for the treatment of various types of solid tumors, including
breast and lung cancer. However, its commercial formulation (Taxol®) has been associated with several side effects such
as hematologic toxicity, bone marrow depression, and painful peripheral neuropathy. A promising type of polymeric
nanoparticles of lactic and glycolic acid loaded with this drug (PLGA-PTX) for the treatment of lung cancer is proposed
to solve these limitations. The results of proliferation assays showed significant dose reduction IC50 with PLGA-PTX up
to 3.6 and 3.7 times lower in two human lung tumor cell lines A549 and NCI-H460, compared to free PTX. No inhibition
was observed in the growth with blank nanoparticles. For cellular uptake studies with fluorescence microscopy, A549 was
incubated with Nile red (NR) and NR-loaded NPs at different times. The results obtained suggest that NP-PTX facilitate
the incorporation of NR into the cell compared with free NR. Finally, multicellular tumour spheroids (MTS) assays in
A549 were performed and MTS were treated with PTX, PLGA-PTX and blank NPs at the IC50 dose of free PTX.

MTS growth was monitored with imaging microscopy and the apoptosis induced was analyzed by a TUNEL assay.
PLGA-PTX caused a significant reduction in the volume of MTS(73%) in comparison to free PTX(46%). In addition,
the number of apoptotic cells was higher in MTS treated with PLGA-PTX. The set of results presented in this work
suggest that the association of paclitaxel with nanoparticles improves the antitumor effect of the drug and facilitates its

incorporation into the tumor cells.
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Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is the most common type of pancreatic cancer (90% of cases) [1]. In
comparison to other malignancies, the outcome of patients is strongly bad, in fact, the 5 years survival rate is only 5%
[2]. At the time of diagnosis, over 80% of patients present an advanced tumor stage, where no curative therapy exists [3].
A desired strategy to improve prognostic of these patients is early diagnosis, however, the only biomarker approved by
the FDA for PDAC, the CA-19.9, lacks both specificity and sensitivity as a diagnostic marker [4], which it highlights the
urgent need for accurate diagnosis biomarkers.

The availability of genomic and metabolomics technologies, has led to an increasing interest in liquid biopsy as a potential
source of biomarkers. In order to enable early detection of disease, our objective was to identify new biomarkers in
peripheral blood, which differentiate between PDAC patients and healthy individuals. We observed a differential gene
expression profile between peripheral blood mononuclear cells from 18 PDAC patients and 18 controls, by microarray
and RT-gPCR techniques. Our analysis showed two genes, CLEC4D and IRAK3, which could identify PDAC patients
with 86% sensitivity and 100% specificity. Additionally, we present the main findings observed from a metabolomics
untargeted approach carried out with serum from patients and controls. In this regard, we determined that it is possible to
discriminate these two groups using the differential concentration levels of specific phospholipids, such as different types

of phosphatidylcholine and phosphatidylethanolamine and other metabolites such p-cresol sulfate.
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En especies con reproduccion estacional, los testiculos experimentan cambios sustanciales entre la época reproductiva
y la no reproductiva. Muchas poblaciones sufren un proceso de involucion que conlleva la degeneracion y eliminacion
del epitelio germinativo. No obstante, el proceso varia entre especies, habiéndose detectado diferencias significativas que
han suscitado cierta controversia acerca de si existe un mecanismo general de regresion testicular en mamiferos. En este
trabajo hemos investigado varias poblaciones de topillo mediterraneo, Microtus duodecimcostatus, con el fin de estudiar:
1) si tienen reproduccion estacional; 2) el estado funcional de los principales tipos celulares, estructuras y procesos
biologicos durante el ciclo reproductivo; 3) el patron espacio-temporal de expresion de varios genes involucrados en la
funciodn testicular; 4) la funcion androgénica testicular; 5) el papel de la apoptosis y la proliferacion celular en el proceso
de regresion testicular; y 6) el papel de las uniones intercelulares en la dinamica estacional de las células germinales.

Esta especie presenta regresion testicular completa durante el verano, pero esto solo ocurre en las poblaciones localizadas
en paramos y no en alamedas de la misma region geografica ni en el animalario, donde la reproduccion tiene lugar durante
todo el afio. Puesto que los tres grupos de animales estuvieron sometidos al mismo fotoperiodo, nuestras observaciones
muestran que es el microambiente en el que vive cada poblacion lo que determina su estatus reproductivo. Nuestros
resultados indican 1) que los mecanismos que controlan la reproduccion estacional son muy plasticos; y 2) que dichos

mecanismos parecen evolucionar muy rapidamente.
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Antecedentes: Los productos lacteos fermentados, ya sean de leche de vaca o cabra, son alimentos tradicionalmente
consumidos por la poblacion en general, que ademas de su alto valor nutricional contienen determinados componentes
bioactivos que juegan un papel clave en la defensa ante posibles infecciones patdogenas y procesos alérgicos y en la

promocion de la salud.

Objetivo: Estudiar la posible influencia de las leches fermentadas de cabra o vaca sobre el estado antioxidante total

(TAS), como marcador de estrés oxidativo.

Material y métodos: 20 ratas macho Wistar albino se alimentaron durante 30 dias con una dieta basada en leche de vaca
fermentada (raza Holstein) o con leche de cabra fermentada (raza Murciano-granadina), en polvo (20 % de proteina
y 10% de grasa). Al finalizar el estudio, y tras canulacion de la aorta abdominal se obtuvieron muestras de sangre y
se centrifugaron (1500g, 4°C,15 min) para determinar el TAS plasmatico, utilizando el kit comercial TAS Randox
(Randoxlaboratories, Ltd, Crumlin, UK).

Resultados: El TAS fue mayor en animales controles alimentados con dieta basada en leche fermentada de cabra con

respecto a la leche fermentada de vaca (P <0,01).
Conclusion: La leche de cabra fermentada presenta efectos positivos sobre el estado antioxidante total, limitando el

dafio oxidativo a las principales biomoléculas y mejorando su metabolismo celular. El conocimiento obtenido de estos

hallazgos proporciona una base para recomendar la inclusion de la leche de cabra fermentada en la dieta.

Ars Pharm 59 (suppl1): 75



Primeras Jornadas Cientificas CIBM | Granada 21 de junio 2017

Evaluacion de la estabilidad genomica de dietas a base de leche de cabra

o vaca suplementadas con acido folico

Diaz Castro J, Moreno Fernandez J, Alférez MJM, Nestares T, Lopez Aliaga 1
Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos “José Mataix” y Departamento de Fisiologia. Facultad de
Farmacia e Universidad de Granada.

Centro de Investigacion Biomédica (CIBM), Universidad de Granada, Granada, Esparia.

Antecedentes: La leche de cabra presenta unas caracteristicas nutricionales beneficiosas, pero a pesar de ello es deficitaria
en acido folico, una vitamina esencial que actia como cofactor regulando el crecimiento celular, la diferenciacion y los

mecanismos de reparacion de dafios en la molécula de ADN.

Objetivo: Evaluar el efecto de dietas elaboradas a base de leche (cabra o vaca), con contenido normal en acido félico o

suplementadas, sobre el dafio mediado por el estrés oxidativo al ADN.

Material y métodos: 40 Ratas macho wistar albinas (42 = 5 g de peso corporal) alimentadas durante 30 dias con
dieta basada en leche de cabra o leche de vaca, con contenido normal en acido félico (2 mg/kg) o alto (40 mg/kg).
Posteriormente, se obtuvieron muestras de sangre para medir la estabilidad del ADN en linfocitos aislados usando el

ensayo Comet alcalino.

Resultados: El daiio en el ADN fue mucho menor en las ratas que recibieron la dieta basada en leche de cabra que en las
que consumieron la dieta a base de leche de vaca, como lo revela el alto porcentaje de ADN en la cabeza y el bajo Olive
Tail Moment (OTM). La suplementacion con acido félico de la dieta a base de leche de cabra tuvo un efecto beneficioso
sobre la estabilidad del ADN, reduciendo el OTM.

Conclusion: la leche de cabra presenta efectos beneficiosos, tales como la proteccion del ADN celular de los radicales

libres y el dafio oxidativo, y la suplementacion con acido folico mejora este efecto protector.
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Introduccién: Se ha reportado una disminucién en la fertilidad y fecundidad masculina!, lo que se ha producido en forma
paralela con el aumento de la obesidad?. Otros factores ambientales tales como los metales presentes en el agua y dieta
tienen un impacto en los pardmetros espermaticos>.

Objetivo: Estudiar el efecto que tiene la obesidad y los metales en plasma seminal (PS) en los parametros espermaticos.

Métodos: Se clasificaron 24 hombres normozoospérmicos (26-45 afios) en: grupo control (GC, IMC <26 kg/m?) y grupo
obeso (GO, IMC >30 kg/m?). Diecisiete metales fueron medidos por ICP-MS. Se realiz6 la prueba de Mann Whitney y
correlacion R de Spearman.

Resultados: En el grupo GC, un 61% (58%-64%) de los espermatozoides presenta motilidad progresiva y un 55% (50.5%-
60.5%) en el grupo GO (p=0,01). Estos valores se correlacionan negativamente (r=-0,98; p<0,01) con el porcentaje de
espermatozoides inmoviles que fue de un 40% (35,5%-46,5%) en GO y un 36% (32%-39%) en GC (p=0,02). Hubo
diferencias en los porcentajes de espermatozoides con defectos en cola, reportando un 5% (4%-7,5%) en GO y un 4%
(2%-5%) en GC (p=0,01). Se observaron mayores concentraciones de V, Cr, Mn, Y, Niy Pb en el PS del GO con respecto
al GC (p<0,01). De estos metales, V, Ni, Pb y Y tienen una correlaciéon moderada (p<0,05) con IMC y defectos en cola.

Conclusion: La obesidad tiene un impacto en las caracteristicas de motilidad espermadtica y se correlaciona con la

presencia de seis metales en PS. De estos, V, Ni, Pb y Y presentan una correlacion con defectos en cola.
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Analysis of quality indicators in DNA samples obtained from different
types of biological samples for the consolidation of DNA isolation service

in the biobank of the andalusian public health system

Lucena Aguilar G'27, Sanchez Lépez AM'>4, Barberan Aceituno C', Carrillo Avila JA, Lépez Guerrero JAS®,
Aguilar Quesada R34,
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Resumen:

1.  High-quality human DNA samples and associated information of individuals are necessary for biomedical research.
Biobanks act as a support infrastructure for the scientific community by providing a large number of high-quality
biological samples. For this purpose, biobank methods for sample preparation must ensure the usefulness and long-
term functionality of the products obtained. Quality indicators are the tool to measure these parameters, the purity
and integrity determination being those specifically used for DNA.

