INVESTIGACION
EN CIENCIAS DE LA VIDA
Y DE LA MATERIA

El principal objetivo de la Fundacién Ramén
Areces consiste en el fomento de la in-
vestigacion cientifica, particularmente en
aquellas areas que presentan un especial
interés por su inmediata repercusion en la
salud y en el bienestar de nuestra socie-
dad. En este sentido, la Fundacion Ramén
Areces convoca cada dos afios a la comu-
nidad cientifica espafola a presentar pro-
yectos de especial relevancia en determi-
nadas areas cientificas que requieren una
atencidén especial por su posible repercu-
sion en el progreso de nuestro paisy en la
mejora de la salud.

Esta Memoria recoge los proyectos corres-
pondientes a las dos Ultimas convocatorias
(XVII'y XVIII) de Ayudas a la Investigacion
Cientifica y Técnica. En el ambito de la bio-
medicina, se han propuesto temas de enor-
me actualidad, unos relacionados con la
investigacion béasica y otros directamente re-
lacionados con la investigacion traslacional
clinica. Entre estos Ultimos destaca el de las
“Enfermedades raras” que, aunque denomi-
nadas asi por su escasa prevalencia, tienen
una extraordinaria importancia, puesto que
en su conjunto representan un grupo de en-
fermedades de caracter grave, que afectan a
los recién nacidos y que, en muchos casos,
carecen de tratamiento. Los proyectos pre-
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sentados en esta seccién abarcan desde el
estudio de la etiologia molecular de estas
enfermedades hasta el disefio de nuevos
tratamientos. Es necesario destacar que la
Fundacion Ramon Areces tiene un especial
interés en el estudio de este tipo de enferme-
dades, dado el dolor humano que representa
el padecimiento de cualquiera de estas do-
lencias.

Asimismo, las enfermedades frecuentes, so-
bre todo aquellas de alto impacto en nues-
tra sociedad, tales como el cancer y las
enfermedades neurodegenerativas, han
sido también objeto de estos concursos. En
este sentido, se han propuesto los temas de
“Inmunoterapia y cancer” y “Medicina de
precisiony cancer”, dado que estan desarro-
llandose nuevos métodos para vencer esta
enfermedad mediante inmunoterapia dirigi-
da 0 a través de la medicina personalizada.
Las enfermedades neurodegenerativas se
han abordado en los temas de “Reprogra-
macion tisular y organoides”, como nuevas
aproximaciones terapéuticas en las enfer-
medades de Parkinson y Alzheimer. A modo
de ejemplo, algunos de los proyectos vigen-
tes tratan de reprogramar las células proge-
nitoras neurales, con objeto de reparar el te-
jido nervioso dafado por las enfermedades
neurodegenerativas.



En otras areas de la biomedicina, la investi-
gacion bésica de caracter traslacional esta
representada en los mencionados concur-
sos bajo el tema “Interactoma: implicaciones
patologicas”. El concepto de interactoma
engloba todos aquellos mecanismos de in-
teraccién que regulan el comportamiento de
nuestras células, lo que permite una vision
holistica de las funciones celulares.

La seguridad alimentaria es uno de los prin-
cipales problemas con los que se enfrenta
nuestra sociedad actual, cada vez mas obli-
gada a consumir alimentos preelaborados.
Por esta razon, la Fundacion Ramon Areces
ha propuesto, en los ultimos cuatro concur-
sos de Ayudas, el tema “Seguridad alimenta-
ria y biotecnologia”. De hecho, la seguridad
alimentaria es un problema que preocupa
profundamente, pues a pesar de los contro-
les exhaustivos que se llevan a cabo de forma
consuetudinaria, con frecuencia aparecen
brotes inesperados de toxicidad alimentaria
gue alarman a la sociedad y provocan graves
problemas econdmicos. Estos problemas son
especialmente relevantes en Espana, dado
que nuestro pais posee una de las industrias

alimentarias mas importantes de Europa. Por
esta razon, la Fundacion Ramon Areces tiene

interés en el desarrollo de métodos que per-
mitan la rapida identificacién de los proble-
mas, asi como su solucion inmediata. En este
sentido, la biotecnologia ha revolucionado
esta materia al permitir la deteccién precoz
de agentes contaminantes, incluso antes de
que alcancen concentraciones toxicas.

En los temas dedicados a las ciencias de la
materia destacan aquellos relacionados con
el desarrollo sostenible, tales como “Energia
renovable: materiales y procesos”, “Materia-
les superconductores de alta temperatura” y
“Grafeno, dtomos, clusters y nanoparticulas
metélicas. Fundamento y aplicaciones”. Es-
tas materias estan relacionadas entre si, pues
la primera trata de buscar métodos para la
obtencion de energia no contaminante y las
dos restantes la utilizacion eficiente de la mis-
ma. En este sentido, destacan los proyectos
relacionados con nuevos agentes cataliticos,
nuevos sistemas de captacion de CO2, foto-
sintesis artificial, etc. Por otro lado, el grafeno
constituye una de las dreas mas importantes
del desarrollo de la quimica actual.
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XVII CONCURSO NACIONAL

De 7 de abril de 2015 a 7 de abril de 2018

1. ENFERMEDADES RARAS

Rastreo del daio tisular y de la respuesta adaptativa en las
hemocromatosis hereditarias raras para la identificacién de dianas
terapéuticas especificas

Investigador Principal: José Manuel Bautista Santa Cruz
Centro de Investigacion: Instituto de Investigacion: Hospital 12 de Octubre. Madrid.

La hemocromatosis hereditaria (HH) es un trastorno en el que se

desregula el metabolismo del hierro. Una consecuencia principal Produccién Cientifica
es una mayor oxidacion molecular por el incremento de especies
reactivas de oxigeno que alteran la homeostasis celular y la adap- 1 )
B o oo Articulos generados
tacion de la respuesta metabdlica. Los objetivos del presente pro- en revistas
yecto han sido la identificacion y caracterizacion de biomarcado-
S i res y mecanismos moleculares inducidos por estrés oxidativo y/o 6

Comunicaciones en

hierro por la sobrecarga de este metal en diferentes tejidos y que definen el dafo tisular congresos nacionales

especifico en HH raras. Para ello, se ha recurrido a modelos animales portadores de po-

limorfismos equivalentes a los que generan HH raras para estudiar la fisiopatologia de la
enfermedad mediante aproximaciones de rastreo global de inmundémica, de protedmica
redox, de respuesta inmunoldgica y de respuesta a estrés oxidativo.

Los resultados mas significativos incluyen: (1) Identificacion de los pardmetros tisulares
(bazo, higado, duodeno, pancreas, corazén y cerebro) y hematoldgicos causados por la
deposicion de hierro en modelos murinos, observandose un aumento de los reticulocitos
en hembras HH en sangre periférica. (2) Tipificacion de las alteraciones de la respuesta
inmune en modelos de ratén, demostrando que las hembras HH poseen déficit de células
dendriticas esplénicas y maduracion acelerada de linfocitos B. (3) Analisis de expresion
de citoquinas y enzimas que modulan el estrés oxidativo en érganos diana demostrando
cambios significativos relativos al daflo oxidativo y alteraciones de respuesta proinflama-
toria celular. (4) Identificacion del dafio tisular molecular en ratones HH mediante proted-
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mica redox a lo largo del crecimiento, indicativo de una acumulaciéon oxidativa en tejidos
sensibles, que progresa con la edad, y con dianas proteicas especificas modificadas oxi-
dativamente en HH. (5) Identificacion de cinco dianas oxidativas especificas del dafio en
eritrocitos humanos de pacientes HH. (6) Seleccién de biomarcadores para el seguimiento
del progreso, del dafo tisular y de la terapéutica de HH.

Respuesta celular a roturas de ADN bloqueadas y su papel en la
patogénesis de la Ataxia Telangiectasia

Investigador Principal: Felipe Cortés Ledesma
Centro de Investigacion: Centro Andaluz de Biologia Molecular y Medicina Regenerativa
(CABIMER). Sevilla.

La Ataxia-Telangiectasia (A-T) estd causada por
mutaciones en el gen ATM y constituye un pa-
radigma para una serie de sindromes genéticos
humanos ligados a defectos en la sefalizacion y
reparacion de roturas en el ADN. La sintomatolo-
gia de la A-T incluye ataxia cerebelar progresiva,
inmunodeficiencia, radiosensibilidad y una mayor

incidencia de cancer. El papel de ATM como el regulador maestro de la respuesta celular a
roturas en el ADN estd muy bien definido y caracterizado con bastante detalle. Sin embar-
go, su impacto en el proceso de reparacién en si ha estado tradicionalmente sujeto a un
alto grado de controversia. Nuestro laboratorio ha demostrado que ATM si juega un papel
fundamental en la reparacion de roturas en el ADN, pero sélo cuando estas contienen ex-
tremos bloqueados. Ademas, esta ruta dependiente de ATM contribuye a la supervivencia
celular y el mantenimiento de la estabilidad gendmica, lo que sugiere que las roturas de
ADN blogueadas pueden ser un factor importante en la patogénesis de la enfermedad.
Para determinar la funcion especifica de ATM en la reparacion de roturas de ADN blo-
queadas e identificar otros factores que puedan estar implicados en el proceso, hemos
realizado un escrutinio genético mediante la tecnologia CRISPR/Cas9. Hemos encontrado
que la funcién de una serie de nucleasas de ADN se hace particularmente relevante para
la viabilidad celular cuando se inducen de forma especifica roturas de ADN blogueadas.
Hemos caracterizado en detalle el papel de estas nucleasas en el proceso de reparacion en
si, asi como su relacién funcional entre ellas y con ATM. Nuestras conclusiones apuntan a
un modelo en el que ATM facilita, de forma general, el acceso de diversos factores nucleo-
liticos que pueden procesar los extremos de la rotura de forma redundante.

Caracterizacion de MORC2, nexo de unién de neuropatias hereditarias
sensitivo-motoras

Investigadora Principal: Carmen Espinds Armero
Centro de Investigacion: Centro de Investigacion Principe Felipe. Valencia.

Tras la identificacion en nuestro laboratorio de
mutaciones en el gen MORC2 en 3 familias afecta-
das por CMT2 (Sevilla, Lupo et al. Brain, 2016) se
han descrito un total de 33 familias y se conocen
10 mutaciones clinicas, creando asi un nuevo sub-
tipo de CMT2: CMT2Z. De entre todas las mutacio-
i e nes, la mas frecuente es p.R252W, identificada en
17 familias. Por otro lado, la gravedad clinica es dispar y presenta unos rasgos fenotipicos
distintos que se asocian a cada tipo de mutacion.
Desde el principio del presente proyecto se ha estado investigando en profundidad la

funcién de la proteina en nervio periférico. De este modo, se ha estudiado el patréon de
expresion de MORC2 en sistema nervioso central y periférico murino, se ha establecido la
isoforma predominante de MORC2 en sistema nervioso periférico humano y se han realiza-
do estudios bioguimicos para dilucidar la afectacidon proteica causada por las mutaciones
clinicas mas frecuentes. Asimismo, por primera vez se ha llegado a relacionar la expresion
de una de las mutaciones de MORC2 (p.S87L) con el aumento de inflamacion axonal en
cultivos de neuronas sensoriales de rata.
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Durante este ultimo aflo y en colaboracion con grupos de Rep. Checa, Suecia y Australia,
hemos incorporado los datos dmicos de expresion génica de fibroblastos derivados de
biopsias de piel de pacientes portadores de mutaciones en MORC2 y de neuronas sensitivas
de rata humanizadas con dichas mutaciones. Los hallazgos que se derivan de esta investi-
gacion, reflejan ciertos grupos de genes cuya expresion estd desregulada, pudiendo produ-
cir cambios patoldgicos o mecanismos compensatorios en los pacientes con mutaciones en
MORC2. Asi, utilizando todo el conjunto de datos obtenidos en los ultimos afos, hemos ela-
borado un manuscrito describiendo posibles vias alteradas en la fisiopatologia de CMT2Z.

Terapia molecular para Laminopatias

Investigadora Principal: Ana Maria Gonzalez Garcia
Centro de Investigacién: Centro Nacional de Biotecnologia (CNB). CSIC. Madrid.

El sindrome de envejecimiento prematuro de Hutchinson-Gilford
(HGPS o progeria) es una enfermedad que se presenta con baja
frecuencia, pero cuyas consecuencias son devastadoras, con un
alto indice de mortalidad en las primeras décadas de la vida. La
progeria se debe a la aparicion de ciertas mutaciones bien en el
gen de LMNA (lamina A) que impiden el correcto procesamiento
i y maduracion de la proteina o bien en la proteasa encargada de

dicho procesamiento. Asimismo, mutaciones en proteinas asociadas a la lamina nuclear
como BANF-1 también dan lugar a sindromes progeroides. Las células de los pacientes de
progeria presentan alteraciones en la morfologia del nucleo, incluyendo la aparicion de nu-
cleos mas grandes y lobulados, la desorganizacién de los poros nucleares y la cromatina y
el engrosamiento de la lamina nuclear. También aparecen alteraciones epigenéticas en las
modificaciones presentes en la histonas y en la metilacion del ADN y en general se observa
una modificacion de los patrones transcripcionales de estas células con respecto a células
sanas. Todos estos defectos podrian contribuir a la fisiopatologia de esta enfermedad.

Las fosfatidilinositol-3-quinasas son quinasas lipidicas que fosforilan el anillo de inositol de
los fosfoinositidos de membrana. Estas enzimas son dimeros constituidos por una subuni-
dad catalitica (p110q, 0 §) y una subunidad reguladora (p85a, P85p, o la isoforma especi-
fica de musculo p55y). PI3K cataliza la formacion de fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3)
que estimula la activacion de moléculas como Akt y m-TOR que participan en la division
celular, la supervivencia y la migracion.

Nuestros estudios sugieren que p110p participa en la regulacién de la morfologia y estruc-
tura nuclear de la célula. Hemos observado que p110f se une a la lamina A y es necesaria
para el correcto procesamiento y localizacién de esta proteina. Actualmente estamos exa-
minando cual de los pasos de la maduracién de la lamina es regulado por p1108.

También hemos observado que p110p regula BANF-1, queremos determinar como esta re-
gulacion afecta a la replicacion del DNA vy a la formacion de membrana nuclear en la célula
tras la salida de mitosis.

Nuevos mecanismos de regulacidon de la respuesta inmune por lamina
A/C y progerina: implicaciones en el sindrome de envejecimiento
prematuro de Hutchinson-Gilford

Investigador Principal: José Maria Gonzalez-Granado
Centro de Investigacion: Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC). Madrid.

El sindrome de Hutchinson Gilford (HGPS) se carac-
teriza por un envejecimiento acelerado que provoca
la muerte a una edad aproximada de 13 afos sin que
se conozca cura o tratamiento efectivo frente a sus
devastadores sintomas.

. Esta enfermedad rara (cédigo OMIM 176670) afecta
a 1de cada 4-8 millones de niflos y esta causada por
la acumulacion del mutante de lamina A, progerina, mutante que también se acumula de

forma fisioldgica en individuos sanos durante el envejecimiento. La comprension del papel
de lamina A/C y los cambios moleculares y celulares asociados a la acumulacion de proge-
rina no solo es esencial para establecer los origenes de la enfermedad sino también para
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explicar algunas de las causas del envejecimiento natural.

Anteriormente, hemos publicado que la lamina A/C se sintetiza en linfocitos T tras el re-
conocimiento de un antigeno para potenciar la activacion del linfocito. Sin embargo, se
desconoce el efecto de la progerina en la activacion de la célula T y el papel de la lamina
A/Cy la progerina en otras respuestas inflamatorias. Conocer estos efectos, son dos de los
objetivos de este proyecto.

Adicionalmente, se pretende conocer el efecto de los tratamientos empleados o que se
suponen como potencialmente interesantes para tratar los pacientes de HGPS en el siste-
ma inmune de los pacientes. Nuestros resultados muestran que la lamina A/C favorece la
diferenciacion del linfocito T CD4+ a fenotipo Th1 en respuesta a virus y protozoos, efecto
modulador del que parece carecer la progerina.

Ademas, los tratamientos empleados para tratar a los pacientes de HGPS no revierten el
efecto diferencial sobre la diferenciacion del linfocito T que existe entre la lamina A/C vy la
progerina. Con la consecucién de los objetivos propuestos se pretende mejorar la vida de
los pacientes de HGPS y entender el papel de la lamina A/C y la progerina en enfermeda-
des inmunes donde estas proteinas pudieran tener un papel relevante.

Modelos para distrofias musculares congénitas: busqueda de
supresores fenotipicos

Investigador Principal: Enrique Martin Blanco
Centro de Investigacion: Institut de Biologia Molecular de Barcelona. CSIC.

Las distrofias musculares congénitas (CMD) son miopatias auto-
sdmicas, caracterizadas por debilidad temprana y retraso en el
) desarrollo motor. Algunas CMD también se asocian con anomalias
= del sistema nervioso. Todas las CMD comparten un mecanismo
patogénico vinculado a la glicosilaciéon anormal de alfa-distrogli-
m cano (a-DG). En particular, las mutaciones en POMT1 y POMT2
¥ constituyen los marcadores mas comunes de dos variantes de
CMD, el sindrome de Walker-Warburg (WWS) vy la distrofia muscular de las extremidades
tipo 2K (LGMD2K). Estas enzimas son responsables de la sintesis de O-manosilglicano y
estdn relacionadas con la reduccion de las modificaciones de carbohidratos en a-DG y su
incapacidad para unir los componentes de la matriz.
La naturaleza especifica de las distroglicanopatias hace de este grupo de trastornos un
buen modelo para comprender la relacidon entre la glicosilacion de proteinas y la enferme-
dad. Nuestro objetivo fue caracterizar el fenotipo de la ausencia de proteinas POMT en
Drosophila para identificar los defectos tempranos asociados a las CMD. Ademas, desa-
rrollamos una busqueda genética de supresores de una condicidon sensibilizada (pérdida
de POMT en mutantes rotated abdomen (rt) en Drosophila) para identificar posibles blan-
cos para intervencion terapéutica.
Encontramos que durante la morfogénesis de la musculatura adulta de la mosca, los mio-
blastos preexistentes sufren una fusion estereotipada. Nuestros analisis descubrieron que
esta fusion fallaba en mutantes rt, lo que conducia a musculos débiles con menos nu-
cleos. Las arborizaciones nerviosas, por otro lado, parecen desarrollarse correctamente.
Concluimos que el evento mas importante en el desarrollo de la patologia de la distrofia
muscular puede ser un fallo parcial temprano de la fusion muscular.
Nuestras pruebas genéticas han identificado un prometedor subconjunto de genes involu-
crados en la unién de matriz extracelular y el control del citoesqueleto de actina que mo-
dulan la fuerza y penetracion del fenotipo rt. Ademas, también identificamos una serie de
quinasas que en heterocigosis debilitan los efectos de la pérdida de la funcion POMT. Estas
quinasas son blancos susceptibles para los exdmenes de drogas dirigidos a mejorar las CMD.

e

Identificacidén de las funciones del gen Wt1 en la enfermedad de
Huntington

Investigadora Principal: Ofelia M. Martinez Estrada
Centro de Investigacion: Departamento de Biologia Celular. Universitat de Barcelona.

La enfermedad de Huntington es una enfermedad neurodegenerativa causada por la ex-
pansion repetida de poliglutamina en la proteina Huntingtina. El gen supresor de tumores
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de Wilms 1 (Wt1) codifica para un factor de transcripcion que des-
empefa un papel fundamental en la formacidon de varios drganos
durante el desarrollo embrionario y durante el mantenimiento de
la integridad y el funcionamiento de multiples tejidos adultos. Es-
tudios recientes han reportado un aumento en la expresion de Wtl
t=| en un modelo de ratén de la enfermedad de Huntington y en pa-

cientes de la misma. Durante los Ultimos diez aflos se han identifi-
cado nuevas funciones de WT1 en diferentes tejidos, sin embargo las posibles funciones de
este gen en el cerebro y en el desarrollo de la enfermedad de Huntington son desconocidas.
Los principales objetivos de nuestro proyecto fueron identificar el papel de WT1 en el
desarrollo del cerebro y comprender el significado funcional de la sobreexpresion del mis-
mo observada en la enfermedad de Huntington. Nuestros datos demuestran que WT1 se
expresa en el nucleo de las neuronas del coértex, del estriado y del hipocampo desde los
estadios P1 hasta las etapas adultas en ratones. Ademas, el andlisis de ratones Wt1KO neu-
ronales reveld un posible papel de WT1 en la regulacion de la expresion de Nestinay SOX2
en el neuroepitelio estriado durante el desarrollo cerebral.

Acidemia propidnica: estudio encaminado a la optimizaciéon de su tra-
tamiento nutricional, control metabdlico y calidad de vida

Investigadora Principal: Mercedes Martinez-Pardo Casanova
Centro de Investigacion: CSUR (Centro de Referencia Nacional) de Enfermedades Metabdlicas
poco frecuentes. Hospital Universitario Ramoén y Cajal. Madrid.

Este proyecto tiene, como objetivos principales: 1. Encontrar aque-
llos pardmetros clinicos y/o bioquimicos de mayor utilidad en el
seguimiento de pacientes con PA. 2. Determinar la validez de estu-
dios bioquimicos realizados en sangre (s) y orina (o) depositadas
en papel S&S, frente a la metodologia habitual efectuada en mues-
tras liquidas, tomadas en situaciones clinicas diferentes. 3. Buscar
nuevas terapéuticas. 4. Mejorar la calidad de vida de pacientes y
familias: extrayendo menos sangre a los niflos y evitando desplazamientos de pacientes y
familiares.

En (s) se han efectuado: acilcarnitinas y aminograma: generando 18.954 datos, a estudio,
comparados con plasma. No ha sido posible valorar OLCFA (119 datos) y CoQ10 (116 datos)
en (s), precisando plasma y/o linfocitos.

En (0) se han efectuado: dcidos orgdnicos y aminograma: generando 16.000 datos de aci-
dos organicos comparativos con orina liquida. Desde Agosto 2016 no se hace aminograma
en (o) ni en orina liquida pues no aportan datos que lo justifique.

El estudio analitico y de toma de muestras finalizé en Septiembre de 2017, dando como
resultados, en espera del resultado final estadistico de los datos que tenemos.

1. Los resultados de las muestras (s) y (0) tomadas en su domicilio para acilcarnitinas vy
aminograma son superponibles a las de plasma y orina liquida, por lo que creemos pueden
ser utilizadas en el seguimiento.

2. Los OLCFA y CoQ10 de momento solo se pueden hacer en plasma y/o linfocitos.

3. El aminograma en (o) o en orina liquida no aporta datos que mejoren el seguimiento.

4. Los acidos orgdnicos en (o) son representativos de la situacion metabdlica del paciente.
La relacion Citrato/Metilcitrato en orina podria ser representativa.

5. Los pacientes PA precisan CoQ10 en su tratamiento y al darlo podemos mejorar la dieta.

Bases moleculares de la fisiopatologia en ceguera hereditaria

Investigadora Principal: Ana Méndez Zunzunegui
Centro de Investigacion: Institut d'Investigacid Biomédica de Bellvitge (IDIBELL). Barcelona.

El objetivo del proyecto es caracterizar los mecanismos de ensamblaje, organizacion, trafico
ciliar y modulacién in vivo del complejo proteico RD3/RetGC1/GCAPs, y su relacién con la
ceguera hereditaria. Este complejo proteico juega un papel central en la respuesta a la luzy
es esencial para la viabilidad de las células fotorreceptoras de retina. Durante esta anualidad
nos hemos centrado en RD3. Mutaciones en RD3 conducen a una de las formas mas severas
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de ceguera hereditaria, Leber Congenital Amaurosis (LCA12). Para
estudiar la fisiopatologia de esta enfermedad caracterizamos una
cepa natural de ratones deficiente en RD3 funcional. Hipotetiza-
mos, en base a resultados previos del laboratorio, que las proteinas
GCAPs estarian mediando la patologia en este modelo, en base al
hecho de que la acumulaciéon de GCAPs en su forma libre de Ca2+

# en fotorreceptores es muy toéxica, y que una pérdida de funcion de
RD3 resulta en una bajada prolongada en la concentracién de Ca2+. Cruzamos los ratones
rd3 con ratones doble knockout en GCAP1/GCAP2, buscando un rescate morfoldgico.
Observamos que, efectivamente, la eliminacion de las proteinas GCAP resultaba en la pre-
servacion de un 25% mas de fotorreceptores, retrasando significativamente la degenera-
cion retinal. El andlisis ultraestructural de retinas rd3 reveld una vacuolizacidon dramatica,
indicativa de un defecto en autofagia, que era rescatada en ausencia de GCAPs. Tres apro-
ximaciones protedmicas independientes llevadas a cabo para identificar interactores de las
proteinas GCAP en su forma libre de Ca2+, identificaron GABARAPL2, una proteina clave
en la maduracion del autofagosoma. Experimentos en curso pretenden ahora confirmar
la implicacion de GABARAPL2 en la patofisiologia de LCA12 y su evaluaciéon como posi-
ble diana terapéutica, potencialmente extensible a desérdenes genéticos conocidos como
“equivalentes a dafo por luz” causados por mutaciones genéticas de origen muy diverso
gue convergen en causar una bajada prolongada en la concentracion de Ca2+.

Agenesia del cuerpo calloso. Mecanismos basicos y tratamiento

Investigadora Principal: Marta Nieto Ldpez
Centro de Investigacion: Centro Nacional de Biotecnologia (CNB). CSIC. Madrid.

La agenesia del cuerpo calloso (ACC) comprende una serie de en-
fermedades raras caracterizadas por la ausencia del tracto axonal
que conecta los dos hemisferios cerebrales. Innovadores avances
ponen de manifiesto el alto potencial terapéutico que reside en la
plasticidad del sistema nervioso. Nuestras investigaciones revelan la
importancia de la regulacion de la excitabilidad intrinseca durante el

establecimiento del CC, y ponen de manifiesto una plasticidad y una
ventana de oportunidad para la intervencion terapéutica.

El factor de transcripcion Cuxl aparece como un determinante temprano de la formacion
del CC, regulando la expresion de los canales de potasio Kvl y la respuesta de disparo
de la neurona. La pérdida de Cuxl, en las neuronas, resulta en la total eliminacién de sus
axones callosos, pero la activacion de Cuxl o de ciertos canales idnicos es suficiente para
restaurar estas conexiones, aun cuando se restituye Cux1 en individuos nacidos ya afecta-
dos (Neuron (2016) 89 (3), 494-506). Ademas, hemos contribuido a descifrar cémo estos
mecanismos contribuyen al sindrome de espectro autista y han participado en la evoluciéon
humana (Cell. Oct 6;167(2):341-354).

Por otro lado, como resultado de una colaboracién, hemos contribuido a comprender cémo
la interaccion del factor de transcripcion Lhx2 con la actividad del circuito y la actividad
sensorial es critica para la formacion de mapas corticales (Cell Rep. 2017 Jan 24;18(4):849-
856). Ademas, hemos descrito nuevos protocolos que permiten un analisis detallado de la
conectividad (J. Vis. Exp. 2017(120), e55139), y la funcion del receptor de IGF-1 en la pola-
ridad neuronal (Sci Rep. 2017 Aug 9;7(1):7703). Estamos investigando vias farmacolégicas
y genéticas que aumenten la reparacion del CC. Los resultados abrirdn nuevas vias para
la intervencion y compensacion de los sintomas de los de los pacientes de ACC y son de
relevancia para otras enfermedades del cerebro.

Medicina de precisién en Inmunodeficiencias Primarias: desentranando
nuevas etiologias genéticas mediante aproximaciones “édmicas”

Investigadora Principal: Rebeca Pérez de Diego
Centro de Investigacion: IdiPAZ, Instituto de Investigacion Sanitaria del Hospital Universi-
tario La Paz. Madrid.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, las enfermedades infecciosas son las respon-
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sables de la mayor tasa de mortalidad entre nifios y adultos jovenes.
Si bien las inmunodeficiencias primarias (IDPs) han sido tradicional-
mente definidas como enfermedades raras causadas por defectos
del sistema inmune, hoy en dia se sospecha que un elevado porcen-
taje de pacientes con infecciones graves en la infancia presentan
defectos mendelianos innatos en su inmunidad. Los tratamientos y
seguimientos médicos de estos pacientes, cuyo nimero se incre-
menta cada dia, son altamente costosos y la calidad de vida de los mismos es limitada.
Las IDPs se muestran fundamentales para la compresion de la inmunologia humana, pro-
porcionando el marco de estudio de la funcion de un gen fisiolégicamente relevante en el
contexto de nuestra especie. Hoy en dia es relativamente sencillo el diagndstico de genes
conocidos causantes de IDPs. Con lo cual, el reto actual en el estudio de las IDPs pasa por
encontrar nuevas etiologias genéticas. La aproximacion gendémica gracias a técnicas de
secuenciacion masiva nos permitird encontrar nuevos defectos genéticos.

