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patients were classified as normal (N) or abnormal (A) based on IMT
values bellow or over 0.8 mm respectively. Blood samples were col-
lected and separated into plasma and PBMCs.

Results: The subjects with abnormal IMT showed higher levels of
circulating oxidated DNA and lower mtDNA content in PBMCs than
normal IMT subjects suggesting increased mitochondrial dysfunction
in these subjects. Consistently, targeted gene expression analysis of
PBMCs further showed that subjects with abnormal IMT had signifi-
cantly lower expression levels of SOD2 a mitochondrial antioxidant
than normal IMT subjects, indicative of poor mitochondrial antioxi-
dant control. Nevertheless, systemic antioxidant capacity was not
reduced in abnormal IMT subjects as indicated by the evaluation of
total antioxidant capacity in plasma samples. These alterations were
associated with a significantly increased ND4/ND1 mitochondri-
al-gene ratio in abnormal IMT subjects detectable in plasma samples,
suggesting increased mtDNA instability in these subjects. Further-
more, gene expression correlation analysis of PBMCs samples showed
that the adjusted linear regression of PDK4, fatty acid oxidation
biomarker, with PRDX3, a mitochondrial oxidative stress biomarker,
was significantly altered in abnormal IMT subjects, that displayed
higher PRDX3 levels for an any given PDK4 value than normal IMT
subjects, further indicating the presence of enhanced mitochondri-
al oxidative stress in abnormal IMT subjects. Importantly, the eval-
uation of inflammatory markers showed that the expression levels
of the anti-inflammatory cytokine IL-4 were significantly lower in
PBMCs of abnormal IMT subjects and the correlation analysis with
PDK3 showed a similar pattern to that observed with PDK4, suggest-
ing that enhanced mitochondrial oxidative stress may be related to
the lower IL-4 levels observed in abnormal IMT subjects.

Conclusions: IMT is associated with increased signs of mitochon-
drial dysfunction, oxidative stress and mtDNA damage that may be
related with an altered inflammatory profile that could be relevant
in CVD development in T2D subjects despite of the preservation of
a good control of glucose levels.
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La diabetes tipo 1 (DT1) es una enfermedad autoinmunitaria com-
pleja. Tras iniciar el tratamiento con insulina, la mayoria de los
pacientes pediatricos experimentan un periodo de remision parcial
(RP), conocido como «luna de miel». Durante esta fase, las células
B pancreaticas recuperan parcialmente su funcion, reduciendo la
necesidad de insulina exdgena y mejorando el control glucémico.
Los mecanismos implicados podrian incluir menor estrés celular,
regeneracion de células B, regulacion inmunitaria y mayor sensibi-
lidad a la insulina. Previamente, en pacientes pediatricos, identifi-
camos una firma de microARNs en plasma especifica de la RP, en la
que miR-30d-5p mostroé la mayor concentracion en comparacion con
los pacientes recién diagnosticados o sin RP. Ademas, la administra-
cion del inhibidor del miR-30d-5p en el raton NOD (modelo experi-
mental de DT1) mostroé tendencia a aumentar el grado de insulitis.
Con el fin de determinar los mecanismos subyacentes a esta modu-
lacion, nuestro objetivo fue determinar el papel de miR-30d-5p en
la inmunorregulacion de los linfocitos Ty la regeneracion y recupe-
racion funcional de las células B ex vivo. Para ello, electroporamos
linfocitos T de controles o pacientes pediatricos previamente aisla-
dos y activados con un inhibidor del hsa-miR-30d-5p (oligonucleoti-