2. This study analyzes the quality indicators in DNA samples derived from human 118 frozen tissues OCT, 68 FFPE
tissues, 119 frozen blood and 26 saliva samples. The results obtained for DNA quality are discussed in association
to the usefulness and availability of the DNA source in the target study. Briefly, if any material is valid, saliva is the

easier prospective collection of samples providing quality-high DNA.

3.  However, if diseased tissue is a requisite, the recommended source of DNA would be frozen tissue. These conclusions
will determine the distribution by the biobank of the best option of DNA source according to the downstream
application of the DNA samples. By other side, our results support that a complete procedure of DNA quantification
and qualification is necessary for guarantee the appropriate management of the samples, avoiding low confidence

results, high costs and a waste of samples.

Referencias bibliograficas:
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Changes in body composition and its association with pharmaceutical
costs in perimenopausal women following a four-month concurrent

exercise intervention. the flamenco project
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Camiletti Moirén D?, Aparicio VA, Coll Risco I'.
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Aim: Loss of oestrogens during climacteric promotes changes in body composition by increasing fat mass and decreasing
bone mineral content (BMC), which may lead to diseases such as obesity or osteoporosis. The aim of this study was to
evaluate the effects of a four-month exercise intervention on lean, fat and bone mass of the whole body in perimenopausal

women. An exploratory aim was to assess the association of body composition changes with pharmaceutical costs.

Methods: One hundred and fifty perimenopausal women (52.2+4.4 years) were randomized to a four-month (60 minutes/
session, 3 days/week) concurrent (acrobictresistance) exercise intervention, or control group. Final number of subjects
included a total of 116 women divided into exercise (n=60) and control (n=56) groups. Lean, fat, and bone mass were

measured using dual-energy x-ray absorptiometry. Direct costs of medication were registered.

Results: The exercise program increased BMC of the pelvis by 1.5g when control group lost 4.0g (P=0.032).

Body mass index (BMI) was reduced by 0.9 kg/m?in the exercise group while in the control group remained the same
(P=0.023). Android fat mass was reduced by 163g in the exercise group while control group reduced it by 64g (P=0.025).
Reduced fat mass and android fat were associated with reductions in pharmacological cost.

Conclusion: The exercise intervention improved BMC in specific areas such as the pelvis, which is relevant due to the

increased risk of hip fractures after menopause. This exercise program also decreased central fat deposition and BMI.

These fat reductions were associated with lower pharmacological expenditure.
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Feeding restriction in grouped rats. Aggregate influence on relationship

from the behavioural and hormonal point of view

Moneo M, Moroén I', Zuiiga JM2.
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The single-housing associated with caloric restriction (CR) may pose many logistical problems. Thus, it is necessary to
study the effects of CR in conditions in which animals are group-housed. In the present research were studied: (i) the
possible differences in the proportion of the weights and social behaviour in ad libitum and CR (at 70%) conditions, (ii)
the eventual inequalities in the proportion of the weights and social behaviour (the time spent eating under the feeder as
an indicator of dominance and empathy, and the number of “pushes” as an indicator of aggressiveness) in brother and
non-brother rats in CR conditions, and (iii) to compare the concentrations of corticosterone (stress biomarker) in serum
in ad libitum and CR conditions. Results confirm the effectiveness of the CR associated with the housing in groups of
three, with independence of the consanguinity. Equally, all the results exposed suggest not only the viability, but also the
suitability of apply an aggrupation of the rats in long-periods of CR maintenance. Finally, these results open de possibility
of performing groupings in RC conditions avoiding isolation and improving the welfare level.

Referencias bibliogrdficas:
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A murine-based endometriosis model reveals the chemoattractant

properties of menstrual blood-derived stromal cells

Martinez Aguilar R, Ruiz Magaiia MJ, Romero Pinedo S, Ruiz Ruiz MC, Garcia Olivares E, Abadia Molina AC.
IBIMER, Centro de Investigacion Biomédica.
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Centro de Investigacion Biomédica (CIBM), Univerisdad de Granada, Granada, Esparia.

Endometriosis is a gynecological disorder classically defined as the presence of endometrial tissue out of the uterine
cavity (1). Despite affecting between 5% and 15% of women at childbearing age, its origin remains elusive although
several hypotheses have been proposed, such as the retrograde menstruation or the erroneous homing of endometrial
precursors (2,3).

The aim of this work was to develop an in vivo mEnSC (menstrual blood-derived endometrial stromal cells)-based murine

model of endometriosis in order to achieve a better comprehension of its ethiopathogeny and development.

7-11 weeks old BALB/c female mice were intraperitoneally injected a 4% thioglycollate (TGC) dose to generate an
inflammatory context. Twenty four hours later, mEnSC-established cell lines were intraperitoneally administrated. After
4 days, mice were sacrificed to perform a peritoneum lavage and localize the endometriotic foci. Mice without mEnSCs
and/or TGC injection were used as controls. Chemokines expression was analyzed by RT-PCR; endometriotic foci were

evaluated by RT-PCR and confocal microscopy; peritoneum lavage populations were studied by flow cytometry.

Mice treated with mEnSCs after the inflammatory insult experiment a variation in the peritoneum populations, such as a

decrease in the percentage of macrophages and a rise in the neutrophil number, in contrast with controls.

The analysis of endometriotic foci reveals that mEnSCs use peritoneum adipose tissue as scaffold to recruit macrophages
and neutrophils. For its part, mEnSCs mRNA analysis shows a basal expression of macrophage and neutrophil

chemoattractants.

Our results suggest that mEnSCs, along with an inflammatory context, might play a key role in the endometriosis’

ethiopathogeny by the expression of chemotactic factors and recruitment of immune populations.
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Establecimiento del modelo experimental Caenorhabditis Elegans para
el estudio de compuestos procedentes de la industria agroalimentaria

de interés en investigacion biomédica
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Caenorhabditis elegans es un nematodo mintsculo de vida libre y distribucion ubicua con un ciclo de vida que pasa por
4 estados larvarios hasta llegar al estado adulto. Presenta multiples similitudes con animales superiores en términos de
metabolismo, estructura y funcioén de organulos, regulacion de genes, biologia de proteinas, etc. Por otro lado, entre el
60 y el 80% de los genes humanos tienen un ortdlogo en el genoma de C. elegans y el 40% de los genes asociados con

enfermedades humanas tienen ortélogos en C. elegans.

La alimentacion, la nutricidn, los productos agroalimentarios y los compuestos de origen natural representan una fuente
muy importante de sustancias protectoras de la salud. Un problema a la hora de buscar moléculas de interés biomédico
provenientes de la industria agroalimentaria es la eleccion de un adecuado modelo experimental en el que realizar los

ensayos. Tradicionalmente, los cultivos celulares y los roedores han sido modelos muy relevantes.

No obstante, ambos presentan diversos inconvenientes, referidos en el primer caso a la ausencia de procesos fisiologicos
complejos propios de organismos multicelulares, y en el segundo al coste de los estudios y diversas consideraciones

bioéticas.

Nuestro laboratorio ha implantado C. elegans como modelo experimental ya que a lo anteriormente mencionado se
suma el hecho de que este modelo no esta sujeto a control por parte de los comités de ética en experimentacion animal,
es un modelo barato, permite el trabajo en modo de alto rendimiento y hay disponible un elevado nimero de cepas que

reproducen diferentes patologias.
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Introduccion: La salud 6sea constituye uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud, la osteoporosis es el segundo problema sanitario asistencial en el mundo. En Europa,
existen grandes diferencias en la distribucion de la prevalencia de osteoporosis, encontrandose mejores resultados, en
cuanto a severidad de la patologia, en los paises del area mediterranea lo que podria estar relacionado con el mayor

consumo de aceite de oliva virgen extra.

Objetivo: Determinar el efecto de los compuestos fendlicos procedentes de distintas variedades de aceite de oliva virgen
extra (Picual, Arbequina, Picudo y Hojiblanca) sobre la diferenciacion, expresion antigénica y capacidad fagocitica de
osteoblastos de la linea celular MG-63.

Material y Métodos: Las células fueron tratadas con los distintos extractos fendlicos a una concentracion de 10°°M
durante 24h. La expresion antigénica (CD54, CD80, CD86, HLA-DR) y la capacidad fagocitica fueron analizadas
mediante citometria de flujo. La actividad fosfatasa alcalina fue evaluada mediante espectrofotometria.

Resultados: A las 24h de tratamiento se observo un incremento significativo de la actividad fosfatasa alcalina y una
reduccion de la expresion de los antigenos CD54, CD80 y HLA-DR y de la actividad fagocitica en comparacion con los
controles (células sin tratar).

Conclusiones: Estos resultados sugieren que los compuestos fendlicos presentes en distintas variedades de aceite de oliva
virgen extra pueden modular diferentes pardmetros relacionados con la funcién y la diferenciacion del osteoblasto.

Palabras clave: Olive oil extracts, osteoblasts, differentiation, antigenic expression, phagocytosis.
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Fuerza de agarre como modelo translacional de dolor artritico
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La pérdida de la fuerza de agarre en pacientes artriticos correlaciona con el dolor, y se usa como indicador de la eficacia
del tratamiento farmacoldgico. Los modelos animales de dolor deben aproximarse a la situacion clinica para mejorar la
translacion de los descubrimientos preclinicos al paciente. Nuestro objetivo fue estudiar la fuerza de agarre en el raton
artritico como indicador de dolor.

La inflamacion articular se indujo mediante la administracion periarticular de CFA en los tobillos de ratones CD1. Los
animales artriticos mostraron un masivo infiltrado inmune periarticular en el tobillo, asi como una disminucion de la
fuerza de agarre y alodinia mecanica. Sin embargo, la alodinia mecénica persistente mas tiempo que los déficits en la
fuerza de agarre. Por tanto, la fuerza de agarre y el umbral de von Frey, manifiestan aspectos diferentes del fenotipo
doloroso. Los opioides oxicodona y tramadol produjeron una completa recuperacion del agarre, mientras que ibuprofeno,
celecoxib y paracetamol produjeron un efecto maximo mas limitado. Estos datos concuerdan con su eficacia analgésica
en humanos. Ademas, la ablacion in vivo de neuronas TRPV1* abolié la alodinia tactil sin alterar los déficit de fuerza de

agarre, lo que indica que la neurobiologia de la alodinia tactil y los déficit de fuerza de agarre difieren.