El objetivo del presente proyecto consiste en encontrar nuevas etiologias genéticas aso-
ciadas a pacientes con IDPs mediante técnicas de secuenciacion masiva; estudios que iran
seguidos de una exhaustiva caracterizacion celular y molecular del gen responsable de la
patologia y de su papel en el sistema inmunitario. El presente proyecto se enmarca en la
medicina de precision encaminada a acelerar el diagndstico genético de las IDP, proporcio-
nando asi consejo genético a las familias y mejorando el manejo del paciente con IPD para
definir las mejores opciones terapéuticas. Gracias a la financiacion de este proyecto ha sido
posible el estudio personalizado de hasta 29 pacientes y se han logrado caracterizar cuatro
nuevos defectos genéticos. Ademads, con el objetivo de acelerar el diagndstico de estos
pacientes, se ha desarrollado una herramienta informatica para automatizar la busqueda de
genes candidatos a partir del gran niumero de datos obtenido de la secuenciacion exémica.

La lamina nuclear en la enfermedad de Huntington: papel en la
fisiopatologia y aplicaciones terapéuticas

Investigadora Principal: Esther Pérez-Navarro
Centro de Investigacion: Universitat de Barcelona.

La enfermedad de Huntington (EH), una enfermedad
neurodegenerativa causada por una mutacion en el
gen de la huntingtina, se caracteriza por la presencia
de disfuncion motora y cognitiva. Actualmente no
existe una terapia eficaz, siendo necesaria la identifi-
cacion de nuevas dianas terapéuticas.

Nuestra hipotesis es que un aumento en los niveles

de lamina B1, una proteina del envoltorio nuclear, po-
dria participar en la fisiopatologia de la EH y la modulacién farmacoldgica de estos niveles
podria ser una buena estrategia terapéutica. Hemos observado que los niveles de lamina
B1 estan aumentados en neuronas estriatales de proyeccién y en neuronas de la region CA1
del hipocampo en ratones R6/1y en pacientes de la EH. Este aumento produce, en las neu-
ronas afectadas, alteraciones en la morfologia nuclear, en la permeabilidad de la membra-
na nuclear y en la transcripcion. El tratamiento con acido betulinico previene la aparicion
del déficit en la memoria espacial y de reconocimiento, y del aprendizaje motor. A nivel
celular, este tratamiento previene el aumento de los niveles de lamina B1 en el hipocampo
y en la corteza cerebral, y las alteraciones en la morfologia nuclear y en la permeabilidad
de la membrana nuclear, lo que puede explicar la mejora cognitiva en los ratones R6/1.

La deteccion de alteraciones en los niveles de lamina B1 a nivel periférico podria ser un
buen biomarcador tanto del proceso neurodegenerativo como de la eficacia terapéutica
de farmacos dirigidos a su modulacion. Resultados preliminares obtenidos en leucocitos y
fibroblastos de pacientes de EH muestran un aumento de los niveles de lamina B1y alte-
raciones de la morfologia nuclear dependiendo del niumero de repeticiones CAG pero no
del estadio de la enfermedad. Actualmente, estamos realizando un estudio longitudinal en
ratones R6/1 para intentar correlacionar los cambios que observamos en las distintas areas
cerebrales con los cambios que se producen en los leucocitos vy fibroblastos. Ademas, he-
mos puesto a punto una técnica para determinar en qué tipo de leucocitos se producen las
alteraciones de lamina B1.
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Analisis gendmico y transcriptémico para identificar defectos de
splicing y evaluacidén in vivo de la terapia antisentido

Investigadora Principal: Lourdes Ruiz Desviat
Centro de Investigacion: Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa. CSIC-UAM.

Este proyecto se ha centrado en la caracterizacion de mutaciones
de splicing y el testaje de aproximaciones terapéuticas dirigidas
a corregir dichos defectos, como son el uso de oligonucledtidos
antisentido que bloqueen sitios cripticos de splicing y/o regiones
silenciadoras que unen factores inhibitorios de splicing, o el uso de
U1 snRNAs adaptados a secuencias mutantes.

Para las mutaciones intrdonicas c.1199+17g>a y ¢.1199+20g>c en el
gen PAH, identificadas en pacientes con fenilcetonuria, se demostré que generan exon ski-
pping en un sistema de minigenes. El analisis combinado mediante técnicas bioinformaticas
(prediccion in silico de potenciadores y silenciadores de splicing), mutagénesis seriada en
la regidén, estudios de afinidad a oligonucledtidos RNA, sobreexpresion de factores de spli-
cing y de UlsnRNA adaptados, ha permitido concluir que las mutaciones interfieren con
la union de Ul snRNP. La unién de U1 a esta regidn intrénica fuera del sitio donador 5’ de
splicing es necesaria para el correcto reconocimiento exdnico y el defecto de unidn puede
ser corregido mediante el uso de U1 snRNAs adaptados perfectamente complementarios a
la secuencia mutante.

Por otra parte, se ha evaluado la eficacia terapéutica in vitro de oligonucledtidos antisentido
dirigidos a mutaciones intrénicas activadoras de pseudoexones en el gen PCCA, causantes
de acidemia propidnica, y en el gen PTS, causante de un defecto en la sintesis de tetrahi-
drobiopterina. En ambos casos, se corrigid el defecto de splicing impidiendo la inclusién
del pseudoexon en el MRNA, y se comprobd la recuperacion de la proteina y la actividad
enzimatica en el caso de la mutacion PCCA. En el gen PTS se corrigié asimismo en un sis-
tema de minigenes el defecto de splicing causado por la mutacion ¢.234+3A>G mediante
el uso de Ul snRNA perfectamente complementario a la region 5 donadora de splicing del
exon 4, lo que permite el correcto reconocimiento del mismo por la maquinaria de splicing.

Mecanismos moleculares del sindrome de Dravet

Investigador Principal: Francisco Zafra Gémez
Centro de Investigacion: Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa. CSIC-UAM.

El Sindrome de Dravet (DS) es un tipo de epilepsia genética severa
que debuta en la primera infancia. Un 75% de los pacientes presen-
I tan haploinsuficiencia del gen SCN1A (subunidad a-1 del canal de
sodio Navl.1) que controla la excitabilidad eléctrica de las neuronas
en las que se expresa (principalmente de tipo GABA-érgico). Nu-
merosos estudios han conseguido aclarar la patofisiologia de mu-

chas mutaciones de este gen que afectan a las caracteristicas del
canal iénico, pero hay un buen nimero de ellas que podrian afectar al trafico y maduracion
intracelular y cuyos mecanismos patogénicos no estan aclarados.

El objetivo de este proyecto es tratar de identificar las vias de trafico y aquellas proteinas
y mecanismos reguladores que pudieran afectar al movimiento del canal hacia y desde la
membrana neuronal, tanto en su forma nativa como en los mencionados mutantes. Me-
diante métodos de cribado de una libreria de quinasas pudimos determinar que la via
de sefalizacidon de AKT modifica la actividad del canal por fosforilacion. Los estudios de
electrofisiologia en una linea que expresa de manera estable Navl.l, indican que esta mo-
dificacion del canal estd asociada a una disminucion en las corrientes de sodio mediadas
por el canal, y a una variacion en otros parametros electrofisioldgicos del mismo, asi como
en el trafico del canal hasta la membrana. Ademas, hemos desarrollado un método de
imagen para la deteccion de las neuronas en cultivo primario que expresan Navll, y que
permite medir la actividad del mismo en un sistema fisioldgico. De esta manera hemos
podido confirmar la modulacion por AKT en dicho sistema. Dada la importancia de AKT en
la transmision de sefales iniciadas por hormonas como la insulina, IGF-1y otras proteinas
sefalizadoras, pensamos que esta via puede ser relevante en los procesos epileptogénicos,
en los pacientes DS y en otros tipos de epilepsias.
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2. METABOLISMO Y CANCER

Funcién oncogénica de IF1: el Inhibidor de la H*-ATP sintasa de la
mitocondria

Investigador Principal: José Manuel Cuezva Marcos
Centro de Investigacion: Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa. CSIC-UAM.

La disfuncion de la mitocondria estd implicada en la gé-
nesis y/o progresidén de muchas patologias. Un complejo
proteico clave en la generaciéon de energia en la mitocon-
dria es la H+-ATP sintasa. Hemos descrito que el Factor
Vi Inhibidor 1 de la ATPasa (IF1) estd sobre-expresado en
- o 3 @ carcinomas humanos lo que promueve la inhibiciéon de la

H+-ATP sintasa contribuyendo a la reprogramacion metabdlica de la célula tumoral a una
glucolisis mas activa. Por otro lado, esta inhibicidn genera una sefial de especies reactivas de
oxigeno que activa programas de proliferacién, invasion y de resistencia a muerte. Es decir,
IF1 se configura como una proteina mitocondrial muy importante para definir el metabolismo
energético, la homeostasia tisular y la progresion del cancer.

El objetivo global del proyecto es profundizar en el conocimiento de la biologia celular de
IF1y de su implicacion en cancer. Con el desarrollo del proyecto hemos demostrado que la
actividad de IF1 esta regulada por fosforilacion de S39 mediada por una quinasa mitocon-
drial dependiente de cAMP |lo que conduce a su inactivacion como inhibidor de la sintasa.
En los carcinomas mas prevalentes IF1 se encuentra desfosforilado vy, por tanto, activo.
Hemos demostrado que la sobre-expresion de IF1 en higado de ratones transgénicos in-
duce un fenotipo metabdlico que propicia la carcinogénesis. Por el contrario, en cancer de
mama una elevada expresion de IF1 es un marcador de buena prognosis para las pacientes
porque previene la metdastasis. El transgénico que sobreexpresa IF1 en intestino genera un
fenotipo anti-inflamatorio consistente con la funcién hormética de IF1 en ese tejido. Hemos
generado el ratdn IF1-KO en intestino que evidencia un fenotipo pro-inflamatorio estando
en fase de estudio su implicacion en la génesis del carcinoma colorectal. Se ha identificado
una molécula aprobada por la FDA gue contribuye a frenar el crecimiento de carcinomas
de mama y de colon en ratones xenotransplantados.

Analisis farmaco-mimético del valor terapéutico de rutas metabdlicas
Vav-dependientes en cancer de mama

Investigador Principal: Xosé Ramon Garcia Bustelo
Centro de Investigacion: Centro de Investigacion del Céncer de Salamanca.

La alteracion del metabolismo celular es un proceso clave de procesos tumorigénicos. Estos
cambios permiten que las células tumorales produzcan energia y elementos estructurales
necesarios para mantener sus altas tasas de crecimiento. Sin embargo, ahora se sabe que
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algunas de estas alteraciones también permiten generar segundos
mensajeros intracelulares implicados en la estimulacidon de pro-
gramas bioldgicos que favorecen proactivamente el proceso de
transformacion celular. Nuestro laboratorio ha estudiado, gracias
_ al proyecto de investigacion otorgado por la Fundacion Ramodn
I Areces, los cambios metabolicos globales activados por las onco-
! proteinas de la familia Vav, un grupo de enzimas involucradas en
; la estimulacion de las GTPasas Rho.

A través del uso de técnicas globales de generacion de perfiles de expresiéon génica, prue-
bas de shRNA funcionales de alto rendimiento y estudios de validacion final, nuestro labo-
ratorio pudo identificar, en el curso de este proyecto, los programas metabdlicos que se
alteran por los oncogenes Vav y, al mismo tiempo, descubrir que algunas de las enzimas
involucradas en dichas rutas son talones de Aquiles farmacoldgicos potenciales para las
células tumorales. Esto nos ha permitido descubrir: (i) Procesos bioldgicos dependientes
de Vav que median tanto la tumorigénesis primaria como la metdastasis de las células de
cadncer de mama. (ii) Identificar nuevas dianas terapéuticas involucradas en la modula-
cion de cada uno de esos procesos. (iii) Firmas genéticas de diagndstico que permiten la
estratificacion de pacientes con cdncer de mama en términos de supervivencia general,

quimiorresistencia y desarrollo potencial de metdstasis pulmonares.

Efecto antitumoral de la quinasa GCN2: relacidn entre estrés
nutricional, sintesis de proteinas y cancer de piel

Investigador Principal: César Jesus de Haro Castella
Centro de Investigacion: Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa. CSIC-UAM.

Las células responden, se adaptan y sobreviven al es-
trés ambiental debido a cambios en la expresion de
proteinas especificas que ocurren de forma temprana
y dependiente de la traduccién de sus ARN mensaje-
ros. Estos cambios criticos, influyen en la capacidad
de adaptaciéon de los organismos vy, a largo plazo,
también en su envejecimiento y en el desarrollo de las

enfermedades relacionadas, como el cancer. Asi, nuestro objetivo es investigar la relevancia
funcional de proteinas que regulan la traduccidn en respuesta a estrés, tanto en el envejeci-
miento como en el desarrollo de tumores de piel, centrandonos en el estudio de dos formas
de estrés: la radiacion ultravioleta (UV), principal causante del cancer de piel; y la restriccion
nutricional (dietas con bajo contenido en el aminoacido metionina), que promueve un signi-
ficativo aumento de longevidad.

Estos estudios se realizaron en células y ratones que carecen de GCN2, proteina quinasa
que se activa en respuesta a distintas formas de estrés, como radiacién UV y escasez de
aminodacidos, regulando la funcion del factor 2 de iniciacion de la sintesis de proteinas (elF2).
Tras aplicar los tratamientos (luz UV y regimenes con bajo contenido en metionina) indivi-
dualmente, o en combinacion, la principal conclusidn es que las células incapaces de activar
GCN2 y de fosforilar elF2 en respuesta a UV son mas sensibles a este estrés, y tienen menor
capacidad para sobrevivir. Ademads, parece que el pre-condicionamiento nutricional por baja
ingesta de metionina mantenido en el tiempo, puede mejorar la respuesta al estrés provo-
cado por la luz ultravioleta, haciendo las células mas resistentes a sus efectos nocivos. Esto,
aplicado a los organismos vivos, podria significar que modificando la actividad de GCN2,
por medios naturales (dietas) o por tratamientos farmacoldgicos, podriamos ralentizar y/o
impedir el desarrollo de lesiones tumorales de piel provocadas por exposicion a la luz solar.

NADPH oxidasas y regulaciéon del metabolismo intermediario de
células leucémicas: busqueda de nuevas estrategias terapéuticas

Investigador Principal: Angel Herndndez Herndndez
Centro de Investigacion: Instituto de Investigacion Biomédica de Salamanca (IBSAL).
CSIC-Universidad de Salamanca.

Una produccion excesiva de especies reactivas del oxigeno (ROS) y la dependencia de
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la glucolisis como fuente de energia, son dos de las
caracteristicas distintivas del metabolismo de células
leucémicas. Algunas oncoquinasas como BCR-ABL y
FLT3-ITD contribuyen a esta adaptacion metabdlica, e
incrementan la produccion de ROS a través de NADPH
oxidasas (Nox). Anteriormente, hemos mostrado que
la inhibicion de las NADPH oxidasas en combinacion
con inhibidores tirosina quinasa es una interesante estrategia terapéutica frente a la leuce-
mia mieloide crénica (LMC) y aguda (LMA).

En el presente proyecto estamos analizando la implicaciéon de las NADPH oxidasas en la
regulacion del metabolismo leucémico. El silenciamiento de la NADPH oxidasa Nox2 en cé-
lulas leucémicas reduce la concentracion de varios intermedios metabdlicos. Ademas, los
analisis con la tecnologia Seahorse XF muestran un incremento del metabolismo glucoliti-
co y de la capacidad respiratoria. Estas alteraciones concuerdan con una mayor actividad
lactato deshidrogenasa (LDH) y un aumento del contenido mitocondrial, respectivamente,
en las células donde se ha silenciado Nox2. Todo ello apoya fuertemente la importancia de
las NADPH oxidasas para la regulaciéon del metabolismo leucémico, lo que podria ofrecer
interesantes oportunidades terapéuticas. Asi, hemos encontrado que la inhibicion simul-
tanea de las NADPH oxidasas y de varias enzimas que intervienen en la glucolisis o en
el metabolismo mitocondrial, reduce de manera sinérgica la proliferacion y la capacidad
clonogénica de varias lineas celulares modelo de LMC y LMA, incrementando al mismo
tiempo la apoptosis celular. Efectos similares se encontraron en células de médula 6sea
de pacientes de LMA. En breve comenzaremos a analizar el potencial traslacional de estas
estrategias terapéuticas en modelos animales in vivo. Actualmente estamos tratando de
lograr una mejor comprension acerca del mecanismo mediante el cual las oxidasas NADPH
controlan el metabolismo leucémico.

Inhibicién de la proteina reguladora del metabolismo iénico celular
SLC4A2 como nueva terapia en leucemias, linfomas y mielomas

Investigador Principal: José Angel Martinez-Climent
Centro de Investigacion: Centro de Investigacion Médica Aplicada de la Universidad de
Navarra. Pamplona.

Una prometedora aproximacion, a la inmunoterapia del cancer,
tiene como objetivo la inhibicion de los linfocitos T reguladores
(Tregs) CD4+CD25+Foxp3+. Nuestros datos revelaron que la dele-
cidn del gen que codifica, para la proteina SLC4A2 (AE2), un inter-
cambiador de HCO3- de membrana que regula el pH intracelular
en linfocitos, dio lugar a una disminucion de linfocitos Tregs, sugi-

riendo que AE2 podria ser una potencial diana en la inmunoterapia
tumoral. Para demostrar esta hipdtesis, generamos péptidos lineales con capacidad de
unirse de forma especifica al tercer buble extracelular de la proteina AE2.

En esta propuesta, se desarrollaron los siguientes objetivos especificos:

¢ Objetivol: definir los mecanismos celulares, fisico-quimicos y moleculares observados
como consecuencia de la interaccion de los péptidos con AE2 en las diferentes subpobla-
ciones de células By T normales.

* Objetivo 2: explorar los mecanismos de accidn y el potencial terapéutico de los péptidos in
vitro en muestras primarias o lineas celulares de neoplasias de células B.

* Objetivo 3: determinar la doble eficacia terapéutica de los péptidos en modelos experi-
mentales de leucemia, linfoma y mieloma /in vivo.

Se disefaron y sintetizaron dieciocho péptidos lineales, capaces de unirse al tercer bucle
extracelular de AE2. /n vitro, se observaron efectos opuestos en las diferentes subpobla-
ciones de linfocitos T murinas y humanas, promoviendo la apoptosis de las células Treg y
activando la funcion de las células T efectoras. El péptido p17AE2 fue capaz de promover
la apoptosis en lineas celulares y en muestras primarias de leucemia de células B, linfoma
y mieloma multiple humano, presentando, sin embargo, un moderado efecto en células B
no tumorales. La union del péptido a AE2, en linfocitos, es capaz de modular su funcion
intercambiadora de aniones, disminuyendo el pH intracelular e induciendo la apoptosis. Sin
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embargo, el p17AE2 lineal no fue efectivo en experimento in vivo realizados en ratones. El
disefo de diferentes modificaciones quimicas, para mejorar la estabilidad del péptido, per-
mitid la generacion de nuevos derivados ciclados capaces de unirse a AE2 con resultados
in vitro similares a los del péptido lineal, pero con mejores parametros farmacocinéticos. El
péptido macrociclico p17AE2-HT redujo el volumen tumoral en un modelo de xenotrans-
plante /n vivo. Este efecto, sin embargo, fue perceptible sélo cuando el péptido se inoculd
de forma intratumoral a altas dosis. Estos datos sugieren que el SLC4A2 podria represen-
tar una diana terapéutica efectiva en neoplasias de células B. Nuevas modificaciones de los
actuales péptidos ciclados, dirigidos contra AE2, y/o el desarrollo de pequefias moléculas
moduladoras de su funcidn, podrian contribuir al desarrollo de una potencial estrategia
terapéutica aplicable a tumores humanos.

Estudios de tumorogénesis en Drosophila: posibles implicaciones
clinicas

Investigador Principal: Ginés Morata Pérez
Centro de Investigacion: Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa. CSIC-UAM.

Los objetivos especificos de nuestro trabajo, durante este periodo,
han sido estudiar los mecanismos de activacion de la via de trans-
duccién Jun N-Terminal Kinase (JNK) vy su capacidad tumorogénica
en células refractarias a apoptosis.

Como se describia en la memoria anterior, la via JNK se activa de
forma permanente en células refractarias a apoptosis después de

; y irradiacion o después de un pulso de la quinasa Hep o de la proteina
activadora p53. También hemos estudiado la respuesta a irradiacion de células que poseen
altos niveles de actividad de la via Ras, una via de transduccidén asociada con gran nimero de
procesos tumorales en vertebrados, incluyendo la especie humana (Melarde & Santos Genes
Cancer 2, 344, 2011). El resultado ha sido que también en estas células la actividad JNK se
establece de forma permanente después de stress. En conjunto, estos resultados refuerzan
la conclusidon de que en células refractarias a apoptosis un simple suceso de activacion da
lugar a continua actividad tumorogénica de JNK. Sugieren ademas que los tumores gene-
rados por Ras son debidos a que las células que expresan Ras no entran en apoptosis y se
convierten en oncogénicas.

A partir de estos resultados, hemos estado investigando los mecanismos que permiten en
estas células resistentes a apoptosis una actividad permanente de JNK, mientras que en
células que pueden entrar en apoptosis la actividad JNK se apaga pocas horas después del
suceso de activacion.

Hemos encontrado que durante todo el periodo de actividad JNK se detectan altos niveles
de oxigeno reactivo (ROS, Reactive Oxigen Species) que se sabe que inducen actividad
JNK (Shi et al CDD 21, 612, 2014) lo que sugiere gue son los responsables de la actividad
permanente de JNK. Asimismo hemos comprobado que el gen moladietz, para el que se ha
demostrado que mantiene actividad JNK durante los procesos regenerativos dando lugar a
altos niveles de ROS, (Khan et al Plos Genet 13(7):e1006937, 2017), también esta presente en
células que mantienen la actividad JNK, sugiriendo que este gen esta implicado en la activi-
dad permanente de JNK.

Diagndstico del cdncer mediante una plataforma de nanosensores
metabdlicos

Investigador Principal: Angel Orte Gutiérrez
Centro de Investigacion: Facultad de Farmacia. Universidad de Granada.

La reprogramacion metabdlica que presentan las células cancerigenas, por la que fun-
damentan su metabolismo en la glicdlisis aerdbica frente al metabolismo oxidativo mito-
condrial, produce alteraciones en los niveles de ciertos metabolitos, tanto a nivel citosé-
lico, como a nivel mitocondrial. En los ultimos aflos se estd evidenciando la importancia
capital del metabolismo celular a la hora de comprender el comportamiento de las célu-
las tumorales.
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Asi, mediante el presente proyecto de investigacion, se ha conse-
guido establecer la diferencia de “metabofenotipos” en diferentes
lineas de cancer de mama, en funcidn de su comportamiento meta-
bolico frente a inhibidores de las aspartato-transaminasas.

Para ello, se ha establecido una plataforma nanotecnoldgica de
deteccidon de diferentes estatus celulares metabdlicos, a través de
nanosensores fluorescentes y técnicas avanzadas de microscopia
de fluorescencia multidimensional, en concreto microscopia de tiempos de vida de fluo-
rescencia (FLIM), que soluciona, en gran medida, muchas de las desventajas y errores
sistematicos de métodos convencionales.

En este proyecto se han desarrollado nanosensores especificos para seguir la regulaciéon
celular de Zn (), iones implicados en problemas de inmunodeficiencia (Chem. Commun.
2015, 51:16964); asi como una familia de nanosensores fluorescentes utiles para el marca-
je celular en FLIM, y técnicas de citometria de fluorescencia y citometria de masas (ACS
Omega 2018, doi: 10.1021/acsomega.7b01984).

Ademas, el establecimiento de metabofenotipos celulares nos ha permitido realizar un
disefo racional de potenciales farmacos anti-tumorales, basados en inhibicién enzimatica
metabdlica, mostrando una eficacia mejorada en lineas celulares de cancer de mama re-
fractarias a otros tratamientos.

Este proyecto, que finalizé en el mes de abril de 2018, podra contribuir al desarrollo a medio
plazo de nuevas estrategias de diagndstico tumoral, avaladas por el potencial discriminato-
rio a nivel metabdlico cuantitativo, abriendo la puerta a una plataforma de diagndstico me-
tabdlico del cancer, que podria extenderse posteriormente al diagndstico tisular, o incluso
“In vivo”.

La inhibiciéon de la enzima lipogénica sintasa de acidos grasos (FASN)
como nueva estrategia terapéutica para el tratamiento del cancer de
mama triple negativo

Investigadora Principal: Teresa Puig Miquel
Centro de Investigacion: Universidad de Girona.

El objetivo principal del proyecto es la determinacion de la expre-
sion y actividad de la sintasa de acidos grasos (FASN) en distintos
subgrupos celulares de cancer de mama triple negativo (TNBC)
y en muestras de pacientes de TNBC, para analizar el papel de la
inhibicion de la actividad de FASN mediante compuestos polifeno-
licos de nueva sintesis relacionados estructuralmente con el EGCG,
A como posible diana o co-diana terapéutica. Los resultados, hasta
el momento, demuestran que los nuevos inhibidores sintéticos de FASN son citotéxicos en
los modelos de TN sensibles y quimioresistentes (desarrollados por nuestro grupo) y que
existe sinergismo farmacoldgico cuando se combinan los inhibidores de FASN con qui-
mioterapia (doxorubicina y paclitaxel). Ademas, hemos demostrado que la combinacién
también es sinérgica en modelos animales de TNBC, sin datos de toxicidad.
A nivel de muestras de pacientes hemos demostrado, sobre una cohorte de 100 pacientes
con TNBC diagnosticados en el Instituto Cataldn de Oncologia de Girona entre el 1990
y 2012, que FASN se expresa en la mayoria de pacientes. Sin embargo, la expresidon de
FASN no se correlaciond con la supervivencia libre de la enfermedad. Por otro lado, se han
optimizado las condiciones para la fabricacion de scaffolds nanométricos (matrices 3D) a
través de la tecnologia de electrospinning, para el cultivo y enriquecimiento de la pobla-
cion de cancer stem cells (CSCs). La expansion de esta subpoblacién ha sido cuantificada
mediante distintas técnicas (formacion de mamosferas, actividad ALDH, marcadores EMT)
de dos modelos celulares de TNBC (mesenguimal y basal). Se ha conseguido, de esta for-
ma, enriquecer la poblacién CSC, permitiendo una caracterizacion molecular de los mode-
los TN enriquecidos usando scaffolds para su posterior tratamiento. La poblaciéon CSC ha
sido propuesta como diana farmacoldgica por su papel en la recurrencia y adquisicion de
resistencia a las terapias actuales.
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La enzima AMPK, un nexo de unién entre metabolismo y cancer. Una
nueva estrategia terapéutica en los glioblastomas cerebrales

Investigadora Principal: Rosa M2 Sefiaris Rodriguez
Centro de Investigacion: CIMUS. Universidad de Santiago de Compostela.

Nuestro objetivo es estudiar el posible papel de la enzima AMPK
como molécula maestra que interrelaciona metabolismo celular,
proliferacién/supervivencia y migracion en las células cancerosas.
Para ello, hemos utilizado como modelo tumoral el glioblastoma
multiforme, tumor primario del sistema nervioso.

