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MarTin, CrisTINA; FERNANDEZ-SOTO, PEDRO; MURO, ANTONIO

VALORACION DE LA TECNICA SmMMIT-LAMP PARA LA SELECCION MOLECULAR DE ADN
DE Schistosoma mansoni EN MUESTRAS DE ORINA

FarmaJournal, 2016, vol. 1, niim. 1, pp. 25-32

RESUMEN: Antecedentes: La esquistosomosis humana es una de las enfermedades
parasitarias més frecuentes en todo el mundo. Su principal problema reside en el control
de la enfermedad debido a las limitaciones de las técnicas parasitoldgicas y serolégicas. Por
ello, es necesario el desarrollo de nuevos métodos de diagnéstico capaces de detectar la
infeccién en fase aguda. Un enfoque prometedor es la técnica de amplificacién isotérmica
de 4cidos nucleicos tipo LAMP (Loop-mediated isothermal amplification).

Metodologia / Resultados: Se utilizé un modelo murino de Schistosoma mansoni
para obtener muestras de orina a partir de ratones infectados con cercarias de S. mansoni.
Las muestras se recogieron semanalmente desde la semana 0 hasta la semana 8* después
de la infeccidn. Posteriormente se realizé al andlisis de las muestras de orina mediante la
técnica SmMIT-LAMP, consiguiendo detectar ADN de S. mansoni desde la 3* semana
post-infeccién (p.i).

Conclusiones / Importancia: Hemos logrado, por primera vez, la deteccién de ADN
de S. mansoni en muestras de orina en fase aguda de la infeccién producida por S. mansoni
mediante un método molecular sencillo, ripido, econémico y potencialmente aplicable
en zonas endémicas.

Palabras clave: Schistosoma mansoni; ratones; muestras de orina; diagndstico; LAMP.

MORAN, JEsts; MORENO-PEREZ, DARWIN A.; PATARROYO, MANUEL A.; MURO, ANTONIO
EsTUDIO DEL PROTEOMA EN MALARIA
FarmaJournal, 2016, vol. 1, nim. 1, pp. 33-40

RESUMEN: La malaria sigue siendo una de las principales enfermedades transmisibles
del planeta, especialmente en dreas tropicales y subtropicales. Dentro de las diversas
especies causantes de esta enfermedad, en los Gltimos afios ha ganado relevancia el

([SMom FarmaJournal, vol. 1, num. 1 (2016), pp. 7-20
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estudio de P. vivax debido a sus caracteristicas propias, que la hacen especialmente
dificil de erradicar.

En el presente estudio, nos proponemos analizar e identificar las proteinas de la fase
hemdtica de P. vivax mediante cromatografia liquida asociada a espectrometria de masas
en taindem (LC-MS-MS).

Los resultados del estudio nos permitieron identificar 743 proteinas, de las que 522
no habian sido previamente descritas. Ademads, la comparacion del perfil de expresion de
estas proteinas con el perfil transcripcional de P. vivax nos permitié corroborar lo descrito
en estudios anteriores: el cambio adaptativo en el perfil transcripcional de la cepa VCG-1
de P, vivax.

Palabras clave: P. vivax; proteoma; espectrometria de masas; proteinas.

ORrALLO Luna, CLAUDIA; GONZALEZ SARMIENTO, ROGELIO

EVALUACION DEL EFECTO DE LA CLOROQUINA SOBRE LA AUTOFAGIA EN CELULAS TUMORALES
DE MAMA Y SU POSIBLE UTILIDAD COMO FARMACO ANTINEOPLASICO

FarmaJournal, 2016, vol. 1, ndm. 1, pp. 41-51

RESUMEN: La autofagia es un proceso celular que se encarga de la degradacién de
organulos dafiados y de la obtencién de nutrientes en condiciones de ayuno. Este proceso
tiene un papel muy importante en la regulacién del cincer. En fases iniciales impide el
desarrollo de células tumorales; mientras que, en fases finales del cancer, promueve las
metistasis y la resistencia a la quimioterapia. Cloroquina es un firmaco antipalidico al
que, en estudios recientes, se le han atribuido propiedades antineoplésicas debido a un
mecanismo de inhibicién de la autofagia. El objetivo de este trabajo es comprobar, por
un lado, el efecto citotéxico de la cloroquina sobre la linea celular BT-549 de cancer de
mama mediante un ensayo MTT; y por otro, estudiar el efecto de la cloroquina sobre tres
proteinas autofdgicas: LC3, p62 y Beclin-1 por medio de un Western Blot. Los resulta-
dos obtenidos indican que la cloroquina inhibe el crecimiento celular a 50 pM y que la
cloroquina aumenta la expresién de las proteinas estudiadas, lo que se podria considerar
un mecanismo compensador de la célula ante la inhibicién de la autofagia producida por
cloroquina. En conclusién, la cloroquina podria ser un firmaco con utilidad en el trata-
miento del cincer de mama.

Palabras clave: cloroquina; autofagia; cincer de mama; quimioterapia.

DEeLcapo Rusio, Oscar; JESUSVALLE, M.? JosE DE; SANCHEZ NAVARRO, AMPARO
Di1sERO DE UNA FORMULACION DE LIPOSOMAS PARA LA ADMINISTRACION DE VACUNAS
FarmaJournal, 2016, vol. 1, nim. 1, pp. 51-58

RESUMEN: Los efectos de una vacuna dependen no solo del antigeno, sino también de
factores relacionados con la formulacién; la eleccidn del sistema de liberacién junto con

([SMom FarmaJournal, vol. 1, num. 1 (2016), pp. 7-20
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el empleo de potenciadores inmunoldgicos son aspectos de gran relevancia. Actualmente
existen numerosas estrategias en desarrollo en este campo basadas en la utilizacién de
liposomas. El objetivo de este trabajo ha sido el disefio y la preparacién de un vehiculo
para la administracién de vacunas, capaz de liberar inmediatamente el coadyuvante y més
lentamente el antigeno. Analizando los conocimientos previos se realizd, en una primera
fase, el disefio tedrico del vehiculo y seguidamente la preparacion y caracterizacién del
mismo. La «formulacién propuesta» se basa en la microencapsulacién de liposomas,
constituidos por fosfatidilcolina, colesterol y dimetildioctadecil amonio, con albiimina
bovina. El procedimiento experimental aplicado, que transcurre en ausencia de disolventes
organicos, permite obtener liposomas con un potencial zeta de 61,9+2,08 mV y tamafio
entre 20y 70 nm asi como su inclusién en particulas esféricas de albimina, cuyo rango de
tamafio resultd ser de 2-10 pm. Con estas caracteristicas el vehiculo no podria administrarse
por via parenteral pero si nasal o transdérmica.