Nuestros resultados indican que la fuerza de agarre es un buen indicador de dolor en animales artriticos. Este parametro
aproxima la valoracion preclinica del dolor al fenotipo doloroso del paciente; esta metodologia podria incrementar la

translacion de nuevos analgésicos desde el laboratorio a la clinica.
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Introduccion: Los estudios de dieta total (EDT, en inglés TDS) tienen por objeto proporcionar datos representativos
sobre la contaminacion de los alimentos consumidos por una poblacion y su exposicion a sustancias de interés en salud
publica (EFSA et al., 2011), permitiendo proporcionar una concentracion promedio de sustancias quimicas presentes en
los mismos (Elegbede et al., 2017).

Palabras clave: Estudios de Dieta Total, Contaminantes, Bases de Datos, FoodCaseRisk

Objetivos:
e Identificar la informacion sobre exposicion y riesgo desde TDS.
e Estimar la ingesta dietética de contaminantes en alimentos procedentes de TDS.
e Aumentar el nimero de TDS europeos.
e Armonizar sus métodos.

e Desarrollar una base de datos para evaluadores y gestores de riesgos.

Objetivos especificos

La UGR ha participado en:
e  Work package 3 (WP3 Food sampling: foods products collection).
o  Work package 6 (WP6 Database management, description).

wP3
o Diseniar el plan estratégico de muestreo de productos alimenticios, en el marco de TDS europeos.
o Establecer criterios para formular muestras de alimentos representativos.
o Definir listas de la compra.
WP6
o Desarrollar y probar un sistema de gestion de contaminantes de alimentos (FoodCASE-Risk), para su uso con
TDS en Europa.
Metodologia
wP3
e Analisis de datos y estadistico.
WP6
e Sistema de gestion: FoodCASE.
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Resultados

wP3
e Analisis de Datos: Base de datos de alimentos (fuente: 180 documentos). Estadisticas individuales de ingesta.
e Andlisis cualitativo: Disefio de un protocolo para la recoleccion de alimentos.

e Implementacion de FoodCASE-Risk.

e Mantenimiento y apoyo para estudios piloto de TDS.

Conclusiones: TDS-EXPOSURE establece un legado de métodos armonizados de muestreo y analisis para futuros
estudios de exposicion al riesgo de contaminantes, a través de la dieta.
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Introduccion: Las tablas y bases de datos de composicion de alimentos (BDCAs) son herramientas necesarias para conocer
el valor nutricional de los alimentos y servir de guia a la poblacion, profesionales de la nutricién, gobiernos ¢ industria
alimentaria (Williamson, 2005). La heterogeneidad de informacion entre BDCAs hace necesaria una estandarizacion,

para su uso a nivel europeo (Slimani, 2007; Martinez-Victoria et al., 2015).

Objetivo: Actualizacion de la BDCA espaiiola (BEDCA) (www.bedca.net), por el método combinado, segin estandares
de EuroFIR (www.eurofir.org).

Metodologia:

1. Sistemas de descripcion y codificacion de alimentos:
a) FoodEx2, establecido por EFSA.

b) LanguaL (version 2008), establecido por EuroFIR.
2. Literatura cientifica (fuente de datos analiticos).

3. Software Excel (datos y metadatos).

4. BEDCA (version 2.0).

5. Paquete SPSS (version 22.0).

Resultados:
1. Estandarizacion de componentes para cada alimento.
2. Actualizacion de métodos y referencias asociadas.
3. Descripcion y codificacion doble de los alimentos:
a) FoodEx2
b) Langual
4. Incorporaciéon de 22 nuevos componentes (57 totales): acidos grasos individuales, carotenoides no provitaminicos
(datos propios) y azlicares simples.
5. Recogida de datos de alimentos sin gluten.
6. Elaboracion de un listado de alimentos con azucares afiadidos y naturales de los alimentos, segiin método propuesto
por JCY Louie et al. (2015).

Conclusiones: BEDCA es, actualmente, la inica BDCA desarrollada en Espafia con datos documentados y compilados

segun estandares de EuroFIR e incluida en FoodExplorer (http://www.eurofir.org/foodexplorer/instructionfoodexplorer.
html).
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BEDCA permite a usuarios y profesionales de la Nutricion y Salud Publica la utilizacion online de datos de composicion
de alimentos de calidad.
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Effect of vanadium on calcium homeostasis, osteopontin mRNA expression,

and bone microarchitecture in diabetic rats
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We examine whether alterations caused by diabetes in calcium homeostasis, expression of osteopontin and the
microarchitecture of bone are corrected by exposure to vanadium. Four study groups were examined over five weeks:
control (C), diabetic (DM), diabetic treated with 1 mg V/d (DMV), and diabetic treated with 3 mg V/d (DMVH).
Vanadium was supplied in drinking water as bis(maltolato)oxovanadium(IV). Calcium was measured in the food, faeces,
urine, serum, kidneys, liver, muscles, and femur. Osteopontin gene expression was determined in the liver, and the bone
microarchitecture was studied using micro-computed tomography. In the DM group, food intake as well as calcium
absorbed and retained and liver osteopontin mRNA increased, while Ca in the serum and femur decreased, and the bone
microarchitecture worsened, compared to the control. In the DMV group, the amount of Ca absorbed and retained was
similar to DM rats. Although the Ca content in the femur increased and osteopontin mRNA decreased, there were no

significant changes in the bone microarchitecture, in comparison to the DM rats.

In the DMVH group, the amount of Ca absorbed and retained, and the serum and femur content were equivalent to the
control.

The levels of osteopontin mRNA decreased and bone mineralization improved, compared to the DM group. We conclude
that treatment with 3 mg V per d of the glucose lowering agent bis(maltolato)oxovanadium(IV) causes a decrease in
osteopontin mRNA, which could favour the normalization of changes in Ca homeostasis and bone microarchitecture, both
at the cortical and trabecular levels, caused by diabetes.
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Estudio de calidad del suefio en personal sanitario

Gutiérrez Lucena L, Gonzalez Muiioz A, Muiioz Alférez MJ.
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Introduccion: El suefio, dormir bien, es vital para que nuestro organismo realice sus funciones fisiologicas y psicoldgicas,
como reparar los tejidos, el crecimiento, fortalecer la memoria y el aprendizaje 1. Conciliar el suefio puede volverse una
tarea dificil, al igual que obtener suefio de calidad especialmente si el trabajo es en horario nocturno. Un colectivo que

trabaja habitualmente en turno de noche es el personal sanitario.

Objetivo: Conocer la calidad del suefio en un grupo de médicos y enfermeros (10 mujeres y 10 hombres), de dos hospitales

publicos de la provincia de Cordoba.

Metodologia: A cada sujeto se le ha pasado un cuestionario estandarizado “cuestionario de Pittsburg de calidad del suefio

“. Este consiste en 19 cuestiones, agrupadas en 7 areas relacionadas con los habitos de suefio del ultimo mes de la persona.

Resultados y conclusiones: El 70% de la poblacion total presenta de 1-9 perturbaciones del suefio en el tltimo mes. Sin
embargo, el 80%, sin diferencia por sexo, no han tomado medicacion para dormir y la mitad de la poblacion estudiada
valora por encima del 85% la eficiencia del suefio a pesar de realizar varias jornadas al mes trabajo nocturno. Se han
detectado problemas de somnolencia en la mitad de los encuestados y diferencias significativas de apreciacion por sexo
del riesgo que esto supone para la realizacion de sus actividades en el trabajo y su vida diaria, siendo las mujeres las que

mayor riesgo encuentran en una situacion de somnolencia.

Referencias bibliograficas:
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Increased medial prefrontal cortex activation during the habituation of

flavor neophobia in adult and aged rats

Exposito AN, Morillas E, Gomez Chacon B, Gallo M.
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Biomedical Research Centre (CIBM), University of Granada, Granada, Spain.

While previous data has shown that the medial prefrontal cortex (mPFC) activation increases with the repeated presentation
of an aversive auditory stimulus, there are no data on the effect of repeated exposure to neophobic flavors in this area.
Immunohistochemistry of c-Fos as a marker of neural activity was applied in order to explore the activity of mPFC
associated to flavor neophobia and its habituation. Additionally, the effect of aging was explored. Twenty one 5-month-
old male Wistar adult rats (n=7 per group) and 24 aged (24-month-old) male Wistar rats (n=8 per group) were exposed
to a solution of cider vinegar (3%) and sacrificed 90 minutes after drinking during the first (Novel), second (Familiarl)
and sixth (Familiar2) day. The number of c- Fos-positive cells in mPFC was quantified dissociating the prelimbic area
(PRL) and infralimbic (IL) areas. The results showed attenuation of flavor neophobia in both age groups as the intake of
the vinegar solution increased over exposure sessions. However, the process was slower in the older group. The overall
statistical analysis showed greater number of c-Fos -positive cells in the group Familiarl compared to the Novel group,
regardless of age, in both PRL and IL. The results support a role for the mPFC in the formation of the familiar flavor trace

during the habituation of flavor neophobia that is preserved at older ages.
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Papel del envejecimiento y de la alimentacion con diferentes fuentes
grasas (aceites de oliva virgen, girasol o pescado) en la morfometria

mitocondrial de musculo liso de aorta de rata
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El envejecimiento afecta a la funcion vascular comprometiendo aspectos funcionales como los procesos de vasodilatacion
y vasoconstriccion, vinculados a la funcion muscular y por tanto mitocondrial. Por otro lado, es conocido que la funcion
mitocondrial se puede modular a través de la dieta. El presente estudio ha evaluado la morfometria mitocondrial en
musculo liso de aorta de ratas alimentadas durante 6 o 24 meses con dietas que solo variaron en su fuente grasa (aceite
de oliva virgen, girasol o pescado). Tras el sacrificio de los animales se extrajo su aorta, que fue procesada para su
observacion por microscopia electronica de transmision. Las imagenes obtenidas fueron analizadas mediante el software
Image J calculandose para las mitocondrias observadas el area, perimetro, ratio area/perimetro, circularidad, solidez,
aspect ratio y densidad integrada. A los 6 meses no se observaron diferencias entre tratamientos para los pardmetros

estudiados.

A los 24 meses, en relacién a los otros grupos, los animales alimentados con aceite de oliva virgen mostraron menor
circularidad (relacionado con mayor funcionalidad) y mayor aspect ratio (relacionado con bajo nivel de procesos de fision
mitocondrial). La solidez mitocondrial (relacionado con procesos de fusidn mitocondrial) fue mayor en los animales
alimentados con aceite de girasol, seguido de los alimentados con aceite de pescado y por tltimo los alimentados con
aceite de oliva virgen. Estos resultados ponen de manifiesto el valor de los estudios de morfometria mitocondrial para

evaluar el efecto de componentes de la dieta en el envejecimiento a nivel cardiovascular.
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Efecto del consumo de dieta sin gluten sobre la evolucion clinica de

patologias musculo-esqueléticas
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Introduccién y Objetivos: El seguimiento de una dieta sin gluten, en ausencia de enfermedad celiaca, se ha asociado el
éxito en el tratamiento de algunas enfermedades. El objetivo de este trabajo fue estudiar en sujetos con patologia musculo-

esquelética cronica el efecto del consumo de dieta sin gluten sobre la evolucion clinica de su enfermedad.

