XXI CONGRESO NACIONAL DE LA SOCIEDAD ESPANOLA DE ARTERIOSCLEROSIS

Otros temas

A COMPARATIVE STUDY OF CA2+ SIGNALLING
CONTRACTION IN HUMAN AND MOUSE IN SITU
VASCULAR MUSCLE

1J. Navarro, 'S. Redondo, 2 M. G. Alonso and 'T. Tejerina.

!Department of Pharmacology, School of Medicine, Universidad
Complutense, Madrid. *Servicio de Cirugia II, Hospital Clinico
San Carlos.

Background- In experimental animals, mesenteric vasocon-
striction is regulated by Ca?* entrance, however, it is not well
known if this is also true in human mesenteric vessels.
Methods and Results- Fragments of unwanted, surplus human
mesenteric tissue were placed in vials containing RPMI at the
time of the abdominal surgery. The mesenteric artery was re-
moved and cleaned of surrounding connective tissues. The ves-
sel was cut into rings segments that were aprox 05, mm in di-
ameter and 2mm large for the mouse mesenteryc artery, and
aprox Imm in diameter and and 2mm in large for the human
mesenteryc artery.. We used Mulvany myographs for measur-
ing phenylephrine (5uM) contraction which is modulated by
[Ca?]; oscillations in mouse vascular smooth muscle cells. Hu-
man mesenteric arteries response to nifedipine (1pM) (inhibit
L-VGCCs), KB-R7943 (10pM) (Inhibit reverse-mode Na*/Ca?*)
and SKF96365 (50 pM) (Inhibit NSCCs), different Ca?* chan-
nel blockers and HA-1077 (50 pM) a Rho-kinase inhibitor pro-
duced relaxation in different manner between human and
mouse. Relaxation with HA-1077 was complete in human
while in mouse was 20% of the pre-contraction, and nifedipine
produced 80% relaxation in mouse while in human only 35%.
Conclusions: Differences in mesenteric vessel contraction be-
tween human and mouse arteries is that mouse VSMC con-
traction is modulated by [Ca*]; oscillations while in human
mesenteric arteries, initiation of the phenylephrine-induced
tonic contraction is mediated by a transient elevation in [Ca®*],
of VSMC, while maintenance of the tonic contraction requires
a Rho kinase -dependent signalling mechanism.

ANALISIS DE LOS CAMBIOS DE EXPRESION DE GENES
DE LA FAMILIA FABP ASOCIADOS A ALTERACIONES
EN EL CONTENIDO CELULAR DE COLESTEROL

121, Daimiel, 'ME. Fernandez-Suérez, 'L. Crespo-Toro, **
MA. Lasuncion, "?D. Gémez-Coronado y "*3J. Martinez-Botas
IServicio de Bioquimica Investigacion. Hospital Ramén y Cajal,
Madrid. *)CiberOBN. ISCIII. 3FIBio-HRC. *Universidad de Alcald,
Madyrid.

Introduccion: El colesterol juega un papel fundamental en la
regulacion de la homeostasis lipidica, regulando la transcrip-
cién de, entre otros, genes implicados en la sintesis y el trans-
porte de 4cidos grasos. Las FABP son una familia de proteinas
citoplasméticas de tamafio pequefio, altamente conservadas,
que unen 4cidos grasos de cadena larga y otras moléculas hi-
drofébicas. Se han implicado en la captacién, el transporte y el
metabolismo de 4cidos grasos.

Objetivo: El objetivo del presente trabajo fue analizar las alte-
raciones en la expresién de genes de la familia FABP en res-
puesta a la inhibicién de la biosintesis de colesterol o la incu-
bacién de las células con colesterol, asi como profundizar en
los mecanismos asociados a estas alteraciones.
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Métodos: Células HL-60 cultivadas en medio libre de coleste-
rol (ITS) se trataron con SKF104976, LDL o colesterol acom-
plejado con metil-B-ciclodextrina (MCD-Col). Ademas se utili-
zaron activadores de LXR (T0901317 y 22 hidroxi-colesterol),
de PPARY (troglitazona) y de PPARa. (fenofibrato) en diferen-
tes combinaciones y a diferentes tiempos. La expresién génica
se analiz6 mediante microarray y PCR en tiempo real y la ex-
presion de proteina mediante Western Blot.