Datos previos de nuestro grupo demostraban niveles elevados de la

actividad de AMPK en los glioblastomas y que esta enzima metabdli-
ca era necesaria para la proliferacion de este tipo de tumores. En este proyecto hemos estado
profundizando en el papel de AMPK en el metabolismo mitocondrial y glucolitico, asi como la
eficacia de la inhibicién de AMPK como una nueva estrategia terapéutica en el tratamiento de
los glioblastomas. Para ello hemos utilizado diversas lineas de tumores astrocitarios humanos
y muestras de pacientes. Las células de glioblastoma son muy dependientes de glucosa, aun-
que con gran capacidad de utilizar acidos grasos y glutamina como sustratos oxidativos en
la mitocondria. El silenciamiento de AMPK con RNAs de interferencia disminuye significativa-
mente la respiracion mitocondrial y la expresion de factores de transcripcion mitocondriales
(PPARa y PGCla), no modifica la glucdlisis, pero aumenta significativamente la capacidad de
utilizacion mitocondrial de la glutamina. Este es un dato importante a la hora de utilizar AMPK
como diana terapéutica en estos tumores.

Los glioblastomas son heterogéneos, con gran poder proliferativo, pero también muy infil-
trantes. Nuestros datos, en muestras de tumores de pacientes, indican que las células con
niveles elevados de actividad de AMPK se encuentran rodeando los vasos, en las zonas con
la mayor tasa de proliferacion, lo cual indica que la activacion de AMPK no es un proceso
homogéneo en todo el glioblastoma. Curiosamente, la inhibicion de AMPK incrementa la
migracion/invasion de las células de glioblastoma. Ello sugiere una regulacion diferencial
de esta enzima y del metabolismo de las subpoblaciones proliferativas e invasivas del
glioblastoma y subraya la necesidad de estrategias terapéuticas multidiana teniendo en
cuenta la heterogeneidad metabdlica del tumor.

Efecto de péptidos penetrantes antitumorales basados en la
conexina-43 en la reprogramacion metabdlica selectiva de las células
madre de glioma humano

Investigadora Principal: Ardnzazu Tabernero Urbieta
Centro de Investigacion: Instituto de Neurociencias de Castilla 'y Ledn. Universidad de
Salamanca.

Los gliomas malignos son los tumores cerebrales primarios mas
frecuentes y presentan un mal prondstico, con una esperanza de
vida media en torno a los 18 meses. Estos tumores contienen una
subpoblacion de células, denominadas células madre de glioma,
consideradas responsables de la recurrencia de los gliomas. A dife-
rencia del resto del glioma, estas células sobreviven en ambientes

L desfavorables porque reprograman su metabolismo, incrementan-
do la expresion, entre otros, del transportador de alta afinidad para la glucosa, GLUT3.
Recientemente, hemos descrito que péptidos penetrantes basados en la interacciéon entre
la conexina-43 y c-Src (TAT-Cx43266-283) revierten, especificamente, el fenotipo carac-
teristico de las células madre de glioma.

El objetivo general del presente proyecto es determinar si estos péptidos penetrantes im-
piden la reprogramacion metabdlica de las células madre de glioma sin afectar al metabo-
lismo de las neuronas y los astrocitos. Nuestros resultados indican que TAT-Cx43266-283
disminuye la captacion de glucosa en células madre de glioma en cultivo, sin que esta se
vea afectada en otras células sanas del cerebro, como son las neuronas o los astrocitos en
cultivo primario. Ademas, los resultados obtenidos en un modelo de glioma ex vivo nos
permiten confirmar que TAT-Cx43266-283 reduce la captacion de glucosa en las células
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madre de glioma en el contexto del parénquima cerebral. Recientemente, hemos estudia-
do la funcién y pardmetros mitocondriales, encontrando que TAT-Cx43266-283 no ejerce
ningun efecto sobre la actividad mitocondrial de neuronas y astrocitos. Sin embargo, en
el caso de las células madre de glioma, TAT-Cx43266-283 disminuye la respiracion basal,
la respiracion maxima, la produccién de ATP vy la reserva respiratoria mitocondrial. Por
tanto, TAT-Cx43266-283 reduce la captacion de glucosa vy la funciéon mitocondrial, espe-
cificamente, en células madre de glioma sin afectar a neuronas y astrocitos. Estos datos
respaldan a TAT-Cx43266-283 como un agente interesante para el desarrollo de terapias
contra estos tumores.

Caracterizaciéon molecular del papel de la disfuncién mitocondrial en
el desarrollo tumoral

Investigador Principal: Ignacio Alejandro Varela Egocheaga
Centro de Investigacion: Instituto de Biomedicina y Biotecnologia de Cantabria.
CSIC-Universidad de Cantabria-SODERCAN.

I | 1 El cancer se produce, fundamentalmente, por la acu-
£ mulacion somatica de mutaciones en el ADN. Duran-
' te afos, se ha descrito la acumulacién de mutaciones
en el ADN mitocondrial (ADNmt) en practicamente
todos los tipos tumorales, aunque todavia se des-
conoce su transcendencia en el proceso tumoral. En
este contexto, en el presente proyecto nos propusi-
mos inicialmente un estudio gendmico de las alteraciones presentes en el ADN mitocon-
drial en una gran colecciéon de muestras tumorales humanas con la intencién de identificar
patrones mutacionales que nos permitieran determinar si las alteraciones en el ADNmt
juegan un papel importante en el desarrollo tumoral asi como los mecanismos moleculares
implicados.

Durante este proyecto hemos secuenciado el genoma mitocondrial de mas de 500 mues-
tras tumorales lo que nos ha permitido identificar unas 1770 mutaciones somaticas. El 93%
de estas mutaciones producen un cambio de aminoacido en la proteina y el 10% de las mu-
taciones estan en todas las mitocondrias de la célula (homoplasmia) a pesar de ser somati-
cas. Todo esto podria indicar una alta presion selectiva en la acumulacidon de mitocondrias
defectuosas y, por lo tanto, un papel activo de estas alteraciones en el desarrollo tumoral.
En segundo lugar hemos detectado una gran ausencia de transversiones G>T y un gran
numero de transiciones G>A lo que hipotetizamos que es resultado de un comportamiento
especial de la ADN polimerasa mitocondrial a la acumulacidon de 8-oxo-guanina. Por ulti-
mo, hemos visto una acumulacion mayor de mutaciones cuando el dafo se produce en la
hebra no transcrita, lo que podria evidenciar la presencia de un mecanismo de reparacion
asociado a la transcripcion, que no ha sido descrito hasta la fecha en el ADN mitocondrial.
Estos resultados apoyan un papel activo de las alteraciones mitocondriales en el desarrollo
tumoral y evidencian la presencia de nuevos mecanismos mutacionales y de reparaciéon en
el ADNmt.
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3. INTERACTOMA: IMPLICACIONES PATOLOGICAS

Bases estructurales del desarrollo tumoral asociado a defectos en el
interactoma que regula la transcripcion

Investigador Principal: Carlos Fernandez Tornero
Centro de Investigacion: Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB). CSIC. Madrid.

La transcripcion es el primer paso en la expresion génica y se regula
a través de una dindmica red de interacciones entre las macromolé-
culas involucradas en dicho proceso. Las alteraciones transcripcio-
r nales desestabilizan la homeostasis celular y estan relacionadas con
' el desarrollo de enfermedades. Entre estas, destaca el descontrol en
la proliferacion celular que generalmente conduce a la formacion de
tumores. Por tanto, el estudio de las interacciones que regulan este
proceso permite sentar las bases para el desarrollo de nuevos farmacos.
El objetivo del presente proyecto es la caracterizacion estructural y funcional de diversas
proteinas y complejos macromoleculares que forman parte del interactoma que regula
la transcripcion. Abordamos este reto a través de un enfoque integrativo que combina
potentes métodos estructurales, como la criomicroscopia electrénica y la resonancia mag-
nética nuclear, con estudios genéticos, bioquimicos y de microscopia de fluorescencia en
células vivas.
Nuestros estudios estructurales de la ARN polimerasa | en su estado libre y unida a la protei-
na activadora Rrn3, complementados con andlisis funcionales en condiciones de estrés nutri-
cional, han permitido desvelar un mecanismo que modula la produccién de ARN ribosémico
segun las condiciones externas (Torreira et al., eLife 2017; Fernandez-Tornero, Transcription
2018). Ademas, hemos descubierto codmo esta enzima detecta lesiones en el ADN producidas
por la luz ultravioleta, lo que protege las células frente a la luz solar (Sanz-Murillo et al., PNAS
2018). También hemos profundizado en el mecanismo empleado por la proteina Subl para re-
gular la actividad de la ARN polimerasa I, enzima que sintetiza los ARN mensajeros (Garavis et
al., NAR 2016; Garavis & Calvo, Current Genetics 2016; Calvo, Transcription 2018). Finalmente,
hemos identificado segmentos en la regiéon desordenada del factor de transcripcion CHOP
que presentan caracter helicoidal, lo que les permite mediar interacciones con proteinas que
regulan la transcripcion (Canales et al., PLoS One 2017).
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Inhibicion fotoselectiva de interacciones proteina-proteina para el
estudio de redes interactémicas y el desarrollo de nuevas terapias

Investigador Principal: Pau Gorostiza Langa
Centro de Investigacion: Instituto de Bioingenieria de Catalufia (IBEC). Barcelona.

La actividad, en el ultimo tramo del proyecto, se ha
basado en los conocimientos basicos logrados en
los aflos anteriores, a saber, la determinacién de las
reglas de disefo de péptidos para obtener inhibido-
res de péptidos fotoconmutables y la aplicacion del
andamio helicoidal para disefar nuevas interaccio-
nes proteina-proteina involucradas en cancer.
Sobre esta base, hemos probado las propiedades anticancerigenas de los péptidos foto-
conmutables y hemos encontrado que causan la muerte celular de forma dosis-depen-
diente y con una eficacia moderadamente regulada con luz. También hemos desarrollado
nuevos inhibidores peptidicos basados en una hélice partida donde tres aminoacidos se
reemplazan por un aminoacido de azobenceno. Estos péptidos se han sintetizado, pu-
rificado y sus propiedades quimicas y fotofisicas se han caracterizado completamente.
Fotoisomerizan, como era de esperar, y estan listos para llevar a cabo ensayos de unién y
actividad en su proteina diana, el receptor de orexina. Dado que los receptores de orexina
son reguladores cruciales del suefio y la vigilia, estos nuevos péptidos pueden ser muy
utiles como herramienta para la investigaciéon basica en muchos procesos neurobioldgicos,
asi como también como potenciales farmacos para terapias reguladas por la luz.

Por ultimo, hemos continuado investigando nuestros péptidos Traffic Lights inhibidores de
endocitosis mediada por clatrina y hemos establecido un nuevo ensayo para fotocontrolar
la endocitosis en esferoplastos de levadura, que constituye un sistema mas ventajoso para
estudios mecanicos que las lineas celulares de mamiferos utilizadas en estudios previos.

Estudio del interactoma tejido-especifico del nodo GRK2 implicado en
la resistencia a insulina y obesidad: repercusiones fisiopatoldgicas

Investigadora Principal: Cristina Murga Montesinos
Centro de Investigacion: Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa. CSIC-UAM.

La proteina quinasa GRK2 es una serina/treonina quinasa ubicua y
esencial que constituye un nodo para integrar las sefales iniciadas
por diferentes cascadas de sefalizacion intracelular. La relevan-
cia de GRK2 en el control de fendmenos fisio-patoldgicos se ha
acentuado en los Ultimos afios con el descubrimiento de que un
aumento en sus niveles puede actuar como un inhibidor de la ruta
de la insulina mediante diferentes mecanismos que nuestro grupo
y otros investigadores han ayudado a caracterizar.

Este proyecto se ha centrado en estudiar cdmo cambios en los niveles o actividad de GRK2
pueden alterar el desarrollo de patologias relacionadas con la sefalizaciéon de la insulina o la
regulacion metabdlica que esta hormona ejerce. Para ello, hemos utilizado ratones modifica-
dos genéticamente como modelo experimental y, en algun caso, muestras humanas.
Nuestros datos indican que una reduccién en los niveles de GRK2 ayuda a limitar la esteato-
sis, hipertrofia y fibrosis cardiacas inducidas por una alimentacién con dieta alta en grasas.
Ademas, esta reduccion de GRK2 puede no soélo prevenir sino también revertir algunos de
los efectos patoldgicos de esas dietas como son la insulinoresistencia y el sobrepeso, incluso
cuando estas condiciones se habian establecido con anterioridad en animales genéticamente
modificados. Ademas, hemos descubierto que los niveles bajos de esta proteina previenen
frente al desarrollo de la enfermedad de higado graso no alcohdlica (NAFLD) en modelos
preclinicos, reducen la inflamacion en este tejido y mejoran la respuesta celular ante esta pa-
tologia. Ademas, los niveles de GRK2 en muestras de higado de pacientes correlacionan con
la acumulacién de grasa en higado y con la severidad de esta patologia en humanos.

Como conclusién global de nuestro trabajo podemos destacar que nuestros resultados identi-
fican a GRK2 como una potencial diana terapéutica en el tratamiento de la obesidad y de la re-
sistencia a insulina asi como en la hipertrofia y esteatosis cardiaca y en la enfermedad de higado
graso NAFLD, todas ellas patologias de creciente incidencia y repercusion en nuestra sociedad.
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Nuevos complejos funcionales derivados de la interaccién de Goq con
proteinas que contienen dominios PB1y su posible repercusién en
patologias cardiovasculares

Investigadora Principal: Catalina Ribas Nufiez
Centro de Investigacion: Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa. CSIC-UAM.

Las proteinas G heterotriméricas juegan un papel esencial en el
inicio de la senalizacidon de los receptores acoplados a proteinas
G (GPCR). Concretamente, los GPCR acoplados a Gag median la
accion de numerosas hormonas y neurotransmisores con un papel
muy relevante en distintas patologias.

Los objetivos generales de este estudio consisten en caracterizar

las repercusiones funcionales que se derivan de la interaccion de
Gaqg con un nuevo interactoma que hemos descrito con proteinas que presentan dominios
PBI, tales como PKCC y p62/SQTSMI, asi como determinar la posible implicacion de esta
via en procesos de muerte celular, autofagia y estrés oxidativo y su repercusion en el desa-
rrollo de enfermedades cardiovasculares.

Nuestros resultados muestran la presencia de una nueva region acidica en Goq, diferente a la
de interaccion con efectores clasicos, y el dominio PB1 de PKCC. Esta interaccidn promueve
la activacion de los programas de muerte celular por apoptosis e hipertrofia cardiaca. Ade-
mas, hemos visto que Goqg controla procesos de autofagia por un mecanismo que correla-
ciona con su interacciéon con p62 y la modulacion de la via mTORCI. Las células que carecen
de Gag/11 muestran niveles de autofagia mas altos tanto basales como tras la ausencia de
nutrientes, asi como una respuesta autofagica mas temprana bajo diferentes condiciones de
estrés nutricional. De forma interesante, la modulacién de la autofagia por Gog/11 se corre-
laciona con la activaciéon de la via mTORC], y las células que carecen de Gag/11 no pueden
activar mTORC], por tanto incapaces de inactivar autofagia en respuesta a dosis crecientes
de suero, glucosa o aminoacidos. Por el contrario, usando el sistema DREADD-GPCR donde
activamos especificamente un GPCR acoplado a Gagq hemos conseguido revertir el fenotipo
autofagico promovido por bajas condiciones de suero a través de un mecanismo que se
correlaciona con la activacion de mTORCI. Finalmente, hemos observado que la proteina
Gag no se degrada por autofagia, implicAndola como modulador de estas vias. En general,
nuestro estudio proporciona claras evidencias que muestran que Gaq/11 regula la autofagia
mediante la activacion de la via mTORC], implicando a Gog/11 como nexo de unidn entre la
deteccion de nutrientes por GPCR vy los procesos de autofagia. Ademas, estamos empezan-
do la caracterizacion de un nuevo mecanismo de regulacion entre las vias de produccion de
ROS y los mecanismos de control de la respuesta antioxidante en los que Gaq podria jugar
un papel central en la regulacion de la sefalizacion a través de especies reactivas de oxigeno
a través de su interaccion con proteinas que regulan estas vias.

Bases moleculares de la enfermedad: biointeractémica de la muerte
celular programada

Investigador Principal: Miguel Angel de la Rosa Acosta
Centro de Investigacion: cicCartuja, Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis.
Universidad de Sevilla-CSIC.

La disfuncion mitocondrial favorece la aparicion de
patologias humanas, tales como el cdncer o las en-
fermedades neurodegenerativas. El citocromo ¢ (Cc)
es un modulador clave del metabolismo mitocondrial
y de la activacion de la muerte celular programada o
apoptosis. El objetivo principal de este proyecto es el
analisis de la red de interacciones nucleo-citoplasmi-

cas del Cc que regula la apoptosis.

En este cuarto ano, hemos analizado la interaccién del Cc con la proteina citosdlica 14-3-3e,
un inhibidor del factor apoptoético Apaf-1. Nuestros hallazgos muestran coémo la interaccion
del Cc con 14-3-3e impide a esta ejercer su efecto inhibitorio, lo que revela la existencia de
un doble mecanismo de activacion de Apaf-1 (Elena-Real et al., 2018).
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En relacion a las interacciones del Cc en el nucleo, nuestros estudios nos han permitido
elaborar una hipotesis sobre el efecto del Cc en dicho organulo. Asi, cuando los niveles de
dafo en ADN son bajos, el Cc viaja al nucleo, impide la formacién de nucleosomas y permi-
te a la maquinaria de reparacion del ADN realizar su funcién antes de que la célula inicie la
ruta apoptotica. Sin embargo, cuando el dafio al ADN persiste o aumenta, la concentracion
de Cc nuclear aumenta, bloguea completamente la remodelacién del ADN y dispara la
apoptosis (Diaz-Moreno et al., 2018).

Finalmente, las interacciones del Cc con sus dianas pueden verse afectadas por fosforilacion
post-traduccional del propio Cc. De hecho, durante la respuesta neuroprotectora inducida
por insulina tras una lesion cerebral isquémica, el Cc aparece fosforilado en su tirosina 97.
Hemos determinado que la disminucién en la muerte neuronal estd directamente relaciona-
da con cambios significativos en el metabolismo mitocondrial, incluida una menor activacion
de la apoptosis, debidos a la presencia de Cc fosforilada (Guerra-Castellano et al., 2018).

4. EXOSOMAS: LA COMUNICACION
INTERCELULAR COMO ARMA TERAPEUTICA

Estudio de la biogénesis intracelular y de la biodistribucién tisular de
los exosomas para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos

Investigador Principal: Juan Manuel Falcon Pérez
Centro de Investigacion: Centro de Investigacion Cooperativa en Biociencias
(CIC bioGUNE). Vizcaya.

Las células del organismo secretan distintos tipos de vesiculas al
medio extracelular denominadas vesiculas extracelulares (VEs) que
incluyen exosomas y microvesiculas, y presentan un alto potencial
terapéutico, como vehiculos para liberar de manera controlada ma-
terial genético y farmacos.

Este proyecto tiene como objetivo determinar la biodistribucion de
las vesiculas extracelulares dentro de un organismo e identificar los
mecanismos que determinan la especificidad de estas vesiculas. Durante 2017 hemos obte-
nido preparaciones de exosomas de varios tipos celulares emulando condiciones normales
y patoldgicas y analizado, mediante metaboldmica, la influencia de estos exosomas sobre
la composicion de fluidos bioldgicos como la sangre. Los resultados de estos experimen-
tos han mostrado que los exosomas alteran el metabolismo de la arginina e influencian la
funcion endotelial.

En colaboracion con el Dr. Reichardt hemos caracterizado la glicosilacion de superficie
presente en estos exosomas. También se han puesto a punto técnicas de marcaje de exo-

118 FUNDACION RAMON ARECES

Produccion Cientifica

8
Articulos generados
en revistas

2
Comunicaciones en
congresos nacionales

4
Comunicaciones en
congresos internacionales




somas para estudiar la captura de los mismos por distintos tipos celulares. Estas técnicas
han permitido observar que la alteraciéon de la glicosilacion de superficie afecta la interna-
lizacion de VEs por parte de un panel de distintos tipos celulares.

En colaboracion con la Dra. Guerrero, se ha observado que los citonemas que emanan de
las células receptoras también tienen un papel clave durante la formaciéon del gradiente
morfogenético de Hedgehog. Estos resultados indican que estas estructuras celulares pue-
den jugar un papel importante en la recepcién celular de los exosomas, y en el mecanismo
que define el tropismo de estas vesiculas.

Por ultimo, en colaboraciéon con el grupo del Dr. Llop hemos realizado varios experimentos
para reforzar el estudio de la biodistribucidon de exosomas de origen hepatico mediante su
inyeccion en ratones.

En resumen, los resultados obtenidos en estos experimentos muestran que los cambios
generados en la glicosilacion de superficie modifican el tropismo de los exosomas.

Exosomas: nuevos comunicadores intercelulares y su aplicabilidad
como agentes terapéuticos en enfermedades parasitarias desatendidas

Investigador Principal: Hernando A. del Portillo Obando
Centro de Investigacion: ISGLOBAL, Barcelona.

La malaria causada por Plasmodium vivax, la enfermedad de Chagas
(causada por Trypanosoma cruzi) y la fasciolosis (causada por el
helminto Fasciola hepatica) son tres enfermedades tropicales olvi-
dadas, responsables de millones de infecciones en todo el mundo.
Nuestro proyecto se centra en la caracterizacion molecular de ve-
siculas extracelulares (exosomas) de origen endocitico, en sangre

periférica durante infecciones naturales, y de aquellos derivados
de reticulocitos, como una nueva plataforma para la elaboracién de vacunas para estas
enfermedades.

Durante este ultimo afo del proyecto se ha conseguido un resultado muy significativo
ya que hemos demostrado que los exosomas derivados de reticulocitos humanos tienen
moléculas capaces de presentar antigenos al sistema inmunitario y que las mismas son
captadas activamente por células dendriticas. Por tanto, estos exosomas tienen la maqui-
naria necesaria para convertirse en una nueva plataforma de vacunas, hipdtesis original del
proyecto (Diaz-Varela et al,, 2018 Sci Rep).

Actualmente, se estan haciendo ensayos funcionales con células dendriticas obtenidas de
bazos humanos de donantes de trasplante, asi como se ha iniciado una colaboracién con
grupos de areas endémicas para recolectar células T y sus exosomas de plasma para de-
mostrar la capacidad de presentar antigenos de malaria. También se han concluido expe-
rimentos sobre la distribucidn in vivo de los exosomas derivados de plasma de P. vivax,
F. hepatica y T. cruzi, y se ha demostrado que los exosomas de infecciones naturales de
malaria vivax inducen cambios transcripcionales en células de bazo humano que favorecen
adherencia celular.

En el caso de F. hepatica, de las 42 proteinas parasitarias, identificadas por espectrometria
de masas, en el plasma de vacas infectadas, cuatro de ellas identificadas con alto grado
de fiabilidad han sido escogidas para su validacion y estudio. Se han conseguido clonar
los genes que las codifican en vectores para su expresion en el sistema libre de células de
germen de trigo y su posterior uso como nuevas vacunas y/o biomarcadores. Asimismo,
en colaboracion con los Dres. Julio Lopez Aban y Antonio Muro, de la Universidad de Sa-
lamanca, se ha realizado un ensayo de vacunacion en modelos muridos usando exosomas
derivados de plasma de vacas infectadas.

En el caso de T. cruzi, se ha estudiado la accién de dichas exovesiculas sobre cultivos ce-
lulares, comprobandose coémo ejercen una accion directa sobre el citoesqueleto de dichas
células, actuando directamente sobre las proteinas Rho induciendo su fosforilizacion. Por
otra parte, los estudios de protedmica han puesto de manifiesto como las EVs proceden-
tes de formas infectantes poseen al menos 7 isoformas de Transialidasas mientras que los
de las formas no infectivas tan solo 3.
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Optimizaciéon de exosomas para su uso en terapia. Papel de los mi-
crodominios ricos en tetraspaninas en la biogénesis y funcién de los
exosomas

Investigadora Principal: Maria Yahez Mo
Centro de Investigacion: Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa. CSIC-UAM.

Los exosomas tienen gran potencial terapéutico y diagndstico debi-
do a su capacidad de mediar la transferencia horizontal y sistémica
de material genético y proteico y como biomarcadores no invasivos
de enfermedad. Sin embargo, todavia no se conocen al detalle los
~ mecanismos moleculares que determinan su biogénesis, su adhesion
y captacioén por la célula diana, o su funcidn. Las tetraspaninas, for-

madoras de microdominios adherentes en la membrana plasmatica,
son de las proteinas mas abundantes de la superficie de los exosomas. En este proyecto
hemos hecho uso de nuestra gran bateria de herramientas frente a las tetraspaninas para
estudiar su papel funcional en la biogénesis y captacion de los exosomas. Esta informacion
es crucial para la optimizacion de las terapias basadas en estas vesiculas exociticas.

A lo largo del proyecto hemos comprobado el efecto bloqueante de péptidos citoper-
meables frente a tetraspaninas en la secrecion de exosomas, asi como la variacion en su
composiciéon. La alteracion en la dindmica de maduracion de los endosomas mediante el
tratamiento con los péptidos produce una reduccidn de la proliferacion celular, que se re-
fleja en un efecto terapéutico de los péptidos en un modelo in vivo de melanoma.

En un modelo de infeccion por HIV la afectacion de la funciéon endosomal, producida por
los péptidos bloqueantes, afecta a la degradacion de SAMHDI, una enzima asociada a los
microdominios de tetraspaninas que regula el aporte de dNTPs en la célula.

Por ultimo, hemos desarrollado y optimizado un medio de cuantificacidon sensible y com-
patible con abordajes de screening, para medir la captacion de exosomas por parte de la
célula diana.

5. SEGURIDAD ALIMENTARIA Y BIOTECNOLOGIA

Protedmica avanzada y biologia de sistemas para el estudio de la aler-
gia alimentaria

Investigadora Principal: Mdnica Carrera Mourifo
Centro de Investigacion: Instituto de Investigaciones Marinas (1IM). CSIC. Vigo.

El presente proyecto de investigacion es una propuesta interdisciplinaria y multidisciplina-
ria en donde las actuales técnicas de Protedmica Avanzada y las novedosas herramientas
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de Biologia de Sistemas son aplicadas con la finalidad de desarro-
llar nuevas técnicas de control e inmunoterapia para el control y
. tratamiento de la alergia al pescado. Revision sobre el tema publi-
cada por Carrera et al., Curr. Opin. Food Sci. 2018, 22: 9-16.

Durante el afio 2018, se ha desarrollado una novedosa metodologia
para la deteccion rapida de alérgenos de pescado (parvalbumi-

nas) y de los Anisakis en cualquier producto alimenticio, mediante
la aplicacion de la tecnologia “PaperSpray” acoplada a un espectrometro de masas de
alta resolucion Q-Exactive. Con esta nueva metodologia se logra la deteccion rapida de
alérgenos de pescado en sdélo 15 minutos. Es la metodologia mas rapida descrita hasta el
momento y se estd preparando un articulo cientifico para su publicacion.

Se ha desarrollado también un estudio de la aplicacion de tecnologias de Altas Presiones
para la reduccion de la estabilidad de los alérgenos de pescado en los productos alimen-
ticios.

También se ha hecho un estudio Protedmico cuantitativo de las larvas L3 y L4 de Anisakis
simplex, donde se han identificado nuevos alérgenos en las distintas fases larvarias que
estdn siendo objeto de estudio.

Asimismo, se ha continuado con el estudio pormenorizado del mapeo de epitopos B linea-
les para los alérgenos de pescado y de los Anisakis de forma in-silico utilizando programas
bioinformaticos y mediante estrategias de Protedmica Shotgun. Se propusieron 4 vacunas
peptidicas para la alergia al pescado que actualmente estdn en fase de validacioén utilizan-
do modelos animales (ratones).

Deteccidn y eliminacién de aminas biégenas en alimentos: disefio de
nuevos biosensores y nuevos catalizadores de amino oxidasas

Investigadora Principal: Gloria Ferndndez Lorente
Centro de Investigacion: Instituto de Investigacion en Ciencias de la Alimentacion (CIAL).
CSIC-UAM.

Las aminas bidgenas (AB) son compuestos toxicos presentes en
alimentos fermentados (p.e. vino) que provocan problemas de
salud y alteran las propiedades organolépticas del alimento. La
amino oxidasa (AO) degrada estos compuestos en aldehidos ino-
cuos, amoniaco y peroxido de hidrégeno (H,0,). Sin embargo, el
H,O,producido es un problema de relevante importancia ya que

puede inactivar a la AO, dificultando su posible reutilizacion, y mo-
dificar otros componentes presentes en la matriz del alimento. En estos casos, la rapida
eliminacion del H,O, liberado mediante catalasas (CAT) es un proceso clave. La mejor ma-
nera de conseguir dicho objetivo seria la co-inmovilizacion y co-localizacion de AO y CAT
dentro del mismo soporte poroso para la eliminacion del H,O, producido en la reaccion
de degradacion de AB.