do antisentido) o una sonda irrelevante como control negativo. La
inhibicion de miR-30d-5p demostro que es esencial para la expresion
de diversas moléculas inhibidoras incluyendo PD-1, CTLA-4, CD200,
TIM-3 y LAG-3, asi como para la produccion de IFN-y por los linfoci-
tos T tanto de pacientes con DT1 como de controles. Estos datos
apoyan el potencial inmunorregulador de miR-30d-5p para frenar la
autoinmunidad. Ademas, llevamos a cabo estudios de trazado de
linaje en slices (rodajas) pancreaticas humanas (HPSs) utilizando un
adenovirus especifico de linaje que expresa Cre (Ad-Cre) bajo el
promotor de insulina. En esta prueba de concepto, la transfeccion
de miR-30d-5p mimic en las HPSs demostrd su capacidad de estimu-
lar la formacion de nuevas células p que expresan insulina. Los ex-
perimentos preliminares de perifusion dinamica también revelaron
que la expresion del miRNA podria ser necesaria para la secrecion
de insulina, segln se determiné mediante el analisis del péptido C.
Por Gltimo, mediante la secuenciacion del ARN (bulk RNA-seq) com-
probamos que el miR-30d-5p puede regular genes relacionados tan-
to con la funcién como con la regeneracion de las células p humanas.
De hecho, la inhibicion del miR-30d-5p en las HPSs se relaciona con
una menor expresion de BMPR1B, sefalizacion a través del cual es
clave para la expresion de genes especificos de célula B en proge-
nitores pancreaticos. En conclusion, hemos descrito por primera vez
el efecto del miR-30d-5p en la inmunorregulacion y en la funcion y
regeneracion de las células p humanas, lo que puede abrir nuevas
vias para estrategias terapéuticas dirigidas a mejorar la preservacion
de las células B.
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Introduccion y objetivos: La diabetes tipo 1 (DM1) es una enfer-
medad autoinmune compleja que se desarrolla en individuos gené-
ticamente susceptibles tras la exposicion a factores ambientales,
como infecciones virales. Varias variantes genéticas asociadas a la
susceptibilidad a la T1D se encuentran en regiones no codificantes
del genoma humano, incluyendo ARN largos no codificantes (IncR-
NAs). Una de estas, el ARN largo no codificante del ligando coesti-
mulador inducible de linfocitos T (lnclCOS-LG), presenta un
polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) (rs6518350) asociado a la
DM1. El objetivo de este estudio es caracterizar la funcion de lncl-
COS-LG en las células B pancreaticas, en el contexto de la inflama-
cion y las infecciones virales, y desvelar su posible papel en la
patogénesis de la T1D.

Material y métodos: Se realizo un RNAseq en células EndoC-BH1
que expresaban el IncRNA con el alelo de riesgo o de proteccion para
DM1 para identificar rutas regulados por el IncRNA. Se realizaron
estudios funcionales in vitro basados en la sobreexpresion y disrup-
cion del IncRNA para caracterizar la funcion del mismo.

Resultados: El IncRNA InclCOS-LG se expresa ampliamente en
varios tejidos humanos, incluidas las células de los islotes pancrea-
ticos y las células B. Su expresion aumenta en las células § pan-
creaticas humanas en respuesta al acido poliinosinico-policitidilico
(PIC), un analogo sintético de ARN de doble cadena que simula
infecciones virales. Ademas, encontramos que su expresion es ma-
yor en las fracciones celulares citoplasmicas tras la exposicion
intracelular al PIC. En el contexto de la inflamacion, la expresion
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de IncICOS-LG también aumenta tras la adicion de citoquinas proin-
flamatorias. Los datos de RNAseq revelaron varios genes diferen-
cialmente expresados en base al genotipo del SNP asociado a DM1,
incluidos genes relacionados con la apoptosis y el estrés del reti-
culo endoplasmico. En este sentido, la sobreexpresion de la forma
protectora de IncICOS-LG disminuia la expresion inducida por PIC
de ATF3, un factor de transcripcion proapoptotico en células . En
la misma linea, la sobreexpresion de la forma protectora de lncl-
COS-LG protege a las células B de la apoptosis inducida por PIC. Se
ha observado que el IncRNA interacciona con ATF3 en situacion
basal, pero que esta interaccion desaparece en presencia de una
infeccion viral.

Conclusiones: En conjunto, nuestros resultados indican una fun-
cion previamente desconocida de InclCOS-LG, sugiriendo su papel
en la regulacion de la apoptosis de la célula B pancreatica.
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Objetivos: La esteatosis pancreatica (EP) es frecuente en la en-
fermedad hepatica esteatdsica asociada a disfuncion metabélica
(MASLD) y puede deteriorar la funcion de las células beta, contribu-
yendo al desarrollo de diabetes tipo 2 (DT2). La EP puede progresar
a inflamacion y fibrosis con activacion de las células estrelladas
pancreaticas (PSC). Las vesiculas extracelulares (sEV) desencadenan
multiples respuestas en las células diana, pero se desconoce si las
sEV liberadas por los hepatocitos durante la MASLD activan las PSC
y/o alteran la funcionalidad de los islotes pancreaticos. Nuestro
objetivo es investigar el papel de las sEV en la activacion de las PSC
y en la funcion de las células beta pancreaticas durante la progresion
de la MASLD.

Material y métodos: Ratones macho C57BL6 se alimentaron con
dieta estandar (CHD) o dieta que induce MASLD (CDAAHFD) duran-
te tres o nueve semanas. Se analizo su perfil metabolico y las ca-
racteristicas del higado y pancreas. Se aislaron sEV circulantes de
ambos tipos de ratones (SEV® y sEVCPAHFD) " se caracterizaron y se
estudio su internalizacion por las PSC e islotes pancreaticos. Se
evaluo la activacion de las PSC y la secrecion de insulina por los
islotes. Se inyectaron ratones con una dosis Unica de ambos tipos
de sEV para analizar sus efectos en higado y pancreas. Ademas, se
aislaron y caracterizaron stV circulantes de individuos sanos (SEV¢)
y con MASLD (sEVMSP) para evaluar sus efectos en las PSC e islotes
humanos.