Resultados: El andlisis de microarray permiti6é observar que
el tratamiento con SKF104976 1,5 pM durante 60 h reprimia
los genes de la familia FABP: FABP3, FABP7 y FABP5 y que la
adici6n de colesterol al medio recupera su nivel de expresion.
A nivel proteico, observamos la misma respuesta de FABP5 al
tratamiento de inhibicién y reposicién de colesterol. Dado que
recientemente se han implicado a las FABP en la respuesta a
dietas ricas en grasas, y que se desconoce su capacidad para
unir colesterol, nos interes6 profundizar en los mecanismos de
regulacion de estas proteinas. Observamos, que la represion de
FABP5 producida por el SKF104976 era dependiente del tiem-
po y de la dosis de incubacién con el inhibidor. Ademas,
FABP5 se sobre-expresaba cuando incubdbamos las células en
un medio al que se afiadia colesterol, bien en forma de LDL o
bien como MCD-Col. Los activadores de LXR y PPAR no pro-
ducian alteraciones significativas en la expresion de FABPS.
Sin embargo, observamos que tras 60 horas de incubacién con
troglitazona 50 pM, ligando especifico de PPARy, el gen
FABPS5 se sobre-expresaba significativamente.

Conclusion: La expresion de los genes de los transportadores
FABP se altera debido a cambios en la disponibilidad celular
de colesterol. La expresion de FABPS no se altera por activa-
dores de LXR ni de PPARq, pero si por activadores de PPARY.
Los resultados sugieren que los transportadores de 4cidos gra-
sos FABP podrian tener un papel importante en la regulacién
de la homeostasis intracelular de colesterol.

DETERIORO COGNITIVO ASOCIADO A ELEVADO
RIESGO CARDIOVASCULAR

1. Castro-Acufia, A. Espinosa, A. Espinola, AR. Hernandez,
C. Tamayo, C. Barrio, M. Retana y A.Val

Centre de Salut Camps Blancs. Sant Boi. Barcelona.

Objetivo: Valorar el grado de deterioro cognitivo en pacientes
con riesgo cardiovascular elevado o enfermedad cardiovascu-
lar mediante la utilizacién de dos test (siete minutos y mini-
mental).

Metodologia: Estudio realizado en un centro de atenci6n pri-
maria de la provincia de Barcelona que atiende a una pobla-
cién de 13.000 habitantes.Criterios de inclusién: Pacientes ma-
yores de 65 afios con un riesgo cardiovascular mayor al 20%
mediante la tabla de Framingham o pacientes con enfermedad
cardiovascular conocida. Criterios de exclusién: Diagndstico
previo de deterioro cognitivo o presencia de una enfermedad
terminal.

Variables: Se obtuvieron datos demogréficos, datos clinicos
(enfermedad cardiovascular, factores de riesgo para la enfer-
medad cardiovascular y afios de evolucién, grado de control,
riesgo cardiovascular, antecedentes familiares de demencia,
tratamiento farmacolégico), analiticos (perfil lipidico, hemo-
globina glicada en diabéticos y tensi6n arterial), datos antro-
pométricos (peso, talla y perimetro abdominal) y datos sobre
el deterioro cognitivo (minimental y test de los 7 minutos).
Resultados: Se incluyeron 46 pacientes, (80% fueron varones)
con una edad media de 73 afos. Presentaban enfermedad car-
diovascular la mitad de los pacientes (52%). Fumaba el 30% de
los hombres y ninguna mujer. El 100% de las mujeres tenia
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HTA, DM, DL y sindrome metabélico en comparacién con el
92%,57%,90 % y 40% de los hombres respectivamente. Presen-
taban antecedentes familiares de demencia el 16% de los hom-
bres y el 33% de las mujeres; la mitad de las mujeres y el 8%
de los hombres tenfan patologia mental previa. La media de
afios de evolucién de los diferentes factores de riesgo fue 8
para la HTA,8 para la DMy 7 para la DL. El riesgo cardiovas-
cular medio fue de 25+ 5, el perimetro abdominal de 103 8,2,
el IMC de 30+3, el LDL de 2,78 y la HBglicada de 7,1 +1,71.

La media del test minimental fue de 26,1+ 5,2 y el percentil
medio del test siete minutos de 44,1+25,9, el 23% de los pa-
cientes se encontraban por debajo del percentil 22 y el 34% te-
nfan un minimental inferior a 24 (valores indicativos de dete-
rioro cognitivo)

No existen diferencias respecto al sexo en el resultado del test
de 7 minutos. Un 66% de las mujeres y el 27% de los hombres
tenian tienen un minimental < 24 (p < 0,05). Existe asociacién
entre los dos tests: a peor resultado de test siete minutos peor
resultado minimental)

Conclusiones: Destaca la alta prevalencia de deterioro cogni-
tivo en poblacién de alto riesgo cardiovascular

EFECTOS DE LA ADIPONECTINA SOBRE LA
PROLIFERACION Y MOVILIDAD CELULAR EN
CULTIVOS DE FIBROBLASTOS HUMANOS

1G. Alvarez Noves, V. Cachofeiro, 3Y. Alvarez Rodriguez,
2V. Lahera, °L.A. Alvarez-Sala y *J. Millan Nufiez-Cortés

!Laboratorio de Investigacién Biomédica. Hospital Cantoblanco-La
Paz. Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad
Complutense. 3Unidad de Lipidos y Riesgo Cardiovascular. Hospital
General Universitario Gregorio Maraiion. Madrid.

