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Administracio dirigida de complexes metal-lics amb
activitat antitumoral mitjancant la seva conjugacio a

derivats de bombesina

Barrabés S, Martinez MA2, Planas M2, Feliu L2, Massaguer Al
IDepartament de Biologia, Universitat de Girona, 17003 Girona, Spain
2Departament de Quimica, Universitat de Girona, 17003 Girona, Spain

La quimioterapia és una estrategia molt efectiva pel tractament del cancer. No
obstant, comporta un alt risc d’efectes secundaris. Una aproximacié per reduir la seva
toxicitat és dirigir els agents quimioterapeutics cap als tumors mitjangant peptids
amb elevada afinitat per receptors de les cél lules canceroses [1]. La bombesina (BN)
és un péptid de 14 aminoacids que s'uneix a receptors (BN-R) sobre-expressats per
molts tumors humans 1 que ha mostrat potencial per a 'administracié dirigida de
molécules [2].

En aquest treball, s’ha sintetitzat un derivat de BN (BNd) com a agent vehiculador
amb la Met C-terminal substituida per una Leu per evitar interaccions amb els
metalls. BNd internalitza eficientment en cél lules tumorals que sobreexpressen BN-
R (PC-3). S'han preparat diferents conjugats entre BNd i el complex de Pt(II) (1)
sintetitzat pel nostre grup. 1 presenta elevada capacitat d’'intercalar-se en TADN 1
generar citotoxicitat (ICso' 5,4+1,1 pM) [3]. Per obtenir els conjugats, el complex 1
s’ha unit directament a 'extrem amino- de BNd (C1) o a una Lys addicional, bé al
seu grup NE€-amino (C2) o al grup Na-amino (C3). El conjugat C3 presenta la millor
activitat citotoxica (ICso: 19,2+1,2 uM) i més capacitat d’intercalacié en 'ADN que 1.
Per incrementar 'activitat dels conjugats, s’ha incorporat un senyal de localitzacié
nuclear (SV40 NLS) a I'extrem amino- de BNd (NLS-BNd), generant el conjugat C4.
Técniques de citometria de flux 1 microscopia confocal han determinat que NLS-BNd
té una major capacitat d’internalitzaci6 que BNd 1 que arriba al nucli cel lular.
Conseqiientment, 1'activitat citotoxica de C4 en les cél lules PC-3 (ICs0 12,0+1,1 uM)
és superior a la dels conjugats C1-C3. Cal destacar que l'activitat de C4 és menor en
les cél lules no tumorals 1.BR3.G que expressen poc BN-R (IC50> 50 uM). Per tant,
Padministracié dirigida del complex 1 mitjangant el peptid NLS-BNd permet una
accio efectiva en cel lules tumorals amb efectes minims en cel lules sanes.

Referéncies
[1] M. Srinivasarao, C. V. Galliford, P. S. Low, Nat. Rev. Drug Discov. 2015, 14, 203—219.
[2] D. B. Cornelio, R. Roesler, G. Schwartsmann, Ann. Oncol. 2007, 18, 1457—1466.
[3] M. A. Martinez, M. P. Carranza, A. Massaguer, L. Santos, J. A. Organero, C. Aliende, R. de Llorens,
I. Ng-Choi, L. Feliu, M. Planas, et al., Inorg. Chem. 2017, 56, 13679—-13696.
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Caracteritzacio del mecanisme de citotoxicitat de variants
de ’'HP-RNAsa dirigides a nucli i avaluacio de la seva

capacitat per inhibir la migracio cel-lular i la invasivitat

Bravo M, Lépez-Ramos Neble B, Castro J, Benito A
Grup de recerca d'Enginyeria de Proteines Departament de Biologia, Facultat de Ciencies,
Universitat de Girona, Campus de Montilivi, C/Maria Aurélia Capmany, 40, E-17003
Girona, Spain