El objetivo principal sera la busqueda de una catalasa lo mas activa posible que nos per-
mita su colocalizacidn junto a una amino oxidasa de Pisum sativum, y optimizar la relacion
AO/CAT usada para minimizar la liberacion de H,O, al medio. Asi, inmovilizamos primero
la AO de manera lenta, para conseguir una distribucion homogénea dentro del soporte.
Luego, co-inmovilizamos la CAT, de manera que logramos la co-localizacion de ambas.
Evaluamos la efectividad en la eliminacion instantanea de H,O, de diferentes derivados
inmovilizados con diferentes relaciones AO/CAT.

Evaluamos dos catalasas modificadas diferentes, procedentes de Aspergillus niger y Bor-
detella pertussis, y elegimos esta ultima debido a sus caracteristicas fisicas, tamafo y a su
actividad especifica. Con esta catalasa, elaboramos un derivado colocalizado AO/CAT de
relacion 10/60 que logrd liberar solamente un 8% de H,O, al medio. Este resultado es com-
parable con el obtenido anteriormente con un derivado colocalizado AO/CAT 1.25/25mg,
donde usamos catalasa de higado bovino. Por tanto, conseguimos aumentar 10 veces la
cantidad de AO utilizada, mejorando el proceso de degradaciéon de AB.
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Eliminacion de disruptores endocrinos para mejorar la seguridad
alimentaria

Investigador Principal: José Luis Garcia Lopez
Centro de Investigacion: Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB). CSIC. Madrid.

Entre los micro-contaminantes presentes en el agua regenerada
destacan los disruptores endocrinos (EDC) que causan graves pro-
blemas en la salud humana y animal. El conocimiento sobre los
organismos degradadores de EDC es aln muy limitado y cualquier
aproximacion biotecnoldgica para la depuracion de aguas pasa
por el estudio en mayor profundidad de las rutas microbianas de

degradacion de estos contaminantes. El proyecto ha abordado dos
grandes objetivos cuyos principales resultados se resumen a continuacioén:

Objetivo 1. Degradacion de EDC esteroidicos.

Mediante una combinacién de herramientas dmicas (gendmica y transcriptdmica) y estu-
dios de mutagénesis dirigida se han caracterizado distintos agrupamientos génicos impli-
cados en la degradacion del estradiol, de compuestos esteroidicos C19, como la testoste-
rona, y de los acidos biliares en la bacteria Novosphingobium tardaugens ARI-1. Por otro
lado, se ha confirmado que la cepa ARI-1 es capaz de utilizar colesterol aerébicamente
como uUnica fuente de carbono y energia, una capacidad muy poco frecuente en bacterias.
El analisis transcriptdmico hace pensar que el metabolismo del colesterol discurre por un
mecanismo diferente a los conocidos hasta la fecha.

Objetivo 2. Degradacién de EDC aromaticos (ésteres de o-ftalatos).

Se ha caracterizado el primer transportador TRAP de o-ftalato en bacterias. Dicho trans-
portador se ha incorporado a una casete sintética pht que contiene los genes para la de-
gradacion de o-ftalato a través de una nueva ruta periférica que genera el intermediario
central benzoil-CoA. La nueva casete se ha utilizado con éxito para expandir el potencial
degradador de organismos bien caracterizados e incapaces de degradar o-ftalato. Por
otro lado, se ha implementado la casete pht con genes que codifican mono- vy di-esterasas
capaces de hidrolizar los mono-y di-ésteres de ftalatos, lo que permitird el desarrollo de
cepas recombinantes capaces de degradar ésteres de ftalatos tanto en condiciones aerdé-
bicas como anaerdbicas.

Desarrollo de procesos biotecnolégicos para la produccion de
“building blocks” y glicopolimeros de alto valor anadido con
aplicaciones biomédicas

Investigador Principal: José Miguel Palomo Carmona
Centro de Investigacion: Instituto de Catalisis y Petroleoquimica. CSIC. Madrid.

El proyecto tiene como objetivo principal la preparacidon de nuevos
glicopolimeros sintetizados mediante la aplicacion de una estra-
tegia biotecnoldgica partiendo de un sustrato barato como es la
glucosa. Los objetivos especificos son i) obtener biocatalizadores
optimizados; ii) aplicarlos en la obtencidon de glicoderivados y es-
tos ultimos, a su vez, en la produccidn final de glicopolimeros di-

sefflados a medida.

Los resultados objetivos durante este proyecto se resumen a continuacion:

En el primer afio hemos desarrollado las bases biotecnoldgicas para la obtencidon de
2-deoxiglucosa y 6-hidroxi-glucosatetraacetato a escala de multimiligramos.

En el segundo afio se abordd la activacion de la glucosa 6-OH obtenida con grupo triclo-
roacetamidilo (TCA). Ademas, mediante migracion al variar el pH se obtuvo también el
3-OH el cual también fue activado como TCA, obteniéndose dos “building blocks” muy
valiosos para la obtencidn de glicopolimeros.

Dentro del estudio de nuevas enzimas, se consiguié obtener un resultado excelente con la
lipasa de ROL producida en Pichia pastoris. Esta, tras su adsorcion selectiva en un soporte
hidrofébico fue completamente selectiva y especifica en la produccién de 3-OH lactal, un
building block muy interesante en produccién de glicosidos con actividad antitumoral.
Por ultimo, se abordd la primera generacion de glicopolimeros, partiendo de dextranos
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funcionalizados (diferentes tamafios) con acidos asparticos y posteriormente derivatiza-
dos con nuestro 6-OH con resultados prometedores en citotoxicidad. A partir de estos
resultados, en el tercer ano hemos diseflado una nueva generacion de glicopolimeros, va-
riando la cantidad de moléculas de glucosa 6-OH, funcionalizacion previa del polimero,
etc., obteniendo valores interesantes en citotoxicidad y actividad antiviral.

Por ultimo, tras la optimizacion realizada se ha desarrollado un nuevo tipo de glicopolime-
ro funcionalizado con un fluoroforo el cual ha sido evaluado en localizaciéon celular com-
pletando asi los objetivos planteados en el presente proyecto.

Desarrollo de plantillas biomiméticas de base proteica
econémicamente viables para su uso en regeneracion de tejido éseo

Investigador Principal: Juan Manuel Ruso Beiras
Centro de Investigacion: Facultad de Fisica. Universidade de Santiago de Compostela.

El objetivo general de este proyecto era reproducir y optimizar el
proceso de deposicion de cristales de hidroxiapatita (HA) sobre
coldgeno mediante sistemas directores para obtener materiales de
alta calidad para la regeneracion 6sea. Dicho objetivo conlleva una
doble vertiente: por un lado, buscar los materiales y la metodologia
qgue mejor se adapta a nuestras necesidades y por el otro desarrollar

técnicas y modelos computacionales para optimizar dicho proceso.
La revision critica de las rutas y estrategias ya conocidas para la sintesis de cristales de HA
suministré una importante base de datos con la que desarrollar un método computacional
gue nos permita predecir a priori las propiedades del material a partir de los constituyentes
y las condiciones experimentales. Basandonos en métodos QSPR (Quantitative Strucutre
Properties Relationships) desarrollamos el primer modelo de este tipo que combina teoria
de perturbaciones (PT) vy las ideas LFER (Linear Free Energy Relationships) y que permite
predecir los efectos de variaciones sobre nueve propiedades (T, concentracion...) diferen-
tes de los sistemas a estudiar.

Otra forma de optimizar el proceso de regeneraciéon y crecimiento de HA es mediante iméa-
genes de microscopia. Tradicionalmente se hace de forma manual con los riesgos que eso
conlleva. Para automatizar esta parte, desarrollamos un software que permite determinar
automaticamente las propiedades mas importantes de los materiales (longitudes, angu-
los, rugosidad) a través de las imagenes de forma automatica y eficiente y cuyo uso es
totalmente accesible a través de nuestro servidor. Ademas, hemos desarrollado una nueva
técnica eficiente y versatil de fabricacion de microhidroxiapatita mediante dispositivos
microfluidicos.

Con estas herramientas hemos sido capaces de optimizar las propiedades morfoldgicas y
mecanicas de estructuras fibrosas de colageno, HA y acido tanico. Demostramos coémo la
distribucion homogénea de HA da como resultado un mayor nivel de renaturalizacion de
coladgeno, incrementando su resistencia mecanica. También se observd un efecto positivo
sobre el crecimiento epitaxial de la deposicion de fase mineralizada, produciendo un cre-
cimiento de esta fase en forma, composicién y orientaciéon equivalente a la que presenta la
fase mineral de los tejidos calcificados.

Avances metodolégicos para la obtencién de biocidas naturales de
uso alimentario basados en extractos de Mentha sp.

Investigadora Principal: Ana Cristina Soria Monzoén
Centro de Investigacion: Instituto de Quimica Organica General. CSIC. Madrid.

El presente proyecto tiene como objetivo principal el desarrollo
de una metodologia integradora que permita seleccionar el mé-
todo de extraccion y quimiotipo mas adecuado para la obtenciéon
de extractos de menta (Mentha sp.) con actividad antimicrobiana,
antioxidante, etc, de potencial uso como biocidas naturales y/o
conservantes de uso alimentario. La comparacion en cuanto a ren-
dimiento y bioactividad de los extractos obtenidos por diversas
técnicas avanzadas de extraccion permitié seleccionar el método por extraccién asistida
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con microondas (MAE: 100°C, 17,5 min, 1 g muestra : 12 mL agua, 1 ciclo) como el éptimo
para su aplicacion al elevado numero de muestras requerido para el estudio de quimioti-
pos, que actualmente se estd completando, y cuyos resultados serdn de gran relevancia
para la estandarizacion de extractos a escala industrial.

Ademas, el empleo de agua como disolvente extractante hace de la metodologia desa-
rrollada un método respetuoso con el medioambiente y de bajo coste para su potencial
aplicacion a escala industrial. Por otro lado, se han desarrollado y validado diversas me-
todologias por cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (LC-MS
y LC-MSn) para el andlisis, tanto cuali- como cuantitativo, de los compuestos bioactivos
(principalmente compuestos fendlicos) de dichos extractos. Asi mismo, se ha avanzado
en el desarrollo de metodologias basadas en ionizacidn por electrospray-espectrometria
de masas (ESI-MS) que permitiran la clasificacion rapida y no sesgada de muestras con
similar composicidon (quimiotipo), que seran validadas con los métodos por LC-MS previa-
mente desarrollados. Por ultimo, se pretende completar este estudio y relacionar compo-
sicion-bioactividad con el fin de seleccionar el guimiotipo mas adecuado para la obtencién
de extractos multifuncionales de menta con potencial aplicacion en la industria alimentaria.

6. ENERGIA RENOVABLE: MATERIALES Y PROCESOS

Nuevos fotocatalizadores basados en perovskitas hibridas
halogenadas para la obtencién de combustibles solares a partir de CO,

Investigador Principal: Pedro Atienzar Corvillo
Centro de Investigacion: Instituto de Tecnologia Quimica. CSIC-Universidad Politécnica de
Valencia.

El proyecto planteaba el empleo de perovskitas hibridas haloge-
nadas como fotocatalizadores para la obtencion de combustibles
a partir del agua y el dioxido de carbono. Este tipo de materia-
les presentan distintas ventajas frente a otros materiales como la
posibilidad de controlar sus propiedades electrénicas mediante la
modificacion de la composicion de forma sencilla junto con unas

propiedades de absorcion excelentes. A su vez, presentan unos ni-
veles energéticos adecuados para participar en reacciones de fotoreduccion.

A pesar de las limitaciones de estos materiales frente a la humedad, se ha demostrado su
capacidad para obtener hidrégeno a partir del agua llevando a cabo la reaccion fotocatali-
tica en fase gas. Ademas, en la busqueda de nuevos fotocatalizadores, también se ha con-
seguido incorporar compuestos organometalicos formando nuevas estructuras mediante
la combinacion de estructuras 2D y 3D y modificando el cation organico. Esta estrategia va
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a permitir la incorporacion de otros huéspedes que puedan mejorar la actividad catalitica.
También, dentro de la familia de materiales hibridos, se han explorado otro tipo de ma-
teriales basados en clusteres metalicos de molibdeno obteniendo un material hibrido con
una actividad catalitica elevada.

Finalmente, destacar que durante el desarrollo del proyecto se ha disefado una técnica
que permite estudiar las propiedades dpticas y eléctricas sobre cristales individuales de
tamafo micrométrico.

Produccién eficiente de combustibles solares mediante el desarrollo
de nuevas perovskitas con capacidad redox para la disociacién termo-
quimica de CO,y H,0

Investigador Principal: Juan Manuel Coronado Carneiro
Centro de Investigacion: Instituto IMDEA Energia.

Aunqgue la energia solar es ya una realidad tangible
para la produccion de electricidad sostenible, su em-
pleo para la sintesis de combustibles solares es aun
un desafio tecnoldgico para el que no existe todavia
una solucion ideal. Los ciclos termoquimicos con Oxi-
dos redox constituyen una de las vias mas promete-

doras para almacenar la energia solar en forma de
energia quimica. En este campo se enmarca el proyecto SOLARKITE, cuyo objetivo prin-
cipal es desarrollar 6xidos mixtos con estructura perovskitas, ABO3 como portadores de
oxigeno para mejorar la eficiencia de la disociacion de H20 y CO2 mediante energia solar
de concentracion. La seleccidon de 6xidos mixtos con estructura perovskita se debe a su
estabilidad estructural a altas temperaturas y su flexibilidad quimica, que permite adaptar
las propiedades de estos materiales para su utilizacién en este proceso redox ciclicos.

En el transcurso de este proyecto se han obtenido resultados muy prometedores con los
materiales La0.65r0.4Mnl1-yAly03-§, que han demostrado una elevada eficiencia para la
produccion de CO a temperaturas por debajo de 12002C. Asimismo, se han conseguido
producciones muy elevadas de gas de sintesis en ciclos mixtos de disociacion de CO2 con
un aporte de metano empleando perovskitas Lal-xSrxFeO3 a 850 °C. Estos estudios han
mostrado la relevancia de procesos como la descomposicion de metano y la reaccion de
Boudouard en la reactividad de estos sistemas. Otro aspecto relevante que se abordd en la
ultima fase del proyecto fue la posibilidad de mejorar la reactividad del componente redox
combinandolo con solidos con la estabilidad térmica adecuada y elevada conductividad
idnica. Los ensayos realizados con Lal-xSrxFeO3 soportados en YSZ confirman el interés
de esta estrategia para incrementar el rendimiento de gas de sintesis. Estos resultados
permiten concluir que las perovskitas redox son una opcion destacada para ciclos termo-
quimicos de produccion de combustibles solares.

Baterias de flujo redox libre de metales para el almacenamiento de
energias renovables. (BAT-LIMET)

Investigadora Principal: Cristina Flox Donoso
Centro de Investigacion: L’'Institut de Recerca en Energia de Catalunya (IREC). Barcelona.

Los sistemas de almacenamiento de energia electroquimico (bate-
rias y condensadores) se encuentran en un proceso de expansion
global ante su importante papel en la integracion de energias reno-
vables, implementacién de “smart-grid” y electrificacion de zonas
aisladas. En este marco, el proyecto Bat-LiMet ofrece una solucién
eco-sostenible, barata y eficiente, basado en baterias de flujo que
utiliza especies redox activas abundantes en la naturaleza. Los prin-
cipales objetivos de este trabajo son: la selecciéon de moléculas redox activas para cada
compartimento; la implementaciéon de nuevas estrategias de medida y caracterizaciéon
para predecir mecanismos de fallo (diagnosis y prognosis) y el disefio y construccion de
un “stack” para su validacion.
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Inicialmente, una barrera que impide la extensa comercializacion de las baterias de flujo es
la baja densidad de energia que presentan, debido a la limitada solubilidad de la especie
redox activa (1,6 M para sistemas de vanadio y 0,55 M para p-hidroquinona). Dentro del
proyecto Bat-LiMet, se ha conseguido el aumento de la concentracién de dicha especie,
llegando hasta 3 M usando hidroquinonas, valores que llegan a ser 6 veces mayor que los
mostrados en la literatura. Asi mismo, se ha conseguido disminuir la resistencia de transfe-
rencia de carga y una mejora de la interfase electrodo-electrolito, al usar novedosos elec-
trodos de baja polarizacion que han sido sintetizados dentro del proyecto. La estrategia
seguida para dicha sintesis estd basada en tratamientos basados en hidrotermal en combi-
nacion con tratamientos térmicos, los cuales son simples, faciles de escalar y no suponen
un coste extra elevado.

Por ultimo, se ha conseguido ensamblar una celda basada en quinonas en medio acuoso y
consecutivamente acoplarlas como un stack de alta potencia, minimizando su tamafo para
la validacion de los materiales.

Procesos catalizados “one-pot” para la obtencién de combustibles y
productos quimicos, a partir de derivados del furfural provenientes de
la biomasa

Investigador Principal: Alberto Marinas Aramendia
Centro de Investigacion: Facultad de Ciencias. Universidad de Cérdoba.

Uno de los grandes desafios que afronta la sociedad
es la transicidn de una economia basada en com-
b bustibles fosiles, como fuente de energia, a otra mas
- fundamentada en energias renovables. Entre estas
ultimas destaca la biomasa que, ademas de energia,
puede dar lugar a productos quimicos de interés.

El presente proyecto de investigacion tiene una do-
ble vertiente. Por un lado, la obtencion de energia a partir de la biomasa, centrdndose en
procesos de produccion de diésel a partir de derivados del furfural mediante condensacio-
nes, hidrogenaciones y deshidrataciones o de foto-reformado, con generacion de hidroge-
no. Por otro lado, la produccion selectiva de alcohol furfurilico (el cual tiene importantes
aplicaciones en la produccién de fibras, resinas o como disolvente) via hidrogenacidn del
furfural. En ambos casos se plantea como reto el llevar a cabo las reacciones sin separacion
intermedia, mediante procesos “one-pot”.

En lo que se refiere a la obtencion de energia, se ha estudiado la produccién fotocatali-
zada de hidrogeno a partir de alcoholes C2 y C3 (puros o mezclas), empleando sistemas
metdalicos soportados M/TiO2 (M=Pt, Pd, Au). Los monoalcoholes puros, producen signifi-
cativamente mas hidréogeno que los polialcoholes. En mezclas, la presencia minoritaria de
polialcoholes, en especial los vecinales, ralentiza la descomposicion de los monoalcoholes,
debido a su mayor adsorcion. Por otra parte, se ha abordado la condensacion de furfural y
acetona, obteniéndose buenos resultados al producto de condensacién de 2 moléculas de
furfural con una de acetona, sobre hidrotalcitas.

En cuanto a la reducciéon quimioselectiva del furfural a alcohol furfurilico usando propan-
2-ol como dador de hidrégeno, los mejores rendimientos correspondieron al empleo de
catalizadores basados en ZrO,, debido probablemente a la existencia de pares de centros
acido-basicos. Los sistemas sintetizados por el método de microemulsién, condujeron a
mayores selectividades, lo que puede deberse a que la presencia residual de surfactante
favorece la adsorcidon del furfural por el grupo carbonilo.
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7. MATERIALES SUPERCONDUCTORES
DE ALTA TEMPERATURA

Materiales Superconductores de (muy) alta temperatura critica

Investigador Principal: Miguel Angel Alario y Franco
Centro de Investigacion: Facultad de Ciencias Quimicas. Universidad Complutense. Madrid.

El objetivo de este proyecto era obtener y estudiar materiales su-
perconductores de muy alta temperatura critica con férmula ge-
neral TMxCuHSrzTRCUZO&b (TM: Mo, Fe; RE: Tierra Rara), también
conocidos como cupratos M-1212. Mediante oxidaciéon no conven-
cional, hemos modificado la composicién para establecer correla-
ciones entre los cambios estructurales y las propiedades supercon-

ductoras resultantes, en particular la temperatura critica Tc.
Aunque el sistema Mo .Cu,,Sr,RECu,Oy no muestra superconductividad cuando se sinte-
tiza al aire, al ser tratado en corriente de oxigeno u ozono a baja temperatura se obtiene
una Tcffi30OK que aumenta casi tres veces hasta 86K a alta presion de oxigeno. Por otro
lado, la Tc para el sistema FeSr,RECu,Oy se incrementa desde TcffiZ3OK hasta 70K tras un
recocido en ozono.

En ambos sistemas Fe-1212 y Mo-1212, hemos observado una contraccién anisotroépica de
la celda unidad con la oxidacion, que resulta de una distancia mas corta entre capas su-
perconductoras a expensas de una mayor entre bicapas, acompafiando al aumento de la
temperatura critica. Merece destacarse que esta tendencia observada dentro de una fami-
lia concreta de cupratos con la oxidacidon, es opuesta al comportamiento observado entre
diferentes familias. Estos pardmetros estructurales estan estrechamente relacionados con
el proceso de transferencia de carga y, como resultado, con la inyeccidon de huecos para la
conduccioén de corriente eléctrica. Se ha observado también que un aumento en los radios
de las tierras raras da lugar a un cierto desorden composicional, lo que resulta en un im-
pedimento de la transferencia de carga desde las cadenas a los planos superconductores.
Con respecto a la distribucion de carga, el estudio XPS del sistema Mo-1212 sugiere un
equilibrio de dxido-reduccion entre los dos metales de transicion en el bloque de reserva
de carga: MoV/V' <> Cu"/! Sin embargo, en el sistema de hierro, los datos de espectros-
copia de pérdida de energia de electrones (EELS) sugieren un aumento en el estado de
valencia del hierro después de la oxidacion del ozono, mientras que la valencia del cobre
permanece casi constante.
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Superconductividad de alta temperatura en materiales de hierro

Investigadora Principal: Elena Bascones Fernandez de Velasco
Centro de Investigacion: Instituto de Ciencias de Materiales de Madrid (ICMM). CSIC.
Madrid.

! El proyecto persigue entender las propiedades vy el
origen de la superconductividad en los superconduc-
tores de hierro, la segunda familia de superconduc-
. tores de alta temperatura. Se cree que la supercon-
. ductividad esta relacionada con la fuerte repulsion
electrdnica, las interacciones magnéticas y la tenden-

' cia a exhibir fases electrdnicas anisétropas. En estos
sistemas las propiedades electrénicas vienen controladas por varios orbitales atémicos. En
este proyecto buscamos comprender la relacidon que hay entre la repulsion electrdénica, las
propiedades magnéticas, superconductoras y orbitales de los superconductores de hierro.
Gran parte de nuestro esfuerzo se ha centrado en comprender la naturaleza e intensidad
de las correlaciones electrénicas y el origen y propiedades de la misteriosa fase nematica,
una fase anisdtropa que precede al magnetismo, excepto en el compuesto FeSe.

Hemos analizado el efecto de las correlaciones electrénicas en los superconductores de
hierro. A partir de los resultados hemos propuesto la busqueda de superconductividad de
alta temperatura en compuestos basados en cromo. En el anélisis del estado anisétropo
hemos visto que la interaccién de Hund no produce esta fase pero afecta de forma drama-
tica al tipo de orden que puede estabilizarse y a las propiedades de baja energia. Por otro
lado, hemos visto que es crucial incluir las propiedades orbitales en los modelos de fluc-
tuaciones de spin que si pueden explicar esta fase. El grado orbital afecta a la estabilidad
de la fase nematica respecto a la magnética, a la anisotropia del gap superconductor y de
la conductividad en el estado normal.

Durante el proyecto se ha descubierto superconductividad no convencional en nuevos
materiales: BaFe2S3 un nuevo tipo de superconductores de hierro de caracter cuasi-unidi-
mensional y las bicapas de grafeno rotadas. Hemos estudiado la intensidad y naturaleza de
las correlaciones electrénicas, claves para entender la superconductividad.

128 FUNDACION RAMON ARECES

Produccion Cientifica

5
Articulos generados
en revistas

4
Comunicaciones en
congresos nacionales

9
Comunicaciones en
congresos internacionales




XVIII CONCURSO NACIONAL

De 2 de marzo de 2017 a 2 de marzo de 2020

1. ENFERMEDADES RARAS

Funcidn de la E3 ubiquitina ligasa APC/C-Cdh1 en la fisiopatologia del
sindrome del cromosoma X fragil. Posible aplicaciéon terapéutica

Investigadora Principal: Angeles Almeida Parra
Centro de Investigacion: Instituto de Investigacion Biomédica de Salamanca (IBSAL).

El sindrome del cromosoma X fragil (FSX) es la causa genética mas
frecuente de discapacidad intelectual hereditaria y trastornos del Produccién Cientifica
espectro autista. Estd causado por la mutacion en el gen FMRI,

provocando la pérdida o reduccion de la expresion de proteina de 1 X

o ) . Articulos generados
unién selectiva al RNA, FMRP, lo que se ha relacionado con una en revistas
mayor o menor severidad de la discapacidad intelectual. 1

Nuestro grupo ha descrito que la E3 ubiquitina ligasa APC/C-Cdh1
desemperia un papel clave en el desarrollo postnatal del cerebro. FMRP contiene secuen-
cias consenso de degradacién reconocidas por Cdhl, lo que le convierten en un potencial

Comunicaciones en
congresos nacionales

candidato de APC/C-Cdhl. El objetivo fundamental del proyecto es el estudio de la funcién
de APC/C-Cdh1 en la regulacion de los niveles de FMRP en el cerebro en desarrollo y su
implicacion en la fisiopatologia del FXS.

Siguiendo el plan de trabajo planteado, hemos descrito que FMRP es un sustrato de APC/
C-Cdhl. Durante la diferenciaciéon neuronal in vitro, los niveles de FMRP disminuyen como
consecuencia del incremento en la actividad de la ligasa. FMRP se acumuld en las neu-
ronas carentes de Cdhl (KOCdh1), provocando la muerte neuronal. De la misma manera,
describimos que FMRP se acumula en la corteza e hipocampo de los ratones KOCdhl, lo
que provoca desestructuracion dendritica y pérdida de sinapsis, lo que es compatible con
neurodegeneracion in vivo. Por tanto, Cdhl regula los niveles de FMRP en las neuronas vy,
con ello, la estabilidad dendritica y sindptica, lo que le convierte en una potencial molécula
neuroprotectora. Durante los préoximos ainos continuaremos con el estudio del eje de sefa-
lizacion Cdh1-FMRP /n vivo, con el objetivo de establecer la relevancia de Cdhlen el FXS, lo




que podria ser potencialmente Util para la identificacion de nuevas estrategias terapéuticas
en el tratamiento de esta neuropatologia.

Un sistema de andlisis integrado para aumentar la tasa de diagndstico
de enfermedades raras usando secuenciacién masiva

Investigadora Principal: Carmen Ayuso Garcia
Centro de Investigacion: Instituto de Investigacion Sanitaria Fundacion Jiménez Diaz
(IIS-FJD, UAM). CIBERER. Madrid.

El uso de las nuevas técnicas de secuenciacion masiva en el area de
las Enfermedades Raras estd suponiendo un incremento en la tasa
de deteccidn en pacientes y un importante impacto en el descu-
brimiento de nuevos genes y mutaciones implicadas. Una continua
bajada de precios en este tipo de experimentos y la especial carac-
teristica de estos trastornos, donde existen multitud de genes impli-
cados, han acelerado su implantacion como técnicas de diagnostico.

El analisis de datos provenientes de secuenciacion masiva es un campo muy reciente y con
continuos nuevos desarrollos. Para aprovechar estos avances, que repercuten en una mayor
deteccion de casos positivos, es necesario que el uso de dichas técnicas en el diagndstico
clinico incorpore las ultimas estrategias desarrolladas. Sin embargo, no existen productos
comerciales ni protocolos estandar que faciliten su implantacion. El presente proyecto pro-
pone aunar esfuerzos entre el area de la bioinformatica, la practica y la investigacion clinica
para, a partir del desarrollo de un sistema informatico flexible, personalizable y orientado
al dmbito clinico, mejorar el diagndstico de enfermedades tales como distrofias de retina,
malformaciones oculares congénitas, cardiopatias congénitas y canceres hereditarios.
Como fruto del primer/segundo afio de ejecucién se ha llegado a un consenso de proto-
colo informatico que se esta utilizando para el andlisis de casos que resultan negativos en
un primer analisis por medio de un protocolo comercial. Dicho protocolo interno estd en
continuo desarrollo y estd mejorando la deteccidn de variantes patogénicas en pacientes
con una enfermedad rara.