Resultados: Los ratones con MASLD presentaron dafo hepatico y
esteatosis pancreatica con infiltracion de macrofagos y activacion
de las PSC en los islotes. Ademas, presentaron aumento de sEV en
plasma y menores niveles de insulina, asi como una disminucion de
la secrecion de insulina por los islotes pancreaticos. Experimentos
en cultivo mostraron la internalizacion de las sEV por las PSC, pero

Unicamente las lipotoxicas (SEVCPA4H) inducian su activacion y la
expresion de interleuquina 1beta (IL1beta). Asimismo, las sEV fueron
internalizadas por islotes pancreaticos y las SEVE®*4H disminuyeron
la secrecion de insulina. Estudios in vivo en ratones inyectados con
sEV mostraron su internalizacion por macréfagos del higado y pan-
creas. Ratones inyectados con SEVEPA4H™ mostraron una infiltracion
de monocitos y neutrofilos en ambos tejidos y en los islotes se en-
contré infiltracion de macrofagos y activacion de PSC. El plasma de
personas con MASLD presentaba mayores niveles de sEV (SEV*5®) en
comparacion con los controles. In vitro, las SEV*S® activaron las
PSC, aumentaron la IL1beta y fueron internalizadas por islotes pan-
creaticos humanos.

Conclusiones: En este trabajo hemos evidenciado el impacto ne-
gativo de las sEV hepaticas liberadas durante la MASLD en la activa-
cion de las PSC y en el deterioro de la funcion de las células beta,
lo que evidencia su papel en la conexion entre MASLD y DT2.

C0-005. EL CONTROL GLUCEMICO EN PACIENTES

CON DIABETES TIPO 2 COMPROMETE EL CONSUMO

DE OXIGENO, LOS NIVELES DE LOS COMPLEJOS OXPHOS
Y LA INTERACCION LEUCOCITO-ENDOTELIO

J. Cacace?, C. Luna-Marco®, A. Hermo-Argibay?,
O.A. Hernandez-Lépez?, M. Rocha<, S. Rovira-Llopis®®
y V.M. Victorb-<

aServicio de Endocrinologia y Nutricién, Hospital Universitario
Peset, Fundacion para el Fomento de la Investigacion Sanitaria
y Biomédica en la Comunidad Valenciana (FISABIO), Valencia,
Espaiia. ®Departamento de Fisiologia, Universitat de Valencia,
Instituto de Investigacion Sanitaria INCLIVA, Valencia, Espanfia.
°CIBERehd, Departamento Farmacologia, Universitat de Valencia,
Espana.

Introduccién: La diabetes tipo 2 (DM2) se ha asociado a un au-
mento de especies reactivas de oxigeno (ROS) y disfuncion mitocon-
drial. Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
desempefian un papel clave en la inflamacion asociada a esta enfer-
medad.

Objetivos: Evaluar si el control glucémico en la DM2 tiene un
impacto en el consumo de oxigeno (OCR) de las PBMC, los complejos
OXPHOS y el fenotipo inflamatorio estimado a través de la interaccion
leucocito-endotelio.

Material y métodos: Reclutamos 79 controles sanos, 64 pacientes
con DM2 y buen control glucémico (HbA,_ < 7%) y 38 sujetos con DM2
con mal control glucémico (HbA,_> 7%). Aislamos PBMCs para reali-
zar técnicas de SeaHorse, western blot y neutroéfilos para la inte-
raccion leucocito-endotelio ex vivo mediante un sistema de adhesion
dinamica.

Resultados: Observamos una disminucion significativa en la OCR
basal de las PBMC en pacientes HbA,_ > 7% en comparacion con los
controles (p < 0,05). Ademas, la OCR maxima y la capacidad respi-
ratoria de reserva disminuyeron en pacientes HbA, > 7% en compa-
racion con los controles y en comparacion con pacientes HbA, < 7%
(p < 0,05 para todos). Se observé una mayor produccion de ROS
mitocondriales en PBMC de pacientes DM2 (HbA, < 7% = p < 0,05;
HbA, > 7% = p < 0,001) que en los sujetos control, aumentando aun
mas en pacientes HbA,_> 7% (p < 0,001). El complejo Il y V de la
cadena de transporte de electrones disminuyé en pacientes HbA,
> 7% frente a controles (p < 0,05y p < 0,01, respectivamente). Las
interacciones leucocito-endotelio aumentaron en la DM2 y se exa-
cerbaron alin mas en aquellos pacientes HbA,_> 7% (p < 0,001 en
todos). Se encontraron correlaciones negativas significativas entre
los niveles de HbA__vy la respiracién basal (r = -0,319, p < 0,05), la
respiracion maxima (r = -0,350, p < 0,01) y la capacidad respiratoria
de reserva (r = 0,295, p < 0,05) de las PBMC.