Palabras clave: liposomas; vacunas; microesferas de albtimina.

GARciA JIMENEZ, LAURA; MARTIN SUAREZ, ANA MARTA
PRMs DETECTADOS EN PACIENTES EN TRATAMIENTO CON DIGOXINA EN URGENCIAS
FarmaJournal, 2016, vol. 1, nim. 1, pp. 61-72

RESUMEN: Con el objetivo de estudiar problemas relacionados con medicamentos
(PRMs) asociados al tratamiento con digoxina, se realizé una revisién retrospectiva de
informes de monitorizacién en pacientes con digoxinemias > 1.3 ng/mL que acudieron al
Servicio de Urgencias entre enero- noviembre de 2012, excluyéndose aquellos con falta
de informacién (poblacién final: 46). Asimismo, se individualizaron las dosis mediante
ajuste bayesiano (PKS®, Pharmacokinetic System, Abbott).

Los PRMs analizados incluyeron aquellos relacionados con la monitorizacién (13%);
digoxinemias > 1.3 ng/mL en mayores de 70 afios (100%); dosis > 0.125 mg diarios en
pacientes insuficiencia renal (36.9%); hipopotasemia (6.5%) e hiperpotasemia (8.7%);
medicacién concomitante con posible interaccidén: 95% (dato en 19 pacientes), 89% de
los cuales presentaban aumento del riesgo de intoxicacién.

Tras excluir a 9 pacientes cuyas concentraciones no eran valorables por el tiempo
de muestreo, se individualizé la dosis en 23 de los 37 pacientes restantes (en los otros 14
se recomendd repetir la monitorizacién por discordancias entre la digoxinemia real y la
esperada).

A pesar de la limitada informacién disponible, podemos concluir que la monitoriza-
cién y la individualizacién de dosis hubiesen evitado pautas inadecuadas en el 100% de
los pacientes en los que habia suficiente informacidn para realizar un reajuste posolégico.

Palabras clave: digoxina; Problemas Relacionados con Medicamentos (PRM:s); anciano;
monitorizacion.
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GUTIERREZ, BEATRIZ; BoLANOS, JuaN P.

SILENCIAMIENTO DE LA GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA (G6PDH) EN cELULAS
DE CARCINOMA DE RINON HUMANO HEK-293T, MEDIANTE LA TECNICA DEL ARN DE
INTERFERENCIA

FarmaJournal, 2016, vol. 1, ntim. 1, pp. 73-83

RESUMEN: El papel de la ruta de las pentosas fosfato, asi como su contribucién total
en la glucélisis son a dia de hoy todavia una incdgnita. Tras haberse descubierto recien-
temente una relacidn directa entre una sobreexpresién de dicha ruta y la proliferacién de
diversos tumores malignos, clarificar ambas cuestiones ha cobrado especial importancia
en la lucha contra el cdncer. En este estudio se ha realizado el silenciamiento de la enzima
que cataliza la primera reaccién de dicha ruta, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, por
medio del ARN de interferencia y utilizando como linea celular células de carcinoma
de rifién humano HEK-293T. La medicién de la repercusién del silenciamiento se ha
realizado mediante la medida de lactato (nmol/mg de proteina)/24h, utilizindose células
con el gen de la luciferasa silenciado como grupo control. Los resultados obtenidos han
puesto de manifiesto una notoria disminucién de la produccién de lactato en las células
con la enzima silenciada: 2.73 pmol/mg de proteina/24h en comparacién con 7.81 pmol/
mg de proteina/24h en el grupo control; lo que nos lleva a la conclusién de que la ruta de
las pentosas fosfato contribuye de manera muy significativa en la produccién de piruvato
por medio de la glucdlisis.

Palabras clave: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; ruta de las pentosas fosfato; glucélisis.

SUAREZ ANTUNA, IRENE; ALDASORO MARTIN, MARTA DEL P1LAR

DETECCION Y PREVENCION DE LA HIPERCOLESTEROLEMIA EN LOS PACIENTES QUE ACUDEN
A LA OFICINA DE FARMACIA ATENCION FARMACEUTICA

FarmaJournal, 2016, vol. 1, nim. 1, pp. 85-92

RESUMEN: Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en los
paises desarrollados. Entre los principales factores de riesgo se encuentra la hipercolestero-
lemia, aumento de los niveles de colesterol en sangre por encima de los valores considerados
normales para la poblacién en general, por su implicacién en el desarrollo de aterosclerosis.

Este trabajo tiene como objetivo elaborar un plan de atencién farmacéutica para
orientar a los pacientes sobre las medidas higiénico-dietéticas, la deteccidon de pacientes
no diagnosticados y reforzar el cumplimiento de los tratamientos, mediante la realizacién
de encuestas, entrega de hojas informativas y controles analiticos de colesterol total y
triglicéridos.

Los resultados obtenidos evidencian que la falta de conocimiento del tratamiento es una
de las principales causas de su incumplimiento y el importante papel que el farmacéutico
comunitario puede desarrollar en este dmbito.

Palabras clave: hipercolesterolemia; riesgo cardiovascular; estatinas.
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SANCHEZ CARPINTERO, MARfA JosE; SANCHEZ NAVARRO, AMPARO; DE JESUS VALLE,
MARi{A Jost

CARACTERIZACION Y SEPARACION DE LIPOSOMAS POR MICROENCAPSULACION
FarmaJournal, 2016, vol. 1, ndm. 1, pp. 93-100

RESUMEN: Los liposomas son vesiculas microscépicas compuestas de bicapas lipidicas
concéntricas que alternan con compartimentos acuosos. Las proteinas y los lipidos son
materiales biocompatibles y biodegradables utilizados para la microencapsulacion de
firmacos, siendo la albtimina una de las proteina de interés debido a su importante papel
como un transportador.

El objetivo del estudio fue encapsular liposomas cargados con ciprofloxacino en Albu-
somas®, un novedoso vehiculo farmacéutico basado en liposomas recubiertos de albtimina.

La preparacién de las vesiculas se llevé a cabo mediante el método de hidratacién de
lipidos y el método de sonicacidn, utilizando una mezcla de fosfatidilcolina de huevo
(EPC), dietildodecilamonio (DDA) y colesterol (Ch).