Antecedentes: La adiponectina se produce en el tejido adipo-
so y sus niveles plasmaticos se correlacionan inversamente
con la obesidad, la enfermedad cardiovascular y la resistencia
a la insulina. Se ha sugerido que esta adipoquina ejerce efectos
beneficiosos sobre el sistema vascular, aunque el papel especi-
fico que puede ejercer sobre los diferentes componentes del
mismo no se conoce totalmente.

Objetivo: Estudiar los efectos de la adiponectina sobre el com-
portamiento celular de fibroblastos humanos normales culti-
vados in vitro.

Material y métodos: Fibroblastos humanos se cultivaron en
medio R5al de McCoy modificado conteniendo 10% de sue-
ro bovino fetal, penicilina 100UI/ml y estreptomicina
100pg/ml. Las células se trataron con adiponectina
(10pg/ml), paralelamente se realizé el cultivo control en
idénticas condiciones y en el mismo medio de cultivo libre
de adiponectina. Se estudié su evolucién durante 10 dias
utilizando las técnicas de videointervalometrfa y microsco-
pia digital de intervalos: Optica de contraste de fases con
condensador de larga distancia focal. Cimaras de video y
magnetoscopios con intervalémetro y registro digital con
programa informatico “Mira”. La cadencia de filmacién se
programé de manera que se puede ver en un minuto lo que
sucede en tres dias.

Resultados: Las células tratadas con adiponectina presenta-
ron con respecto al control una clara inhibicién del crecimien-
to. Esta diferencia se inicia a partir de las 24 horas de la expo-
sicion a la adiponectina, separandose las dos curvas de
crecimiento a partir de las 48 horas. Asimismo, la presencia de
adiponectina en el medio de cultivo produce un retraso en la
aparicion de la fase meseta, siendo alrededor de las 80 horas
del inicio del estudio en las células control y 130 horas en las
tratadas. La adiponectina disminuy6 el ntimero de mitosis, sin
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embargo aument9 el tiempo medio de duracién de las mismas
18 minutos (9-24 minutos), en comparacién con las células
controles 12 minutos (10-17 minutos). El tiempo de genera-
ci6én también fue mayor en presencia de adiponectina. No se
observaron diferencias en el nimero de muertes celulares en
presencia o ausencia de esta adipoquina y éstas no fueron de-
bido a un proceso apoptético Tampoco la presencia de la adi-
ponectina modific6 la movilidad de las células, siendo en éstas
la velocidad media de 46,6 pm/h (15-68) frente a 45,7 nm/h
(22-82) para el control.

Conclusiones: Los resultados sugieren que la adiponectina
afecta al comportamiento celular de fibroblastos en cultivo ya
que inhiben su proliferacién. Este efecto parece ser conse-
cuencia de la disminucién del ntimero de mitosis, aumento de
la duracién de las mismas y aumento del tiempo de genera-
ci6n. Sin embargo, esta adipoquina no modifica ni la movili-
dad de los fibroblastos ni la muerte celular. Esto sugeriria que
la adiponectina podria jugar un papel regulador del creci-
miento de fibroblastos con posibles repercusiones fisiopatol6-
gicas.

EFECTOS DE LA INHIBICION DE LA MEVALONATO
PIROFOSFATO DESCARBOXILASA SOBRE LA
PROLIFERACION Y EL CICLO CELULAR

L2C, Martin-Sanchez, 2J. Martinez-Botas, 'A. Davalos,

IG. de la Pefia y '*3M.A. Lasuncién

IServicio de Bioquimica-Investigacion, Hospital Ramon y Cajal,
2CIBER de la Fisiopatologia de la Obesidad y Nutricién
(CIBEROBN), ISCIII y <Universidad de Alcald, Madrid.

El colesterol es necesario para la proliferacion celular. La defi-
ciencia experimental de colesterol inducida tanto por inhibi-
cién de la biosintesis de colesterol como por la extraccion se-
lectiva de colesterol con ciclodextrinas, hemos comprobado en
trabajos anteriores que conduce a un retraso en la progresién
del ciclo celular de G2 a M y a una inhibicién de la citocinesis.
Las estatinas, segtn la concentracién a la que se usen, produ-
cen una parada en G1 o en G2/M, dependiendo de si se impide
la sintesis de todos los derivados del mevalonato o sélo la de
colesterol, respectivamente.