Andlisis sistematico de la red de regulaciéon genética implicada en la es-
pecificacion y mantenimiento del epitelio pigmentado de la retina: hacia
nuevas terapias para las enfermedades neurodegenerativas de la retina

Investigadora Principal: Paola Bovolenta Nicolao
Centro de Investigacion: Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa. CSIC-UAM. Madrid.

La pérdida de vision debida a la neurodegeneracion a menudo
se asocia con alteraciones en el epitelio pigmentado de la retina
(RPE). El reemplazo de las células del RPE es, por lo tanto, una
estrategia terapéutica muy prometedora. Actualmente, sin embar-
go, diversos obstaculos técnicos dificultan la obtencidn de células
adecuadas para el remplazo terapéutico. Esto es debido en gran
parte a que solo conocemos parcialmente las redes genéticas re-
guladoras (GRN) involucradas en la especificacion y el mantenimiento del RPE.

Nuestro proyecto, enfocado en llenar este vacio conceptual, ha avanzado sustancialmente
en esta direccion. Para ello hemos aplicado en pez cebra anélisis gendmicos comparativos,
RNAseq y ATACseq, tanto para progenitores no especificados como para los dominios de
retina neural (NR) y RPE. Con esta estrategia, hemos identificado grupos bien definidos de
factores de transcripcion, que marcan los estados transcripcionales del RPE y NR a lo largo
del tiempo. Un primer grupo actla muy temprano en el desarrollo y es esencial para la es-
pecificacion inicial, y un segundo sostiene la adquisicion de la identidad molecular principal
de los dos tejidos. La identificacion de regiones de cromatina, diferencialmente abiertas
entre los dos tejidos, apoya este proceso diferencial y escalonado y muestra ademas que
el RPE es mas activo transcripcionalmente que la NR. Una posible interpretacion de este
analisis, aun en curso, es que la identidad de NR se configura mas facilmente al "restringir”
el destino de los progenitores no comprometidos con adaptaciones menores de la GRN
del campo morfogenético del ojo. Por el contrario, la adquisicion de la identidad de RPE
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requiere cambios mas dramaticos en los que la GRN inicial debe experimentar cambios
transcriptomicos y epigendmicos mas profundos para "modificar” el destino celular.

De forma algo inesperada, también observamos que los programas de desarrollo de NR
y RPE son mutuamente excluyentes, con grupos de factores de transcripcion ejerciendo
represidn cruzada. La mutagénesis CRISPR / Cas9 FO en curso -para genes seleccionados
en base a su expresion diferencial entre dominios, su anotacion ontoldgica, su patrén de
expresion, y el nimero de pardlogos asociados a los mismos- debe validar nuestro anélisis
y modelo propuesto. Esto, a su vez, nos guiara para trasladar la informacién obtenida hacia
su aplicacion en estudios preclinicos relevantes.

Disqueratosis congénita. Nuevos modelos, nuevas claves moleculares
Yy huevos tratamientos

Investigadora Principal: Maria Luisa Cayuela Fuentes
Centro de Investigacion: Instituto Murciano de Investigaciones Biosanitarias-Arrixaca.

La Disqueratosis congénita (DC) es una enfermedad rara causa-
da por mutaciones en el complejo Telomerasa o en el complejo
Shelfterin, como consecuencia los pacientes sufren acortamiento
telomérico. La causa principal de muerte prematura es debida al
| fallo en la hematopoyesis en el 85% de los casos o al cancer en el
10%. La variabilidad y severidad de los sintomas de las diferentes
mutaciones causantes de la enfermedad no se explica sélo por el
acortamiento telomérico, por lo que sospechamos que estos componentes podrian estar

implicados en otros procesos.

Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que la inhibicién genética del componente
de RNA de la telomerasa (TR o TERC) en el modelo de pez cebra provoca un defecto en la
mielopoyesis que es independiente de la longitud telomérica y de la actividad telomerasa,
lo que explica la neutropenia persistente en nifios con DC. Nuestros resultados sugieren
que TR actua como un RNA largo no codificante (IncRNA) con funciones reguladoras en
hematopoyesis mas alla de su funcién en los telémeros.

Durante el desarrollo del proyecto hemos conseguido demostrar que la funciéon de TR
en mielopoyesis estd conservada en humano. Hemos establecido modelos animales que
mediante rescate fenotipico nos ayudaran a identificar aquellos compuestos que puedan
desarrollarse como terapias. Finalmente, seguimos profundizando en los mecanismos por
los que TR ejerce funciones extracurriculares en cancer (en concreto cancer de cabezay
cuello) y en hematopoyesis.

Bases moleculares de la deficiencia inmune en el Sindrome de
Wolf-Hirschhorn (4p-)

Investigador Principal: César Cobaleda Hernandez
Centro de Investigacion: Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa. CSIC-UAM. Madrid.

Las proteinas encargadas de establecer los patrones epigenéticos
que determinan la identidad celular son esenciales para el correc-
to desarrollo y funcion del organismo. Por ello, las alteraciones en
estos genes tienen profundas consecuencias para el organismo. El
Sindrome de Wolf-Hirschhorn (WHS) es una enfermedad poco fre-
cuente causada por la pérdida de material genético en el cromoso-
ma 4(p). Los pacientes afectados presentan numerosos problemas,
gue incluyen malformaciones, discapacidad intelectual, epilepsia y deficiencias inmunes.

De entre los genes delecionados en la regidn 4p, el gen WHS-candidate-1 (WHSC1), que
codifica para un modificador epigenético con actividad Histona-3 K36 metiltransferasa, ha
sido postulado como uno de los principales responsables de las caracteristicas patoldgicas

de los pacientes, pero su mecanismo de accion no estd aun completamente caracterizado.
Ademas, la activaciéon ectopica o las mutaciones de WHSC1 estan asociadas con tumores
hematoldgicos como el mieloma multiple o la leucemia linfoblastica aguda B infantil. Usan-
do modelos de ratéon modificados genéticamente que carecen de Whscl, hemos demos-
trado que la falta de WHSCT es un factor causal en las inmunodeficiencias de los pacientes
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con WHS. Actualmente seguimos trabajando para lograr un mayor entendimiento de los
mecanismos moleculares del funcionamiento de WHSCI1. Hemos generado y estamos ca-
racterizando modelos de ganancia de funcién para reproducir el papel de WHSC1 en las
patologias tumorales hematopoyéticas en las que estd implicado.

Usando diferentes tipos de aproximaciones experimentales, como trasplantes de médula
o6sea, queremos estudiar las propiedades de las células inmunes que expresan las formas
oncogénicas de WHSC1 como aparecen en pacientes humanos. En paralelo, también esta-
mos estudiando el DNA de pacientes con WHS para buscar si presentan alteraciones adi-
cionales, e identificar otros posibles genes que condicionen la gravedad de sus patologias.

Visualizacidon de la arquitectura polisomal neuronal y sus alteraciones
en la enfermedad de Huntington

Investigador Principal: José Jesus Fernandez Rodriguez
Centro de Investigacion: Centro Nacional de Biotecnologia. CSIC. Madrid.

La enfermedad de Huntington (EH) es una patologia hereditaria
que implica una neurodegeneracion selectiva de las neuronas es-
pinosas de tamano medio del estriado y, en estadios posteriores,
también de las neuronas de la corteza cerebral. En consecuencia,
los pacientes sufren disfuncién motora, declive cognitivo vy altera-
ciones psiquidtricas. Actualmente no existe tratamiento efectivo

para la enfermedad. Nuestra hipotesis general es que el mante-
nimiento de la arquitectura subcelular es esencial para la homeostasis neuronal y que el
estudio de las alteraciones en dicha arquitectura puede proporcionar conocimiento sobre
las bases patogénicas y posibilitar la identificacion de dianas terapéuticas.

En este proyecto estamos estudiando la arquitectura de la maquinaria de sintesis de pro-
teinas con el objetivo de identificar y caracterizar las alteraciones que presenta en la EH
y explorar el potencial terapéutico de moléculas que puedan revertir estas alteraciones.
Para ello, empleamos la tomografia electrénica y el procesamiento de imagen tridimensio-
nal (3D) sobre muestras de tejido cerebral que son preparadas con protocolos de éptima
preservacion estructural.

En este segundo afio hemos profundizado en el andlisis in situ de la organizacion riboso-
mal neuronal y hemos confirmado la existencia de alteraciones que parecen especificas de
las neuronas espinosas de tamafno medio del estriado en el modelo murino de EH Q175.
Estamos desarrollando y aplicando métodos para la deteccion automatica de los riboso-
mas con el objetivo de realizar un analisis morfoldgico cuantitativo de tales alteraciones.
Ademas, hemos desarrollado nuevos métodos de procesamiento de imagen que permiten
mejorar la calidad de los tomogramas 3D vy facilitar su interpretacion. Para entender la
relevancia de estas alteraciones en la fisiopatologia de la EH, hemos obtenido perfiles de
sedimentacion ribosomales de muestras provenientes de animales control y modelos de
EH de diferentes regiones cerebrales. Nuestros resultados sugieren que la organizacion
polisomal es muy variable entre diferentes regiones del cerebro.

Modelizacién de la cavernomatosis muiltiple familiar a través de repro-
gramacion celular

Investigador Principal: Miguel Angel Fidalgo Pérez
Centro de Investigacidn: Centro de Investigacion en Medicina Molecular y Enfermedades
Crdnicas (CiMUS). Universidad de Santiago de Compostela.

Las malformaciones cavernosas cerebrales familiares (FCCM, por
sus siglas en inglés) son malformaciones vasculares, ubicadas prin-
cipalmente dentro del cerebro que pueden causar hemorragias
cerebrales, convulsiones y accidentes cerebrovasculares, o en los
casos mas graves, incluso la muerte del paciente. A pesar de la gra-
| vedad de las lesiones causadas por mutaciones de pérdida de fun-
cion en uno de los tres genes de malformacién cavernosa cerebral
(CCM), los mecanismos moleculares detrds de este comportamiento desregulado de células
endoteliales (EC) no se han aclarado.
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En este proyecto, nuestro objetivo principal es desarrollar un modelo mejorado in vitro
mediante el uso de células madre pluripotentes para poder descifrar el papel de cada gen
CCM durante la especificacion del destino celular endotelial. Durante este segundo aflo de
nuestro proyecto, nuestros objetivos han sido: a) diseccionar nuevas funciones de los genes
CCM Yy b) investigar los mecanismos moleculares gobernados por los genes CCM.
Notablemente, nuestros resultados muestran que si bien los genes CCM pueden ser pres-
cindibles para la auto renovaciéon de células madre embrionarias (ESC) y la generacion de
células pluripotentes inducidas (iPSCs) a través de la reprogramacion de células somaticas
con los "Factores de Yamanaka" (OSKM), su funciéon es requerida para la diferenciacion
temprana hacia el linaje endotelial y la formacion de vasos en cultivos de 3D. Ademas, nues-
tros datos indican que la ausencia de los genes CCM altera un paisaje epigenético conserva-
do que es necesario para la transicion transcripcional durante el desarrollo inicial de células
endoteliales (EC) en mamiferos. En resumen, los objetivos establecidos en el proyecto se
estan llevando a cabo de acuerdo con lo que se establecié en la propuesta cientifica origi-
nal, con resultados esperanzadores que nos llevardn a identificar nuevas aproximaciones
farmacoldgicas y nuevos enfoques terapéuticos para tratar esta grave y hasta ahora incu-
rable enfermedad rara humana.

Inhibidores de fosfodiesterasas como tratamiento para la ataxia de
Friedreich

Investigadora Principal: Pilar Gonzalez Cabo
Centro de Investigacion: Centro de Investigacion Biomédica en Red (CIBER de
Enfermedades Raras). Facultad de Medicina y Odontologia. Universidad de Valencia.

Segun el plan de trabajo propuesto en el proyecto, los objetivos espe-
cificos del segundo afo han sido: (1) Tratamiento farmacoldgico en el
modelo de Drosophila; (2) Rastreo genético utilizando la cepa de Dro-
sophila con reduccidn de los niveles de frataxina (FH1); (3) Evaluacion
de la funcidon motora de ratones deficientes en frataxina (YG8sR).

Tratamiento: El rolipram y el sildenafilo a concentracion de 10 uM y

25 uM, respectivamente, recuperan la capacidad motora del modelo
de FRDA en Drosophila que presenta una reduccion del 25% respecto a las moscas control.
Rastreo genético y validacion: Para identificar la(s) via(s) de sefalizacion de estos com-
puestos en un escenario con déficit de frataxina, se ha realizado un rastreo de genes can-
didatos. Segun resultados previos se han seleccionado 130 genes implicados en receptores
acoplados a proteinas G (GPCR). Utilizando interferencia del ARN, hemos determinado que
la expresion disminuida de 13 genes modifica el fenotipo motor de las moscas modelo. Siete
de ellos son receptores activadores del sistema fosfatidilinositol-calcio como segundo men-
sajero, y un octavo codifica una proteina que forma parte de los receptores de glutamato
de la familia kainato, regulando la entrada de calcio celular. La reduccion de la expresion de
estos genes podria afectar al fenotipo motor de las moscas modelo, a través de cambios en
los niveles de calcio.

Funcién motora en ratones YG8sR: Hemos realizado un estudio fenotipico, previo al tra-
tamiento, del ratén Yg8sR vy del control Y47 a partir del tercer mes de vida y de forma
mensual. Las pruebas incluyen: rotarod, barra de equilibrio, prueba del palo, fuerza de
agarre. Hasta el momento las diferencias no han sido concluyentes, por lo que el inicio en
la administracion de los farmacos se ha retrasado a los 9 meses de edad.

Activacién de la inmunidad innata en células deficientes en disferlina:
nuevas dianas terapéuticas

Investigadora Principal: Noemi de Luna Salva
Centro de Investigacion: Laboratorio de Enfermedades Neuromusculares. Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau. Barcelona. CIBER (Centro de Investigacion Biomédica en Red).

Los objetivos del proyecto de investigaciéon son:

1.- Estudiar la activacion de la inmunidad innata en cultivos celulares deficientes en dis-
ferlina. Hemos desarrollado un protocolo para diferenciar la linea TE671 y caracterizar los
miotubos resultantes. Con este método, la linea TE671 resultard de gran utilidad como al-
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ternativa al uso de células musculares humanas primarias para che-
queo de medicamentos y/o investigacién basica. Hemos creado un
modelo celular/muscular para disferlinopatias con las mutaciones
siguientes en el exdn 29 del gen DYSF: ¢.3103_3112del, c.3112dup,
c.3147T7>G y ¢.3150C>G (secuencia de referencia NM_3494.3), que
> sy reproduce las propiedades observadas en los cultivos primarios de
A pacientes con disferlinopatia: como reduccidén de miogenina, incre-
mento de TSP-1y reparacion de membrana deficiente.

2.- Evaluar la eficacia de diferentes tratamientos en cultivos celulares:

2.1.- Terapia farmacoldgica: Hemos testado inhibidores del proteosoma (Oprozomib, Ixazomib
y MG-132), a diferentes tiempos y concentraciones, eligiendo las condiciones donde el efecto
de la inhibicién sobre el incremento de la expresion de disferlina era mayor. Hemos comproba-
do la inhibicion del proteasoma mediante el ensayo de luciferasa de las diferentes actividades
del proteasoma. En la actualidad, estamos realizando estudios funcionales en las células trata-
das, para analizar si el incremento de disferlina se acompana de mejoras funcionales.

2.2.- Terapia génica: En una linea muscular inmortalizada procedente de un paciente con
dos mutaciones “missense” hemos diseflado guias de crRNA para corregir la mutacion
mediante CRISPR/Cas9. En la actualidad, estamos en proceso de analizar la edicion génica
de los clones celulares resultantes de la transfeccion.

2.3.- Andlisis TLR4: Estamos estudiando la expresion de TLR4 en células con deficiencia en
disferlina comparado con controles. Tratamos las células con regulados de expresion del
TLR4, como el LPS, antagonista LPS, TSP-1y atorvastatina.

La conexién entre enfermedades raras y enfermedades comunes: la
disfuncién de la homeostasis del cobre y la mitocondria como modelo

Investigador Principal: Francesc Palau Martinez
Centro de Investigacion: Instituto de Investigacion Sanitaria Sant Joan de Déu y Hospital
Sant Joan de Déu. Barcelona.

El proyecto NeuroCobre estudia de forma comparativa los me-
canismos celulares y moleculares relacionados con la disfuncion
del metabolismo del cobre y la mitocondria en la enfermedad de
Menkes (EM)/gen ATP7A, enfermedad de Wilson (EW)/gen ATP7B
y enfermedad de Parkinson (EP) familiar PARK1/gen SCNA. El ob-
jetivo es determinar los mecanismos fisiopatoldgicos comunes y no

comunes en relaciéon a la homeostasis del cobre y la funcion mito-
condrial en dos enfermedades poco frecuentes (EMy EW) vy en la EP.

Para ello, en primer lugar estamos caracterizando la expresion de CTR1, ATXO1, ATP7A y
ATPTB en la linea neuronal SH-SY5Y vy la linea endotelial HBEC-5i. Nuestros resultados en
experimentos de RT-PCR muestran diferencias especificas en la expresion de los genes en
ambas lineas celulares, tanto en condiciones basales como tras tratamiento con histidinato
de cobre (CuHis) 200 uM.

Hemos estudiado con anticuerpos especificos (cedidos por el laboratorio del Dr. Ignacio
Sandoval) la expresion basal de ATP7A y ATP7B en SH-SY5Y y HBEC-5i. ATP7A y ATP7B
muestran un patron especifico para cada linea celular. En HBEC-5i, la sefial de ATP7A colo-
caliza completamente en la red Cis-Golgi (CGN) y parcialmente en la red Trans-Golgi (TGN),
mientras que SH-SY5Y muestra un patrén similar en CGN y TGN. En HBEC-5i, ATP7B mues-
tra un patron difuso y cierta localizacion en TGN, mientras que en SH-SY5Y se encuentra
una localizacion evidente en TGN. La estimulacion con CuHis promueve el trafico ATP7Ay
ATP7B desde la red de Golgi hacia diferentes destinos en SH-SY5Y.

Actualmente estamos obteniendo modelos neuronales de mutaciones clinicas especificas
de EM y EW, vy se pretende obtener también modelos clinicos para las lineas endoteliales.
En estos modelos se estudiara el efecto de las mutaciones sobre la biologia de las mito-
condrias, el metabolismo del cobre, la expresion de a-synucleina y el trafico celular de las
proteinas mutantes.
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Mejora del diagndstico y tratamiento en anemias diseritropoyéticas
congénitas. (Proyecto CoDysAn)

Investigadora Principal: Maria del Carmen Sanchez Fernandez
Centro de Investigacion: Universidad Internacional de Catalufa UIC.

La anemia diseritropoyética congénita (ADC) es un grupo hetero-
géneo de trastornos hematoldgicos caracterizados por anemia vy
distintas anomalias morfoldgicas de los precursores eritroides en la
médula ésea. Los pacientes con ADC presentan anemia congénita
y cronica de grado variable con una reticulocitosis que no corres-
ponde al grado de anemia (eritropoyesis ineficaz), ictericia y con
frecuencia esplenomegalia y/o hepatomegalia. La morbilidad en
ADC |, ADCIl y otros pacientes con ADC que requieren transfusiones de sangre continuas
puede ser importante debido a las complicaciones de la sobrecarga de hierro que pueden
ser fatales si no se tratan.

Se han definido cinco tipos clasicos de ADC (I-lI-llI-1V y XLTDA) sobre la base de la mor-
fologia de la médula dsea. ADC tipo Il es la forma mas comun y bien definida entre las
ADC. Esta clasificacion de trabajo se sigue utilizando en la practica clinica. Sin embargo,
la identificacion de los genes mutados involucrados en la mayoria de los subgrupos de
ADC mejorara las posibilidades de diagndstico y permitird una mejor clasificacion de los
pacientes con ADC, ya que en la actualidad, en muchos casos no se logra un diagnostico
final. Actualmente sabemos que hay varias familias que cumplen con la definicién general
de ADC, pero no se ajustan a ninguna de las variantes cldsicas de ADC. Aunque se han
realizado varios estudios sobre la genética molecular y la correlacion genotipo-fenotipo
en este campo, la fisiopatologia de los ADC sigue siendo un problema sin resolver. Mas
alld de lograr un diagndstico definitivo, conocer la base genética de los pacientes con ADC
también es valioso para desentranar la fisiopatologia de estos trastornos, asi como para
guiar el tratamiento (segun el tipo de ADC, se han establecido diferentes tratamientos).
Los principales objetivos de este proyecto de investigacién y resultados son:

1. Mejorar el diagndstico clinico de ADC mediante el uso de un panel genético de secuen-
ciaciéon de préoxima generacion. Varios paneles de genes que causan enfermedades he-
matoldgicas hereditarias se han disefado y desarrollado en el laboratorio de la Dra. Ma-
yvka Sanchez, incluidos los 6 genes descritos en los diferentes subtipos de ADC: CDANT1,
CI50RF41, SEC23B, KIF23, KLF1 y GATAI Esto estd mejorando el diagndstico de estas
enfermedades y permitird una mejor clasificacion de los pacientes en el futuro.

2. Crear nuevas herramientas de telemedicina para aumentar el conocimiento de estas en-
fermedades en médicos, pacientes y poblacidén general. Hemos desarrollado una pagina web
de CODYSAN (www.codysan.eu) para la difusion del conocimiento sobre esta enfermedad y
esta pagina incluird un algoritmo para realizar un diagndstico de pacientes con CDA.

3. Utilizar un método basado en la secuenciacion de la proxima generacion (NGS) (se-
cuenciacién del exoma) para identificar nuevos genes causantes en los casos de ADC no
resueltos. Realizamos WES en dos familias con ADC que fueron negativas en estudios
previos realizados por Sanger o por paneles de genes. Los resultados estan pendientes de
ser analizados. También el laboratorio del Dr. Achille lolascon comenzd con el analisis WES
de 6 pacientes sospechosos de CDA |. Tres de ellos fueron diagnosticados como pacientes
con deficiencia de PK.

4. Caracterizar los mecanismos patogénicos que subyacen a los CDA mediante el estable-
cimiento de modelos celulares disefiados por el sistema CRISPR / CAS9.

Astrocitos: nuevas dianas antiepilépticas en la enfermedad de Lafora

Investigador Principal: Pascual Felipe Sanz Bigorra
Centro de Investigacion: Instituto de Biomedicina de Valencia, CSIC y Centro de
Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Raras (CIBERER).

La enfermedad de Lafora (LD) es un desorden neuroldégico raro que caracteriza por la pre-
sencia de neurodegeneracion, epilepsia miocldénica progresiva y acumulacion de depdsitos
de glucdgeno aberrante insoluble en el cerebro, denominados “Lafora bodies” (LBs). To-
das estas caracteristicas conducen a la muerte de los pacientes alrededor de 10 aflos desde
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el inicio de los primeros sintomas. Desgraciadamente no existe to-
davia un tratamiento eficaz contra esta enfermedad. En el presente
proyecto se propone profundizar en el conocimiento de las altera-
ciones presentes en los astrocitos provenientes de ratones modelo
de LD, con la finalidad de identificar nuevas dianas terapéuticas de
las que pueda beneficiarse la enfermedad.

Durante la duracién de este proyecto hemos obtenido evidencias
gue indican que si bien los LBs se acumulan en las neuronas, como se habia establecido
originariamente, la mayoria de ellos co-localizan con marcadores astrocitarios tales como
la proteina fibrilar acida de la glia (GFAP) y la glutamina sintetasa. Ademas, hemos obser-
vado que cultivos primarios de astrocitos LD acumulan mayores niveles de glucégeno que
los controles. Estos resultados sugieren que los astrocitos juegan un papel esencial en la
fisiopatologia de LD, ya que la acumulacién de LBs en estas células puede afectar su fun-
cionamiento normal, dando lugar a una posible disfuncidon neuronal.

En este ultimo aflo hemos realizado un andlisis transcriptémico de la expresion diferencial
de genes en el cerebro de dos modelos de LD independientes. Nuestros resultados indican
gue en ambos casos se estimula la expresién del mismo conjunto de genes, codificando la
mayoria de estos para mediadores pro-inflamatorios. Estos genes son de origen microglial,
por lo que sugerimos que la activacion de la microglia seria la etapa que iniciaria un proce-
so inflamatorio que conduciria al desarrollo de la enfermedad. Estos datos sugieren que la
microglia seria una nueva diana terapéutica de LD.

Deficiencia en AGC1 y seifializacion por calcio a la mitocondria: un nue-
vo modelo de la enfermedad para el estudio de mecanismos patogéni-
cos y desarrollo de estrategias terapéuticas

Investigadora Principal: Jorgina Satrustegui Gil-Delgado
Centro de Investigacion: Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa. CSIC-UAM. Madrid.

La deficiencia en AGC1 es una enfermedad rara, causada por mu-
taciones en el gen Slc25a12/Aralar/AGCI. El modelo animal de esta
enfermedad, el ratéon AGCI-KO, tiene un fenotipo muy severo, y
esto ha impedido testar dietas o tratamientos para la enfermedad
en el ratén. Para resolver este problema se planted la produccién
de un ratén con deficiencia en AGCTy un fenotipo menos severo.
Se trataba de un ratdn en el cual la proteina AGC1 mutante sélo
tuviera defectos en los motivos EF-hand de unién de Calcio (AGCI-Camut). Sin embar-
go, como describimos en 2017, el fenotipo del mutante en homozigosis (AGC1-Camut/
AGCI1-Camut) es muy parecido al del AGC1-KO global, con tamafio pequefio y corta longe-
vidad, lo cual se debe a niveles muy bajos de la proteina mutante en muchos tejidos. Con
todo, algunos ratones AGCI1-Camut/AGC1-Camut sobreviven hasta 4 meses, mucho méas
que los 21 dias estandar de los AGCI1-KO globales.

Hemos investigado la biogénesis de la proteina AGC1-Camut en fibroblastos embrionarios
de ratén (MEFs) inmortalizados, obtenidos de ratones control o AGC1-Camut/AGCI1-Ca-
mut. Para ello hemos contado con la colaboracion del laboratorio de Agnieszka Chacisnka,
del Centro de Nuevas Tecnologias de la Universidad de Varsovia y con la estancia de Inés
Juaristi durante 3 meses en su laboratorio. Los resultados obtenidos son todavia prelimi-
nares, pero apuntan a la presencia de cambios en los componentes del sistema de impor-
tacion de proteinas mitocondriales en los MEFs mutantes.
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2. INMUNOTERAPIA Y CANCER

Estudio gendmico y transcriptémico de linfocitos tumorales
circulantes para el desarrollo de biomarcadores asociados con la
respuesta al tratamiento con inhibidores de la via PD-L1/PD1 en
pacientes con CPNM

Investigador Principal: Angel Carracedo Alvarez
Centro de Investigacion: Fundacion Publica Galega de Medicina Xendmica. Santiago de
Compostela.

El cadncer de pulmdn es uno de los mas mortales en los paises desa-
rrollados. La incorporacion, en el 2015, de farmacos inmunoterapéu-
ticos para su tratamiento, ha supuesto un avance increible para la
supervivencia de estos pacientes. A pesar de esto, existe una propor-
cidn considerable de pacientes que no responden a inmunoterapia.
El objetivo principal de este proyecto consiste en estudiar el tu-
mor primario y otros marcadores circulantes complementarios que
pueden ofrecer informacién sobre la futura respuesta del paciente a este tratamiento en
pacientes con cancer de pulmdn no microcitico.

Para ello, se realiza una toma de muestra de sangre a tres tiempos: a TO (previo al inicio
del tratamiento), T1 (3 meses) y T2 (6 meses). Estas muestras se someten a recuentos de
porcentajes de linfocitos T citotdxicos PD1+ y PD1-, v a separacion y aislamiento de estas
poblaciones celulares mediante cell sorting.