Les ribonucleases (RNases) sén un conjunt d’enzims alguns dels quals presenten
activitat antitumoral, ja sigui de manera natural o quan han estat modificades per
enginyeria de proteines. El meu grup de recerca ha desenvolupat un conjunt de
variants de la ribonucleasa pancreatica humana (HP-RNasa) adrecades al nucli (ND-
RNases). Entre aquestes, una de les més eficaces és NLSPE5. Aquesta posseeix en la
seva estructura dues senyals de localitzaci6 nuclear (NLS) i presenta selectivitat i
citotoxicitat enfront de diferents linies cel lulars tumorals en cultius 2D 1 3D. En
aquest treball es mostra a través d’arrays d’anticossos que NLSPE5 produeix una
disminucié de la quantitat de proteina fosforilada pel que fa a diverses proteina
quinases 1 receptors tirosina quinasa. NLSPE5 afecta també la capacitat d'invasié i
migracié de la linia tumoral de mama MDA-MB-231. Quan es realitzen assajos en
cameres Transwell s'observa que el tractament de les cel lules durant 48 hores amb
NLSPES5 provoca una disminucié d'un 80% de la seva migracié i invasivitat. D'altra
banda aquest efecte s’ha confirmat en assajos de tancament de ferida que mostren que
NLSPES5 afecta la migracio de les cel lules tumorals a partir de baixes concentracions.
Finalment, s’ha analitzat el perfil d'expressié genica de diverses linies cel lulars de
la que es coneix la seva sensibilitat a NLSPE5. Mitjancant una analisi de correlaci
s’ha observat que existeixen proteines que semblen estar involucrades en la
sensibilitat a NLSPE5. S’ha intentat validar aquesta hipotesi utilitzant inhibidors o
activadors d’aquestes proteines pero els resultats no han pogut ser corroborats.
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La glicosilacio alterada de la mesotelina com a

biomarcador pel cancer de pancrees

Duran A!, Guerrero PE!, Ferri MdJ!, de Llorens R1, Saldova R2, Llop E!, Peracaula R!
1Unitat de bioquimica 1 biologia molecular, Departament de Biologia, Universitat de Girona,
Girona, Espanya.
2@GlycoScience Group, National Institute for Bioprocessing Research and Training (NIBRT),
Dublin, Ireland.

El cancer de pancrees (CP) és la tercera causa de mort per cancer, amb un pronostic
molt desfavorable degut principalment a la falta de biomarcadors pel seu diagnostic
precog. Vist que la majoria de biomarcadors actuals sén glicoproteines, es creu que
Panalisi combinat de nivells proteics 1 epitops glucidics en glicoproteines seriques
podria conduir al descobriment de nous biomarcadors més especifics.

La mesotelina (MSLN) és una glicoproteina candidata per aquests estudis.
S’expressa de-novo en CP 1 altres tumors, 1 ja s’han descrit nivells sanguinis elevats
en varis cancers. La seva glicosilacid, perod, no s’ha estudiat fins el moment. Per tant,
ja que una eventual glicoforma especifica en CP podria ser utilitzada per al seu
diagnostic, ens hem proposat analitzar 'expressié de MSLN 1 la seva glicosilacié en
linies cel lulars de CP.

L’expressié de la MSLN s’ha estudiat per western blot en llisats proteics 1 medis de
secrecidde 7 linies cel lulars de CP 1 una de cancer d’ovari. I’analisi dels glicans s’ha
fet a partir de MSLN immunopurificada dels medis de secrecié. L’ocupaci6 de les tres
potencials dianes d’N- glicosilacié s’ha estudiat per espectrometria de masses (UPLC-
ESI-QTof), mentre que les estructures glucidiques s’han determinat per
cromatografia d’interaccié hidrofilica (HILIC- UPLC) combinada amb digestions
d’exoglicosidases 1 per western blot amb lectines especifiques.