Métodos: Se estudiaron 47 sujetos que acudian a consulta de rehabilitaciéon con mas de un aflo de evolucion de patologia
musculo-esquelética. Todos tenian sintomas de trastornos digestivos y padecian: Artritis reumatoide (10), sindrome de
intestino irritable (15), fibromialgia (10), artrosis (10) y pelviespondilitis reumatica (2). Tras consentimiento informado,
comienzan el seguimiento de dieta sin gluten estricta durante 6 meses, durante los que se les realiza seguimiento semanal
con estudio nutricional mediante encuesta recordatorio de 48h. Al inicio y final del estudio se realiza test de valoracion de
signos y sintomas musculo-esqueléticos (escala de dolor EVA, debilidad muscular y rigidez articular) y extra-articulares
(cansancio, molestias gastrointestinales y percepcion de su estado). Los datos se procesaron con el programa SPSS 20.0.

Resultados: Los resultados mostraron mejoria en todos los pacientes ya que disminuyeron los sintomas gastrointestinales,
el dolor, debilidad, rigidez y cansancio. Esta mejoria fue mayor en los sujetos diagnosticados de sindrome de intestino

irritable. Ningun paciente empeoro con el tratamiento dietético.

Conclusion: Podemos concluir que la sensibilidad al gluten no celiaca puede ser la causa subyacente de los sintomas lo

que plantea la necesidad de llevar a cabo un ensayo clinico controlado para verificarlo.
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Association between postpartum maternal body composition and

colostrum breast milk mineral composition. The GESTAFIT project.
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Objective: Major minerals and trace and ultratrace elements have key role in physiological and metabolic processes,
having structural, regulatory and transport functions and taking part of multiple metal dependent live processes[1][2].
An optimum nutrient transference and adequate regulation of potentially toxic trace elements through the breastmilk is
crucial for the newborn present and future health[3]. Up to now, little relevance has taken the effect of the maternal body
composition on composition and quality of maternal breastmilk, although it could influence the growth and development
of the offspring[3]. The aim of this study was to describe possible associations between postpartum maternal body
composition (determined by dual energy x-ray absorptiometry, DEXA) and colostrum breastmilk mineral and trace

elements composition.

Methods: Body composition of twenty-two puerperal women, four weeks after delivery, was measured using dual energy

X-ray absorptiometry. Colostrum breastmilk samples were collected and analyzed by means of ICPMS technics.

Results: Significant direct correlations have been found between total fat mass, android fat mass, and body mass index
of the puerperal women, and the levels of the elements Aluminum (Al), Scandium (Sc), Vanadium (V), Chromium (Cr),
Manganese (Mn), Iron (Fe), Cobaltous (Co), Nickel (Ni), and Arsenic (As) in colostrum (p<0.05 in all cases).

Conclusions: Maternal body composition affects the mineral composition and trace elements levels of colostrum
breastmilk. Increased levels of several potentially toxic elements were found in women with higher fat mass, android fat

mass and BMI values.
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Laboratorio de citometria de flujo
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Presentacion del servicio de citometria de Flujo en investigacion Biomédica y Bioldgica. La Citometria de Flujo es una
tecnologia muy potente que obtiene informacion de cada célula que es interrogada por el laser/es (single cell technology).
Esta tecnologia capaz de procesar varios miles de eventos (ej células) por segundo y ver célula por célula sus caracteristicas
de tamafio y complejidad y fluorescencia (con sondas determinadas o la fluorescencia intrinseca). Segun la(s) sonda(s)
fluorescentes utilizadas o la propia naturaleza de la célula (si tiene autofluorescencias por ejemplo) podremos obtener
informacion de su estado y procesos biologicos. Fenotipajes, deteccion de ROS, flujo de iones (ej liberacion de calcio
intracelular), viabilidad, apoptosis, proliferacion celular, potencial de membrana, mRNA, ciclo celular, FISH, deteccion
de proteinas fluorescentes (eGFP, YFP, CFP, etc) , deteccion y cuantificacion de bacterioplankton y fitoplankton, son
algunas de las aplicaciones de esta tecnologia. En principio cualquier particula de un tamafio determinado y/o cierta

intensidad de fluorescencia puede ser detectada por citometria.

Ademas la unidad cuenta con un citometro separador que permite la separacion de hasta 4 poblaciones simultaneamente

en condiciones de asepsia para cultivar las células o recogerlas para hacer biologia molecular por ejemplo.
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as potential mechanisms of temozolomide resistance in glioblastoma

cell lines
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The current treatment of cancer have in the development of drug resistance one of the leading causes of treatment failure
and limited the effectiveness of many drugs, leading to disease recurrence and death. The resistance mechanisms developed
by the cells depend heavily on the type of tumor. In brain tumors, such as glioblastoma multiforme, the most common
primary brain tumor in adults' treated with temozolomide (TMZ), the most studied resistance mechanism is mediated
by 06 methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT) protein®. However it is not the only mechanism involved in
the resistance. Other mechanisms as the mismatch repair (MMR) complex®, P-glycoprotein?, and/or the presence of
cancer stem cells® may also be implicated. The aim of our study is to analyze all these mechanisms of resistance in four
nervous system tumor cell lines. Based on our results we can classified this cell lines into two groups by low (A172 and
LN229) and high (SF268 and SK-N-SH) basal MGMT expression. A surprising fact is that cell lines with no MGMT
expression, associated with a low TMZ IC50 showed a high MMR complex expression, whereas cell lines with high
MGMT expression and high TMZ IC50 did not express the MMR complex.

In addition to this we see that in lines without basal expression of MGMT variation on this protein causes a significant
increase in the TMZ IC50, unlike those cell lines with basal expression of MGMT in which their IC50 does not undergo
any change. In contrast, P-glycoprotein and CD133 was found to be unrelated to TMZ resistance in these cell lines. These
results may be relevant in understanding the phenomenon of TMZ resistance, especially in glioblastoma multiforme
patients laking MGMT expression, and may also aid in the design of new therapeutic strategies to improve the
efficacy of TMZ in glioblastoma multiforme patients.
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El sindrome metabdlico (SM) es un conjunto de alteraciones tales como la obesidad central, dislipidemias, glucosa
plasmatica elevada, aparicion de resistencia a la insulina, presion sanguinea elevada y un estado pro-inflamatorio/pro-
trombotico (Grundy, 2016). Debido al incremento de su prevalencia en la poblacion actual, es necesario disefiar modelos
animales para hallar los mecanismos implicados en su desarrollo. Esta patologia implica a factores genéticos y a factores
medioambientales, por lo que en nuestros estudios utilizamos tanto modelos genéticos (rata Zucker Fatty) como modelos
inducidos por la dieta (rata Sprague Dawley) donde ensayamos distintas estrategias para tratar o prevenir el desarrollo del
SM: (i) intervenciones dietéticas, (ii) realizacion de actividad fisica o (iii) intervenciones farmacolodgicas. Actualmente
nuestro equipo de investigacion estan implementando estas tres estrategias: (i) Las leguminosas asi como sus extractos o
hidrolizados proteicos han sido testadas en diferentes modelos establecidos para el estudio del SM (Martinez et al., 2016b)
siendo efectivas en la prevencion y tratamiento de distintas alteraciones que aparecen en el desarrollo de este sindrome
(Kapravelou etal., 2013; Martinez et al., 2016a). (ii) La realizacion de actividad fisica es una estrategia idonea para mejorar
distintas alteraciones del SM como la resistencia a la insulina y las alteraciones del metabolismo lipidico (Kapravelou
et al., 2015). Por ultimo, (iii) la estrategia terapéutica ha puesto de manifiesto el papel que el sistema endocannabinoide
juega en la regulacion del metabolismo, la administracion de farmacos especificos han conseguido prevenir el desarrollo

de esteatosis hepatica y en general mejorar el perfil lipido (Merroun et al. 2013).
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Objetivo: El cancer de pulmodn es la principal causa de mortalidad por cancer en todo el mundo. La quimioterapia y
radioterapia han demostrado ser eficaces, sin embargo, a menudo causan una toxicidad considerable. En los ultimos afios,
la terapia génica se ha presentado para mejorar la respuesta de los pacientes con cancer de pulmoén avanzado sin dafiar
el tejido normal. La terapia génica clasica suicida se basa en el uso de genes de origen bacteriano o viral cuyas enzimas
codificantes transforman el profarmaco no téxico en una molécula toxica. El gen E de E. Coli codifica para una proteina
de membrana con un dominio toéxico que no necesita profarmacos. Hemos investigado este gen como una nueva terapia

génica suicida para el tratamiento contra el cancer de pulmon de células no pequeiias (NSCLC).

Métodos: El gen E se clono en el vector pcDNA3.1 (pcDNA3.1-E) y la linea NSCLC A-549 se cultivdo como monocapa
(ML) y como esferoides tumorales multicelulares (MTS). Para estudiar el efecto inhibidor del crecimiento del gen E, se
transfectaron las células A-549 ML y MTS con pcDNA3.1-E o pcDNA3.1 vacio (control) y se compararon con A-549
ML y MTS parental, respectivamente. A-549 ML se evalué mediante ensayo MTT y A-549 MTS por modulacion de los
volimenes de crecimiento. La microscopia electronica de transmision (TEM) y microscopia electronica de barrido (SEM)

se utilizaron para analizar los poibles cambios ultraestructurales de las células A-549 transfectadas.

Resultados: El crecimiento de las células control fue similar al de las células parentales, mientras que las A-549/
pcDNA3.1-E mostraron una inhibicion significativa y dependiente del tiempo del crecimiento (42,2% a 92 h). TEM
reveld mitocondrias dilatadas con matrices claras y crestas alteradas en las A-549/pcDNA3.1-E; También, SEM mostrd
una desaparicion progresiva de microvillosidades y evaginaciones de la membrana celular. Ninguna caracteristica fue
observada en las células parentales y ni en las de control para ambas técnicas. Los analisis de volumen de A-549 MST
mostraron hallazgos similares a ML, con una disminucion de volumen significativa y dependiente del tiempo. La mayor
disminucion de volumen fue de 35,2% en A-549 MTS/pcDNA3.1-E después de 96 h en comparacion con la MTS parental.

Los MTS control mostraron el un volumen promedio similar a los MTS parentales.