Los liposomas se encapsularon con albiimina bovina por floculacién inducida. El
sedimento, aislado por centrifugacién contiene las microesferas formadas por los liposomas
recubiertos de albimina con ciprofloxacino en el nicleo acuoso, y en las capas de revesti-
miento de albimina. Se determiné la concentracidn de ciprofloxacino en el sobrenadante y
se comprobd la ausencia de liposomas en el mismo. El vehiculo propuesto (Albusomas®)
demostr6 ser capaz de encapsular los liposomas con una alta eficacia de encapsulacién de
ciprofloxacino (86,0+5,0% y 93,52+3,94%) para el método de hidratacién de lipidos y el
método de sonicacidn, respectivamente.

Palabras clave: liposomas; microencapsulacién; ciprofloxacino; albtimina.

VEGA, BLADIMIR; ARCO, MARGARITA DEL; MARTIN, CRISTINA; ZAZO, MARCELINO;
Raroso, Victor

NANOPARTICULAS MAGNETICAS DE OXIDO DE HIERRO COMO MATRICES DE LIBERACION
CONTROLADA

FarmaJournal, 2016, vol. 1, ntim. 1, pp. 101-108

RESUMEN: En este trabajo se ha llevado a cabo la preparacién de magnetitas por
distintos métodos, coprecipitacién y solvotermal, y su posterior recubrimiento con silice
mesoporosa. Asimismo, se han caracterizado utilizando diferentes técnicas: DRX, FT-IR,
Adsorcién-desorcion de N, a -196 °C, curvas de magnetizacién y SEM. Los resultados
obtenidos indican que es el método solvotermal el que permite obtener nanoparticulas
homogéneas, de pequefio tamafio, con morfologia esférica y mayor magnetismo, propie-
dades que las hace iddneas para ser utilizadas como matrices de liberacién controlada.

Palabras clave: Magnéticas; nanoparticulas; silice mesoporosa.
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CARTUJO, BEATRIZ; ALDASORO, PILAR
ATENCION FARMACEUTICA EN OSTEOPOROSIS EN LA MUJER POSTMENOPAUSICA
FarmaJournal, 2016, vol. 1, nim. 1, pp. 109-117

RESUMEN: Introduccion: La osteoporosis es un importante problema de salud publica,
que afecta mayoritariamente a la poblacién femenina. Se trata de una enfermedad carac-
terizada por una disminucién de la masa Gsea y la modificacién de microarquitectura del
tejido Gseo, que conduce al aumento de la fragilidad ésea y del riesgo de fracturas.

Métodos y objetivos: Se realiz6 un cuestionario a 22 mujeres postmenopdusicas que
acudian a retirar sus medicamentos para osteoporosis en la oficina de farmacia durante
cuatro meses. Los objetivos del trabajo fueron conocer la incidencia de factores de riesgo
e identificar los medicamentos més utilizados, grado de adherencia al tratamiento y
efectos adversos mis frecuentes. Con el anilisis de estos datos, determinar la actuacién
del farmacéutico.

Conclusiones: En este estudio, se observé que los firmacos més utilizados fueron los
bifosfonatos, la adherencia al tratamiento fue buena y la incidencia de efectos adversos baja.
El farmacéutico tiene un papel primordial en mejorar el conocimiento del paciente sobre
el tratamiento y su enfermedad, prevenir posibles complicaciones, optimizar la adherencia
al tratamiento y ofrecer educacién sanitaria para promover hibitos de vida saludables.

Palabras clave: osteoporosis postmenopausica; factores de riesgo; tratamiento; bifos-
fonatos.

OviLo, ALMUDENA; VALERO, Luts FELix; MATEOS; RAMONA
EVALUACION DE LAS INTERVENCIONES EN SALUD MATERNO-INFANTIL EN AFRICA
SUBSAHARIANA

FarmaJournal, 2016, vol. 1, nim. 1, pp. 119-129

RESUMEN: La salud de las mujeres y los nifios en paises en vias de desarrollo estd
seriamente vulnerada. En la cumbre de las Naciones Unidas del afio 2000 se fijaron obje-
tivos especificos para mejorarla. Las intervenciones en Salud Materno-Infantil en Africa
Subsahariana que se han llevado a cabo desde entonces son numerosas. No todas ellas han
tenido los resultados deseados. Es importante analizar su efectividad en el terreno para
perfilar los planes de accién y por tanto progresar en de salud universal y de calidad en
los entornos mds deficitarios.

Palabras clave: Intervencién; Salud; Maternidad; Nifio; Africa.
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FerNANDEZ, Lucia; MuRNoOz, JAVIER

ATENCION FARMACEUTICA EN DMAE (DEGENERACION MACULAR ASOCIADA A LA
Epap)

FarmaJournal, 2016, vol. 1, ndm. 1, pp. 131-141

RESUMEN: La Degeneracién Macular Asociada a la Edad es una maculopatia que
actualmente supone la principal causa de pérdida visual irreversible en el mundo occi-
dental. Se trata de un proceso degenerativo que afecta a varias estructuras oculares como
la membrana de Brunch, el eplteho pigmentario de la retina y los fotorreceptores de la
mécula. El dnico factor de riesgo universalmente aceptado para esta patologia es la edad,
aunque diversos estudios apuntan a una posible relacién con otros factores de riesgo. Su
deteccidn no es sencilla debido al desconocimiento de la poblacién respecto a esta patologia
y a la facilidad para confundir sus sintomas con los de otras patologias oculares. En este
trabajo se ha realizado un estudio de deteccién de DMAE sobre una muestra de la pobla-
cién con los objetivos de estimar su incidencia y relacionarla con determinados factores
de riesgo. Para ello se ha realizado previamente una revisién bibliografica sobre el tema
y se ha utilizado material como encuestas, rejillas de Amsler y folletos informativos. En
los resultados cabe destacar la elevada prevalencia de los factores de riesgo posiblemente
relacionados en la muestra utilizada. Ademds, se detecté un caso de DMAE, de modo que
el estudio ha contribuido a la mejora de la calidad de vida de un paciente.

Palabras clave: DMAE; mécula; rejilla de Amsler.
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MARTIN, CRISTINA; FERNANDEZ-SOTO, PEDRO; MURO, ANTONIO

AssessSMENT OF THE SmMIT-LAMP TECHNIQUE FOR THE MOLECULAR DETECTION OF
Schistosoma mansoni DNA IN URINE SAMPLES

FarmaJournal, 2016, vol. 1, ndm. 1, pp. 25-32

ABSTRACT: Background: Human schistosomiasis, is one of the most common parasitic
diseases worldwide. Parasitological and serological techniques have different shortcomings
to control this illness. Therefore, the development of new diagnostic methods to detect
infection in acute phase is required. Loop-mediated isothermal amplification technique
(LAMP) could be a good choice.