Totes les linies cel lulars expressen MSLN, en més quantitat al medi de secrecié que
als seus llisats. L’ocupacié de les tres dianes d’N-glicosilacié és >95%. La seqiienciacid
glucidica mostra una gran abundancia d’acid sialic en totes les linies, aixi com
I'expressié diferencial d’altres epitops glucidics (fucosa core, ramificacié i bisecting
GlcNAc) entre cél lules de CP i cancer d’ovari. Aquestes glicoformes s’analitzaran
mitjangcant metodologies més sensibles 1 que permetin un analisi high-throughput en
mostres de teixits 1 sérum per determinar el seu valor diagnostic i/o pronostic en CP.
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Estudi de la glicosilacio de I'antigen prostatic especific

(PSA) en pacients amb cancer de prostata agressiu

Gratacés-Mulleras Al, Duran Al, Ferrer-Batallé M!, Ramirez M23, Saldova R4, Comet J5, de
Llorens R1, Llop E!, Peracaula R!
1Grup de Bioquimica del Cancer. Area de Bioquimica i Biologia Molecular, Departament de
Biologia, Universitat de Girona, Girona, Espanya.
2?Institut de Recerca Biomédica de Girona (IDIBGI). Hospital Universitari Dr. J. Trueta,
Girona, Espanya
3Laboratori Clinic. Hospital Universitari Dr. J. Trueta, Girona, Espanya
INIBRT GlycoScience Group, National Institute for Bioprocessing Research and Training,
Dublin, Irlanda.
5Unitat d’Urologia. Hospital Universitari Dr. J. Trueta, Girona, Espanya.

El cancer de prostata (CaP) és el carcinoma que presenta una major incidéncia en
homes. El biomarcador utilitzat per la seva deteccié és I'antigen prostatic especific
(PSA), una glicoproteina secretada a la prostata. Els nivells d’aquesta proteina en
sang no s6n suficientment especifics per distingir entre patologies prostatiques
benignes 1 cancer de prostata, ni entre cancer agressiu 1 indolent. La glicosilacié del
PSA es veu alterada en cancer. En pacients amb CaP agressiu s’ha identificat un
increment del percentatge d’acid sialic amb enllac a2,3 en la cadena glucidica del
PSA. Malgrat aixo, encara no s’han descrit les glicoformes especifiques del PSA que
es troben alterades en cancer agressiu. L'objectiu d’aquest estudi és identificar les
glicoformes majoritaries del PSA en pacients amb CaP agressiu per poder-los
diferenciar de controls sans.

Per fer-ho, s’ha purificat el PSA de mostres de sérum de pacients amb CaP agressiu
de I'Hospital Dr. Josep Trueta i s’han seqiienciat els seus N-glicans. S’ha utilitzat
PSA purificat de plasma seminal d’homes sans com a control. El PSA s’ha
immunoprecipitat i s’han separat les glicoformes amb acid sialic amb enllag¢ a2,6 de
les amb a2,3 per cromatografia d’afinitat amb la lectina SNA unida a agarosa. E1 PSA
eluit de cada fraccié s’ha immunoprecipitat de nou, carregat en un gel de SDS-PAGE
1 tenyit amb Coomassie Blue. Per extreure els N-glicans, les bandes del PSA s’han
tallat 1 digerit amb PNGasaF. Els N-glicans obtinguts s’han identificat per
cromatografia liquida hidrofilica combinada amb digestions amb enzims glicolitics.
Els resultats mostren diferéncies en les glicoformes del PSA de cancer agressiu i el
control. En CaP agressiu, s'incrementen les estructures sialilades amb GalNAc, 1
disminueixen les glicoformes amb acid sialic a2,6 i fucosa core. Per tant, en cancer
agressiu es produeixen canvis en la glicosilacié del PSA que poden servir de base pel
desenvolupament de metodologies especifiques per a la seva deteccid.
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Glicosilacio diferencial de 'EGFR en linies cel-lulars de

cancer de pancrees deficients en a2,3- sialiltransferases

Miré6 L, Guerrero PE, Llop E, de Llorens R, Massaguer A, Peracaula R
Grup de Bioquimica del Cancer, Area de Bioquimica 1 Biologia Molecular, Departament de
Biologia, Universitat de Girona, Girona, Espanya.