Conclusiones: Nuestros resultados mostraron que el gen E es capaz de inhibir el crecimiento de la linea A-549,
presentandose como una nueva terapia génica suicida para el tratamiento contra el NSCLC, cuya ventaja es la no necesidad

de un profarmaco para su accion de muerte celular.
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humanos tratados con laser de diodo
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Introduccién: En biomedicina existen distintos tipos de laseres que producen efectos en los tejidos segun sus
caracteristicas. Por otra parte, en el proceso de cicatrizacion de heridas, el fibroblasto es la principal poblacion implicada

en su regeneracion.

Objetivo: Analizar el efecto del laser de diodo de 940nm sobre el crecimiento y la diferenciacion de los fibroblastos
humanos en cultivo a distintas dosis de radiacion y diferentes pautas de tratamiento.

Metodologia: La linea de fibroblastos epiteliales humanos (CCD-1064Sk) fue tratada con un laser de diodo (ezLase)
de 940nm a distintas dosis de energia (potencia: 0.2 a 1 W y densidad de energia: 1 a 7 J/cm?) y bajo distintos modos
de transmision (continuo o pulsado). Después de 24h y/o 72h de la irradiacion, se estudio el crecimiento celular (MTT
assay), el ciclo celular (citometria de flujo) y diferenciacion celular (expresion de fibronectina y a-actina mediante

inmunofluorescencia).

Resultados: El tratamiento incrementd la proliferacion de fibroblastos a las 24h y 72h, en funcion de la dosis de energia
aplicada, considerando 0.2W, 0.5W y densidad de energia entre 1 y 4 J/cm? como parametros mas efectivos, indistintamente
del modo de transmisién. No observamos cambios significativos en el ciclo celular respecto al control. Observamos un

incremento de expresion de a-actina de las células tratadas, susceptible de diferenciacion celular.

Conclusiones: El laser usado presenta propiedades bioestimulantes sobre el fibroblasto, al estimular la capacidad
proliferativa y la diferenciacion celular, sin alterar el ciclo celular. Estos datos justifican su posible utilidad clinica en

regeneracion de heridas.
Palabras clave: Wound healing, Fibroblasts, Diode laser, Biostimulation, Cell culture.
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Distintas bacterias patdgenas marinas regulan la expresion de genes de virulencia mediante un sistema de comunicacion
celular denominado quorum sensing (QS)1, mediado por la produccién de moléculas sefial que difunden al exterior y
que, al alcanzar una concentracion umbral, desencadenan la expresion de determinados genes. Por ello, la inhibicion de
los sistemas QS es una de las estrategias mas prometedoras para controlar las infecciones en general y las que afectan
a la acuicultura en particular2. Uno de los mecanismos en los que se basa se denomina quorum quenching (QQ)3, y
consiste en la degradacion enzimatica de las moléculas sefial, siendo las méas comunes y estudiadas las moléculas del tipo

N-acilhomoserin lactonas (AHLs).

En este trabajo se presenta un estudio de los sistemas de inhibicion QQ de cuatro cepas bacterianas pertenecientes a la
especie Stenotrophomonas maltophilia, aisladas de la microbiota de animales pertenecientes a los phyla Echinodermata

y Cnidaria.

Se ha determinado tanto el rango de moléculas AHLs sintéticas que degradan las bacterias objeto de estudio como la
actividad QQ sobre AHLs de origen natural producidas por los patégenos marinos Vibrio coralliilyticus, V. owensii y
V. mediterranei utilizando los biosensores Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZRL4), Chromobacterium violaceum
CV026 y C. violaceum VIRO07.

También se ha caracterizado el tipo de enzima QQ, resultando ser una acilasa, y se ha amplificado por PCR el gen con
actividad QQ en las bacterias seleccionadas utilizando primers especificos y los productos de PCR se han clonado en

Escherichia coli, demostrando su actividad QQ.
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El céncer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo, con un aumento progresivo y continuo
en la incidencia de algunos tumores durante los ltimos afios, constituyendo uno de los problemas de salud publica mas
importantes en la actualidad. Los estudios epidemiolédgicos, revisados por la Agencia Internacional de Investigacion sobre
el Cancer (IARC), revelan que mas de la mitad de los casos podrian prevenirse, por lo que es necesario incrementar los
esfuerzos en encontrar estrategias adecuadas para evitar esta enfermedad (prevencion primaria). La IARC ha propuesto
recomendaciones que constituyen el Codigo Europeo contra el Cancer (CECC), con el propoésito de dar a conocer los
principales factores de riesgo susceptibles de modificacion. El objetivo de nuestro trabajo ha sido analizar la aplicacion de
estas recomendaciones en Espafia. Para ello se han revisado estudios epidemioldgicos y datos aportados por organismos
nacionales que informan sobre salud en Espafia. Los datos recogidos permiten afirmar que nuestra poblacion presenta un
perfil de riesgo de cancer elevado, determinado, entre otros, por factores conductuales y hébitos dietéticos que favorecen
la aparicion de cancer. Muchos de estos factores son modificables tales como el cambio a dietas mas saludables, la
disminucion del sedentarismo que ha traido consigo una elevada prevalencia de sobrepeso y obesidad, ademas de
la disminucion del consumo de alcohol, la erradicacion del habito tabaquico y la promociéon de ambientes libres de
carcindgenos en las ciudades, los hogares y los lugares de trabajo.

En conclusiéon, mediante la educacion sanitaria se podria disminuir la incidencia del cancer en nuestro pais de forma
eficiente.
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Introduccion: Los programas externos para la garantia de calidad son una herramienta que permiten verificar y/o validar
la precision, exactitud y eficacia de los procedimientos de procesamiento y caracterizacion de las muestras biologicas,
determinando el grado de adecuacién de todos los elementos que contribuyen (método, equipos y personal técnico) e
identificando potenciales problemas mediante la monitorizacion regular de los resultados. El Biobanco del SSPA ha

elegido estos programas para la evaluacion periddica de los procedimientos asociados a su cartera de servicios.

Material y métodos: Para cada servicio ofrecido por el Biobanco del SSPA se selecciond el esquema (test de evaluacion)

correspondiente de entre los descritos en el programa para la garantia de calidad.

Resultados: Desde el inicio en 2011 de la participacion del Biobanco del SSPA en programas externos para la garantia
de calidad se ha incrementado el numero de esquemas de 1 a 15 en 2016, cubriéndose el 30 % de los servicios ofrecidos.
Del resto de servicios, s6lo 6% fueron cubiertos/evaluados mediante el contacto con laboratorios de referencia. Los
resultados obtenidos muestran la identificacion de 4 oportunidades de mejora, que han llevado a la modificacion de los

procedimientos implicados, y una desviacion en la deteccion de un equipo, que ha sido revisada.

Conclusion: La participacion en estos programas ha permitido evaluar y validar los procedimientos implantados en el
Biobanco del SSPA y extender la cartera de servicios mejorando la calidad de los mismos. Conscientes de los beneficios
aportados, la busqueda de esquemas ofrecidos por entidades afines y la creacion de otros nuevos mediante diferentes

iniciativas es necesaria.
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El vanadio es un elemento traza involucrado en el metabolismo de hidratos de carbono mejorando la sensibilidad a la
insulina. Sin embargo, se ha demostrado su toxicidad ligada a su caracter pro-oxidante. Cobre y manganeso son elementos
esenciales, presentes en numerosas enzimas, contribuyendo en la defensa antioxidante [1,2].

El objetivo fue evaluar el efecto de la exposicion al vanadio de forma aislada o conjunta con Cu o Mn (elementos con
capacidad antioxidante) de células hepaticas (involucradas en el metabolismo glucidico y lipidico), con el fin de tratar de

neutralizar los efectos deletéreos del V en la terapia antidiabética.

Para los experimentos in vitro la linea HepG2 se expuso a concentraciones crecientes de V (bis(maltolato)oxovanadio),
Mn (cloruro) y Cu (cloruro), y a combinaciones entre elementos. El tiempo de exposicion fue de 32 h. Se estudio la

viabilidad celular por la prueba del MTT.

El V ocasiono un descenso significativo de la viabilidad celular en las concentraciones mas altas. Mn y Cu ocasionaron
un aumento significativo en la viabilidad, siendo mas intenso al aumentar su concentracion (especialmente en el caso del
Mn); esta asociacion también fue apreciable al combinar estos metales. Cuando se expuso a las células a una combinacion
de Cu y V no se observan cambios en la viabilidad celular. La exposiciéon combinada de células a Mn y V causé un

aumento significativo de la viabilidad para las dosis mas altas.

Se concluye que la exposicion de células hepaticas a vanadio ocasiona un descenso en la viabilidad posiblemente atribuible
a sus propiedades prooxidantes, situacion que revierte cuando la exposicion al vanadio se hace de forma combinada con
Mn, elemento con propiedades antioxidantes. Estos resultados podrian ayudar a minimizar la toxicidad del vanadio en el

tratamiento farmacologico de la diabetes mellitus.
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Introduction: Obesity and depression are highly prevalent major public health problems that frequently co-occur (1).
The role of the F7O gene in body mass index (BMI) and obesity has been confirmed in many studies (2,3). Recently, we
reported the first study showing that depression modifies the effect of the F7O on BMI (4). The aim of this study is to
investigate the genetic influence of the 70 rs9939609 polymorphism, BMI and depression and try to replicate previous
findings.

Methods: The PISMA-ep is a cross-sectional epidemiological study of mental disorders based on a representative sample
of the adult population of Andalusia (5). The sample consists of 337 individuals with depression and 921 psychiatrically
healthy controls. Linear regression models for quantitative traits assuming an additive genetic model were applied to test
the association between this polymorphism and BMI. Finally, we performed interaction analysis between the rs9939609,

depression and BMI.

Results: We found that individuals with depression had significantly higher BMI values compared to controls (p<0.01).
The r$9939609 polymorphism was significantly associated with BMI in the whole sample (p<0.05) and in controls
(p<0.05), but not in depressive cases (p>0.05). There was no significant interaction between 1s9939609, depression and
BMI (p>0.05).

Conclusion: This study provides additional support for an association between BMI and depression in a representative
sample of the Spanish population. We found an association between the rs9939609 polymorphism that is in keeping
from previous reports. Given the relevance of exploring the genetic relationship between obesity and depression and to
overcome the issue of insufficient sample size, we are working on the genotyping of the remaining 3,000 samples that

constitute the entire PISMA-ep target population.
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Introduction: People with major psychiatric disorders (MPD) have higher prevalence of comorbid medical conditions,
such as obesity, diabetes and cardiovascular diseases (1). It is well documented that people with MPD have an excess
mortality rates (2). About 60% of this excess mortality is due to medical conditions, being cardiovascular disease the
primary cause (3). The aim of this study is to examine the prevalence of medical conditions in people with MPD compare
with a psychiatrically healthy control group.