Methodology / Results: Firstly, experimental model was used to obtain urine samples
from mice infected with cercariae of S. mansoni. The samples were collected weekly from
week O to 8th post-infection. Finally, SmMIT-LAMP technique was performed to analyse
urine samples DNA of S. mansoni was detected since 3rd week post-infection.

Conclusions / Significance: We have detected, for the first time in acute phase, DNA
of the S. mansoni in urine samples of infected mice, using a simple, rapid, inexpensive,
and potentially applicable method to the diagnosis of schistosomiasis in endemic areas.

Key words: Schistosoma mansoni; Mice; Urine samples; Diagnosis; LAMP.

MORAN, JesUs; MOREO-PEREZ, DARWIN A.; PATARROYO, MANUEL A.; MURO, ANTONIO
MaLARIA PROTEOMIC RESEARCH
FarmaJournal, 2016, vol. 1, nim. 1, pp. 33-40

ABSTRACT: Malaria is one of the main infectious diseases in the world, particularly
in tropical and subtropical areas. Among the species that can cause this disease, in recent
years P. vivax has been growing due to its own attributes, which make it highly difficult
to eradicate.

This study was focused on analyzing and identifying the proteome of P. vivax during
the blood stage through a mass spectrometry analysis (LC-MS-MS).
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Results allowed us to identify 743 proteins, of which 522 never had been described
before. Furthermore, the comparison of the expression of these proteins with P. vivax
transcriptional profile allowed us to corroborate the adaptive change in the P, vivax VCG-1
strain transcriptome, previously described.

Key words: P. vivax; Proteome; Mass spectrometry; Proteins.

Orarro Luna, Craupia; GONZALEZ SARMIENTO, ROGELIO

Evaruation oF CHLOROQUINE EFFECT IN AUTOPHAGY OF BREAST CANCER CELLS AND
17 POSSIBLE USE IN CHEMOTHERAPY

FarmaJournal, 2016, vol. 1, ndm. 1, pp. 41-51

ABSTRACT: Autophagy is a celular mechanism which is in charge of destroying damaged
organelles and obtaining nutrients in fasting periods. This process has a very important role
in cancer regulation. In early stages of cancer, autophagy prevents the growth of tumoral
cells. However, in final stages, it promotes metastasis and resistance to chemotherapy.
Chloroquine is an ant1paludlc drug which, according to recent research, might have
antineoplasic properties due to inhibition of autophagy. The target of this rescarch is to
prove, in one hand, the citotoxic effect of chloroquine in a breast cancer cell line (BT-549)
by performing a MTT assay; and, in the other hand, to study the effect of chloroquine
in the expression of three autophagic proteins (LC3, p62 and Beclin-1) using a Western
Blot. The results indicate that chloroquine inhibites the growth of tumoral cells at 50 pM
and that chloroqume increases the expression of the proteins, which could indicate that
chloroquine is inhibiting autophagy. In conclusion, chloroquine might be, in the future,
a useful drug in breast cancer chemotherapy.

Key words: Chloroquine; Autophagy; Breast cancer; Chemotherapy.

DEeLcapo Rusio, Oscar; JESUSVALLE, M.? JosE DE; SANCHEZ NAVARRO, AMPARO
DEsioN oF A LirosoMAL FORMULATION AIMED TO VACCINES ADMINISTRATION
FarmaJournal, 2016, vol. 1, nim. 1, pp. 53-60

ABSTRACT: Antigen is not the single component involved in the pharmacological
response for vaccines but additional factors such as formulation and adjuvant compounds
play arelevant role. Several strategies based on the use of liposomes are currently assayed
in this field. According to this, the aim of the present work was the design, preparation
and characterization of a pharmaceutical vehicle able to produce a rapid delivery of adju-
vants and a slow release of antigen. From the know-how a theoretical vehicle was design
and proposed as optimal formulation and this was then prepared and characterized. The
«proposed formulation» is based on albumin coated liposomes made of egg phosphati-
dylcholine, cholesterol and diethyldodeccyiamonium. The applied procedure carried out
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in absence of organic solvents allowed for obtaining liposomes with a 20-70 nm aerody-
namic diameter range and a zeta potential mean value of 61.9+£2.08 mV and also for its
coating with albumin. Coated particles showed a spherical shape and a size range of 2-10
pm which does not fulfil parenteral formulations requirements but are optimal for nasal
or dermatological administration routes.

Key words: Liposomes; Vaccines formulation; Albumin microspheres.

Garcia JiIMENEZ, LAURA, MARTIN SUAREZ, ANA MARTA

DRPs DETECTED IN PATIENTS IN TREATMENT WITH DIGOXIN WHO WERE ATTENTED IN
EMERGENCY DEPARTMENT

FarmaJournal, 2016, vol. 1, ndm. 1, pp. 61-72

ABSTRACT: Aiming to study drugs related problems (DRPs) associated with digoxin
treatment, a retrospective revision of monitoring reports in patients whose digoxin level
was over 1.3 ng/mL and who visited Emergency Department between January-November
2012 was done, excluding those which didn’t have enough information (final population:
46). Also, doses were individualized by Bayesian approach (PKS®, Pharmacokinetic
System, Abbott).

DRPs which were analyzed included those related with monitoring (13%); digoxin
levels > 1.3 ng/mL in patients who were elder than 70 years old (100%); doses > 0.125
mg daily in patients with renal failure (36.9%); hypokalemia (6.5%) and hyperkalemia
(8.7%); possible interactions with other drugs (95% of 19 patients with information about
it), 89% of whom had an increment of the intoxication risk.

After excluding 9 patients whose concentrations weren’t taken at the right sampling
time, posology was individualized in 23 of the 37 final patients (in the other 14 to repeat the
monitoring was recommended because differences between real and expected digoxin level).

Despite of the limited information, we can conclude that monitoring and dose indi-
vidualization could have avoided inadequate regimens in 100% of patients in who we had
enough information for the readjustment.

Key words: Digoxin; Drug-related problems (DRPs); Elder; Monitoring.