El cancer de pancrees (PaC) presenta una alta mortalitat als paisos desenvolupats i
un pronostic nefast, degut al seu diagnostic tarda i a la resisténcia a les terapies
existents. El receptor del factor de creixement epidérmic (EGFR) participa en la
regulacid del creixement de les cel lules tumorals i1 esta altament glicosilat. Durant
el procés neoplastic, les estructures glucidiques de TEGFR es modifiquen, fet que pot
alterar l'activitat del receptor. L’objectiu de l'estudi és analitzar el patré de
glicosilacié de 'EGFR en cél lules BxPC-3 1 Capan-1, en les que s’han silenciat els
enzims a2,3-sialyltransferases (STs) ST3GAL3 i ST3GAL4, que participen en la
biosintesi d’estructures glucidiques cel lulars, per determinar la influéncia d’aquests
canvis en l'activacid 1 senyalitzacié de 'EGFR. Per aixo, s’ha immunoprecipitat el
receptor en les linies cel lulars control i silenciades i s’ha examinat la glicosilacié de
IFEGFR per WB amb lectines 1 anticossos contra estructures glucidiques. També s’ha
estudiat l'activacié del receptor en resposta a 'EGF i1 quines vies de senyalitzacid
intracel lular es modifiquen, analitzant els nivells de fosforilacié de residus especifics
de TEGFR 1 de les proteines MAPK 1 AKT. Sha determinat que no hi ha diferéncies
en els nivells d’expressi6 d’EGFR en les linies cellulars, pero que hi ha una
disminucié del nivell de T'epitop glucidic Sialyl-Lewis x en 'EGFR en les linies
silenciades respecte les control. Després de I'estimulacié amb EGF, s’ha observat un
nivell més alt de fosforilacié en les vies que senyalitzen per la proliferacié 1
internalitzaci6 del receptor, tant en les cellules BxPC-3 com en les Capan-1
silenciades. A més, hi ha un increment del nivell de fosforilacié d’AKT en les cél lules
silenciades. En conjunt, aquests resultats mostren que el silenciament de les STs en
cel lules de PaC modifica el patré de glicosilaci6 i fosforilaci6 de TEGFR, i podria
alterar la capacitat proliferativa de les cel lules tumorals.
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Creixement i procedencia dels mascles de gamba vermella,

Aristeus antennatus, al calador de Palamos

Abras Al, Garcia-Marin JL1, Heras S!, Agull6 M!, Planella L!, Vera M2, Roldan MI!
1Laboratori d’Ictiologia Genética, Universitat de Girona, Campus de Montilivi, 17071,
Girona
2Departamento de Zoologia, Genética y Antropologia Fisica, Campus Lugo, Universidad de
Santiago de Compostela, 27002, Lugo

La gamba vermella, Aristeus antennatus, és un crustaci decapode molt apreciat a la
Mediterrania occidental, constituint el recurs principal a la Confraria de Palamés. A.
antennatus té un sistema d’aparellament extern que consisteix en la col locacié de
Iespermatofor masculi, mitjancant el petasma, al telicum de la femella. Els mascles
sén el sexe de menor mida (longitud de cefalotorax, Lc maxima 56 mm) i presenten
dos estadis de maduresa, juvenil (abséncia de petasma fusionat) i adult. Aquest
estudi es va centrar en I'analisi del creixement i la procedéncia dels mascles d’A.
antennatus capturats al calador de Palamés en dos mostrejos durant any 2016,
abans (hivern) i durant (estiu) la temporada de posta. La captures es van realitzar
mitjangant pesca d’arrossegament, incorporant a la xarxa una malla d’obertura més
fina, anomenada sobrecop, per I'obtenci6 dels juvenils. Els mascles capturats es van
dividir segons I'estadi de maduresa en juvenils 1 adults 1 es van comparar les mitjanes
de Lc d’ambdés grups. El DNA es va extreure a partir dun fragment de teixit
muscular de cada exemplar, préviament preservat en etanol 95%, 1 la diversitat
genetica es va analitzar en 10 loci microsatel ‘lits. Es va comprovar si la distribuci6
de genotips per cada mostra complia 'equilibri de Hardy-Weinberg, es va calcular el
coeficient de diferenciacié genética (Fsr) entre parells de mostres i es va analitzar la
procedencia dels exemplars mitjancant tests d’assignacié. En aquests Gltims, es van
incorporar mostres de mascles adults capturats als caladors de Roses (nord) i Blanes
(sud) durant Thivern de 2016 com a font potencial d’exemplars migradors. Els
resultats obtinguts van indicar creixement en el periode transcorregut entre
mostrejos, aixi com aportacié d'individus d’altres arees. El grup de mascles adults de
Iestiu consistiria en una barreja de juvenils que ja han assolit la talla de maduresa,
mascles adults de 'hivern i mascles adults migradors procedents d’altres caladors.
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Estudi comparatiu de I'estat de salut i cicle reproductor en