Methods: The sample is part of the PISMA-ep, a cross-sectional study of a representative sample of the Andalusian
population (4). The sample included 1,005 participants with diagnosis of MPD and 3,502 psychiatrically healthy controls.
A standard medical disorders checklist, including 21 self-reported specific medical conditions was given to all participants.
We carried out contingency table analyses and binary logistic regressions to examine the prevalence of the medical

conditions both in individuals with MPD and controls.

Results: Nineteen medical disorders were significantly more frequent in the MPD group. In particular, the highest
significant differences were found for chronic pain, asthma, migraine, vertigo, rhinitis and arthritis (p<10-6). There were also
differences between groups in cancer, chronic bronchitis, diabetes, stomach ulcer, chronic allergy, hypercholesterolemia,
thyroid problems, renal and liver difficulties, embolism, tinnitus, anaemia and cancer (p<0.05). In contrast, no significant

differences were found for heart attack, epilepsy or hypertension.

Conclusion: Lifetime prevalence of medical disorders was significantly higher in the MPD group compare to psychiatrically
healthy controls in the vast majority of the diseases. This study highlights the importance of address medical conditions

in people with major psychiatric disorders.
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Primarycoenzyme Q10 (CoQ10) deficiencyisduetomutations in genes involved in CoQ biosynthesis. The disease has been
associated with five major phenotypes, and this clinical heterogeneity is not completely understood. In the lasts years, we
have generated and characterized two mouse models with two different genetic modifications in Cog9 gene, Cog9%°X and
Coq92°%, which manifest fatal mitochondrial encephalopathy and mild mitochondrial myopathy, respectively'?. The studies
of both mouse models have revealed novel pathomechanisms that are important to determine the clinical manifestation
of the disease. These pathomechansims are: 1) the efficiency of the nonsense-mediated mRNA decay; 2) the stability of
the multiprotein complex for CoQ biosynthesis; 3)the mitochondrial supercomplexes instability in symptomatic tissues;
4) the disruption in the sulfide oxidation pathway under severe CoQ deficiency'?; and 5) the response in the CNS in form
of severe reactive astrogliosis. These results provide new insights to understand the genotype-phenotype heterogeneity

associated with human CoQ deficiency and may have a potential impact on the treatment of this mitochondrial disorder.
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Introduccion: El cancer de mama (CM) es el tumor mas diagnosticado y primera causa de muerte por cancer en mujeres.
Alos tratamientos convencionales se estdn incorporando nuevas perspectivas terapéuticas complementarias que mejoraran

la calidad de vida y la supervivencia de las supervivientes.

Objetivo: Estimar la eficacia de un Programa de Ejercicio Terapéutico (PET) sobre el grado de fatiga, la fuerza de

prension manual y el equilibrio en supervivientes de CM.

Métodos: 34 pacientes, estadios II-III, se aleatorizaron al grupo control (GC) o intervencion (GI), tras finalizar su
tratamiento oncologico. Durante siete semanas el GI realizé un programa de ejercicio con circuitos de fuerza y sesiones de
danza flamenca. El grado de fatiga, la fuerza de prension manual y el equilibrio se evaluaron mediante Escala Modificada

de Borg, Dinamometria Manual y Test Flamingo, respectivamente.

Resultados: El GI experiment6 una disminucion del grado de fatiga con una diferencia de 3,88+0,78 puntos entre el
inicio y finalizacion del PET (p<0,001), respecto al grupo control cuya diferencia fue de 0,82+0.29. El GI incremento la
fuerza de prensiéon manual no dominante, con una diferencia de 1,91N=+0,41N respecto al grupo control (p<0,015), que
empeord (-1,24N+0,04N), y mejoro su equilibrio estatico con una disminucion de las caidas (-1,2942,31caidas/min)

respecto al grupo control (1,11+2,03caidas/min) (p=0,001).

Conclusiones: La inclusion de Programas de Ejercicio Terapéutico en los servicios oncoldgicos podria contribuir a la

mejora de las capacidades fisicas de mujeres con CM repercutiendo en la mejora de su calidad de vida.
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Rhopalosiphum padi is an aphid species that affects several cereal crops resulting in severe economic losses in agriculture.
Currently, the management of this pest is performed by aplying chemical insecticides, however they are not totally
effective and produce resistances. On the other hand, many predator insects are used for its control in greenhouse crops;
however the efficacy of these treatments in open fields is very low. Interestingly, within the genus Bacillus there are
different species with insecticidal activity that could be used for the bio-control of R. padi.

The objectives of this study are to determine the insecticidal activity of Bacillus atrophaeus strain L193 against R. padi,
and to characterize the compounds responsible for it.

The strain L193 was selected after a screening conducted with halotolerant strains in search of surfactant producers and
hydrolytic enzymes in order to find insecticidal activity. It was tested using the purified surfactant, the culture supernatant

and the whole culture by applying it on barley seedlings infested with R. padi.

The type of surfactants was determined by PCR using primers for the detection of different nonribosomal peptide
synthetase (NRPS’s) clusters.

Strain L193 produces proteases, lipases, chitinases and glucanases. In addition, it produces 1,6 g/L of surfactants. These

surfactants belong to the family of surfactins, iturins, bacillomycins and fengycins.

All treatments produced a significantly higher mortality of R. padi than the control with a confidence level higher than
0.95. This strain could, therefore, be used for the biological control of aphids in open field crops.
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La industria farmacéutica y alimentaria emplean en la actualidad un amplio abanico de sustancias para mejorar las
caracteristicas y el aspecto final de sus productos. Incluidos en ese extenso catdlogo de compuestos se encuentran agentes
que modifican la textura: espesantes, gelificantes, emulsionantes, etc., entre otros. Cada dia se demandan nuevos aditivos
con mejores propiedades y al mismo tiempo con precios competitivos. Los exopolisacaridos microbianos (EPS) encajan
a la perfeccion en ese perfil de busqueda.

Los EPS son sustancias de naturaleza polisacaridica secretadas por las bacterias al medio extracelular. Presentan funciones
biologicas diversas, como participar en la matriz de los biofilms, actuar de reservorio de energia y nutrientes; y proteger

a la célula frente a agentes nocivos.

El objetivo de este trabajo fue evaluar las propiedades fisicas de los EPS producidos por seis cepas bacterianas Gram
negativas procedentes de la coleccion del grupo de investigacion Exopolisacaridos Microbianos BIO-188 optimizando
el crecimiento y la produccion de los polimeros en distintos medios de cultivo, asi como realizando la caracterizacion

taxondmica de las cepas.

Los resultados de mayor crecimiento y de mayor productividad se obtuvieron en medios de cultivo con cloruro sodico,
especialmente en caldo marino. Se compar6 la viscosidad y actividad emulgente utilizando como control el xantano.
Los polimeros en solucion presentaron comportamiento pseudoplastico. El polimero de la cepa XLDO1 presenté mayor
viscosidad que el xantano y el polimero de la cepa H2Mic3 tuvo una elevada actividad emulgente frente al miristato
de isopropilo. Ambos polimeros tienen por estas propiedades una potencial aplicacion en la industria farmacéutica y

cosmética Las cepas estudiadas pertenecen a los géneros Alteromonas, Enterobacter, Marinobacter y Pseudoalteromonas.
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Pericytes are contractile cells surrounded microvascular endothelial cells, which regulate vessel structure and vascular
homeostasis. Previous studies suggested a relationship between human decidual stromal cells (DSCs) and pericytes
because these cells have in common a perivascular location, alpha smooth muscle actin (a-SM actin) expression and the

ability to contract under the effects of cytokines.
The objective of this study was to further ascertain the relationship between DSC and pericytes.

We established human DSC lines and clones that were tested by flow cytometry with a panel of mAb. The expression of
angiogenic factors was determined by PCR; chemotactic activity was studied with the migration assay, and cell contractility

was evaluated with the collagen cell contraction assay. Decidual sections were examined by confocal microcopy.

The DSC lines and clones consisted of predecidual stromal cells (preDSCs), since under the effect of progesterone
and cAMP they decidualized in vitro: the cells became rounder and secreted prolactin, a marker of physiological DSC
decidualization. The antigen phenotype of these DSC lines and clones was fully compatible with that reported for pericytes.
DSC lines displayed pericyte functions: they expressed angiogenic factors and showed chemotactic and cytokine-induced

contractile activity.

Examination of decidual sections revealed the expression of antigens detected in DSC lines: 0-SM actin colocalized with
CD146, CD140b, MFGES, nestin, and STRO-1 (all of which are pericyte markers) in cells located around the vessels, a
distinctive location of preDSCs and pericytes.

Our results show that preDSCs are closely related pericytes. We discuss this relationship in the context of maternal-fetal

immune tolerance.

Referencias bibliograficas:

1. Armulik, A.,et al., 2011. Pericytes: developmental, physiological, and pathological perspectives, problems, and
promises. Dev. Cell.21, 193-21.

2. Bergers, G., Song, S., 2005. The role of pericytes in blood-vessel formation and maintenance. Neuro. Oncol. 7,
452-464.

3. Castrechini, N.M., et al.,2012. Decidua parietalis-derived mesenchymal stromal cells reside in a vascular niche
within the choriodecidua. Reprod.Sci. 19, 1302-1314.

Ars Pharm 59 (suppl1): 111



Primeras Jornadas Cientificas CIBM | Granada 21 de junio 2017

Estudio del gen tenomodulina y su relacion con otros genes implicados

en el metabolismo de adipocitos humanos diferenciados

Ruiz Ojeda FJ, Gémez Llorente C, Rupérez Cano Al, Gil A, Aguilera CM.
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular II, Facultad de Farmacia.
Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos “José Mataix”, Centro de Investigacion Biomédica. Universidad
de Granada.
Centro de Investigacion Biomédica (CIBM), Universidad de Granada, Granada, Esparia.

Introduccion y objetivos: Tenomodulina (TNMD) es una proteina transmembrana inhibidora de la angiogénesis y que
participa en la diferenciacion adipogénica (1). Nuestro grupo ha observado, tanto por analisis de genoma completo como
por qRT-PCR, una sobreexpresion en el tejido adiposo omental de TNMD en nifios obesos prepuberes (3). El objetivo
del presente trabajo fue estudiar la posible funcion metabdlica de TNMD vy su relacion con la adipogénesis en adipocitos
humanos diferenciados.