Hasta el momento, hemos observado un porcentaje de linfocitos T citotdxicos CD8+ del
17%, dentro de los cuales un 20% son PD1+. Los anélisis de las muestras T1 obtenidas mues-
tran un incremento en la proporcién de células T CD8+ en respondedores y un descenso
de estas células en no respondedores entre TO y T1+. El siguiente paso serad generar los
perfiles de expresion transcriptémicos de estos grupos celulares mediante RNAseq para
identificar firmas de expresidén en pacientes respondedores frente a no respondedores.
En paralelo, secuenciaremos ADN extraido de muestras parafinadas de tumor primario
para obtener el perfil mutacional mediante la secuenciacion por NGS de un panel de genes
de NSCLC y carga mutacional tumoral (TMB).

Desarrollo de nuevas dianas para inmunoterapia en la metastasis
tumoral

Investigador Principal: José Ignacio Casal Alvarez
Centro de Investigacion: Centro de Investigaciones Bioldgicas. CSIC. Madrid.
Nuestro grupo ha identificado y caracterizado nuevas dianas implicadas en metastasis
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hepatica y pulmonar del cdncer colorrectal y otros tumores, con-
cretamente la Ll-cadherina (CDH17), la VE-cadherina (CDH5), el
receptor a2 de la interleuquina 13 (IL13Ra2) y la proteina PAUF.
En este proyecto nos planteamos inicialmente: i) la caracterizacion
y uso terapéutico de anticuerpos monoclonales (AM) anti-RGD de
cadherinas, ii) AM anti-IL13Ra2 v iii) la clonacion y expresion de las
scFvs respectivas de cada anticuerpo como paso previo a su pos-

terior humanizacion.

Durante la ejecucion del proyecto hemos demostrado la capacidad de los AM anti-RGD
de cadherina, particularmente el AM 6.6.1, para provocar una reduccion significativa en las
propiedades metastaticas de las células cancerosas, asi como un aumento notable en la
supervivencia de ratones tras la inoculacion de lineas celulares de melanoma y cancer co-
lorrectal, que causaron metdstasis en pulmdn e higado, respectivamente. En el caso de IL-
13Ra.2, hemos descrito un péptido de IL13Ra2 capaz de inhibir la sefalizacion de IL-13 a tra-
vés de IL13Ra2 en células de cdncer colorrectal y glioblastoma. Este péptido se ha utilizado
para la preparacion de AM frente a IL13Ro2. EI AM 5.5.4 inhibid la invasividad de las células
metastaticas y la capacidad de formacion de metdstasis hepatica del cadncer colorrectal en
ratones “Swiss nude”.

Por ultimo, se han preparado diferentes scFvs a partir del AM 6.6.1 con distintas combi-
naciones de las regiones variables y diferentes proteinas de fusidn que nos han permitido
seleccionar la mejor combinacidn. Actualmente, y en colaboraciéon con las empresas ProAlt
y Fusion Antibodies (UK), se estd llevando a cabo la humanizacién del AM 6.6.1. En con-
clusion, disponemos de 2 AM (6.6.1y 5.5.4) muy eficaces contra la metastasis en cancer de
colon, melanoma y, potencialmente, otros tumores. Nuestra intencién es seguir avanzando
en su desarrollo para su rapido traslado a clinica.

Edicion genética de los principales factores de transcripcién para me-
jorar la eficacia antitumoral de la terapia con linfocitos T

Investigador Principal: Juan José Lasarte Sagastibelza
Centro de Investigacion: Centro de Investigacion Médica Aplicada, CIMA. Fundacion para
la Investigacion Médica Aplicada. Pamplona.

Los objetivos para la segunda anualidad del proyecto han sido: (1)
Analisis de la expresion génicas de los linfocitos T modificados ge-
néticamente para silenciar Foxp3, (2) Estudio del efecto de la edi-
cion de Foxp3 en el metabolismo de los linfocitos T CDS8.

Objetivo 1. Hemos seleccionado un panel de guias y construido vec-
tores retrovirales (RV), para la modificacion génica de Foxp3 en los
CD8. Hemos detectado una nueva guia que consigue hasta un 60%
de silenciamiento de Foxp3 en células CD8. Hemos comparado, mediante microarray, la
expresion génica de CD8 WT y CD8 Foxp3 (ko). Los linfocitos CD8 Foxp3 (ko) presentan
numerosos genes sobreexpresados de las vias de la glicolisis y el ciclo celular, asi como de

c-Myc. Hemos encontrado que hay una serie de genes de la glicolisis regulados por Myc
gue se encuentran regulados al alza en células CD8 Foxp3 (ko). El papel de Foxp3 en la
regulacion de la expresion de c-myc y la glicolisis ha sido comprobado también a nivel
proteico midiendo, por citometria de flujo, la expresion del receptor Glutl (clave para la
captacion de glucosa por los linfocitos T) y c-myc.

Objetivo 2. Hemos analizado la respuesta de CD8 WT y Foxp3 (ko) al estrés mitocondrial y
la capacidad de produccion de ATP, utilizando el sistema Seahorse. Los datos preliminares
indican que los linfocitos T CD8 Foxp3 (ko) son mas energéticos (mayor produccion de
ATP en condiciones basales) pero presentan una menor capacidad respiratoria adicio-
nal (SRC). Este comportamiento metabdlico es caracteristico de células T efectoras, muy
energéticas basalmente pero con SRC limitada, a diferencia de las células T memoria, con
gran SRC que es clave para su supervivencia. Estos datos revelan un papel hasta ahora
desconocido para Foxp3 en la regulacion del metabolismo de los linfocitos T CD8 vy su
diferenciacion a células efectoras.
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Desarrollo y validaciéon de un aerosol conteniendo nanoparticulas
vectorizadas, para tratamiento de carcinoma humano de pulmén

Investigadora Principal: Eva Martin del Valle
Centro de Investigacion: Universidad de Salamanca.

El principal objetivo de este proyecto de investigacion es desarro-
llar y validar una nueva forma de administracion (aerosoles) para el
tratamiento de cancer de pulmdn con un polimero que sea capaz
de encapsular dos farmacos diferentes de cara a generar efectos
sinérgicos. Para ello se prepararan y caracterizaran nanoparticulas
basadas en cadenas de polifructosas y cargadas con cis-platino

y paclitaxel; y EGFR como sistema de reconocimiento especifico.
Ademas, se estudiara la afinidad especifica de los receptores celulares con las particulas,
y se tratara de estudiar la cinética de liberacion de farmacos. De igual modo, se realizaran
simulaciones informaticas del movimiento de las nanoparticulas en el tracto respiratorio y
se terminara el proyecto con la validacion del aerosol mediante ensayos in vivo.

Los resultados obtenidos hasta la fecha corresponden con los primeros objetivos parciales
del desarrollo del proyecto. Concretamente, se han sintetizado y caracterizado correcta-
mente las nanoparticulas, y se observan particulas de unos 200 nm de tamafio con estabi-
lidad superior a 15 dias. Se ha modificado también la superficie de las particulas mediante
una reaccion de carboxilacion, y de esta forma han podido funcionalizarse con la adicién
de ligandos (como EGF), para su direccionamiento especifico. De igual modo, se ha pro-
cedido a la retencién de cis-platino en las particulas mediante enlace covalente con los
grupos carboxilos, obteniendo rendimientos de reacciéon superiores al 90%, y capacidades
de carga en torno al 1%.

Finalmente, también se ha estudiado la interaccién entre el ligando de nuestras particulas
EGF vy el receptor EGFR; y posteriormente, se incluyeron en la simulacidn las particulas
junto con el ligando. Se pudieron determinar las energias de interaccion que se situan
entre -87 y -22 kcal/mol. Estos valores obtenidos por las simulaciones garantizan que las
particulas sean estables durante el tiempo que durase el tratamiento.

Papel de Dido en el desarrollo linfoide y mieloide y sus implicaciones
en tumores

Investigador Principal: Carlos Martinez Alonso
Centro de Investigacién: Centro Nacional de Biotecnologia. CSIC. Madrid.

El primer afio del proyecto nos ha permitido profundizar en el co-
nocimiento de la implicacion del gen dido en la hematopoyesis. Los
ratones con una deficiencia condicional en lineas hematopoyéticas
del exdén XVI de dicho gen carecen de la isoforma proteica DIDO3
y presentan una severa linfopenia B. Analizando los precursores de
médula ésea hemos observado diversos problemas de desarrollo
en distintas fases del proceso.

En este aflo 2018, hemos podido determinar que el fenotipo observado no depende de la

actividad del estroma ya que, en experimentos de trasplante de médula, las células madre
hematopoyéticas procedentes del mutante no han sido capaces de competir con las de un
animal normal. Esta incapacidad de repoblar la médula se ve acompafiada por un defecto
general en la capacidad de division y diferenciacion de las células mutantes en ensayos
realizados tanto in vivo como in vitro. Pese a la evidente reduccién en la generacion de
precursores en etapas posteriores de diferenciacion (pro-B y especialmente pre-B), los
procesos de recombinacion somatica V(D)J parecen realizarse con normalidad. Hemos
determinado que la diferenciacion y activacion en periferia se produce normalmente, pese
a que los andlisis histoldgicos de tejidos linfoides demuestran defectos en la localizacion
de las células B con fenotipo de zona marginal.

Hemos analizado el estado de la cromatina en los precursores hematopoyéticos mas pri-
mitivos (células madre hematopoyéticas -HSC- y precursores multipotentes (LMPP)), en-
contrando, en general, una menor accesibilidad para los promotores de las células proce-
dentes de ratones deficientes para Dido3. Esta alteracion de la cromatina creemos que se
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traduce en un menor nivel de expresién a partir de los promotores afectados, lo que valida-
remos en proximos experimentos. Entre los genes con expresion potencialmente alterada
hemos identificado oncogenes de las vias de sefalizacién Ras (ras, ilk, jun), TGF-B (c-myc,
n-myc) y Wnt/B-catenina (sox4), todas ellas relacionadas con el desarrollo de mielodispla-
sias y leucemia mieloide aguda (AML), y un antioncogen (inpp4b) de la via de sefalizacion
de Akt, asociado con quimiorresistencia y mal prondstico en AML.

De los modelos preclinicos a los pacientes: una investigacién global
de la inmunoterapia en MM

Investigador Principal: Enrique Maria Ocio San Miguel
Centro de Investigacion: Hospital Universitario de Salamanca. Instituto de Investigacion
Biomédica de Salamanca (IBSAL).

El proyecto de investigacion tiene tres grandes objetivos:

Objetivo 1. Investigar preclinicamente la eficacia y el mecanismo de
accion de agentes inmunoterapicos en MM. La molécula EDO-S101
aumenta en las células de MM la expresion de CD38 asi como la
de algunos ligandos activadores de células NK. Ademas, EDO-S101
potencia el efecto de daratumumab (anticuerpo monoclonal an-
ti-CD38) tanto en lineas celulares como en células de pacientes

con MM.

Asimismo, hemos iniciado un estudio piloto para estandarizar un modelo murino humani-
zado con sistema inmune humano en ratones hIL6-NOG tras inyeccion de células CD34+
de corddn umbilical. Se observa que la cinética de crecimiento de lineas celulares de MM
en ratones humanizados vs. no humanizados se encuentra retrasada en los primeros, sugi-

riendo que el sistema inmune humano generado es activo frente al tumor.

Objetivo 2. Caracterizar el sistema inmune de pacientes con MM en diferentes estadios de
la enfermedad asi como la influencia de distintos tratamientos inmunoterapicos. Hemos
analizado mediante citometria de flujo 314 muestras de médula 6ésea (MO) y 297 de sangre
periférica (SP) de pacientes con gammapatia monoclonal de significado incierto, mieloma
multiple (MM) quiescente de alto riesgo, MM activo al diagndstico y en la recaida y de pa-
cientes que han respondido al tratamiento.

Hemos analizado también el sistema inmune y expresion de PD1y PDL1en 18 pacientes que
recibieron tratamiento de mantenimiento con pembrolizumab. Las progresiones precoces
se asociaron con menos NK y células plasmaticas normales y una menor expresion de PDL1
en las células plasmaticas patoldgicas (CPP).

Objetivo 3. Analizar mecanismos de resistencia a tratamientos inmunoterapicos.

Hemos generado una linea de MM resistente al efecto de daratumumalb mediado por com-
plemento. Los datos preliminares sugieren una menor expresion de CD38 y mayor de mo-
léculas inhibidoras del complemento (CD46 y CD55) en las células resistentes.

Conversion de tumores con expresion EGFR en tejidos inmuno
rechazables

Investigador Principal: Fernando Pastor Rodriguez
Centro de Investigacion: Fundacion para la Investigacion Médica Aplicada. Pamplona.

Uno de los principales retos en la inmunoterapia del cdncer es con-
seguir que el sistema inmune reconozca al tumor como un poten-
cial agente exdgeno para que lo rechace como si se tratase de un
patdgeno. Esto dependerd, entre otros factores, de la antigenici-
dad intrinseca tumoral, la cual a su vez estd determinada por las
mutaciones acumuladas a lo largo del desarrollo del tumor. Muchos
de estos antigenos tumorales pueden estar enmascarados por un
proceso conocido como NMD. En este proyecto pretendemos desarrollar una herramienta
terapéutica basada en aptdmeros para inhibir el NMD en el tumor y asi potenciar la antige-
nicidad tumoral haciendo al tumor mas visible al sistema inmune. Desde el comienzo del
proyecto hasta ahora hemos desarrollado un aptamero-siRNA quimera capaz de inhibir
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el NMD de forma especifica en células tumorales in vitro e in vivo en diferentes modelos
tumorales de raton (cancer de colon, melanoma, padncreas y estamos explorando el cadncer
de mama).

En los modelos in vivo testados en los que se observa una clara reduccion del crecimiento
tumoral también se ha hecho un estudio de la infiltracion linfocitaria. Todos los tumores
tratados in vivo con el aptdmero conjugado con el siRNA capaz de inhibir el NMD mues-
tran un incremento muy significativo del infiltrado linfocitario dominando entre todos, los
linfocitos citotdxicos CD8+, responsables del reconocimiento y destruccion directa de las
células tumorales.

Por otro lado, los tumores también evolucionan desarrollando mecanismos de escape a la
respuesta inmune comprometiendo la actividad efectora de los linfocitos que infiltran el
tumor mediante el reclutamiento de linfocitos reguladores y la expresion de receptores de
co-inhibicion. En esta linea, el bloqueo de la actividad del NMD y el bloqueo de las sefa-
les inmunosupresoras procedentes del tumor conllevaria un aumento en la supervivencia.
Para la potenciacion de la respuesta inmune inducida por la inhibicién dirigida del NMD
estamos testando varios aptdmeros frente a dianas inmuno-moduladoras expresadas en
el ambiente tumoral.

Desarrollo y comprobacion preclinica de Receptores para Antigenos
Quiméricos (CARs) bi-especificos contra la Leucemia Mieloide Aguda

Investigador Principal: Hisse Martien van Santen
Centro de Investigacion: Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa. CSIC-UAM. Madrid.

La terapia de células CAR T es una aproximacion
terapéutica recientemente aprobada para tratar el
cancer. En esta aproximacion, las células inmunita-
rias del paciente estdan modificadas genéticamente
con un receptor recombinante ("receptor de antige-
no quimérico’) que puede reconocer proteinas de la

superficie celular en las células tumorales del pacien-
te, lo que les permite eliminar las células tumorales. Una de las limitaciones actuales de la
terapia con células CAR T es la falta de proteinas que solo son expresadas por las células
tumorales, lo que da lugar a ataques por las células CAR T a tejidos sanos cuando también
expresan estas proteinas.

En este proyecto, estamos generando un nuevo tipo de CAR (SiDECAR) que puede reco-
nocer al mismo tiempo dos proteinas diferentes asociadas a la leucemia mieloide aguda, lo
gue reduce la probabilidad de que estas células CAR T también reconozcan el tejido sano.
Hemos obtenido las secuencias de los dominios del CAR que son responsables de reco-
nocer las proteinas tumorales y hemos disefado el formato dptimo de estos dominios en
el contexto de los CAR. Ademas, hemos modificado los dominios de sefalizaciéon de este
CAR, demostrando, a través de ensayos de eliminacidon de células tumorales, que se pue-
den modificar las respuestas utilizando diferentes variantes de sefalizacidn. Este ultimo
hallazgo nos deberia permitir encontrar una combinacion de dominios de reconocimiento
y sefalizacion, que asegura que el CAR necesita reconocer a la vez las dos proteinas aso-
ciadas a células tumorales diferentes para estar activo. La probabilidad reducida de que el
tejido sano exprese las mismas dos proteinas asociadas al tumor deberia reducir la proba-
bilidad de que las células CAR T ataquen el tejido sano.
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3. TERAPIA CELULAR EN ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

Efecto de las mutaciones del gen glucocerebrosidasa-1 en neuro-
nas derivadas de células iPS de enfermos de Parkinson. Rescate del
fenotipo y trasplante celular

Investigador Principal: Carlos Vicario Abejon
Centro de Investigacion: Instituto Cajal. CSIC. Madrid.

El objetivo de nuestra investigacion es la obtencién de neuronas
dopaminérgicas y neuronas corticales maduras a partir de células
iPS derivadas de enfermos de Parkinson. Estudio de las alteracio-
nes causadas por las mutaciones N370S y L444P en GBAI.

Los resultados, han sido:

En primer lugar, queremos resaltar que durante este afo 2018,

expertos del Instituto de Salud Carlos Il (ISCIII) han evaluado la
calidad celular, molecular y genética de nuestras células iPS / iPSCs y han aprobado su
publicaciéon y depdsito en el Banco Nacional de Lineas Celulares (BNLC).

Como se menciond en la primera memoria, hemos obtenido neuronas dopaminérgicas
(DA) funcionales a partir de las 8 lineas de células iPS derivadas de pacientes de Parkinson
portadores de mutaciones en el gen GBA1 (5) y de sujetos sanos (3). En este segundo pe-
riodo, se ha hecho hincapié en el estudio del efecto de las mutaciones sobre la liberacion
de dopamina, asi como las propiedades eléctricas pasivas y activas de las neuronas tales
como el potencial de membrana en reposo, la capacitancia, potenciales de accién, curva
corriente-voltaje, frecuencia de disparo y actividad espontanea.

Hemos finalizado la puesta a punto de la obtencidn de neuronas corticales (con caracteris-
ticas similares a las de la corteza cerebral) a partir de células iPS. Dichas neuronas expresan
marcadores corticales como PAX6, FOXGI1, TBR2, TBR1, y MAP2. Ademas, presentan capa-
cidad para realizar endocitosis y exocitosis en la terminal presindptica y liberar glutamato,
lo que sugiere que son neuronas funcionales.

También hemos medido por ELISA la cantidad de alfa-sinucleina liberada en el medio de
cultivo de neuronas DA derivadas de iPSCs; los primeros resultados muestran que dicha
liberacién podria estar afectada por las mutaciones en GBA1L. Aunque la alfa-sinucleina se
expresa en la gran mayoria de las neuronas presentes en estos cultivos, estamos analizan-
do si su patrén de expresiéon se ve afectado por las mutaciones.

El estudio acerca del impacto de las mutaciones sobre funcion lisosomal, autofagia, metabo-
lismo lipidico y funcion mitocondrial fue desarrollado, primeramente, en los fibroblastos ais-
lados de pacientes (articulo de Garcia-Sanz...Vicario, Moratalla, 2017, Movement Disorders;
que ya ha recibido 14 citas), con comentarios en Movement Disorders (Garcia-Sanz y Morata-
lla, 2018) y en Autophagy (Garcia-Sanz...Vicario, Moratalla, 2018). En este periodo, seguimos
estudiando dichos procesos en neuronas DA obtenidas a partir de nuestras células iPS.
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4. INTERACTOMA: IMPLICACIONES PATOLOGICAS

Interactoma diferencial de WIP durante su actividad oncogénica o
supresora de tumores

Investigadora Principal: Inés Maria Antéon Gutiérrez
Centro de Investigaciéon: CIBERNED/CNB-CSIC. Centro de Investigacion Biomédica en Red
de Enfermedades Neurodegenerativas-Centro Nacional de Biotecnologia. Madrid.

Los tumores sdlidos, habitualmente, se generan y mantienen a par-
tir de una subpoblacién de células troncales tumorales (CTT) re-
sistentes al tratamiento y con capacidades metastaticas. Algunas
propiedades patoldgicas esenciales de las CTT, como la motilidad
y la invasividad tumoral mediada por invadopodia, dependen de la
reorganizacion del citoesqueleto de actina y proteinas asociadas
a este como WIP (WASP Interacting Protein). Nuestro trabajo de-
muestra que en glioblastoma y en cdncer de mama las células transformadas mas invasivas
contienen altos niveles de WIP y que la reduccidn de estos disminuye la proporciéon de CTT,
la formacion de estructuras invasivas y el crecimiento independiente de anclaje, indicando
que WIP actua como promotor de tumores soélidos.

En colaboracion con la Universidad de Harvard hemos descrito que en contraposicion,
WIP actia como supresor de tumores en el Linfoma Anapldsico de Células Grandes
(Anaplastic Large-Cell Lymphoma; ALCL) ya que su ausencia favorece el desarrollo de lin-
fomas ALK+ murinos y humanos.

Nuestro objetivo global es la identificacion del interactoma diferencial de WIP en células
tumorales adherentes o en suspension (CTT) para determinar los mecanismos que con-
fieren a WIP funciones opuestas en tumores hematopoyéticos y no hematopoyéticos. En
este segundo afo hemos obtenido complejos proteicos asociados a WIP por inmunopre-
cipitacion con anticuerpos monoclonales murinos y policlonales de conejo vy, utilizando
LC-MS/MS (Liquid-chromatography-mass spectrometry) y hemos iniciado la identificacién
de las proteinas especificamente asociadas a WIP en células tumorales invasivas proce-
dentes de tumores sdlidos no hematopoyéticos. El analisis bioinformatico comparativo de
las proteinas identificadas en el interactoma de WIP revela una amplia representaciéon de
componentes del metabolismo, de procesos de sintesis de bases nitrogenadas, de rutas de
degradacion proteica y de transporte intracelular. La descripcion detallada del interacto-
ma de WIP en diferentes condiciones/tipos celulares permitirad identificar dianas proteicas
diferenciales y desarrollar terapias tumorales efectivas dirigidas a CTT especificas.
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Papel de la proteina lisosomal LAMP2 en el fenotipo “EA-like” induci-
do por HSV-1: estudio del interactoma de LAMP2 en neuronas infecta-
das por el virus

Investigadora Principal: Maria Jesus Bullido Gdmez-Heras
Centro de Investigacion: Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa. CSIC-UAM. Madrid.

En esta anualidad, hemos corroborado la participacion de la pro-
teina lisosomal LAMP2 en el ciclo infectivo del virus herpes simplex
1 (HSV 1), encontrando que en diferentes condiciones de infecciéon
(tiempo, dosis viral y presencia de estrés oxidativo) los niveles de
DNA vy proteinas virales son significativamente menores en células
deficientes en LAMP2 (LAMP2 /-). Los primeros analisis de los mar-

cadores de neurodegeneracion inducidos por HSV 1 sugieren que
estos también disminuyen en las células deficientes, posiblemente como consecuencia de
la menor eficacia de la infeccion. Los ensayos realizados para evaluar si estos efectos estdn
mediados por una disfuncion lisosomal han revelado que la actividad enzimatica de diferen-
tes hidrolasas lisosomales no esta alterada en las células LAMP2 -/-, lo que sugiere que el
papel de LAMP2 en nuestro modelo no depende de la funcién hidrolitica de los lisosomas.
Otro aspecto funcional de los lisosomas relevante en neurodegeneracion es la regulacion
de los niveles de colesterol. En este aspecto, tras optimizar la metodologia necesaria para
analizar los niveles de colesterol, hemos demostrado que HSV-1 induce una acumulacién
intracelular de colesterol, probablemente en el compartimento lisosomal. En resumen,
nuestros datos sugieren que LAMP2 puede formar parte del mecanismo que conecta la
infeccion por HSV-1 con la disfuncidn lisosomal y la neurodegeneracion, a través de la
regulacion de los niveles celulares o lisosomales de colesterol. Para confirmarlo, estamos
analizando si la deficiencia de LAMP2 afecta a los niveles de colesterol celular y si la mo-
dulacion de los niveles de colesterol afecta a los marcadores de neurodegeneracion in-
ducidos por HSV-1. En este sentido, estudios preliminares sugieren que la reduccion de
los niveles de colesterol atenua la hiperfosforilacion de tau inducida por el virus. Ademas,
hemos iniciado los estudios de interaccidon de proteinas virales con LAMP2 como posible
mecanismo inductor de las anomalias lisosomales causadas por HSV-1.

Interacciones entre la proteina N-acetilglucosamina kinasa y diferen-
tes circuitos de regulacion génica en Yarrowia lipolytica

Investigador Principal: Carlos Gancedo Rodriguez
Centro de Investigacion: Instituto de Investigaciones Biomédicas "Alberto Sols”.
CSIC-UAM. Madrid.

Nuestro objetivo es investigar si la actividad catalitica de la N-acetil-
glucosamina (NAGA) kinasa es necesaria para su funcién reguladora.
Hemos ensayado la capacidad de NAGA kinasas heterdlogas para
complementar la actividad catalitica y/o reguladora de la enzima
de Yarrowia lipolytica. Como criterio de la funcionalidad catalitica
de la enzima ensayada, se usé el crecimiento del mutante Y/nag5

expresando la proteina correspondiente. Como reportero de la
funcioén reguladora (control de los genes de la via catabdlica de NAGA) utilizamos la acti-
vidad de la glucosamina-6-P desaminasa.

Encontramos que la expresion de la kinasa de Magnaporthe oryzae complementd tanto el de-
fecto de crecimiento como la funcidn de regulacién transcripcional de los genes. Esto mues-
tra que esta NAGA kinasa es funcionalmente similar a YINag5. La transformacion con el gen
de Candida albicans no complementd ninguna de las funciones. Dos NAGA kinasas ejercieron
un control transcripcional sin complementar la actividad catalitica. La NAGA kinasa de Homo
sapiens restaurd totalmente el control transcripcional mientras que la de Arabidopsis thaliana
solo lo hizo parcialmente. Este resultado muestra que las dos funciones de la proteina Nag5
pueden separarse y apoyan la hipdtesis de que YINag 5 es una proteina moonlighting.
Aungue la secuencia de aminodacidos de YINag5 no presenta grandes similitudes con las de
otras NAGA kinasas, comparamos la prediccion de su estructura secundaria con la de otras
NAGA kinasas para localizar posibles sitios que afectasen a la actividad no-candnica de la
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proteina. ldentificamos un sitio conservado en una regién de estructura conservada cuya
mutacion en la proteina de mamiferos elimina su actividad catalitica sin afectar su funcion
reguladora en la arborizacion dendritica. Estamos mutando ese sitio para estudiar su efecto
en la proteina de levadura.

Para evaluar la extension del control de la NAGA kinasa sobre otros genes hemos comen-
zado experimentos de RNA-seq.

Identificando el sensor celular de nucleétidos y su interactoma

Investigadora Principal: Marc¢al Pastor Anglada
Centro de Investigacion: CIBEREHD-Universitat de Barcelona.

[ El andlisis protedmico de las interacciones de
. transportadores de nucledsidos (hNTs) anticipd la
| existencia de complejos proteicos que podrian fun-
cionar como sensores de los niveles extracelulares
de nucledsidos purinicos. Nuestra hipdtesis es que
estos complejos permiten regular de manera coor-
| dinada las vias de recuperacion y las de sintesis de
novo de nucledtidos de purina. Estas redes proteicas podrian estar alteradas durante el

proceso oncogénico. En base a esta hipodtesis, los objetivos concretos del proyecto son:
a) Demostrar la existencia de interacciones directas, con implicacion funcional, de enzimas
de las vias de recuperacién y de sintesis de novo de nucledtidos de purina.

b) Demostrar que estos complejos forman parte de un sensor celular de purinas suscep-
tible de estar alterado en la oncogénesis, contribuyendo por lo tanto a la reprogramacion
metabdlica asociada.

c) Incorporar en este sensor a los transportadores de membrana responsables de la recu-
peracion de nucledsidos y nucleobases y establecer la integridad funcional de estos com-
plejos ante situaciones de estrés metabdlico.