sardines de les costes catalanes nord i1 sud

Frigola-Tepe X, Sanchez A, Serrat A, Vifias J, Mufioz M
Universitat de Girona

La sardina (Sardina pilchardus) és una espécie de gran interés comercial que es
distribueix per tot el Mediterrani 1 bona part de I’Atlantic Est. En els darrers anys
s’ha constatat una disminuci6 de les captures en tota la seva distribucio,
acompanyada duna reduccié de la talla total, la talla de maduracié sexual i de les
reserves lipidiques dels individus.

En aquest context ens proposem avaluar quin és l'estat de salut de la sardina a la
costa catalana comparant mostres de zones amb diferent régim termal, Blanes al
nord i1 Tarragona al sud. Es determina en quin punt del cicle reproductor es troba
cada individu, s’estima el contingut en greix dels seus teixits, 1 es caracteritza la
parasitacié per nematodes.

En aquest treball presentem resultats dels exemplars capturats entre els mesos
d’octubre 1 gener, durant el periode de desenvolupament gonadal previ a la posta.
Durant aquest periode s’han analitzat 110 sardines de la costa catalana nord 1 148
de la sud. Els primers resultats aporten diferéncies significatives en el percentatge
de greix de les sardines de les dues arees analitzades, essent major a la zona nord.
La condicié fisica, mesurada mitjancant el factor de condicié de Le Cren (Kn), és
major a loctubre, quan les gonades estan en fase de regeneraci6 o en
desenvolupament inicial. A mesura que s’acosta el periode de posta la condicid de
I'individu disminueix, a causa de la demanada energética que implica la reproduccié.
Pel que fa ala prevalenga ila intensitat de parasitacid, tan sols s’ha detectat una tinica
especie de nematode, Hysterothylacium aduncum, el qual apareix en el 36% dels
individus capturats. La prevalenca és similar entre les dues localitats estudiades,
pero la intensitat és superior a la zona més calida del sud.

L’analisi mostra un millor estat de salut de les sardines a la costa nord, tant pel que
fa a reserves lipidiques com a I'index de parasitacio, fet que sembla confirmar que les
aiguies fredes del Golf de Lled els sén més favorables.
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Efectivitat de les trampes de pél com a técnica de

seguiment de micromamifers i petits carnivors al camp

Quintana-Pujolas M
Facultat de Ciéencies, Universitat de Girona, Girona, Espanya

Avui dia, els métodes més usats per al seguiment dels petits mamifers son les trampes
de captura en viu, les quals s’han vist qliestionades des de fa temps a causa de I'estres
1 el risc de danys que comporten. No obstant aixo, es segueixen fent servir perque no
hi ha cap metode estandarditzat que millori aquest mostreig.

Existeixen métodes alternatius que intenten competir amb el trampeig en viu, pero
tots tenen les seves mancances.