En el presente trabajo nos hemos planteado el estudio de los
efectos de la inhibicién de la mevalonato pirofosfato descarbo-
xilasa, enzima que permite la sintesis del primer isopreno en
la ruta de sintesis de colesterol. Para ello se han utilizado célu-
las HL-60 mantenidas en un medio libre de colesterol (ITS) y
se trataron con 6-fluoromevalonato, un inhibidor de la meva-
lonato pirofosfato descarboxilasa. La biosintesis de colesterol
se determiné analizando la incorporacion de [*“CJ-acetato a es-
teroles mediante HPLC. La proliferacién celular se determiné
mediante el contaje celular y la incorporacién de [*H]-timidina
al DNA. En otras ocasiones, la sintesis de DNA se determiné
mediante incorporacion de BrdU vy el ciclo celular mediante
yoduro de propidio, todo ello analizado por citometria de flu-
jo. A una concentracién de 100 mM, el fluromevalonato inhi-
bi6 la biosintesis de colesterol en mas del 40%. En estas condi-
ciones, el tratamiento con fluoromevalonato durante 24 h o
mas, impidi6 la proliferacion celular. Analizando el ciclo celu-
lar, se observé una parada selectiva en S, con incremento de la
incorporacién de BrdU al DNA en la fase temprana y desapari-
cién de la fase G2/M. Esto indica una inhibicién de la progre-
sién del ciclo celular a través de S. Este tltimo efecto se pre-
viene adicionando al medio colesterol, lovastatina o ambos. La
proliferacién celular, sin embargo, sélo se recupero totalmente
en presencia de colesterol y lovastatina simultdneamente. Es-
tos resultados sugieren que el retraso en el avance a través de

la fase S esta producido por la acumulacién de algtin derivado
del mevalonato, no isoprenoide, y que para una efectiva proli-
feracion, aparte de impedir la formacién de dicho derivado,
que se consigue inhibiendo la sintesis de mevalonato, es nece-
saria la provision de colesterol.

¢HAY DIFERENCIAS EN EL PERFIL CIRCADIANO
DE LA PRESION ARTERIAL SEGUN EL TIPO
DE INSUFICIENCIA CARDIACA?

C. Calvo, A. Hermida, J.E. Lopez, M. Rodriguez, M. Pazo,
R. Vidal*, L. Grigorian*, J.R. Gonzélez-Juanatey*,
R.C. Hermidaf

Unidad de Hipertension y Riesgo Vascular, Hospital Clinico
Universitario, Santiago; *Servicio de Cardiologia y Unidad
Coronaria, Hospital Clinico Universitario, Santiago; +Lab.
Bioingenieria y Cronobiologia, Universidad de Vigo, Vigo

Introduccién y Objetivos: La insuficiencia cardiaca (IC) es
un importante problema de salud publica. Estudios epidemio-
l6gicos estiman que la mitad de los pacientes con IC presentan
disfuncién diastélica-ICDD (fraccién de eyeccion del ventricu-
lo izquierdo-FEVI > 50%); aunque los factores predisponentes
parecen ser distintos, el pronéstico de la disfuncién diastélica
es similar al de IC por disfuncién sistdlica-ICDS (FEVI< 50%).
El objetivo del estudio ha sido evaluar si existen diferencias en
el patrén circadiano de la PA, en pacientes con IC, segtn la
FEVL

Métodos: Se estudiaron 258 pacientes (157 varones) de
70,5+13,1 afios, diagnosticados de IC. Se realizé Ecocardiogra-
fia doppler transtoracica para valorar FEVI y grado de disfun-
cién, al mismo tiempo que se estudio el perfil clinico-biolégico
de cada paciente, incluyendo estudio de funcién renal y nive-
les plasmaticos de BNP. La PA se monitorizé ambulatoriamen-
te durante 48 horas consecutivas y se realizé un anéalisis com-
parativo entre los pacientes con ICDD versus ICDS.
Resultados: El 45,7% de los pacientes presentan ICDD. Exis-
ten diferencias en la edad y sexo en ambos tipos de IC
(73,7+13,9 afios; 52,5% mujeres en la ICDD vs 67,4+12,5 afios;
27,9% mujeres en la ICDS; p< 0,001). La prevalencia del pa-
trén no-dipper (ND) en los pacientes con ICDD fue del 77,1% y
35,6% presentaron patrén riser (media nocturna de la PA su-
perior a la media de PA diurna) vs 73,6% patrén ND y 30,7%
patrén riser en ICDS. La presién de pulso ambulatoria fue sig-
nificativamente mayor en los pacientes no-dipper a lo largo de
las 24 horas (P < 0,001) en ambos tipos de IC. Los pacientes
con ICDD presentan HTA, obesidad abdominal, diabetes, hi-
pertrofia ventricular izquierda y microalbuminuria, mientras
que los pacientes con ICDS presentan un mayor consumo de
tabaco, dislipidemia, enfermedad coronaria, anemia y deterio-
ro de la funcién renal (p < 0,001). En ambos patrones de IC
existe un elevado porcentaje de pacientes que reciben la medi-
caci6n (diuréticos, IECAS, ARA-II, calcioantagonistas y beta-
bloqueantes) a dosis subterapéuticas y en horario matutino.
Conclusiones: Los pacientes con IC presentan una importante
alteracion en la regulacion de la PA nocturna y el consiguiente
patrén no-dipper en la PA, incidencia que puede estar incre-
mentada por el uso de medicacién a dosis subterapéuticas y en
un esquema terapéutico fundamentalmente matutino. La
ICDD se asocia a pacientes con edad mas avanzada, HTA, obe-
sidad, diabetes y dafio organico subclinico, mientras que los
pacientes con ICDS son fundamentalmente hombres més jove-
nes, fumadores, dislipémicos y con enfermedad clinica esta-
blecida. Todos los pacientes con IC deberian ser evaluados con
MAPA para optimizar su diagndstico y establecer el esquema
terapéutico mas adecuado que permita reducir la alta preva-
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lencia del patrén no dipper y reducir el riesgo cardiovascular
asociado a dicho patrén.