Metodologia: Células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano (ADSCs) se diferenciaron hasta
adipocitos durante 14 dias. Los adipocitos diferenciados (d14) fueron incubados con un adenovirus-5 (Ad-5) que contenian
un plasmido con un sh-RNA-TNMD o bien sh-RNA-scrambled (control) durante 48 h y se analizaron diferentes genes
relacionados con el metabolismo y adipogénesis como “CCAAT/enhancer-binding protein alpha” (C/EBP-a), receptor
activado por proliferador de los peroxisomas-gamma (PPAR-y), transportador de glucosa 4 (GLUT4) y Adiponectina
(ADIPOQ).

Resultados: La expresion génica y proteica de TNMD aumentd de forma significativa durante la diferenciacion. La
inhibicion de TNMD, tanto de mRNA como proteina, fue de alrededor de un 90 % en los adipocitos incubados con el
vector Ad-5-sh-RNA-TNMD frente al Ad-5 control. La expresion génica de C/EBP-a, PPAR-y, GLUT4 y ADIPOQ fue
significativamente mas baja en las células donde TNMD fue inhibida con el Ad-5-shRNA-TNMD.

Conclusiones: La TNMD se sobreexpresa en los adipocitos diferenciados a partir de ADSCs. La inhibicion de TNMD da

lugar a una alteracion de genes implicados en el metabolismo y adipogénesis en los adipocitos.
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Lysosomes play a key role in protein clearance but also in catabolism of glucosphingolipids. Several studies have
demonstrated that lysosomal dysfunction is a central event in neurodegenerative diseases such as Parkinson’s disease
(PD). Here, we aimed to study the contribution of lysosome in the pathogenesis of PD through the analysis of

B-glucocerebrosidase (B-GBA) and B-galactosidase activities in peripheral blood leucocytes from sporadic PD patients.

In addition, we are now analyzing other lysosomal enzymes, explore their impact on lipid and protein metabolism as well
as cognitive impairment.

31 PD patients and 29 age-matched healthy controls were initially subjected under study. We first analyzed the
B-glucocerebrosidase (B-GBA) and B-galactosidase activity in leucocytes according to van Dijk et al., (2013). Statistical
analysis was performed using the SPSS software. Mann-Whitney U tests was used for all group comparisons.

B-GBA activity was significantly lower in PD patients compared to healthy controls (PD group: 10.44 + 3.42 nmol/min/
mg; healthy control group: 12.00 £+ 4.22 nmol/min/mg; p value = 0.038). No differences were found between groups,

relative to -galactosidase activity.
Enzymatic activity was correlated to protein concentration in both groups.

Despite the number of samples in each group needs to be increased to get clearer differences, our results show that f-GBA
activity, but not B-galactosidase activity, significantly decreases in patients suffering from sporadic PD. These results
encourage to develop new and efficient pharmacological approaches aimed to restore the impaired lysosomal enzyme

activities.
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La unidad de Microscopia de Fluorescencia y Confocal (MFC) se enmarca dentro del Servicio de Microscopia del
Centro de Instrumentacion Cientifica (CIC) de la Universidad de Granada. El laboratorio MFC, ubicado en el CIBM,
esta disefiado para prestar apoyo cientifico-tecnologico dentro del area de la Microscopia Optica convencional y sus
técnicas derivadas: microscopia de fluorescencia, microscopia de escaneo laser Confocal, microscopia de célula viva y

preparacion de muestras histologicas.

La unidad MFC cuenta, entre otros, con los siguientes equipos: microscopio Confocal espectral de alta velocidad Nikon
Al, equipado con un incubador para observaciones de célula viva; microscopio de fluroescencia Leica DM5500B; estacion
de trabajo para analisis de imagenes confocales mediante el software NIS-Elements. Dentro de la preparaciéon de muestras
histologicas, nuestro laboratorio cuenta con el equipamiento necesario para la fijacion, procesado e inclusion de muestras
en parafina, seccionamiento (micrétomo y criostato) y tinciones histoldgicas convencionales. Los equipos cuentan con
agendas de reserva on-line asi como con la posibilidad de ser utilizados tanto en presencia del técnico responsable de la

unidad como en régimen de autoservicio por usuarios independientes.

Entre las aplicaciones disponibles en el laboratorio MFC se encuentran el procesado y la observacion de muestras
histologicas, la adquisicion de iméagenes digitales, el estudio de la expresion de marcadores fluorescentes de muestras
vivas o fijadas en dos y tres dimensiones, reconstrucciones 3D a partir de imagenes confocales, estudios de time-lapse y

célula viva, FRAP, congelacion y seccionamiento de biopsias, tincion de Hematoxilina-Eosina, etc.
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El aceite de oliva virgen (AOV) ha demostrado proteccion frente a la enfermedad cardiovascular, principalmente debido
a su contenido en compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes y antiinflamatorios. El objetivo del estudio es
evaluar el efecto de la administracion de tres AOV con distinto contenido en compuestos bioactivos sobre marcadores de
inflamacion. Se realizé un estudio de intervencion cruzado, aleatorizado, controlado y doble ciego en 51 adultos sanos.

Se evaluaron los beneficios del consumo de un AOV control, con bajo contenido en compuestos fenélicos (124 ppm), un
AOV optimizado, con elevado contenido en compuestos fendlicos (490 ppm), y un aceite enriquecido, obtenido a partir
del mismo AOV optimizado (488 ppm de compuestos fendlicos) al que se le afadieron acidos triterpénicos obtenidos
de la propia aceituna (350 ppm). Los voluntarios tomaron 30 mL diarios en crudo de los tres aceites durante 3 semanas,
separados por periodos de lavado de dos semanas y utilizaron el mismo tipo de aceite para cocinar. Se determinaron
marcadores de inflamacion en plasma mediante la tecnologia XMAP. Los resultados a tiempo inicial y tras tres semanas
de intervencidon con cada aceite, se compararon mediante un modelo lineal mixto ajustado, considerando (p<0,05)
significativo. La ingesta diaria de 30 mL de AOV enriquecido con 4cidos triterpénicos durante tres semanas disminuyo
la concentracion de IL-8 y TNF-a plasmatica en voluntarios sanos. La presencia de acidos triterpénicos en un AOV con
elevado contenido en compuestos fenolicos proporciond un efecto antiinflamatorio adicional al observado tras el consumo

de un AOV sin estos compuestos.

Referencias bibliograficas:
Biel, S.; Mesa, M.-D.; de la Torre, R.; Espejo, J.-A.; Fernandez-Navarro, J.-R.; Fito, M.; Sanchez-Rodriguez, E.;
Rosa, C.; Marchal, R.; Alche, J. de D.; Exposito, M.; Brenes, M.; Gandul, B.; Calleja, M. A.; Covas, M.-I. The
NUTRAOLEOUM Study, a randomized controlled trial, for achieving nutritional added value for olive oils. BMC
Complement. Altern. Med.2016, 16, 404.

Ars Pharm 59 (suppl1): 115



Primeras Jornadas Cientificas CIBM | Granada 21 de junio 2017

Metallomics: the role of metal in organism

Sanchez Gonzalez C, Lépez Chaves C, Moreno Terrén L, Onieva Aguayo C, Rivas Garcia L, Aranda Ramirez P,
Llopis Gonzalez J.
Dpto. Fisiologia. Facultad de Farmacia. Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos “José Mataix”.

Centro de Investigacion Biomédica. Universidad de Granada Avda. del Conocimiento. PTS. Armilla. Granada.

The emerging field of metallomics refers to the entirety of research activities aimed at the understanding of the molecular
mechanisms of metal-dependent life processes. The role of metals in organisms is considered on the basis, not only of
the total levels, biodistribution and metabolism of the different metals and other elements, but also of the abundance of
metalloproteins and metallometabolites. The concept of metallomics focuses on analytical techniques and methods for the

probing of interactions between metal ions and the organism’s genome and the derived -omes: proteome and metabolome.

Particular attention is paid to the in vivo screening for the native metal-protein and metal-metabolite complexes by
speciation analysis: hyphenated techniques that combine a high-resolution separation technique (gel electrophoresis,
chromatography or capillary electrophoresis) with sensitive elemental (inductively coupled plasma, ICP) or molecular
(electrospray or MALDI) mass spectrometric detection. The contribution of bioinformatics to the prediction of metal-
binding sequences in proteins and the role of molecular biology approaches for the detection of metal-dependent genes,
proteins and metabolites are highly relevant [1].

Omic technologies (i.e. genomics, metallomics, proteomics, metabolomics) are very powerful tools to characterize the
global biological response to different interventions, patologycal states, pharmacologycal treatments and environmental

exposures.

Recent new generation of analytical approaches to obtain massive information from biological samples, such as
metallomics to characterize the entirety metal biomolecules in an organism (metallome) and metabolomics to decipher

the whole molecules with mass less than 1,000 Da, are now available for nutritional and biological purposes[2].
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Background: Hydrocarbon pollution has spread to hypersaline environments, which are appreciated for their economic,
ecological and scientific importance [1]. Bioremediation efficiency is limited by the heterogeneous distribution or the
reduced bioavailability of the pollutants [2]. However, available information demonstrates that chemotaxis increases
biodegradation efficiency [3]. As the presence of the salt is a limiting factor in bioremediation processes, technologies
using halophilic bacteria could be a promising approach to use in hypersaline environments. Nevertheless, the chemotactic

response of halophilic bacteria toward hydrocarbons involved in this response are essentially unknown.

Objectives: The main objectives of this study are to classify hydrocarbons for their capability to attract (or not) the
halophilic bacterium H. anticariensis FP35" and to analyse the potential of this bacterium to catabolize aromatic

compounds.

Methods: Chemotaxis is quantified using a modified Adler capillary assay [4]. PCR amplification with degenerate primers

for genes encoding ring-cleaving enzymes and HPLC studies are using to study the catabolic versatility of FP35™.

Conclusions: The behavioural motility response known as chemotaxis renders H. anticariensis FP35T capable of

responding to pollutants.

We have found that hydrocarbons like naphthalene and phenol are chemoattractant for this halophilic bacterium in a dose-
dependent manner. Furthermore, the presence of genes encoding ring-cleaving enzymes in the B-ketoadipate pathway for
aromatic catabolism suggest that H. anticariensis FP35" have the potential to catabolize aromatic compounds and might

be use in bioremediation processes in environments with high salinity.
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Background: Botrytis cinerea is a filamentous fungus classified as the second most important phytopathogen worldwide.
Due to the low efficiency of control strategies against this fungus it causes important economic and agricultural losses in

vineyards, and in tomato and strawberry crops.

Objetives: The main objectives of this study are to characterize the antifungal activity of strain Bacillus sp. against B.

cinerea and to identify the compounds that are responsible for its activity.

Methods: In vitro techniques antibiosis, microscopy studies, determination of minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum bacterial concentration (MBC), identification and characterization of lipopeptides using PCR and

electrospray Q-TOF mass spectrometry.