Se ha demostrado la interaccién entre un transportador de la familia hCNT y un enzima de
las vias de recuperacion de nucledsidos. Esta interaccidn tiene efectos funcionales puesto
qgue modula la afinidad del transportador por su substrato. A su vez, este enzima interac-
ciona con una proteina implicada en la sintesis de novo de nucledtidos, lo cual establece
una jerarquia estructural en la composicion del complejo proteico inicialmente hipotetiza-
do. Se dispone ya de un modelo celular obtenido mediante tecnologia CRISPR en el cual
expresar los mutantes que hemos ido generando para poder asi identificar las zonas de
interaccidon entre ambas proteinas. Se han establecido las condiciones de estrés nutricio-
nal y bioguimico (deplecién de nucledsidos y nucleobases extracelulares y desequilibrio
purinas/pirimidinas) en las cuales analizar el impacto funcional de dicho estrés sobre la
estructuracion de este presumible sensor de purinas.

Desarrollo de compuestos terapéuticos basados en los sitios mole-
culares de interaccidon entre la proteina viral A238L y los complejos
transcripcionales que regulan la sintesis de mediadores pro-inflamato-
rios y tumorales

Investigadora Principal: Yolanda Revilla Novella
Centro de Investigacion: Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa. CSIC-UAM. Madrid.

El objetivo del presente proyecto es caracterizar resi-
duos claves de la proteina viral A238L en la inhibicion
de la ruta de NF-kB, y con ello definir un farmacéforo
para desarrollar nuevos farmacos anti-inflamatorios.
'_ En el anterior periodo identificamos residuos clave
en la activacion de NFkB basdndonos en medidas de
g actividad transcripcional de NFkB mediante un re-
portero luciferasa (ensayos luc), generdndose mutantes en estos residuos.

En este periodo, hemos corroborado la expresion de A238L y de sus mutantes en las con-
diciones de los ensayos luc detectando la expresion de mRNA de A238L por gPCR, lo que
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permite hablar de la estabilidad de este mensajero. Ademas, generamos baculovirus-A238L
recombinantes para producir anticuerpos especificos que permitan detectar la proteina
durante la infeccion. Sin embargo, la expresion de A238L resultd ser intracelular, lo que
complica su purificacién y en la actualidad estamos solventando estos problemas. Alter-
nativamente, en paralelo, subclonamos A238L y sus mutantes en vectores de expresion
comerciales que contienen tags (myc e his) con el objetivo de utilizar anticuerpos frente a
estos tags en células transfectadas con estos vectores. En estas condiciones, observamos
expresion débil mediante WB en células COS transfectadas con las distintas construccio-
nes, corroborando la expresion observada por gPCR en los ensayos luc. Utilizando dichas
construcciones, hemos realizado ensayos de co-inmupoprecipitacion para analizar la unién
de A238L y sus mutantes con la subunidad p65 de NFkB para mapear los sitios de unién de
A238L-p65, de cara al disefio de fadrmacos. También realizamos inmunofluorescencia para
la observar la localizacion de A238L y sus mutantes, o que esté relacionado con la funcion.
En estos momentos estamos utilizando sistemas alternativos de expresion, como el VV-T7,
utilizado para la expresion heterdloga de genes del VPPA, para incrementar la expresion y
llegar a resultados funcionales mas concluyentes en la préxima y ultima etapa del proyecto.

5. EXOSOMAS: LA COM'UNICACI(')N INTERCELULAR
COMO ARMA TERAPEUTICA

Estudio de los micro RNAs de EBV, HHV-6A y HHV-6B presentes en
exosomas aislados de plasma de pacientes con esclerosis miiltiple:
correlacién con la actividad y progresién de la enfermedad

Investigador Principal: Roberto Alvarez Lafuente
Centro de Investigacion: Hospital Universitario Clinico San Carlos. Instituto de
Investigacion Sanitaria San Carlos (IdISSC). Madrid.

El objetivo primario del estudio consiste en la reali-

multiple recurrente remitente (EMRR), para analizar
. los niveles de expresion de los miRNAs virales de EBV,
= HHV-6A y HHV-6B presentes en los exosomas aislados
de plasma de dichos pacientes y su posible relacion con

la progresion y la actividad de la enfermedad. Como objetivos secundarios, se comparara la
evolucion de los niveles de expresion de los miRNAs virales de EBV, HHV-6A y HHV-6B pre-
sentes en los exosomas aislados de plasma de pacientes con EMRR con: 1) la evolucion de la
carga viral de EBV, HHV-6A y HHV-6B, y la evolucion de los titulos de anticuerpos IgG e IgM
frente a EBV y HHV-6 a lo largo de los dos afios de seguimiento; 2) los niveles de expresion
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de HLA-DR y HLA-DQ por RT-PCR cuantitativa, a lo largo de los dos afos de seguimiento.
Después de casi 2 afios de estudio, se ha completado el periodo de reclutamiento de los
pacientes, habiéndose incluido en el mismo los 100 pacientes inicialmente planificados. Se
han recogido las muestras basales y se ha comenzado ya con la recogida de las muestras
correspondientes a los 12 meses de seguimiento, asi como los datos clinicos y radiologi-
cos relacionados con dichas visitas. Se ha comenzado a analizar también las variables de
laboratorio correspondientes a las visitas realizadas: niveles de expresidon de los miRNAs
de EBV, HHV-6A y HHV-B de exosomas aislados de plasma; carga viral de EBV, HHV-6A
y HHV-B; niveles de expresion de HLA-DR y HLA-DQ; niveles de anticuerpos IgG e IgM
frente a EBV y HHV-6; genotipado del HLA. Puesto que no se han completado todavia los
dos afios de seguimiento, no se han obtenido resultados definitivos relacionados con los
objetivos inicialmente planteados.

Modulacién de exosomas transportadores de miRNAs y IncRNAs para
la comunicacién intercelular como herramienta terapéutica frente a la
dislipidemia

Investigador Principal: Alberto Davalos Herrera
Centro de Investigacion: Instituto Madrilefio de Estudios Avanzados (IMDEA) en
Alimentacion. Madrid.

Los exosomas transportan una gran variedad de mo-
léculas, entre ellas RNAs no codificantes, y debido
a su papel en la comunicacion intercelular, tiene un
alto potencial de diagndstico y terapéutico. Sin em-
bargo, la modulacién terapéutica de los miRNAs que
transporta, mediante la dieta estd muy poco caracte-

rizada. Los objetivos de este proyecto son buscar y
validar el transporte de miRNAs y IncRNAs en exosomas en estado de lipemia postpran-
dial, caracterizar sus posibles mecanismos moleculares de accion y buscar su modulaciéon
terapéutica a través de la dieta.

Durante el 2018, se han validado miRNAs secretados en lipemia postprandial en roedores.
Ademas, como prueba de efecto, los miRNAs validados en roedores han sido evaluados vy
confirmados también en exosomas plasmaticos de humanos en respuesta a lipemia pos-
tprandial. Con el fin de establecer los mecanismos de accidén, se ha buscado el posible
érgano de origen/destino de dichos miRNAs analizando algunos tejidos de roedores. Ade-
mas, se ha realizado un screening de miRNAs circulantes modulados por el consumo de
componentes de la dieta mediterranea y hemos validado un miRNA transportado por exo-
somas que responde al tratamiento dietético. Por otro lado, hemos realizado un screening
de IncRNAs circulantes en respuesta a la dieta mediterranea y hemos encontrado varios
candidatos para su posterior validacion en toda la cohorte.

Aungue aun no se han descifrado los posibles mecanismos moleculares, los resultados
obtenidos indican que la dieta (o sus componentes) podria modular la secrecion de exo-
somas que transportan miRNAs y IncRNAs, abriendo asi nuevas alternativas terapéuticas.

Caracterizacion de biomarcadores de infeccidn y posibles dianas te-
rapéuticas presentes en exosomas generados durante la infeccién in
vitro e in vivo por Leishmania infantum

Investigador Principal: Vicente Emilio Larraga Rodriguez de Vera
Centro de Investigacion: Centro de Investigaciones Bioldgicas. CSIC. Madrid.

F—

Los parasitos del género Leishmania (Trypanosomati-
dae) son los causantes de la leishmaniasis, que se mani-
fiesta de diferentes formas dependiendo de la especie
implicada. La especie L. infantum causa leishmaniasis
visceral zoonotica en la cuenca mediterranea y en La-
tionamérica, siendo el perro el reservorio principal. En
el estudio propuesto de la implicacion de los exosomas
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en la infeccién, se ha optimizado el método de caracterizacion del ARN. Asi mismo, se
ha avanzado en otros objetivos propuestos. Se ha determinado el contenido proteico de
los exosomas producidos por promastigotes de L. infantum en las primeras etapas de su
diferenciacion, en la infeccién, tedricamente menos infectivos. La presencia de genes de
Leishmania en los exosomas mostrd que al menos 32 de ellos se encuentran altamente ex-
presados (8 veces sobre la media).

Entre estos genes, se encuentra la mayor parte de la familia de las metaloproteasas de
superficie gp63 y de los genes de autofagia, la proteina del vastago paraflagelar 1D y
un cluster de proteinas asociadas a microtubulos. Se han identificado también proteinas
contenidas como carga en los exosomas. Entre ellas, la histidina fosfatasa acida secre-
tada, la Metalo-peptidasa, Clan MA(M), Familia M8 y la B-tubulina. Se estd determinando
el contenido de los exosomas producidos por las fases mas infectivas para proceder a la
comparacion e identificacion de genes expresados y proteinas presentes en estas fases
del parasito.

Aplicabilidad de los exosomas como agentes predictores de respuesta
al tratamiento y pronéstico en cdncer de mama: modificaciones celu-
lares inducidas por la interaccién de las exovesiculas

Investigador Principal: Fernando Rodriguez Serrano
Centro de Investigacion: Instituto de Biopatologia y Medicina Regenerativa. Centro de
Investigacion Biomédica. Universidad de Granada.

Los exosomas son nanovesiculas liberadas al espacio
intercelular que son capaces de transmitir elementos
celulares, pudiendo de este modo afectar a otras célu-
J'I‘- las receptoras. En el cancer, los exosomas se han rela-
cionado con transformacion celular, progresion y resis-
tencia a farmacos, entre otros aspectos. Sin embargo,
; | . en la actualidad contamos con poca informaciéon sobre
los mecanismos y las caracteristicas de las exovesiculas que justifican dichos efectos, asi
como el valor clinico que pueden proporcionar componentes exosomales. Nuestro objeti-
vo principal es demostrar que los exosomas tumorales circulantes en sangre periférica son
indicadores de la funcionalidad tumoral en cuanto a respuesta al tratamiento y prondstico
en pacientes con cancer de mama. Para ello, nos centramos en el analisis de exosomas
aislados a partir de muestras de pacientes de cdncer de mama sometidas a tratamiento de
neoadyuvancia, con 4 ciclos de adriamicina-ciclofosfamida seguidos de 4 ciclos de doce-
taxel y posterior cirugia.

En la actualidad hemos conseguido reclutar 50 pacientes, de los cuales 35 ya han fina-
lizado el programa de neoadyuvancia. A partir del grupo de pacientes ya intervenidas y
con informe de anatomia patoldgica hemos establecido diferentes grupos de compara-
cion atendiendo a la clasificacion histopatoldgica y la respuesta al tratamiento. A partir
de sus muestras estamos llevando a cabo analisis protedmico y transcriptémico en busca
de marcadores predictores de respuesta. De igual modo, estamos llevando a cabo ensa-
yos de phague display para desarrollar sistemas especificos de deteccion. El sistema de
despliegue de fagos frente a librerias de proteinas permite el aislamiento y la seleccidn de
variantes con caracteristicas de unién determinadas, mediante biopanning y seleccidn de
Cry-bodies. Por el momento, estas tareas se centran en marcadores de identificacion exo-
somal, aunque los resultados obtenidos con muestras de pacientes nos permitirdn incluir
en las rondas de seleccion aquellas proteinas que posean mayor valor predictivo clinico.

Mecanismos moleculares implicados en la produccién de exosomas en
el estrés celular

Investigador Principal: Antonio Zorzano Olarte
Centro de Investigacion: Instituto de Investigacion Biomédica (IRB Barcelona).

El objetivo de este proyecto consiste en el estudio de los mecanismos moleculares impli-
cados en la generacion vy liberacion de vesiculas extracelulares (VE) en células sometidas
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a condiciones de estrés metabdlico e hipoxia.En este contexto, he-
mos desarrollado varias lineas de trabajo:

En primer lugar, hemos establecido un protocolo para aislar tanto
las vesiculas de pequefio tamafo (exosomas), como las de ma-
yor tamafo (microvesiculas), que tienen un origen en la membrana
plasmatica celular. La concentracion y el tamafo de las vesiculas
han sido analizadas mediante Nanotracking Particle Analysis (NTA)

y western blot.

Una vez optimizado este procedimiento de aislamiento de VE, hemos comenzado a reali-
zar los estudios para determinar el comportamiento de dichas vesiculas en las diferentes
condiciones de estrés metabodlico e hipoxia. En este sentido, hemos conseguido establecer
una ventana de trabajo para el analisis de la liberacién de VE en condiciones de hipoxia en
varias lineas celulares (HEK293, 3T3-L1y SK-N-AS). De este modo, nuestros resultados han
puesto de manifiesto que el tiempo éptimo de exposicidon a hipoxia en estas células esta
entre las 4 y 24 horas. Esto nos ha permitido detectar las vesiculas secretadas tanto en cé-
lulas HEK293T como en células 3T3-L1. También hemos observado que una exposicion mas
prolongada a la hipoxia, 48 horas, incrementa la muerte celular en estas lineas celulares.
En base a estos resultados, en el segundo afo del proyecto hemos iniciado el analisis de los
mecanismos de sefalizacion que regulan la produccion de estas vesiculas en respuesta a la
hipoxia. Para ello estudiaremos la implicacién de los factores inducibles por hipoxia (HIFs
- Hypoxia Inducible Factors), la respuesta a las proteinas mal plegadas (UPR - Unfolded
Protein Response) y la regulaciéon del factor de transcripcion kappa B (NF-xB - Nuclear
Factor kappa B).

Por ultimo, hemos empezado a investigar el papel de la autofagia en relacién a la liberaciéon
de VE. En este sentido, el proceso de autofagia y la via endosomal estdn estrechamente
relacionados, y ambas vias son importantes en la liberacion de las VE. Por esta razén, he-
mos empezado a estudiar el papel de la proteina TP53INP2 (Tumor Protein P53 Inducible
Nuclear Protein 2) en la liberacién de las VE. La proteina TP53INP2 esta implicada en la
regulacion de la autofagia, y recientemente se ha descubierto su relacién con la via endo-
somal. Concretamente, TP53INP2 participa en el mantenimiento de la homeostasis de los
cuerpos multivesiculares (Romero et al., Nat. Cell Biol. 2018), también llamados endosomas
tardios, los cuales tienen un papel primordial en la biogénesis de los exosomas. Asi, hemos
demostrado que la proteina TP53INP2 promueve el secuestro de proteinas reguladoras ta-
les como GSK3b en endosomas tardios, en condiciones en las cuales tanto TP53INP2 como
la proteina autofdgica LC3 se localizan también en esos orgdnulos (Romero et al., Nat. Cell.
Biol. 2018).

Los resultados obtenidos hasta la fecha indican que la sobreexpresion de TP53INP2 tam-
bién incrementa la secrecion de VE, mientras que la pérdida de funcion de TP53INP2 redu-
ce la liberacion de vesiculas de pequefo tamafo (exosomas), sin afectar a las vesiculas de
mayor tamafio (microvesiculas). Por ello, el siguiente paso en el desarrollo del proyecto
serd analizar la posible relacion entre TP53INP2 y algunas de las diferentes proteinas que
gobiernan la formacién de los cuerpos multivesiculares y la posterior secrecidon de exoso-
mas. Para ello estudiaremos la implicacion de la familia de proteinas ESCRT (Endosomal
sorting complexes required for transport) y de las Rab GTPasas en este proceso.

Ya que los exosomas desempefan un papel importante en la regulacion de la comunicacion
celular, también nos planteamos analizar la composicion molecular de estas vesiculas. Esto
nos permitird entender, de una forma mas precisa, el papel de TP53INP2 en este proceso.
La caracterizacion de estos exosomas se llevard a cabo mediante ensayos de western blot
y citometria de flujo.
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6. REPROGRAMACION TISULAR Y ORGANOIDES

Regeneracion como modelo para estudiar mecanismos moleculares de
la reprogramacién celular

Investigador Principal: Antonio Baonza Cuenca
Centro de Investigacion: Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa. CSIC-UAM. Madrid.

La regeneracion de un 6érgano depende de multiples
procesos celulares que son necesarios para recons-
tituir el tamano del 6érgano danado y generar la va-
riedad de células que lo constituyen. Durante el pro-
ceso regenerativo algunos de los tipos celulares que
forman el érgano en regeneracion lo hacen a partir

de células diferenciadas o especificadas para un des-
tino determinado, lo que implica que es necesario que se activen mecanismos que inducen
cambios en la identidad celular. La identificacion de las redes de senalizacidon que contro-
lan la re-especificacion del destino celular durante la regeneracion es fundamental para
desarrollar nuevos abordajes para inducir reprogramacion celular.

Nuestro proyecto consiste en definir estas rutas de sefalizacidon y los mecanismos mole-
culares que inducen cambios de identidad celular durante la regeneracion. Distintos resul-
tados han mostrado que en Drosophila las vias de sefalizacion de N-terminal c-Jun (JNK)
y JAK / STAT son necesarias para controlar la proliferacion regenerativa. Los resultados
obtenidos por nuestro grupo han servido para proponer que ademas de esta funcion, es-
tas rutas de sefalizacion son necesarias para la re-especificacion del destino celular que
tienen lugar durante la regeneracion. Nuestros resultados indican que la actividad coope-
rativa de ambas vias de sefalizacidon pueden inducir cambios tanto en el destino celular en
areas lesionadas como en células adyacentes. Por otro lado, hemos encontrado que esta
funcion depende de la actividad del iniciador de caspasa codificado por el gen dronc.

En conjunto, nuestros datos proporcionan informacion importante sobre los mecanismos a
través de los cuales las actividades de las vias de sefializacidon de JNK y JAK / STAT pue-
den regular cambios en el destino celular en respuesta al dafio tisular.

Papel de la seiializacién purinérgica en el desarrollo cortical humano:
una aproximacion basada en organoides cerebrales

Investigadora Principal: Maria Teresa Miras-Portugal
Centro de Investigacion: Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular IV. Universidad
Complutense. Madrid.

El objetivo fundamental de este proyecto se centrd en investigar el papel de la sefalizacion
purinérgica en el desarrollo cortical humano y su implicaciéon potencial en el disefio de fu-
turas estrategias terapéuticas contra las malformaciones corticales.
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Para ello, planeamos utilizar las prometedoras posibilidades abiertas
por el método de los organoides cerebrales para realizar un estudio
fenotipico completo, asi como para descubrir qué genes y vias de
sefalizacion estan involucrados en el modelo cortical humano:

Concretamente, nuestro objetivo es i) caracterizar la expresion y
funcioén del sistema purinérgico durante el desarrollo cortical tanto

a nivel de célula unica, como a nivel del organoide completo vy ii)
mejorar el método de cultivo de organoides.

Durante la primera anualidad, nuestro grupo completd los siguientes objetivos: mejora y
consolidacion del cultivo de organoides; deteccion por medio de inmunohistoquimica de
varios miembros de la sefializacion purinérgica, incluidos los receptores P2X7, P2Y |y P2Y,y
el transportador vesicular de nucledtidos VNUT; y experimentos preliminares de electropo-
racion de los organoides con vectores de sobreexpresion y silenciamiento del P2X7.
Siguiendo estos datos, en este periodo hemos realizado el siguiente proceso: continuar la
optimizacion del método. La complejidad del cultivo implica una constante actualizacion de
protocolos y materiales; analisis de los niveles de RNAmM de los receptores purinérgicos y
de VNUT, centrdndonos, no sélo en los propios organoides, sino también en su formaciéon y
desarrollo (hiPSCs, Embryonic Bodies) para detectar si esa presencia es constitutiva o exis-
te una “activacion” de la presencia del sistema purinérgico en el desarrollo cortical humano.
También hemos aislado muestras para el andlisis del sistema purinérgico a nivel de proteina fun-
cional. Finalmente, hemos continuado con el analisis de los experimentos de electroporacion.

7. SEGURIDAD ALIMENTARIA Y BIOTECNOLOGIA

Nuevos productos bioactivos derivados de alimentos contra la
obesidad y la diabetes

Investigador Principal: Pablo José Ferndndez Marcos
Centro de Investigacion: Instituto Madrileflo de Estudios Avanzados (IMDEA) en
Alimentacion. Madrid.

Los objetivos del presente proyecto de investigacion son los si-
guientes: (1) Descubrir y caracterizar nuevos productos bioactivos
derivados de alimentos. Hemos puesto a punto dos sistemas de
cribado de alto rendimiento para identificar nuevos productos
bioactivos con efectos sobre la via de la insulina/PI3K y sobre la
actividad mitocondrial, y estamos poniendo a punto una nueva

plataforma para identificar productos bioactivos capaces de au-
mentar los niveles de NADPH. Ademas, hemos cribado mas de 1000 compuestos puros de
origen natural con las dos plataformas desarrolladas, identificando mas de 20 compuestos
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bioactivos interesantes. (2) Desarrollo y caracterizacién de productos bioactivos. En cola-
boracién con el grupo de la Dra. Tiziana Fornari, del Instituto de Investigacion en Ciencias
de la Alimentacion, hemos desarrollado una libreria de mas de 60 extractos de plantas,
y los hemos probado en nuestras plataformas de cribado. Gracias a esto, hemos podido
identificar varios extractos con actividad en las vias estudiadas. (3) Pruebas en modelos
de ratén de Sindrome Metabdlico. Hemos puesto a punto un modelo en ratén de sindrome
metabdlico, basado en la ingesta de una dieta rica en grasa durante varios meses, con la
gue los ratones desarrollan obesidad e intolerancia a la glucosa.

De los productos identificados en los objetivos 1y 2 hemos probado un inhibidor de la insu-
lina/PI3K, observando mejoras muy significativas en el peso corporal y en la sensibilidad a
la insulina, una prueba muy valiosa de nuestro proyecto que queremos enviar a publicar en
breve. Ademads, estamos probando tres compuestos que mejoran la actividad mitocondrial, y
esperamos tener resultados en unos pocos meses. En general, este proyecto esta generando
resultados muy interesantes en todos los objetivos planteados, y esperamos obtener varias
publicaciones préximamente, asi como identificar y desarrollar nuevos productos bioactivos
con aplicacién a la poblacidon general.

Sistemas fotoactivos avanzados con propiedades biocidas para el
desarrollo de recubrimientos aplicables en seguridad alimentaria y
hospitalaria

Investigadora Principal: Ana Iglesias Juez
Centro de Investigacion: Instituto de Catalisis y Petroleoquimica. CSIC. Madrid.

l El objetivo principal de este proyecto es el desarrollo de agentes
antimicrobianos nanométricos fundados en sistemas fotocataliti-
cos multifuncionales basados en el empleo de ZnO. Durante este
primer aflo de proyecto, se han sintetizado diversos 6xidos de cinc.
En esta estrategia es evidente que, tanto la composicion quimica
@i como factores estructurales, morfoldgicos y texturales son facto-
‘ ; res relevantes que deben optimizarse de forma conjunta a la hora
de disenar sistemas con un mayor potencial de eficacia biocida.

El método empleado ha sido el de sol-gel. Es un método “verde” que emplea condiciones
suaves, no requiere el uso de disolventes téxicos y permite manejar el tamafo de la parti-
cula asi como su forma y distribucién. Ademas, este método de sintesis permite la produc-
cién de peliculas delgadas de alta calidad ya que se obtienen fases de reducido tamano
nanomeétrico dispersas en un medio liquido que permite su pulverizacion directa sobre una
superficie, dando lugar a recubrimientos con mayor homogeneidad.

Se emplearon distintas composiciones y se han optimizado los diversos parametros de
sintesis. Se obtuvieron pequeios tamarios de particula (<10 nm) y una modificacién mor-
foldgica dentro de la serie. Se requiere un contacto especifico entre caras polares y a-po-
lares que optimiza la separacion de cargas hueco-electrén evitando asi su recombinacién
y siendo por tanto eficientes para las reacciones fotoquimicas.

El método de electrospray ha sido el elegido para la pulverizacidon sobre un sustrato de
vidrio. Con este método se han obtenido recubrimientos de alta homogeneidad y con
control del espesor. Las superficies recubiertas con los nanomateriales fotocataliticos se
han sometido a varios ensayos bioldgicos para comprobar su eficacia en la inactivaciéon
de microorganismos. Distintos pardmetros (tiempos de exposicion al cultivo, tiempos de
iluminacion, espesor del recubrimiento...) han sido analizados. Los resultados preliminares
indican propiedades biocidas mejoradas y se encuentran actualmente en fase de anélisis.

Uso de modelos animales para evaluar intervenciones dirigidas a la
desnutricién y el retraso del crecimiento en nifios

Investigador Principal: Fernando Martin Belmonte
Centro de Investigacion: Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa. CSIC-UAM. Madrid.

Este proyecto tiene como objetivo generar un nuevo modelo animal para estudiar la fun-
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cion de una poblacién de enterocitos ricos en liso-
soma (llamados LRE). Nuestros resultados previos
identificaron que el gen de la plasmolipina (PLLP)
| es necesario para la diferenciacion de los LRE pre-
sentes en un fragmento del intestino delgado (lleum)
gue desempefa un papel esencial y conservado en la

: absorcidon de proteinas para una nutricion y el creci-
miento durante el desarrollo. (Rodriguez-Fraticelli et al 2015). También encontramos que
las alteraciones en las interacciones reciprocas entre los LRE del hospedador, la microbiota
y la dieta pueden tener resultados inesperados que agravan los déficits nutricionales en
personas desnutridas (resultados no publicados). Por lo tanto el éxito de intervenciones
probidticas para las disfunciones entéricas ambientales (DEE) deben evaluar de forma in-
tegral todos los aspectos de estas interacciones.

Durante este segundo afo del proyecto, ya analizamos los ratones PLLP KO e identifica-
mos que las células LRE presentan defectos significativos en la absorcién de proteinas
neonatales. Caracterizamos que los LRE tienen un papel esencial en la absorcion y nutri-
cion debido a una mayor capacidad autofdgica. Sin embargo, el fenotipo es relativamente
leve y decidimos generar un PLLP KO especifico para el intestino en este afio. Ya hemos
generado una linea floxed de pllp (plipfl / fI) que se cruzard a una linea villinCreERT2
para generar un KO especifico de PLLP en el intestino. En el aflo siguiente, y teniendo en
cuenta los resultados obtenidos durante los préoximos meses, planeamos: i) definir cdmo
ciertos componentes nutricionales que dependen de la funcidn de los LRE estan regulados
por las interacciones microbianas del huésped. ii) probar el efecto de las intervenciones
de probidticos en un modelo de malnutricion experimental y determinar cémo las cepas
bacterianas asociadas con el retraso en el crecimiento en los nifios afectan la fisiologia
gastrointestinal y otros procesos dependientes de LRE.

Desarrollo de sensores nanoestructurados Lab-on-a-chip para la detec-
cién de patégenos y agentes quimicos transmitidos por los alimentos
basados en Espectroscopia Raman aumentada en superficie (SERS)

Investigador Principal: Jorge Pérez Juste
Centro de Investigacion: Centro de Investigaciones Biomédicas CINBIO. Universidade de
Vigo.

En el presente proyecto (SERSforSAFETY) preten-
demos disefar y desarrollar plataformas de diagnds-
tico miniaturizadas “/lab-on-a-chip” basadas en la es-
pectroscopia Raman, aumentada en superficies, para
la posterior fabricacion de dispositivos de analisis en
tiempo real (point of care) sensibles, rapidos y por-

tables que permitan la ultradeteccion de bacterias y

diversos contaminantes quimicos.