IMPLICACION DEL COLESTEROL DE MEMBRANA
EN LA DIFERENCIACION DE LAS CELULAS
PROMIELOCITICAS HUMANAS HL-60

12C.C. Sanchez-Martin, 'L.J. Figueroa, 'G. de la Pefia,

'A. Davalos y !S. Blanco y "**M.A. Lasuncién

IServicio de Bioquimica-Investigacién, Hospital Ramon y Cajal,
Madrid, °CIBER de la Fisiopatologia de la Obesidad y Nutricion
(CIBEROBN), ISCIII, *Dpto. Bioquimica y Biologia Molecular,

Universidad de Alcald.

Antecedentes: El metabolismo del colesterol esta alterado
en células tumorales, existiendo controversia acerca del uso
combinado de estatinas y agentes quimioterapéuticos en el
tratamiento contra el cancer. En nuestro laboratorio habia-
mos demostrado con anterioridad cémo la deficiencia de co-
lesterol en la linea promielocitica humana HL-60 inducia la
diferenciacién de estas células hacia granulocitos. Para ello
se emplearon inhibidores distales de la biosintesis de coles-
terol, como el SKF 104976, un inhibidor especifico de la es-
terol 14a -desmetilasa, y el acido zaragézico A, inhibidor de
la escualeno sintasa. Se desconoce hasta la fecha si la ex-
traccion del colesterol de la membrana de estas células es
capaz de producir un proceso de diferenciacién similar, lo
que podria abrir una via mds hacia nuevas lineas terapéuti-
cas.

Objetivos: Evaluar el impacto de la extraccion del colesterol
de membrana en las células HL-60 a nivel de diferenciacién y
las vias de sefializacién implicadas.

Métodos: Las células HL-60 se mantuvieron en un medio li-
bre de colesterol y se extrajo el colesterol de membrana me-
diante el uso de distintas dosis de metil-B-ciclodextrina
(MCD). Para evitar la reposicion del colesterol de la membra-
na, en determinados casos se utilizé un tratamiento combina-
do de MCD junto con lovastatina 0,5 pM. La diferenciacién
celular se estudié analizando: 1) la expresion de las proteinas
de superficie CD14 (marcador de monocitos) y CD11c (marca-
dor temprano de diferenciacién hacia monocitos/ neutréfilos)
mediante citometria de flujo; y 2) la expresién de p47vh y
p67°h* mediante western-blot (componentes del complejo
NADPH oxidasa). El estudio de las vias implicadas en la dife-
renciacién se evalué mediante western blot, analizando la fos-
forilacion de las tres vias principales de las MAPKs: ERK, p38
MAPK y JNK/SAPK.

Resultados: La extraccién del colesterol de membrana me-
diante el uso de 2 y 3mM de MCD en las células HL-60 indujo
la expresién de CD11c y CD14 y un incremento en la expresion
de los componentes p47°"* y p67°h°%, que se acompafia de una
activacion de las vias de ERK y de p38. El tratamiento con do-
sis bajas de MCD en combinaci6n con lovastatina 0,5 pM in-
dujo una mayor expresion de todos los marcadores de diferen-
ciacién, en comparacién con el uso de MCD sola. Por dltimo,
el tratamiento de las células HL-60 con pulsos de MCD eviden-
cié que un tratamiento de 16 horas es capaz de inducir tam-
bién la expresion de los distintos marcadores.