GUTIERREZ, BEATRIZ; BoLANOS, JuaN P.
GENE SILENCING OF GLUCOSE-6-PHOSPHATE DEHYDROGENASE IN RENAL CARCINOMA
Cerrs HEK-293T, By RNA INTERFERENCE

FarmaJournal, 2016, vol. 1, ntim. 1, pp. 73-83
ABSTRACT: The role of pentose-phosphate pathway and its involvement in glycolysis

is nowadays still unknown. Recent findings have shown a direct relationship between the
over-expression of this pathway and the uncontrolled proliferation of differents malign
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tumours. Clarifying the the importance of this pathway has therefore become an important
key in the fight against cancer. This study has silenced the gene of the enzyme which catalyses
the first reaction of this pathway, glucose-6-phosphate dehydrogenase, by RNA interference
in human renal carcinoma cells HEK-293T. The effect of silencing this gene was controlled
by measuring lactate (pmol/mg protein)/24h, using cells with the luciferase gen silenced as the
control group. The results from this study show an important decrease in the production of
lactate in cells with the silenced enzyme: 2,73 pmol/mg protein/24h compared to 7,81 pmol/
mg protein/24h in the control group. This decrease clearly shows how the pentose-phosphate
pathway highly contributes to the production of pyruvate through the glycolysis.

Key words: Pentose-phosphate pathway; Glucose-6-phosphate dehydrogenase; Glycolysis.

SUAREZ ANTUNA, IRENE; ALDASORO MARTIN, MARfA DEL PILAR

DEeTECTION AND PREVENTION OF HYPERCHOLESTEROLEMIA IN PATIENTS WHO COME TO
THE PHARMACY

FarmaJournal, 2016, vol. 1, nim. 1, pp. 85-92

ABSTRACT: Cardiovascular diseases are the first cause of death in developed countries.
Among the main risk is hypercholesterolemia, increased blood cholesterol levels above
normal values for the general population, for their involvement in the development of
atherosclerosis.

The objective of this work was to develop a pharmaceutical care plan to guide patients
about lifestyle changes, detection of undiagnosed patients and reinforce compliance with
treatment through surveys, delivery of newsletters and making controls analytical total
cholesterol and triglycerides.

The results show that the lack of knowledge of treatment is one of the main causes
of the breach and the important role the community pharmacist can develop in this area.

Key words: Hypercholesterolemia; Cardiovascular risk; Statins.

SANcHEZ CARPINTERO, MARTA JosE; SANCHEZ NAVARRO, AMPARO; DE JESUS VALLE,
MARf{A JosE

LirosoMEs ISOLATION AND CHARACTERIZATIN BY MICROENCAPSULATION
FarmaJournal, 2016, vol. 1, niim. 1, pp. 93-100

ABSTRACT: Liposomes are microscopic vesicles composed of concentric lipid bilay-
ers entrapping aqueous compartments. Proteins and lipids are among biocompatible and
biodegradable materials used for microencapsulation, being albumin an interesting protein
due to its role as a drugs carrier.

The aim of the study was to encapsulate ciprofloxacin loaded liposomes into Albus-
omes® a novel pharmaceutical vehicle based on albumin coated liposomes.
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The vesicle preparation was carried out using the lipid hydration method and sonica-
tion method using a mixture of egg phosphatidylcholine (EPC), diethyldodeccyiamonium
(DDA) and cholesterol (Ch).

The liposomes were encapsulated with bovine serum albumin by induced floccula-
tion. The pellet, containing the albumin coated liposomes with ciprofloxacin trapped into
water vesicle core and albumin coating layers, was isolated by centrifugation. Concentra-
tion of ciprofloxacin was quantified in the supernatant and the absence of lipid vesicles
was confirmed. The proposed vehicle (Albusomes®) showed to be able to encapsulate
liposomes with a high drug entrapment efficacy (86.0£5.0% and 93.52+3.94%). for lipid
hydration method and sonication method, respectively.

Key words: Liposomes; Microencapsulation; Ciprofloxacin; Albumin.

VEGA, BLADIMIR; ARCO, MARGARITA DEL; MARTIN, CRISTINA; ZAZO, MARCELINO;
Raroso, VicTor

MaGNETIC NANOPARTICLES OF IRON OXIDE AS MATRICES FROM CONTROLLED RELEASE
FarmaJournal, 2016, vol. 1, nim. 1, pp. 101-108

ABSTRACT: In this paper is carried out preparation of magnetites by different methods,
co-precipitation and solvothermal, and its subsequent coating with mesoporous silica.
Also, have been characterized using various characterization techniques: XRD, FT-IR,
adsorption-desorption of N, at -196 °C, SEM and magnetization curves. The results
obtained indicate that the best method is the solvothermal since it allows to obtain uniform
nanoparticles, small size with spherical morphology and more magnetism, which makes
them suitable to be used as matrice of controlled release.

Key words: Magnetic; Nanoparticles; Mesoporous silica.

CaRrTUJO, BEATRIZ; ALDASORO, PILAR
PaARMACEUTICAL CARE IN OSTEOPOROSIS IN POST-MENOPAUSAL WOMEN
FarmaJournal, 2016, vol. 1, ntim. 1, pp. 109-117

ABSTRACT: Introduction: Osteoporosis is considered to be a serious public health issue
that affects the majority of the female population. Osteoporosis is a disease characterized
by the reduction of bone mass and the modification of the bone structure, leading to
enhanced bone fragility and an increased susceptibility to fracturing.

Methods and objectives: A questionnaire was administered to 22 postmenopausal
women who used the pharmacy to collect their osteoporosis drugs over a period of four
months. The objectives were to determine the incidence of risk factors and to identify
the drugs used, adherence to treatment and adverse effects. The analysis of this data will
then determine the pharmacutical action
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Conclusions: In this study, it was observed that the most common drugs were
bisphosphonates; that adherence was good and that there was a low incidence of adverse
effects. The pharmacist has a major role in improving patient knowledge of treatment
and disease, preventing complications, optimizing adherence and recommending healthy

lifestyle habits.

Key words: Osteoporosis postmenopausal; Risk factors; Treatment; Bisphosphonates.

OviLo, ALMUDENA; VALERO, Luts FEL1x; MATEOS; RAMONA
Evaruation oF MATERNAL AND CHILD HEALTH INTERVENTIONS IN AFRICA SUBSAHARIAN
FarmaJournal, 2016, vol. 1, ndm. 1, pp. 119-129

ABSTRACT: The health of woman and children in developing countries is seriously
violated. Specifc targets were set in 2000 at the United Nations Summit to improve it.
Numerous interventions in maternal and child health in Sub-Saharan Africa have been
implemented since. Not all of them have had the desired results. It is important to evaluate
its effectiveness in the field to outline action plans, and therefore progress towars universal
and quality health care in the most precarious environments.

Key words: Intervention; Health; Maternal; Child; Africa.