En aquest estudi s’ha desenvolupat una metodologia que en resol algunes, i alhora no
causa cap afectacié als mamifers als quals va dirigida. Es un nou format de trampa
que, en lloc d’atrapar I'individu, només li captura mostres de pél. Amb aquest pél, es
pot identificar l'individu i obtenir mostres d’ADN per poder realitzar estudis
paral lels.

Les trampes sén caixes-niu de fusta amb dues entrades fetes amb tubs de PVC de
diametres diferents (50 mm i 75 mm), els quals tenen un raspall en la part superior
per atrapar el pel sense generar patiment.

La caixa esta dissenyada perque qualsevol animal que hi pugui entrar, sigui capag de
poder sortir- ne donant la volta dins.

Primerament es va realitzar una prova pilot a Salt, per a comparar 'efectivitat de
diversos metodes de captacié de pel, mirant la quantitat de pel que agafaven i la
facilitat d’extreure’n la mostra. Un cop triat el més eficient, es va realitzar un
experiment a Verges per tal de comprovar si la trampa en si era prou atraient per als
micromamifers o si era necessaria la col locacié d'incentiu a dins, com ara serradures
usades provinents de gabies de ratolins.

Com a resultat es va veure que la trampa servia d’al licient per a 'entrada d’animals
com el ratoli de bosc (Apodemus sylvaticus) o la rata (Rattus sp.), perd 'efectivitat
augmentava amb l'incentiu a dins.

L’Gs de cameres de fototrampeig com a complement del mostreig permet identificar
rapidament tant els animals que entren a la caixa com els possibles competidors o
depredadors de la zona. En definitiva, aquesta metodologia podria comportar una
millora en el mostreig de micromamifers actual, essent un métode efica¢ aixi com
menys lesiu 1 estressant per a 'animal.
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La mutacid p.G357S_RYR2 associada a CPVT provoca un
guany de funcio en cardiomiocits derivats de cel-lules mare
pluripotents induides (iPS-CM)

Carreras D12, Martinez-Moreno R12, Selga E3, Brugada R2, Scornik F14, Pérez G14
1Department de Ciéncies Médiques, Universitat de Girona, Girona, Spain
?Institut d’Investigacié Biomédica de Girona (IDIBGI), Salt, Espanya,
3Facultat de Medicina, Universitat de Vic — Universitat Central de Catalunya, Vic,
Espanya,
4Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Cardiovasculares (CIBERCYV),
Madlrid, Spain.

La taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica (CPVT) és una malaltia
arritmogenica severa caracteritzada per la preséncia de taquicardies ventriculars,
induides per l'alliberacié de catecolamines, que causen la mort sobtada. El nostre
grup va identificar, en una gran familia de les Illes Canaries, una mutacio al receptor
de rianodina de tipus 2 (RYR2), p.G357S_RYRZ2, associada a CPVT. D’aquesta familia
hem obtingut biopsies de pell de donants heterozigots 1 homozigots. El nostre objectiu
és avaluar el possible efecte additiu dels al lels mutats en la funcié de RYR2. Per
aquest estudi, es van utilitzar cardiomiocits derivats de cel lules mare pluripotents
induides (PS-CM) utilitzant un protocol de diferenciaci6é basat en I'heparina, seguit
d’'una selecci6 metabolica 1 un tractament hormonal de maduraci6. Hem utilitzat
cél lules derivades d’un pacient heterozigot (HT), un homozigot (HM) i, com a control,
cél lules obtingudes a partir d'un donant no portador sa (CTRL). Per tal d’avaluar
funcionalment lactivitat de RYR2, es va mesurar la seva sensibilitat a cafeina (0.05
mM, 0.1 mM, 0.5 mM, 1 mM, 2 mM, 5 mM, 10 mM) mitjancant imatges de calci en
condicions basals i en condicions d’estrés B-adrenérgic (100 nM Isoproterenol). Els
estudis de dosi-resposta duts a terme en condicions basals, mostren que les cél lules
HT 1 HM presenten una major sensibilitat a cafeina que les CTRL
(KACTRL=2.53+0.34 mM, KdHT=1.67+0.19 mM i KdAHM=1.72+0.10 mM). En repetir
els experiments en preséncia d’isoproterenol varem observar un augment de resposta
en les céllules CTRL perd no en les HT i HM (KdCTRL=1.38+0.06 mM,
KdHT=1.68+0.09 mM i KdHM=1.40+0.12 mM). L’amplitud maxima dels transitoris
induits per cafeina 10mM també van resultar ser majors en les céllules HT 1 HM
respecte les CTRL (en AF/FO: CTRL=2.22+0.05 HT=2.67+0.04, HM=2.52+0.16). Els
nostres resultats mostren un augment de funci6 similar en les cél lules dels pacients
HT i HM respecte les CTRL, tot i el diferent nombre d’al lels mutats. Aixo suggereix
que per la mutacié p.G357S_RYR2 un sol al lel mutat és suficient per produir un
guany de funcid.
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Emfisema pulmonar: quantificacio histomorfomeétrica i
utilitat en el diagnostic de barotraumatisme pulmonar en