Conclusiones: La extraccién del colesterol de membrana en
esta linea celular durante un minimo de 16 horas desencadena
su diferenciacién como la avalan la adquisicion de los marca-
dores CD11c, CD14 y expresion de p47°™* y p67°"*, El proceso
necesita de la activacién de la via de ERK y la inhibicién de
p38 MAPK. Un tratamiento combinado con lovastatina permi-
te disminuir la dosis de MCD, lo que facilitaria su uso terapéu-
tico en el tratamiento de este tipo de leucemia.
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INSTRUMENTOS PARA LA INVESTIGACION EN DIETA
Y ARTERIOSCLEROSIS: INTEGRACION DE LA GESTION
DE RECETAS EN EL RECUERDO DE 24 HORAS POR
MEDIO DE UNA ONTOLOGIA BIOMEDICA

M. Arregui, 'A. Fabregat, 'E. Afiibarro, 'E. Barrera,
20. Portolés, 2°D. Corella y '0. Coltell

!Grupo BioinfoGenémica. Departamento de Lenguajes y Sistemas
Informdticos. Escuela Superior de Tecnologia y Ciencias
Experimentales. Universitat Jaume I. Castellon. (RETIC
«COMBIOMEDS». ISCIII. Madrid). *Departamento de Medicina
Preventiva. Facultad de Medicina. Universitat de Valéncia. Valencia.
3CIBER «Fisiopatologia de la Obesidad y Nutricién». ISCIII. Madrid.

Introduccién: En la génesis de la arteriosclerosis intervienen
factores genéticos y ambientales. Uno de los maés influyentes
es la dieta, que ademas es modificable de forma voluntaria y
programada, por ello su estudio tiene tanto interés en la etiolo-
gia de las enfermedades cardiovasculares. La dieta es dificil de
medir con precisién. Existen diversas encuestas alimentarias
para la evaluacion de la ingesta de alimentos, siendo la mds
utilizada el «Recordatorio 24 horas» (R24H) donde, en su ad-
ministracién, ademds de incluir alimentos simples, frecuente-
mente se hace referencia a platos preparados, algunos de ellos
sin composicién detallada. En el caso de los platos prepara-
dos, generalmente se puede aproximar su composicién a «re-
cetas estdndar» publicadas. Asi, la digitalizacién de R24H tra-
dicional, para su posterior transformacién en nutrientes, no
nutrientes y energia, es tediosa especialmente cuando abun-
dan platos preparados. Es necesario el desarrollo de nuevas
técnicas computacionales para facilitar la labor de los investi-
gadores.

Objetivos: Disefio y desarrollo de un sistema de gestion de re-
cetas, «OntoReceta», como mecanismo complementario a una
herramienta informética de ejecucion de R24H.

Metodologia: OntoReceta se desarrollé a modo de aplica-
cién/servicio Web para la definicién de recetas estandar visi-
bles desde otros servidores mediante acceso programado y se
integré en «NutriGenOntologia», arquitectura de ontologias
como soporte a la investigacion en Gendémica Nutricional.
Dado que en OntoReceta se definen conjuntos de propiedades
variables y heterogéneas en las clases, se simulé el comporta-
miento de una ontologia ligera mediante bases de datos rela-
cionales y se implement6 una aplicacién de consulta que reali-
za inferencias simples a partir de la informacion de la
ontologia simulada. Se desarrollé el concepto «EpiReceta»
como superestructura de definicién de conjuntos de recetas
cuya instanciacién permite personalizar recetas estandar. Se
utiliz6 XHTML y JavaScript con técnicas AJAX (mediante el
Framework XAJAX) para conseguir interfaces Web de usuario
asincronas, RAP de pOWL para el manejo de Ontologias, nu-
SOAP para el desarrollo de servicios Web en PHP, Prototype
para facilitar el manejo del DOM y Prototype Window para ge-
nerar ventanas dentro de las interfaces del navegador Web.
Resultados: OntoReceta es intuitivo y facil de manejar; simu-
la el comportamiento de una ontologfa ligera mediante bases
de datos relacionales. La instanciacién de EpiRecetas permite
la personalizacion de recetas estandar.

Conclusiones: OntoReceta agiliza el proceso de digitalizacién
de R24H mediante la definicién de recetas estdndar corres-
pondientes a platos preparados.
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CIII-FIS, MSyC), OBENUTIC (BI061326, ISCIII-FIS, MSyC) y
CIBER «Fisiopatologia de la Obesidad y Nutricién» (ISCIII-
FIS, Ministerio de Sanidad).
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LA FOSFOINOSfTIpO 3-KINASA (PI3K) NO INTERVIENE
EN LA REGULACION DE LA CITOCINESIS

IS. Blanco, *C.C. Sanchez-Martin, 'L.J. Figueroa, 2

C. Martin-Sanchez , 'G. de la Pefia y '*3M.A. Lasuncién

! Servicio de Bioquimica-Investigacion, Hospital Ramén y Cajal, 2
CIBER de la Fisiopatologia de la Obesidad y Nutricién
(CIBEROBN), ISCIII y * Universidad de Alcald, Madrid.