Conclusions: The strainBacillus sp. exhibited antifungal activity against B. cinerea in solid and liquid medium (inhibition
rates of 60% and 100%, respectively). Microscopy studies revealed a morphological alteration of phytopathogen in
interaction with the strain subject of study. Molecular and mass spectrometry analyzes confirmed that Bacillus sp. secretes
various forms of surfactin, iturin/mycosubtilin and fengycin. We demonstrate that these are the main compounds that have

a bio-control ability.
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NAIP (NLR-family/apoptosis inhibitory protein) belongs to the IAP (Inhibitor of Apoptosis) and NLR (NOD-Like
Receptor) protein families. As a receptor of pathogen/damaged associated molecular patterns (PAMPs/DAMPs), NAIP is
involved in the innate immune response, is also a fundamental component of the NLRC4 inflammasome! and participates
in caspase-1 activation leading to inflammatory cytokine secretion. Recently, we have reported the implication of NAIP

with cell proliferation®. The aim of this study is to analyze NAIP expression in the hepatic regenerative process.

Eight female Wistar rats were used. The major liver lobe of the rats was removed. Hepatectomized rats were sacrificed 3
days (n=4) and 7 days (n=4) after surgery, and pieces from both regenerated and intact liver lobes were taken. Total RNA
and proteins were extracted and analyzed by qRT-PCR and western blotting. Normal and regenerated liver histology was
also assessed.

NAIP mRNA showed a 3-fold increase at day 3 after hepatectomy, and a 2-fold increase at day 7 after hepatectomy.

NAIP protein levels exhibited a 2-fold higher expression in the regenerating liver lobe compared with the intact lobe from
the same animal 3 days after hepatectomy. Histological analysis in regenerating liver parenchyma showed very few, or

absent lobule central veins.

Interestingly, lentiviral NAIP overexpression in the hepatic WRL68 cell line has shown a significant increase in the G2/M
phase of the cell cycle (34%) compared to normal WRL68 cells (19.4%).

This study shows the implication of NAIP in liver regeneration. Further studies are needed to elucidate the role of NAIP

in both cell cycle progression and liver regeneration.
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Introduction: The manipulation of the intestinal microbiota by the administration of prebiotics seems to be an interesting
approach in the management of IBD. Previous studies have demonstrated the intestine anti-inflammatory effects of the
prebiotic lactulose. The aim of the present study was to test the preventative effects of oligosaccharides derived from
lactulose with prebiotic properties (OsLu), in the TNBS model of rat colitis.

Methods: Wistar rats (200 g) were assigned to four groups (n=10): Non colitic, control colitic and treated groups, which
were given lactulose or OsLu in the drinking water (2.5% -w/v-) for three weeks. TNBS colitis was induced after two
weeks of treatment, and colonic evaluation was performed one week after. The analysis of gene expression in the colonic
samples was performed by real time quantitative PCR (RT-qPCR), by determining pro-inflammatory cytokines (IL-1p,
IL-6, 1L-17), chemokines (MCP-1 and CINC-1), iNOS, the mucins MUC-2 and MUC-3 and the trefoil factor TFF-
3. Microbiota was also characterized by PCR analysis of bacterial counts of lactobacilli, bifidobacteria, clostridia and

bacteroides in the intestine contents.

Results: Both Lactulose and OsLu, showed intestine anti-inflammatory effects, as evidenced by the reduced expression of
pro-inflammatory cytokines (IL-1f, IL-6, IL-17) and chemokines (CINC-1, MCP-1), and increased expression of MUC-
2, MUC-3 and TFF-3, thus revealing the restoration of the colonic epithelial integrity. Only OsLu lowered iNOS and
IL-17 expression. The prebiotic treatments also promoted a recovery of both lactobacilli and bifidobacteria counts when

compared with the control colitic group.

Discussion / Conclusion: OsLu shows greater anti-inflammatory properties than lactulose, probably due to inhibition
of iNOS expression and reduction of T17 cell activity in the inflamed tissue together with the restoration of the luminal
microbiota balance. This also improved intestinal membrane integrity and promoted a faster recovery of the inflamed

tissue.
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Existen una gran variedad de procedimientos de estabilizacion de sangre periférica y extraccion de ARN que proporcionan
rendimientos y calidad del ARN derivado muy diversos, con resultados contradictorios en la bibliografia e incluso en
discordancia con las especificaciones de los fabricantes. Por este motivo y para el establecimiento del procedimiento
mas apropiado, nos proponemos el estudio comparativo de rendimiento y calidad del ARN extraido mediante diferentes
metodologias, asi como el analisis de su aplicabilidad para deteccion de biomarcadores. Previa solicitud del Consentimiento
Informado, se obtuvieron 300 muestras de sangre de 25 individuos sanos (12 muestras de cada donante: 8 tubos Tempus®
y 4 tubos Paxgene®) procediéndose a su codificacion. La extraccion de ARN se realizd por duplicado y a su vez por 2
técnicos diferentes utilizando 3 metodologias: A) Tempus Spin RNA Isolation kit para tubo Tempus®, B) MagMAX for
Stabilized Blood Tubes RNA Isolation kit para tubo Tempus® y C) PAXgene blood miRNA kit para tubo Paxgene®. A
continuacion se realizé el analisis espectrofotométrico y de determinacion del RIN de las muestras de ARN. Se observaron
diferencias significativas en cuanto a rendimiento, pureza e integridad de las muestras de ARN extraidas mediante las 3
metodologias. Los rendimientos mas altos se obtuvieron con la metodologia A, mientras que los resultados de integridad
y pureza fueron mejores para las metodologias A y C. En cualquier caso se observo una buena reproducibilidad entre
los duplicados. La metodologia A presentd una mejor relacion coste/muestra pero sin garantias de recuperacion de los
miRNA.
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Introduccion: Los Biobancos cobran importancia como herramientas en el campo de la investigacion biomédica. El uso
futuro de muestras biologicas de origen humano requiere una garantia de control integral con respecto a la calidad de las
muestras, garantizando la seguridad y la trazabilidad de las mismas. Por lo tanto, la introduccion de un programa para
determinar la estabilidad cromosdmica en lineas celulares es un punto clave en el establecimiento de controles de calidad

para el uso de estas muestras tanto en investigacion como en posibles terapias.

Materiales y métodos: En el laboratorio de citogenética de la BSSPA, se han analizado en los tltimos afios mas de 500
muestras de diferentes origenes como células madre pluripotentes (hPSC), lineas celulares tumorales y lineas de células

madre adultas. Todas ellas se han caracterizado utilizando citogenética convencional y/o molecular.

Resultados y discusion: Los analisis citogenéticos de las muestra arrojan resultados concordantes con lo encontrado
en la bibliografia con respecto a la aparicion de alteraciones en las hPSCs, se han encontrado anomalias cromos6micas
en un porcentaje muy alto de las células caracterizadas. Para las lineas de células tumorales hemos visto resultados muy

diferentes, dependiendo de la naturaleza del tumor de partida y evolucion del cultivo.

Conclusion: La inestabilidad genética y las anormalidades cromosémicas representan una debilidad potencial en la
utilizacion de estas células en investigacion basicay en futuras aplicaciones terapéuticas basadas en células madre. Los
cambios genéticos en general, afectan negativamente a la eficacia y seguridad de las terapias basadas en hPSCs y las células
genéticamente aberrantes distorsionan dramaticamente los resultados experimentales, lo que llevaria a conclusiones
cientificas erroneas. Por tanto desde el BBSSPA la tendencia debe ser a desarrollar protocolos de deteccion de alteraciones

gendmicas eficaces y que reduzcan al minimo el riesgo de inestabilidad genémica y permitan su identificacion.
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Antecedentes: Desde que en 1998 se publico la obtencion de las primeras lineas celulares madre embrionario humana
(hESCs), por James Thomson, se han derivado un importante nimero de hESCs genéticamente diversas a partir de
blastocistos humanos. Ademads, en 2006 se describi6 por primera vez por Yamanaka y Takahashi, la generacion de células
madre pluripotentes inducidas (iPSCs) sin necesidad de embriones, esta metodologia se ha convertido en un método

ampliamente utilizado para la obtencidn de células pluripotentes.

El Biobanco del Sistema de Salud Publica de Andalucia (BSSPA) como parte del Banco Nacional de Células (BNLC),
tiene implementado la caracterizacion de hESCs e iPSCs, para comprobar la capacidad pluripotente de estas células.
Varios marcadores se han asociado en la ultima década con capacidad pluripotente de lineas celulares. Los més utilizados

tanto en inmunofluorescencia como RT-PCR son los marcadores OCT 3/4, Sox-2 y Nanog.

Metodologia: Se analizaron marcadores de pluripotencia de las lineas AND3 hESCs y MSUHOO1 iPSCs, mediante
inmunofluorescencia y RT-PCR, se optimizaron estas técnicas para marcadores OCT 3/4, Sox-2 y Nanog. Se han realizado

analisis de cariotipo para analizar el estatus cromosomico.

Resultados: Los resultados para los marcadores OCT3 / 4, Sox-2 y Nanog mediante inmunofluorescencia y RT-PCR,
han sido positivos. Otros marcadores adicionales se estan optimizando en este momento en el BBSSPA. El resultado del
cariotipo en ambas muestras concluyd que son estables cromosomicamente en el pase de cultivo estudiado. Por tanto, la
tendencia en el BBSSPA es definir la técnica mas apropiada para la verificacion de capacidad pluripontente de las células,

e implemnetar nuevos marcadores.
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Andalusia is a region with approximately 8 million people and with a unique Public Health System(SSPA) which serves
the entire population.

The Andalusian Biobank, is a network structure with 32 nodes which attends an average of 300 research applications and
distributes 20.000 samples per year.

Society itself and through patients societies, ask for participation in a more direct way in the support to investigation. This
has been properly detailed by the EU in the H2020, program, Social Challenges. This weakness has also been reflected
on literature with initiatives as British Columbia BioLibrary. We have also noticed this demand of healthy citizens in our
Biobank.

For this reasons, Andalusian Goverment has taken the initiative to organize the Andalusian Donor Registry of Samples for
Biomedical Research. The registry allows citizens, sick or healthy, to be identified as donors. The Andalusian Biobank
is the responsible of the management of this registry. When researchers apply for samples and associated data, which we
cannot provide, we go to the registry, identify the candidate donors and we ask for their agreement for the specific sample
obtaining.

We present the organization and results of this registry, unique in its nature, and a comparative meta-analysis with similar
initiatives.
References:

UNESCO (2005) and European Council declaration , about the human genome, human rights and biomedical
research.
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