el busseig

Casadesus JM!234 Nieto-Moragas J246, Serrando MT?246, Boadas-Vaello P23.4, Carrera
A234, Aguirre F5 Reina234
1Institut de Medicina Legal i Ciéncies Forenses de Catalunya, (Divisié de Girona).
2Grup de Recerca d’Anatomia Clinica, Embriologia 1 Neurociéncia (NEOMA). Departament
de Ciéncies Médiques, Universitat de Girona.
3Neurofisiologia Experimental i Anatomia Clinica (NE&AC; 2017 SGR 01279), Departament
de Ciéncies Médiques, Universitat de Girona.
4Departament de Ciencies Mediques, Facultat de Medicina, Universitat de Girona.
5Grup d’Especialistes en Activitats Subaquatiques (GEAS) de la Guardia Civil. L’Estartit
(Girona).
6Laboratori Clinic ICS-IAS Girona. Salt (Girona).

El busseig amb escafandre autonom és una activitat subaquatica que gaudeix
actualment d’'una gran popularitat. Malgrat que es considera una practica segura,
cada any es descriuen nous casos de morts relacionades amb aquesta activitat 1
Pofegament es descriu com la principal causa de mort seguida del barotraumatisme
pulmonar (BtP). L'objectiu d'aquest estudi ha estat demostrar i quantificar en els
casos de BtP la preséncia d'espais d'aire patologics en el teixit pulmonar mitjancant
técniques d’histomorfometria digital.

Es van utilitzar mostres histologiques de teixit pulmonar seleccionades segons el
tipus de mort, definint tres grups: 6 casos de BtP, 6 casos d'ofegament (grup de
control positiu) i 6 casos de sagnat intern agut (grup de control negatiu). Per cada un
dels casos es van escollir a 'atzar quatre seccions de teixit pulmonar i per cada seccid
es van seleccionar aleatoriament sis camps microscopics. Es va fotografiar cada un
dels 432 camps amb una camera digital acoblada a un microscopi optic. Les
fotografies digitals obtingudes varen ser analitzades utilitzant un programa d’analisi
d’'imatges 1 mitjancant el software SPSS (v25.0, IBM, Armonk, NY) es va realitzar
una analisi estadistica de les dades obtingudes.

Els resultats obtinguts han permes descriure un patré emfisematds caracteritzat per
una sobredistensid dels espais aeris del parénquima pulmonar i observant diferéncies
significatives entre el grup de bussejadors diagnosticats d'un BtP i els casos controls,
en relacié a 'area ocupada pels espais aeris 1 el percentatge de 1'area ocupada per
aquests espais (p <0.01). La mitjana de 1'area ocupada pels espais aeris i la mitjana
del percentatge dels espais aeris son els valors que han mostrat una major poténcia
per establir un diagnostic histologic diferencial entre un BtP i altres patologies
propies del busseig amb escafandre autonom, especialment I'ofegament.
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El transit polaritzat de la subunitat beta2 del canal de sodi
és dependent de I'associacio a subdominis de membrana

rics en colesterol

Cortada E13, Serradesanferm R!:3, Brugada R1.234, Verges M123
1Universitat de Girona, Facultat de Ciéncies
2Universitat de Girona, Dept. de Ciéncies Mediques
3GenCardio (IDIBGI)
1CiberCV