FerNANDEZ, Lucia; MuRNoOZz, JAVIER
PrARMACEUTICAL CARE IN ARMD (AGE-RELATED MACULAR DEGENERATION)
FarmaJournal, 2016, vol. 1, ntim. 1, pp. 131-141

ABSTRACT: Age related macular degeneration is a maculopathy that nowadays
represents the main cause for the irreversible loss of eyesight in the occidental world. It
is a degenerative process that affects several ocular structures as Brunch’s membrane, the
retinal pigment epithelium and the macula photoreceptors. There is only one risk that
is worldwide accepted that is the age. Even though different studies indicate a possible
relation with other risk factors. The detention is not easy because of the unawareness of
the population, as well as the facility to mix up the symptoms with the ones characteristic
of other ocular pathologies. This paper shows a study about the detection of age related
macular degeneration in a population sample with the aims of estimating the incidence and
trying to link it with other risky factors. For this purposes, a previous bibliography review
about the topic has been made and different materials have been used such as surveys,
Amsler’s charts and information pamphlets. In the results, it is important to highlight the
high prevalence of the risky factors, possibly related to the sample used. Furthermore, a
case of ARMD was detected, so that this study has contributed to the improvement of
the life quality of a patient.

Key words: ARMDj; Macula; Amsler grind.
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SILENCIAMIENTO DE LA GLUCOSA-6-FOSFATO DESHI-
DROGENASA (G6PDH) EN CELULAS DE CARCINOMA DE
RINON HUMANO HEK-293T, MEDIANTE LA TECNICA
DEL ARN DE INTERFERENCIA

Gene silencing of glucose-6-phosphate debhydrogenase in
renal carcinoma cells HEK -293T, by RNA interference

Beatriz GUTIERREZ
Juan P. BOLANOS

Instituto de Biologia Funcional y Genémica (IBFG). Universidad de Salamanca
— CSIC, Zacarias Gonzilez 2, 37007 Salamanca (Espafa) Teléfono: (+34) 923 294
907 (extensién 5467)

Correo-e: bgutierrezeugenio@gmail.com
Correo-e: jbolanos@usal.es

RESUMEN: El papel de la ruta de las pentosas fosfato, asi como su
contribucidn total en la glucélisis son a dia de hoy todavia una incégnita.
Tras haberse descubierto recientemente una relacion directa entre una sobre-
expresion de dicha ruta y la proliferacién de diversos tumores malignos,
clarificar ambas cuestiones ha cobrado especial importancia en la lucha
contra el cincer. En este estudio se ha realizado el silenciamiento de la
enzima que cataliza la primera reaccion de dicha ruta, la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, por medio del ARN de interferencia y utilizando como
linea celular células de carcinoma de rifién humano HEK-293T. La medicién
de la repercusion del silenciamiento se ha realizado mediante la medida de
lactato (pmol/mg de proteina)/24h, utilizindose células con el gen de la
luciferasa silenciado como grupo control. Los resultados obtenidos han
puesto de manifiesto una notoria disminucién de la produccién de lactato
en las células con la enzima silenciada: 2.73 pmol/mg de proteina/24h en
comparacién con 7.81 pmol/mg de proteina/24h en el grupo control; lo que
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BEATRIZ GUTIERREZ Y JUAN P. BOLANOS
SILENCIAMIENTO DE LA GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA (G6PDH) EN CELULAS DE CARCINOMA
DE RINON HUMANO HEK-293T, MEDIANTE LA TECNICA DEL ARN DE INTERFERENCIA

nos lleva a la conclusion de que la ruta de las pentosas fosfato contribuye
de manera muy significativa en la produccién de piruvato por medio de
la glucdlisis.

Palabras clave: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; ruta de las pentosas
fosfato; glucdlisis.

ABSTRACT: The role of pentose-phosphate pathway and its involve-
ment in glycolysis is nowadays still unknown. Recent findings have shown
a direct relationship between the over-expression of this pathway and the
uncontrolled proliferation of differents malign tumours. Clarifying the the
importance of this pathway has therefore become an important key in the
fight against cancer. This study has silenced the gene of the enzyme which
catalyses the first reaction of this pathway, glucose-6-phosphate dehydro-
genase, by RNA interference in human renal carcinoma cells HEK-293T.
The effect of silencing this gene was controlled by measuring lactate
(pmol/mg protein)/24h, using cells with the luciferase gen silenced as the
control group. The results from this study show an important decrease in
the production of lactate in cells with the silenced enzyme: 2,73 pmol/mg
protein/24h compared to 7,81 pmol/mg protein/24h in the control group.
This decrease clearly shows how the pentose-phosphate pathway highly
contributes to the production of pyruvate through the glycolysis.

Key words: Pentose-phosphate pathway; glucose-6-phosphate dehy-
drogenase; glycolysis.

INTRODUCCION

La glucosa es considerada la principal fuente de energia de la célula. La glucosa
se oxida mayoritariamente por la via de la glucélisis generando piruvato, que entra
en el ciclo del dcido citrico produciendo en tltimo término ATP. La glucosa puede
también almacenarse en forma de otras moléculas como glucégeno; asi como sufrir
una oxidacién por la via de la ruta de las pentosas fosfato generando NADPH
de cardcter reductor y ribosa-5-fosfato, precursor de nucleétidos, coenzimas y
acidos nucleicos.

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) es la enzima encargada de
catalizar la primera reaccién de la ruta de las pentosas fosfato y tiene accién
reductora al convertir NADP* en NADPH.

Debido a la produccién de NADPH, esencial en la detoxificacion celular, y
de ribosa-5-fosfato, precursor esencial de dcidos nucleicos; la ruta de las pentosas
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fosfato desarrolla un papel critico en la regulacion del crecimiento en células
cancerigenas, habiéndose encontrado relacién directa entre altos niveles de la
G6PDH vy diversos canceres.

La ruta de las pentosas fosfato se divide en dos fases, la primera es la fase
oxidativa que convierte la glucosa-6-fosfato en CO,, ribulosa-5-fosfato y NADPH.
Durante la segunda fase o fase no oxidativa, tras una secuencia de diferentes
reacciones, se produce gliceraldehido-3-fosfato y fructosa-6-fosfato, que pueden
«reciclarse» y entrar de nuevo en la glucdlisis.

La verdadera contribucién de la ruta de las pentosas fosfato en la glucélisis es
todavia una incégnita y el objetivo de este trabajo de fin de grado serd contribuir
a elucidar en la medida de lo posible su importancia.

OBJETIVOS

Construccién de un pliasmido capaz de producir el silenciamiento de la enzima
Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa.