El colesterol es necesario para la citocinesis en células de ma-
miferos. En trabajos anteriores, hemos demostrado en células
promielociticas humanas HL-60, que la deficiencia de coleste-
rol producida por la inhibicién de su biosintesis o por su ex-
traccién selectiva de la membrana con metil-p-ciclodextrina
(MCD), conduce a la formacién de células poliploides, como
resultado de la rereplicacién del DNA en células que no han
experimentado la citocinesis. En estos procesos intervienen di-
ferentes vias de transduccién que recogen sefales intra y ex-
tracelulares. Por ejemplo, utilizando el mismo modelo habia-
mos observado el control que ejercen la p38 MAPK y la INK
en la finalizacién de la mitosis. En el presente trabajo nos he-
mos interesado por el papel de la fosfoinositido 3-kinasa
(PI3K) en la citocinesis, sometiendo las células a conocidos in-
hibidores de esta enzima: calfostina C y LY 294002. Las célu-
las HL-60 se mantuvieron en un medio libre de colesterol
(ITS). Para sincronizarlas en prometafase, se trataron con no-
codazol durante 13 h y, posteriormente, se retiré el nocodazol
y se permitié que progresaran las células a través de mitosis y
completaran la division, en diferentes condiciones: control,
calfostina 50 nM, LY 20 uM, MCD 4 mM, MCD 4 mM -+ calfos-
tina 50 nM, MCD 4 mM + LY 20 ppM. A diferentes tiempos, se
tomaron células para andlisis del ciclo celular mediante tin-
ci6én del DNA con yoduro de propidio y anélisis por citometria
de flujo. No se observaron cambios en la progresién del ciclo
celular por efecto del tratamiento con LY ni con calfostina C,
ya fuese en condicion control o en presencia de MCD. El tnico
efecto resefiable fue la muerte celular producida por la calfos-
tina C, evidente ya a partir de las 3 horas de tratamiento, y el
cierto retraso que ejercen tanto la Calfostina C como LY
294002 en la llegada de las células a G2/M, es decir, en la tran-
sicion G1-S. A diferencia de la INK , que es necesaria para que
se complete la mitosis, estos resultados sugieren que la PT 3K
no interviene en la regulacién de la citocinesis.

PATRON SOCIOLABORAL Y PERFIL DE RIESGO
VASCULAR DE UNA POBLACION ASISTENTE A UN
PROGRAMA DE EDUCACION EN AMBITO LABORAL
12V, Pallarés, 2N. Lopez, 'J. Gil, 'P. Boix

'Unidad de Epidemiologia y Vigilancia de la Salud. Unién de

Mutuas. Castellon. *Unidad de Hipertensién y Riesgo Vascular.
Clinica Medefis. Vila-real (Castellon).

Introduccién: La enfermedad cardiovascular (ECV) supone 1
de cada 4 muertes ocurridas en el mundo laboral en nuestro
pais. En aras de reducir el impacto que la ECV tiene, hemos
apostado por desarrollar programas sanitarios de formacién
frente a patologias prevalentes en la comunidad dirigidos a
nuestra poblacién laboral protegida, para fomentar conductas
de vida saludables y una cultura preventiva en el ambito de la
empresa, colaborando de esta forma a las acciones emprendi-
das por la administracién, colaborando asi, con el sistema pu-
blico de salud.

Propésito Estudio: Analizar el perfil epidemioldgico y riesgo
cardiovascular en poblacién laboral a la que se invita a asistir
a unas conferencias-taller de formacién sobre factores de ries-
go cardiovascular (FRCV).

Métodos utilizados: Encuesta a los asistentes a talleres de
formacién sobre FRCV en dmbito laboral. Se presentan los re-
sultados descriptivos del perfil cardiovascular, y condicién la-
boral y personal.

Resultados: 746 personas de ambos sexos de entre 20-70 afios
asisten a un total de 29 talleres (media 25,7 asistentes por ta-
ller) realizados en 10 comunidades auténomas. Se obtienen
641 encuestas validas (85,9%).