Para alcanzar nuestros objetivos emplearemos metodologias sintéticas del campo de la Na-
noquimica y la Ciencia de Materiales, ya que las plataformas de diagndstico estaran basadas
en ensamblajes de nanoparticulas metalicas plasmonicas (Au principalmente) depositados
sobre membranas porosas de filtrado (como por ejemplo papel) o sobre sustratos vidrio
grabados mediante fotolitografia suave. Una vez fabricados los materiales, el objetivo si-
guiente es demostrar su aplicabilidad en el campo de los sensores y, particularmente, en
la biodeteccion de diferentes analitos en muestras complejas como son los alimentos. Para
ello, se evaluara su capacidad para la deteccidn basada en SERS de diferentes microorga-
nismos patdgenos y contaminantes quimicos. Finalmente, se abordara el objetivo principal
del proyecto: el desarrollo de una plataforma miniaturizada “/ab-on-a-chip” de diagndstico
y su aplicacién en dispositivos Point-of-Care para la ultradeteccion de microorganismos
patdgenos y contaminantes quimicos en muestras reales.

En este momento, estamos preparando, mediante /itografia suave, chips de microfluidica
en polidimetilsiloxano (PDMS) para la formacién de supercristales de nanoparticulas de
oro que se emplearan, posteriormente, para la deteccion in situ de diferentes moléculas de
interés. Adicionalmente, estamos desarrollando un substrato cromogénico para la identifi-
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cacion multiplex de diferentes cepas bacterianas mediante espectroscopia SERS basado en
un gel de agarosa dopado con nanoparticulas de oro.

Nuevas estrategias para mitigar los riesgos producidos por levaduras
patégenas emergentes en la cadena alimentaria

Investigadora Principal: Amparo Querol Simdén
Centro de Investigacion: Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos. CSIC.

Valencia.

El objetivo principal del presente proyecto es comprender los me-
canismos responsables de causar infecciones por parte de leva-
duras presentes en alimentos. Hemos estudiado las caracteristicas
fisioldgicas asociadas con la virulencia en cepas aisladas de alimen-
tos y de ambientes clinicos, de las especies Debaryomyces hansenii
(Candida famata), Kluyveromyces marxianus (Candida kefyr), Sa-
ccharomyces cerevisiae y Wickerhamomyces anomalus (Candida

pelliculosa, syn. Pichia anomala).

Durante la segunda anualidad se determinaron varios pardmetros (adhesioén, citotoxicidad,
TEER y translocacioén) relacionados con la virulencia en un modelo de barrera epitelial
con linea celular Caco-2. Algunas cepas de W. anomalus mostraron niveles de adhesion
(10-15 %) superiores a cepas control no virulentas (0-5 %). En cuanto a la citotoxicidad se
observo que tanto algunas cepas de W. anomalus como de K. marxianus mostraron niveles
elevados (25-30%) comparado con otras cepas inocuas (0-5%). También en el caso de la
translocacion se determinaron niveles elevados para algunas cepas de W. anomalus y K.
marxianus. Ninguna especie estudiada produjo cambios en los niveles de TEER. Las cepas
de D. hansenii no mostraron signos de virulencia destacables.

En la primera anualidad pusimos a punto el modelo de infeccidn del hospedador inverte-
brado Galleria mellonella usando cepas de S. cerevisiae. En esta segunda anualidad hemos
estudiado la virulencia de aislados de diferentes ambientes de las especies W. anomalus,
K. marxianus y D. hansenii. Cabe destacar que las tres cepas de W. anomalus analizadas
fueron muy virulentas y pudieron matar todas las larvas después de 24 horas de infeccioén;
mientras que las larvas infectadas con K. marxianus y D. hansenii pudo sobrevivir hasta 72
h después de la infeccion con tasas de mortalidad bajas.

Por ultimo, en esta segunda anualidad hemos enviado a secuenciar el genoma de todas las
cepas ensafladas en el apartado anterior mediante la tecnologia lllumina Nextseq.

Hacia un nuevo paradigma en la identificacién de peligros y
evaluacién de la seguridad y el riesgo de neurotoxicidad asociado a la
exposicion a nanomateriales con aplicaciones biotecnolégicas

Investigador Principal: Miguel Angel Sogorb Sanchez
Centro de Investigacion: Instituto de Bioingenieria. Universidad Miguel Hernandez de
Elche.

La nanotecnologia presenta una amplia variedad de
aplicaciones biotecnoldgicas y biomédicas que ofre-
cen la posibilidad de conseguir mejoras del bienestar
social. El tamafno de los nanomateriales hace que sus
propiedades toxicoldgicas no puedan ser extrapola-
das a partir de sus equivalentes a escala no nanomé-

trica. Los objetivos del proyecto para esta segunda
anualidad son (para nanoparticulas de plata y de TiO,): 1) Analizar las alteraciones trans-
criptomicas inducidas por estos nanomateriales en células T98G de glioblastoma humano y
determinar posibles rutas moleculares de efecto adverso; y, 2) Determinar si los nanomate-
riales se internalizan en células T98G.

En los seis meses trascurridos de la segunda anualidad se han analizado en detalle las al-
teraciones transcriptémicas inducidas por nanoparticulas de plata (en estos momentos se
esta abordando también el analisis de las alteraciones inducidas por TiO,). La exposicion de
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células T98G a nanoparticulas de plata a una concentracién no citotdxica causo alteracio-
nes estadisticamente significativas en la expresion de 43 genes que pertenecen a diferentes
términos de cada una de las tres subcategorias de la ontologia génica. Los genes que mos-
traron implicacién en un mayor nimero de términos de la ontologia génica fueron un factor
de transcripcion (JUN B), un inhibidor de un receptor implicado en regulaciéon quinasas
(SPROUTY 4), un receptor de membranay su ligando (C-C MOTIF). También se alteraron 12
diferentes rutas metabdlicas, siendo la neuroinflamacion y la ruta de sefializacion del factor
de crecimiento de fibroblastos aquellas con una relevancia fisiolégica mas evidente.

Se determind mediante microscopia electrénica y citometria de flujo que las nanoparticulas
de plata no se internalizan en las células T98G, mientras que las de TiO, si lo hacen.

8. ENERGIA RENOVABLE: MATERIALES Y PROCESOS

|

Almacenamiento térmico latente con mezclas eutécticas de base urea

Investigador Principal: Alvaro Campos Celador
Centro de Investigacion: Universidad del Pais Vasco (UPV-EHU).

i B Durante el afio 2018 se ha cubierto: (i) la caracteriza-
' cion de un intercambiador de calor industrial adap-
tado para almacenamiento latente, (ii) andlisis del
i i sobreenfriamiento vy (iii) analisis de los mecanismos
de degradacién de mezclas eutécticas.
En relacion a la caracterizacion del intercambiador
de calor se traté de determinar las condiciones de
trabajo dptimas para obtener mayor eficiencia. Se trata de un intercambiador Shell & Tube
donde el agua circula por el interior de los tubos y el PCM en la carcasa exterior. Se puso
a punto el equipo mediante calorifugado, revision de valvulas y calibracion de sensores.
Se determinaron las pérdidas y se estudio la energia almacenada y la potencia de carga y
descarga con diferentes caudales y diferentes temperaturas operativas.
En cuanto al analisis del sobreenfriamiento, se vio que todo apuntaba a una dependencia
del mismo con la masa y la velocidad de enfriamiento. Con el objetivo de generalizar su
caracterizacion, se determind fundamental analizar dicho comportamiento a una serie de
numeros adimensionales aplicando reglas de semejanza. La hipotesis es que los nimeros
de Biot recogen la fenomenologia detras del sobreenfriamiento y se ha desarrollado una
metodologia de andlisis para estudiar en detalle dicha correlacion. Para ello se han cons-
truido probetas de distinto tamafo y se han puesto a punto sistemas de enfriamiento de
distinta velocidad (coeficiente de conveccidn), lo que asegura la evaluacion bajo un rango
de numeros de Biot suficientemente altos.
Se ha evaluado la degradacion experimentada por las mezclas para muestras preparadas
en condiciones ambientales y a temperatura de 952C, mostrando una disminucién de hasta
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un 30% de la capacidad de almacenamiento en un periodo de 40 dias. Debido a la gran
influencia de la humedad ambiental, se plantea repetir el estudio con muestras preparadas
en atmodsfera controlada, lo que propicia un riesgo menor de degradacion.

Catalizadores biomiméticos heterogéneos basados en arquitecturas
hibridas orgdnico-inorganicas funcionalizadas para produccién de
hidrégeno

Investigadora Principal: M2 Dolores Esquivel Merino
Centro de Investigacion: Instituto de Quimica Fina y Nanoguimica. Universidad de Cérdoba.

En los ultimos afos, la comunidad cientifica ha mos-
trado un gran interés por la busqueda de nuevas for-
. mas de energias alternativas, siendo una de las mas
prometedoras, el hidréogeno.

El H, es considerado uno de los portadores de ener-
gia mas prometedores en el futuro debido a su alta

capacidad energética y su compatibilidad con el me-
dio ambiente. Entre las principales vias de produccién de hidrégeno, la electrdlisis del agua
proporciona cierta esperanza de producir hidrogeno de una manera sostenible, al ser su
materia prima, el agua, una fuente de hidréogeno abundante y renovable. En busca de po-
sibles alternativas a los catalizadores clasicos, este proyecto de investigacion se centra en
el desarrollo de nuevos sistemas biomiméticos heterogéneos, compuestos por un centro
activo tipo [2Fe2S] y un fotosensibilizador, que tengan la propiedad de producir hidroge-
no al ser irradiados con la luz.

A dia de hoy, hemos alcanzado algunos de los objetivos propuestos en el proyecto de
investigacion. Se ha logrado anclar los complejos dinucleares de hierro en la superficie
de diferentes materiales hibridos organicos-inorganicos con grupos tioles. La presencia
de estos centros activos tipo [Fe2S2] ha sido confirmada por técnicas como EPR, RMN y
UV-vis. Tras la adicion de una especie fotosensibilizadora, estos materiales estan siendo
ensayados en la descomposicion de agua mediante la luz visible.

Por otro lado, otros de los objetivos propuestos en el proyecto es la sintesis de nuevos
precursores organosilicicos que porten el sistema [FeFe]-hidrogenasa. Para ello, se estan
siguiendo diferentes rutas de sintesis con varios precursores disildnicos con grupos tioles.
Tras procesos de separacion complejos, se ha logrado exitosamente aislar algunos de los
isdmeros formados. Estos ligandos serdn empleados en los préoximos meses para la cons-
truccion de estructuras hibridas organicos-inorganicas.

lluminacién solar de nanocatalizadores para reducir el uso de energia
global, las emisiones y la contaminacién

Investigadora Principal: Maria Gonzalez Béjar
Centro de Investigacion: Instituto de Ciencia Molecular. Universitat de Valéncia.

Este proyecto aborda el disefio de nanocatalizadores capaces
de absorber luz (preferentemente solar) y transformarla en ener-
gia térmica o quimica. El objetivo principal es encontrar nuevas
alternativas que permitan disefar procesos que requieran menor
temperatura y menos consumo energético en comparacion con
los procesos térmicos convencionales. Con esta aproximacion, se

reducirdn las emisiones de diéxido de carbono y, en consecuencia,
disminuiria el uso de energia global y la contaminaciéon. Por ejemplo, las nanoparticulas
metalicas (MNP) pueden absorber la luz solar y convertirla en energia quimica cuando se
excitan en su banda de plasmoén. Se estan estudiando nuevos procesos que pueden tener
lugar a partir de estas interacciones luz-nanosistema.

Ademas, entre la amplia gama de nanocatalizadores de interés, cabe mencionar el disefio
de nuevos nanohibridos de “upconversion” capaces de absorber la irradiacion (NIR, de sus
siglas en inglés) y emitir en el visible. Asi pues, los procesos inducidos por la luz pueden
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ayudar también a disefar nuevos nanohibridos terandsticos que serian ideales para una
medicina personalizada. En concreto, hemos sintetizado un nanohibrido adecuado para
terapia fotodindmica cuyo seguimiento por imagen se puede llevar acabo sin activar si-
multadaneamente la terapia.

Finalmente, se han presentado en la Universitat Autonoma de Barcelona y en el 2" Global
Congress & Expo on Materials Science and Nanoscience algunos ejemplos que ilustran
las ventajas del uso de nanoparticulas para aplicaciones inducidas por la luz frente a la
catalisis térmica. Ademads, se han presentado algunos pdsteres sobre el disefio de nano-
particulas de upconversion con diferentes recubrimientos para ampliar la versatilidad de su
uso como nanocatalizadores (CTCT-2018: Current Trends in Cancer Theranostics and 2@
Global Congress & UPCON18: 2@ Conference and Spring School on Properties, Design and
Applications of Upconversion Nanomaterials).

Materiales eficientes para la captura y conversién de CO, a productos
de interés

Investigador Principal: Manuel Moliner Marin
Centro de Investigacion: Instituto de Tecnologia Quimica. CSIC-UPV. Valencia.

Dos de los mayores retos de nuestra sociedad ac-
3| tual, se basan en reducir la enorme dependencia de
las fuentes fdsiles y los problemas asociados con el
cambio climatico por la excesiva emision de CO, a

© claje quimico de diéxido de carbono hacia metanol
I como plataforma para poder obtener hidrocarburos
sintéticos y otros productos de alto valor, tales como olefinas, reduciendo, considerable-
mente, la excesiva dependencia de las fuentes no renovables, y también regular la huella
mediaombiental hacia un ciclo neutro de carbono.

En primera instancia, se estan desarrollando materiales eficientes para la captura y separa-
cion de CO,, buscando materiales con una eficaz capacidad de regeneracion vy, por tanto,
bajo consumo energético en dicha etapa. En segundo lugar, se busca el disefio de cata-
lizadores capaces de activar y transformar el CO, a productos de intereés, principalmente
metanol, mediante reacciones selectivas de hidrogenacion directa. Se esta haciendo espe-
cial énfasis en optimizar el confinamiento quimico de dichos catalizadores, con el doble fin
de, por un lado, mejorar la estabilidad frente a la desactivacién cuando la reaccion se lleva
a cabo a altas presiones y temperaturas y, por otro lado, permitir llevar a cabo, eficiente-
mente, dicha reaccion en condiciones mucho mas suaves. Finalmente, se estan disefiando
catalizadores activos y estables para la transformacidén de metanol a gasolina u olefinas,
mediante los procesos MTG o MTO, respectivamente.

Materiales hibridos metal-organico tipo MOF como fotocatalizadores
heterogéneos para la reduccién de CO, y generacién de H, empleando
HO

2

Investigador Principal: Sergio Navalén Oltra
Centro de Investigacion: Departamento de Quimica. Universitat Politecnica de Valencia.

Actualmente hay mucho interés en el desarrollo de fuentes de
energia sostenibles y alternativas al uso tradicional de los combus-
tibles fosiles. En este contexto, el principal desafio de este proyec-
to es el uso de materiales hibridos metal-organico tipo MOF (MOF
de sus siglas en inglés Metal-Organic Framework) como fotocatali-
zadores para la produccion de combustibles solares derivados del

CO, y del H,0O. Segun el cronograma del proyecto, durante este
segundo afo se han preparado una serie de materiales basados en el UiO-66(Zr) modifica-
dos con cerio o titanio en los nodos metalicos. Experimentos preliminares han demostrado
el uso potencial de los materiales bimetalicos UiO-66 para actuar como fotocatalizadores
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eficientes para la fotdlisis del agua vy la fotorreduccion del CO,. La mejora de la actividad
fotocatalitica de los sélidos bimetalicos con respecto a los monometalicos se atribuye al
aumento del tiempo de vida de separacion de cargas durante la fotoexcitacion del MOF tal
y como se deriva de medidas de fotdlisis por destello laser.

De modo analogo, un material UiO-67(Zr) conteniendo en su estructura un complejo de
rutenio como ligando organico y atomos de titanio en los nodos metalicos presenta una
fotoactividad mejorada para llevar a cabo reacciones fotocataliticas bajo irradiacion de luz
visible. Es importante destacar que este material se puede emplear como fotocatalizador
para llevar a cabo la fotdlisis del agua bajo irradiacion con luz visible. Ademéas de los mate-
riales basados en UiO-66/67 (Zr), la presencia de nanoparticulas de cobre en las cavidades
del fotocatalizador MIL-125(Ti)-NH, ha permitido aumentar su eficiencia de separacion de
carga con la consecuente mejora de su actividad fotocatalitica.

Desarrollo de miméticos de dihidrogenasas modulables por metales
de transicién para la produccién de hidrégeno en ausencia de agentes
reductores moleculares

Investigador Principal: Miguel A. Sierra Rodriguez
Centro de Investigacion: Facultad de Quimica. Universidad Complutense. Centro de
Innovaciéon en Quimica Avanzada (ORFEO-CINQA). Madrid.

Las hidrogenasas son enzimas presentes en numerosos microorga-
nismos anaerdbicos y son capaces de producir hidréogeno a partir
de agua. La hipdtesis inicial de este proyecto es que es posible
construir un dispositivo simple, incorporando metales a molécu-
las biofuncionales (fundamentalmente segmentos de ADN o ARN)
para mimetizar la accion de las hidrogenasas. El metal debe ser ca-

paz de modular la actividad del dispositivo. La union del fragmento
gue mimetiza la enzima (segmento productor de hidrégeno) a una superficie electroactiva
(segmento que suministra la energia, transfiriendo electrones al segmento productor de
hidrogeno) completa el dispositivo. La superficie serd recargable usando una célula solar
y, por tanto, el dispostivo serd capaz de generar hidrégeno usando unicamente luz solar
y agua.

Desde el inicio de este proyecto se ha desarrollado un método eficiente para la incorpo-
racion del fragmento [Fe,Fe] caracteristico de los miméticos de hidrogenasa a diferentes
sustratos, incluyendo nucledétidos, nucleosidos, BODIPYs, metalocenos, etc usando una
reaccion de azidas y alquinos catalizada por cobre. El comportamiento de los productos
obtenidos frente a acidos nos ha permitido proponer un nuevo mecanismo para la ge-
neracion electrocalitica de hidrogeno. Adicionalmente, hemos desarrollado un método
fotoquimico capaz de incorporar al complejo [Fe,Fe] practicamente cualquier subunidad
organica, produciendo miméticos que portan grupos funcionales. Paralelamente, un estu-
dio quimico-fisico sobre el cluster de hidrogenasa nos ha permitido determinar los efectos
electronicos de diferentes sustituyentes sobre este cluster. Este estudio permite predecir
el efecto de nuevos sustituyentes sobre los potenciales de reduccion de estos sistemas.
Por ultimo, hemos preparado nanoparticulas de oro, niquel y cobalto conteniendo [Fe,Fe]
clusteres en su superficie, asi como sistemas discretos de polioxisiloxanos conteniendo
hasta 16 d&tomos de hierro. La caracterizacion y las propiedades de estos nuevos materiales
se estan estudiando en estos momentos en nuestros laboratorios.

Fotoproduccion de hidrégeno con clisteres cuanticos atémicos
utilizando luz visible

Investigador Principal: Carlos Vazquez Vazquez
Centro de Investigacion: Instituto de Investigaciones Tecnoldgicas. Laboratorio
NANOMAG. Santiago de Compostela (A Coruia).

En la actualidad, es imprescindible encontrar energias alternativas que sustituyan a los
combustibles fdsiles, vy el hidrégeno es la mejor eleccion como combustible, tanto desde
el punto de vista de eficiencia energética, como desde el impacto ambiental. En este pro-
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yecto se pretende investigar y proponer soluciones viables para la
captacion de energia solar y su conversion en hidrogeno, aprove-
chando diferentes caracteristicas de los clusteres cuanticos atéomi-
cos (AQCs). Los AQCs consisten en grupos de dtomos metalicos
de composiciones bien definidas y con una o muy pocas estructu-
ras geométricas estables. Presentan niveles discretos de energia y

tienen un comportamiento similar a materiales semiconductores
(didxido de titanio, dxido de zinc,...). Debido a ello, los clusteres cudnticos atémicos pre-
sentan actividad fotocatalitica y se pretende usarlos en este proyecto para desarrollar
sistemas eficientes de captacion de energia solar y su conversion en hidrégeno, que podra
ser usado como combustible.

Durante el aflo 2018, se ha continuado con la sintesis y optimizaciéon de los métodos de
sintesis de AQCs de varios tamafios. Basado en las nuevas metodologias de sintesis quimi-
cas y fotoguimicas, se ha presentado una patente internacional (PCT) con titulo “Process
for producing atomic quantum clusters (EP18382038.0)".

Por otro lado, se han sintetizando y caracterizando materiales semiconductores de tama-
fios nanométricos (TiO,, ZnO, Fe,O,, Cu,0) mediante diferentes estrategias de quimica
suave en disolucion. Asi mismo, se ha trabajado en la obtencién de compuestos formados
por combinaciones de dos tipos de materiales semiconductores; por ejemplo, TiO,-Fe,O,,
ZnO-Fe,0,, ZnO-Cu,0, al objeto de aumentar el intervalo de absorcion de la luz solar.
Ademas, se han realizado estudios tedricos y experimentales de deposicion de AQCs sobre
varios materiales semiconductores. Se ha comprobado que al depositar clusteres de Cu5
sobre nanoparticulas de TiO2 es posible extender la absorcion del material fotoactivo a la
region visible.

Respecto a la fotoproduccion de hidrogeno, se estd trabajando en la optimizaciéon del
proceso y se ha comprobado que la mayoria de los agentes eliminadores de huecos (hole
scavengers) producen hidrégeno en la regidon UV. Se espera que este efecto no deseado se
elimine o reduzca considerablemente al trabajar en la regioén visible o UV préxima.

9. GRAFENO, FUNDAMENTOS Y APLICACIONES

Biomateriales basados en grafeno: macréfagos: caracterizacion
funcional para su aplicacién en patologia cardiovascular

Investigador Principal: Lisardo Bosca Gomar
Centro de Investigacion: Instituto de Investigaciones Biomédicas Alberto Sols. CSIC-UAM.
Madrid.

El proyecto se orienta a la comprension de la interaccion entre el grafeno y los macrdéfagos,
y como este puede modificar su funcién bioldgica. La homeostasis de los macrofagos es
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importante para regular reacciones adversas, como la fibrosis en
el sistema cardiovascular, tras infarto o cuando se aplican dispo-
sitivos destinados a mantener el flujo sanguineo o estabilizar los
ateromas. Nuestra hipdtesis es que los macrofagos ofrecen pro-
piedades Unicas para ser moduladas por el grafeno y esta interac-
cion puede evitar complicaciones asociadas a varias disfunciones
en patologia cardiovascular: mejora de la estabilidad de la placa,
regulacion de la fibrosis y mejor capacidad de regeneraciéon del corazdn dafado.

Para estos fines, se han utilizado varias preparaciones de grafeno: grafeno policristalino,
monocpas bidimensionales o sobre soportes tridimensionales y espumas multicapa de gra-
feno (nanoplaquetas). Sobre estas matrices se han unido macréfagos humanos y se ha
evaluado la viabilidad celular, la expresion de genes implicados en la polarizacién funcional
proinflamatoria y de resolucién. El grafeno en capas no alterd el perfil de polarizacion de
los macrdéfagos ni influyd en la viabilidad celular. Las nanoplaquetas de grafeno se incor-
poran rapidamente en las estructuras endosémicas de los macréfagos, que muestran una
mejor supervivencia que las células de control correspondientes cuando se enfrentan a di-
ferentes estimulos pro-apoptdticos. La determinacion de las corrientes electrofisioldgicas
de los macrdéfagos cargados con grafeno o adheridos al mismo retenia las caracteristicas
de las corrientes de potasio (Kv1.3, Kv1.5 y Kir 2.1). Ademas, la presencia de grafeno, en
cualquiera de las formas analizadas, no promueve una respuesta fibrética de los macro-
fagos o en el reclutamiento de fibroblastos, lo que sugiere una ausencia de efectos profi-
broticos adversos. Por ello, las matrices de grafeno podrian definir nuevas estrategias en
patologia cardiovascular.

Controlando el magnetismo y transporte eléctrico en muestras de gra-
feno caracterizadas a la escala atémica

Investigador Principal: Ivan Brihuega Alvarez
Centro de Investigacion: Universidad Auténoma de Madrid.

Nuestro proyecto ambiciona caracterizar y manipular, con preci-
sion atdmica, el magnetismo inducido en grafeno mediante dtomos
de hidrdégeno, pudiendo estudiar a su vez el transporte eléctrico
en dichas muestras. Para ello, estamos construyendo un nuevo mi-
croscopio de efecto tunel (STM), especificamente disefado para
medir con resoluciéon atémica la misma region de la muestra desde

4K hasta 400K, asi como para posicionarse, con precision de unas
pocas micras, en una zona determinada de la muestra.

Tras comprobar, experimentalmente, el correcto funcionamiento, todos los desarrollos es-
pecificamente diseflados para el nuevo microscopio, estamos ahora ensamblando el siste-
ma completo para poder asi verificar su funcionamiento definitivo.

En paralelo a la construcciéon del nuevo sistema, hemos desarrollado una nueva metodo-
logia para litografiar grafeno con una precisidon sub-nanométrica. Esto nos ha permitido
confinar cudnticamente las quasiparticulas de Dirac sin masa existentes en este material.
La posibilidad de litografiar grafeno ha atraido un enorme interés entre la comunidad cien-
tifica, ya que permite modificar de forma selectiva sus propiedades. Sin embargo, hasta
ahora, no habia sido posible crear estructuras de grafeno por debajo de 10 nandmetros.
En el primer aino del proyecto, demostramos que, usando una punta de STM, los dtomos
de H pueden ser manipulados a voluntad sobre la superficie del grafeno. En este segundo
ano, hemos ido un paso mas alla, encontrando una metodologia para crear nanopatrones
de grafeno con precision sub-nanomeétrica, mediante la manipulacién colectiva de un gran
numero de atomos de H. Hemos medido las propiedades electréonicas de las nanoestructu-
ras de grafeno asi creadas, demostrando que estas confinan las quasiparticulas de grafeno
de forma muy eficiente, lo que da lugar a la aparicion de gaps de energia perfectamente
definidos. A fin de entender los mecanismos involucrados en el proceso de manipulacion,
hemos implementado las ecuaciones para el calculo de las fuerzas en una situacion fuera
del equilibrio. Esta implementaciéon puede ahora usarse, por ejemplo, para calcular la po-
sibilidad de modificar la distancia entre capas de grafeno mediante la aplicacién de una
diferencia de voltaje entre las mismas.
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Interfaces neurales flexibles basadas en grafeno para el sistema ner-
vioso periférico

Investigador Principal: José Antonio Garrido Ariza
Centro de Investigacion: Instituto Cataldn de Nanociencia y Nanotecnologia. Bellaterra,

Barcelona.

J Después de la amputacion de una parte del cuerpo, los pacien-

tes padecen una reduccidn importante de sus funciones motoras

y sensoriales y ven mermada su capacidad para llevar a cabo dife-

H' rentes actividades. Existen neuroproétesis que pueden ser implanta-
' das para reemplazar la extremidad amputada, que estan disefadas

\ para vincular el sistema nervioso humano con protesis electroni-
}l cas o robdticas, consiguiendo asi restaurar las funciones motoras y
sensoriales. Estos sistemas neuroprotésicos incluyen una interfaz con el nervio periférico
que requiere un flujo de informacion entre el sistema nervioso del usuario y el dispositivo
rapido, selectivo y bidireccional. Sin embargo, los estrictos requisitos para las tecnologias
que se utilizan en estas interfaces, asi como para los materiales que las componen, ralenti-
zan el progreso en este campo.

Este proyecto tiene como objetivo explorar la tecnologia basada en grafeno en dispositi-
VOs para protesis neuronales, con un enfoque especial en la interfaz electréonica del sistema
nervioso periférico. En este sentido, los principales objetivos del proyecto son: desarrollar
la tecnologia para la fabricacion de sensores de grafeno y dispositivos de estimulacion
sobre sustratos flexibles, y evaluar la eficacia de la comunicacién eléctrica bidireccional de
estos sensores y dispositivos de grafeno en el sistema nervioso periférico, en particular en
el nervio ciatico de ratas adultas.

Durante el primer afo, se implantd un primer prototipo de interfaz neural para evaluar la
biocompatibilidad del grafeno in vivo. Ademas, se desarrolld un nuevo material a base de
grafeno que exhibe propiedades sobresalientes para la estimulacion y el registro. En este
segundo periodo, el proceso de deposicion de grafeno se ha optimizado para producir el
segundo prototipo de electrodos nerviosos con una fiabilidad aceptable. Los primeros ex-
perimentos agudos estan previstos para comenzar en los proximos meses. Posteriormente,
se realizaran estudios crénicos para evaluar la funcionalidad a largo plazo vy la biocompa-
tibilidad.
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