El objetivo final serd la comparacion del piruvato (medido en pmol lactato)
obtenido en nuestras células con el obtenido en las células control; con el fin de
analizar en futuros estudios la repercusién del silenciamiento de dicha enzima.

MATERIALES Y METODOS

La técnica utilizada serd el ARN de interferencia.

Este mecanismo se basa en suprimir la expresién de un gen mediante la intro-
duccién de un pldsmido con una secuencia nucleotidica especifica. Este plismido
dalugar aun ARN de doble cadena pequefio que provoca a término la degradacién
del ARNm que codifica para nuestra proteina y la supresién de la traduccion.

La primera fase del trabajo serd crear el plismido capaz de silenciar a la
G6PDH, y la segunda fase serd realizar la transfeccién en células HEK 293T para
posteriormente medir el lactato y compararlo con las células control.

FASE 1- BIOLOGIA MOLECULAR

Amplificacion y purificacion de plasmido pSUPER-Neo-GFP

Se utilizardn bacterias de la cepa Escherichia coli DH 5x con el plidsmido
pSUPER-Neo-GFP. Este plismido cuenta con la regién «Neo», gracias a la cual
el pldsmido tiene resistencia a la ampicilina; y la regién «<EGFP», lugar del gen
de marcaje que al transfectar las células eucaridticas dard lugar a la expresion
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de una proteina verde fluorescente que facilitard comprobar la efectividad de la
transfeccion.

Se afiade al medio el antibidtico ampicilina, asegurando de esta manera el creci-
miento de las bacterias que hayan incorporado el plismido y por tanto expresado
el gen de resistencia a dicho antibiético.

Inoculacién de las bacterias con un asa de platino al medio 2YT + Ampicilina,
incubacién durante una noche en agitacién a 37°C.

Traspasadas 24h se realiza la extraccién y purificaciéon del ADN mediante
el protocolo Midiprep® (kit wizard). A continuacion se realiza la medida de la
concentracién de nuestro plasmido con espectrofotémetro (NanoDrop®): 1.6
pg/mL.

Andlisis de restriccion

Se realizard un anélisis de restriccidn para confirmar que se ha amplificado
el plasmido correcto. Este anélisis consistird en someter al plasmido a digestién
con unas enzimas denominadas «enzimas de restriccién» que reconocen una
secuencia caracteristica de nucleétidos y cortan el ADN en ese punto exacto. Se
generardn fragmentos de tamafios caracteristicos que se podrdn reconocer gracias
a la posterior electroforesis. Si los fragmentos son de los tamafios esperados, se
confirmard la amplificacién del plismido correcto.

La eleccion de las enzimas (PstI y Poull) ha sido en base a que generan frag-
mentos de tamafios muy diferentes que permitirdn diferenciarlos ficilmente en
la posterior electroforesis. .

Tras realizar la digestion (37°C, 1h), se procederd a la electroforesis. Para ello
se preparard también una solucién-marcador (tampén de carga, H,O y marcador
1 kB DNA ladder) que se introducird a ambos lados de las muestras de plasmidos.

Preparacion del gel de agarosa

Agarosa al 0.8% y TAE (tris-acetato de EDTA), someter a alta temperatura
hasta disolucion completa de la agarosa.

Afiadir MidoriGreen® y colocarlo en la placa de electroforesis junto con los
peines que al solidificar la disolucién formarin los pocillos en los que se coloca-
ran las muestras. Cargar los pocillos con las muestras y esperar 1h30min a que la
electroforesis se realice.

Los resultados del anilisis nos confirman la amplificacién del plasmido correcto.
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Linealizacion del plasmido

Digesti6n del plasmido con las enzimas HindIIl y Bg/II.

— Mezcla de los reactivos:

H,O libre de nucleasas, ADN, buffer tango, enzima Bg/I y enzima
HindI1l.

— Incubacién a 37°C durante 2h.

Para linealizar el pldsmido se han elegido enzimas de un mismo polylinker
(pequeiio segmento de ADN que contiene numerosos lugares de reconoci-
miento de diferentes enzimas de restriccién). Esta vez el objetivo es digerir
el plasmido por dos lugares que estén muy préximos, para introducir en ese
pequefio fragmento de ADN que estamos cortando los oligos especificos que
silenciardn la G6PDH.

Desfosforilacion
— Mezcla de reactivos: Dephosphorylation buffer, alkaline phosphate, H,0

libre de nucleasas.
— Incubacién 15° a 37°C, después incubacién 10’ a 75°C.

Electroforesis

Agarosa Sigma® 0,8%, TAE. 60 voltios.

Tras la electroforesis, con una espatula recortar el fragmento de gel en el que estd
nuestro plasmido, recogerlo en un eppendorf y realizar la purificacién del ADN.
Purificacion del plasmido

Se realiza la purificacién del pldsmido (cantidad de plismido obtenida del gel:
702 mg), y a continuacién se guarda el ADN purificado a —20°C, no sin antes
medir la concentracién del plasmido (7.66 pg/pl).

Ligacion de los oligos con el plasmido

Anillamiento de los oligos, fosforilacion de los oligos y ligamiento en

pSUPER.
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Transformacion de las bacterias

La transformacion es el término con el que nos referimos a la entrada del
material genético exdgeno del plidsmido en la bacteria.

¢ Procedimiento:

- Bano de hielo seco (CO,) y etanol de las células competentes

— Anadir el pldsmido, someter a 42°C, 45”, hielo 2

— Afadir medio LB, agitacién 37°C, 225 rpm 1h

— Siembra con el asa de platino en placas con medio LB + ampicilina.
Invertir la placa e incubar toda la noche a 37°C.

e Comprobacién de placas

Al comprobar las placas se aprecian colonias grandes (las deseadas) y colonias
mds pequeias. Estas tltimas puede que sean de otras bacterias no deseadas; esto
puede ser debido a que la ampicilina estuviera algo degradada y haya habido
bacterias que hayan adaptado su metabolismo y hayan desarrollado cierta resis-
tencia. Se eligen las colonias mds grandes y mds alejadas de las colonias pequeiias,
en total seleccionamos 8 colonias.

e Amplificacién
Siembra de las 8 colonias en un eppendorf con medio LB y ampicilina. Incu-
bacién toda la noche a 37°C en agitacién.

ExtrAccION DEL ADN de las bacterias mediante el procedimiento MidiPrep®
y posterior purificacién. Se medird también la concentracién de ADN de cada
una de mis colonias.

Andlisis de restriccion

Esta vez el anilisis de restriccion se realizard con las enzimas de restriccion
EcoR1y HindIIl y las 8 colonias. Tras realizar la electroforesis, se selecciona la
colonia 5 como colonia principal.