Del total de encuestados (46,2 afios, 46,5% mujeres), el mayor
porcentaje pertenecen al sector sanitario y servicios (12,25%)
en tareas de administracién (29,2%) y cargo de responsabili-
dad (28,8%). Un 89,8% tienen contrato estable, trabajan a jor-
nada partida (43,5%), estado civil casado (78,1%), 2 hijos y
con estudios medios/universitarios (38,1%), viven en ciudades
de mas de 100.000 habitantes (27%) y en vivienda de su pro-
piedad (92,5%) y entre sus hébitos de vida el 29,5% practica
deporte varias veces por semana.

Su riesgo cardiovascular personal: el 61,8% tiene antecedentes
familiares de enfermedad cardiovascular, el 51% reconoce so-
brepeso/obesidad, el 30,7% hipertension, el 32 % dislipemia;
un 5,9% diabetes, el 25,7% son sedentarios, un 19,8% fuma
(20,6% exfumadores), y el 54,1% manifiesta estar sometido a
estrés.

Conclusiones: El perfil del asistente a programas de forma-
cién de salud (riesgo cardiovascular) en ambito laboral son
hombres, de mediana edad, con nivel cultural medio-alto, car-
go profesional de responsabilidad, y estabilidad tanto laboral
como familiar. Presentan algiin FRCV individual personal o
familiar que les induce a su asistencia y en un elevado porcen-
taje ha tomado algtin tipo de medida de control de su riesgo.

UTILIZACION DEL COLESTEROL PARA LA
ESTEROIDOG}::NESIS Y ESPERMATOGENESIS
EN LOS TESTICULOS DE RATONES CONTROL
Y KNOCKOUT DE HSL

LZM.E. Casado, '2L. Huerta, ?R. Busto, *M.V.T. Lobo,

SMLI. Arenas, 'I. Buendia, 2S.H. Latorre, ?M.A. Lasuncién y
12A. Martin-Hidalgo

IServicio de Bioquimica-Investigacion, Hospital Ramon y Cajal,
Madrid, Espafia; ? CIBER Fisiopatologia de la Obesidad y Nutricién
(CIBEROBN) (CB06/03), Instituto de Salud Carlos I1I, Madrid,
Esparia, 3Biologia Celular y Genética, Universidad de Alcald de
Henares, Madrid, Esparia.

La elevada incidencia de dislipemia en hombres infértiles evi-
dencia que el colesterol es necesario para el desarrollo de los
gametos y la fertilidad. El colesterol para la esteroidogénesis
se obtiene mediante la captacién “selectiva” de ésteres de co-
lesterol de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) via recep-
tores scavenger clase B (SR-BI, SR-BII, LIMP II). HSL hidroli-
za los ésteres de colesterol, derivados de las lipoproteinas y
almacenados en las gotas lipidicas, a colesterol libre. Esta fun-
cién es critica, ya que la pérdida de esta proteina, se acompa-
fia de un acumulacion de ésteres de colesterol en los testiculos
de los ratones HSL knockout (HSL-/-) e infertilidad en los ma-
chos.

Objetivo: Estudiar el papel del colesterol en la esteroidogéne-
sis y espermatogénesis de los testiculos.

Métodos: Los testiculos extraidos de ratones controles y HSL -
/-, se congelaron en N, liquido o se incluyeron en parafina
para estudiar la expresion de proteinas por Western blot e in-
munolocalizacién mediante técnicas inmunohistoquimicas.
Resultados: La HSL se expresa en células de Leydig y esper-
matidas alargadas de testiculos de ratones controles. Los testi-
culos de ratones HSL -/- carecen de HSL y presentan alteracio-
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nes en la espermatogénesis asociadas a disminucién de la con-
centracién de espermatozoides, la motilidad y esterilidad. Los
defectos también incluyen espermatidas polinucleadas, formas
anormales y reduccién de las espermatidas alargadas. Muchas
células epiteliales de los tabulos seminiferos presentan vacuo-
las y estd incrementado el nimero de células de Leydig. En los
testiculos controles, SR-BI se localiza en las células de Leydig y
espermatidas; SR-BII se expresa en espermatocitos y esperma-
tidas, las células de Sertoli son inmunonegativas para SR-BII; y
LIPM II se localiza mayoritariamente en las células de Sertoli y
poco en las células de Leydig. Los testiculos de ratones HSL (-/-
) presentan aumentada la expresién y la inmunotincién positi-
va para SR-BI, SR-BII y LIPM II en las células de Leydig, célu-
las germinales y células de Sertoli, respectivamente.
Conclusiones: 1/ HSL es critica para la esteroidogénesis y es-
permatogénesis en los testiculos de los ratones. 2/ La falta de
HSL induce aumento en la expresién de los receptores scaven-
ger clase B (SR-BI, SR-BII y LIMP II) en los testiculos, lo que
permite aumentar la captacion de ésteres de colesterol.
Financiado por el Fondo de Investigaciones Sanitarias
(P1050403).
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