Amplificacion

Se realizard una amplificacién de la colonia 5, a continuacién se extraerd el
ADN y se purificari.

Se medird la concentracién del pldsmido (2272,85 ng/pl) y a continuacion se
procederd a su congelacién.
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Andlisis de restriccion

Se realizard un dltimo andlisis de restriccion antes de proceder al cultivo de
células para confirmar que el pldsmido amplificado es el deseado.

Agarosa al 3% y DNA ladder de 100 pb (para diferenciar mejor las bandas).
Se utilizardn EcoR1y HindIll como en el anterior anélisis de restriccion.

Ficura 1. En esta imagen se observa claramente la diferencia de bandas respecto al plds-
mido original y al plasmido que hemos construido. La diferencia de bandas se debe a
que nuestro pldsmido construido deberia haber incorporado nuestros oligos, siendo por
tanto de mayor peso molecular y desplazindose mds lentamente por el gel de agarosa:
visualizacién de la banda en una zona superior. Esta electroforesis nos confirma la cons-
truccién del plismido, y nos permite continuar hacia la segunda fase del experimento.

FASE 2 - CULTIVOS CELULARES

Las células de carcinoma de rifién humano HEK-293T seran la linea celular
utilizada. Estas células cuentan con un ripido crecimiento y ficil mantenimiento,
asi como con un % muy alto de eficiencia de transfeccidn, razén por la cual se
elegirdn para el experimento.
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Se realizard el cultivo de células 293T humanas durante 3 semanas. El proce-
dimiento a seguir serd siempre el mismo, realizindose cada 48 horas y utilizando
como reactivos PBS, tripsina, suero fetal y medio DMEM.

Transfeccion de las células HEK 293T

El término transfeccidn se refiere a la introduccién de dcidos nucleicos en
células eucaridticas mediante un método que no sea relacionado con virus. El
gran problema que se plantea a la hora de realizar una transfeccién es que se debe
introducir ADN, cargado negativamente, en células con una membrana cargada
también negativamente. Para ello, se utilizard el PEI (polietilenimina), un poli-
mero sintético catidnico que opsoniza el ADN y permite la entrada en la célula,
al interactuar sus cargas positivas con las negativas del ADN.

Se pasardn las células a 6 placas de 20 cm? y se afiadird el reactivo polilisina.
De las 6 placas, 3 de ellas se transfectarin con un plismido que silencia el gen
de la luciferasa, y se utilizarin como control; las otras 3 se transfectardn con el
plasmido que silencia el gen de la G6PDH.

El gen de la luciferasa es un gen que no se expresa en las células humanas, por
lo que su silenciamiento no tendra repercusiones fisioldgicas en nuestras células.

Procedimiento:

— Mezclade 1.5mL de mezcla ADN + OPTIMEM con 1.5mL de mezcla
de PEI + OPTIMEM. Vértex e incubacién 10” a RT.

— Lavado de las células con PBS (2x).
— Anfadir ImL de la mezcla ADN-PEI a cada placa con células.

— Afadir a cada placa 1.5mL de medio OPTIMEM. Agitacién suave e
incubacién en estufa (1h).

— Reemplazar la mezcla de transfeccién con medio de cultivo (DMEM
+ 10% SF).

Determinacion de L(+)-lactato:

La lactato deshidrogenasa (LDH) cataliza la reduccién del piruvato a lactato,
consumiéndose NADH y formidndose NAD*. La concentracidn catalitica se
determina a partir de la velocidad de apariciéon del NADH, medido a 340 nm. El
tampén (conteniendo hidracina) desplaza la reaccidn, debido a que la hidracina
secuestra el piruvato y por la ley de masas la reaccion se favorece.
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Ficura 2. Aspecto de las células 293T transfectadas al microscopio de fluorescencia.
Se observa que la transfeccion ha sido correcta y que las células 293T han expresado el
pldsmido deseado, ya que si no no habrian desarrollado la fluorescencia.

Procedimiento:

Mezcla enzimdtica: 6 mL tampdn (glicina-hidracina- EDTA (0.5M-1M-2mM),
pH ajustado hasta 9.5 y agua), 6 mg NAD*, 40 pL LDH.

Antes de proceder a la determinacién del lactato se realiza una desproteini-
zacién con el fin de precipitar las proteinas y que de esta manera no interfieran
en la medida:

— Acido perclérico (HCIO,) al 2%, neutralizacién con KOH y vértex.

En cada pocillo se afiadirdn 150 pL de mezcla enzimadtica, 120 pL de agua 'y
30 pL de muestra.
Leer absorbancia a 340 nm a tiempo 0 y después de 40-60’.
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REesurrapos
9
8 7.81
7
6
5
4
3 273
2
1
0
[ Control msh-G6PDH |
Ass. ABs-B | Lac (pMOL/ML)/24H Lac X SEM
(pMOL/MG)/24H
Controles 2,73 2,05 3,290 10,66
2,68 2,00 3,215 10,41
2,13 1,45 2,332 7,55 7,81 0,09
2,19 1,51 2,424 7,85
2,18 1,50 2,417 7,83
2,21 1,53 2,467 7,99
sh-G6PDH 0,83 0,15 0,245 0,79
0,80 0,12 0,197 0,64
1,29 0,61 0,986 3,19 2,73 0,21
1,25 0,57 0,924 2,99
1,14 0,46 0,740 2,40
1,13 0,45 0,719 2,33

Ficura 3. Absorbancias y produccidn de lactato en las células controles y en las células

en las que se ha producido el silenciamiento de la G6PDH. Se han realizado 2 medidas

de cada placa, por lo que de 6 placas se han obtenido 12 mediciones. Se han descartado

los valores de la primera placa control y de la primera placa sh-G6PDH; ya que clara-
mente han sufrido algtin error de manipulacién.
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Tras la medida de lactato, se observa de manera muy clara que la produccién
de lactato de las células transfectadas con el plasmido shG6PDH es notoriamente
menor que las células control; lo que es signo de que el plismido pSuper-neo-GFP
ha silenciado efectivamente la enzima G6PDH.

Di1scuUsION Y CONCLUSIONES

Esta reduccién de la producciéon de lactato en las células con la enzima
glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa silenciada sugiere que la glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa y la ruta de las pentosas fosfato contribuyen de manera significativa
a la produccidn de piruvato por medio de la glucélisis.

Esta hipdtesis serd objeto de posteriores investigaciones que comenzaran
préximamente en el Instituto de Biologia Funcional y Genémica de Salamanca.
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