La subunitat beta2 (codificada pel gen SCN2B) és una peca important del complex
del canal de sodi cardiac dependent de voltatge. Beta2 promou la correcta localitzacid
a la membrana plasmatica de la subunitat alfa, NaV1.5, formadora del porus, del
canal. El canal és essencial per a la conduccié eléctrica cardiaca. Mutacions en beta2
resulten en menys canals a la superficie cel lular, fenotip que es tradueix en malalties
cardiaques greus, i fins 1 tot la mort sobtada.

Beta2 és una proteina transmembrana. Estructuralment, en destaquem un bucle del
tipus immunoglobulin-like al domini extracel lular. A la cua citoplasmatica, just
després del segment transmembrana, beta2 hi té un lloc potencial de palmitoilacié.
Mitjancant microscopia de fluorescéncia i teécniques bioquimiques, explorem el
transit intracel lular de beta2 en cél lules polaritzades Madin Darby Canine Kidney
(MDCK). En aquestes, beta2 es localitza exclusivament a la membrana plasmatica
apical. Hem observat que aquesta localitzacié polaritzada és dependent d’associacié
a balses lipidiques (lipid rafts) riques en colesterol. També hem observat que reduint
el colesterol cellular utilitzant varies estratégies beta2 perd la seva localitzacid
apical. A més, mostrem el paper de la palmitoilacié en I'associacié de beta2 a lipid
rafts. També estem investigant les implicacions funcionals de la palmitoilacié, que
esdevé un element de regulacié del clivatge de beta2 per beta secretasa.

Els senyals de transit apical no estan ben definits 1 son encara tema de controversia.
Per altra banda, proposem una analogia entre la superficie apical de céllules
epitelials amb els discs intercalars (DI) dels cardiomiocits. Els DI sén regions
especialitzades de membrana per on es transmet el potencial d’accié gracies a la
correcta localitzaci6 del NaV1.5. Definir el transit de beta2 contribueix a entendre el
transit polaritzat en conjunt, 1 a com es desenvolupen arritmies quan les subunitats
del canal no es localitzen correctament.
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Marcatge isotopic sequencial de proteines mitjancant

trans-inteines ortogonals

Romero-Casanas A, Castro J, Benito A, Vilanova M, Ribé M
Laboratori d'Enginyeria de Proteines, Departament de Biologia, Facultat de Ciéncies,
Universitat de Girona, Campus de Montilivi, Maria Auréelia Capmany 40, 17003, Girona,
Spain.
Institut d’Investigacié Biomédica de Girona Josep Trueta, (IdIBG1), Girona, Spain

Les inteines s6n seqiiencies polipeptidiques que tenen la capacitat d’escindir-se per
si mateixes de les regions proteiques que les flanquegen, les exteines, lligant-les al
mateix temps amb un enlla¢ peptidic canonic en un procés autocatalitic anomenat
tall 1 unid proteic. Les inteines presenten un especial interés com a eines moleculars
en enginyeria de proteines. En particular, son interessants les inteines partides, que
s'expressen en dos gens separats fusionats amb les seves respectives exteines i
permeten lligar polipéptids en trans, per obtenir proteines complexes aixi com el
marcatge isotopic diferencial dels seus dominis per a diferents tipus d’estudis.
Concretament, ens interessa marcar de manera independent els dominis de proteines
d’interes per a poder estudiar-ne I'estructura tridimensional mitjangant ressonancia
magnetica nuclear, superant aixi les limitacions d’aquesta tecnica a l'hora de
treballar amb proteines de gran massa molecular.

En primer lloc, era necessari assegurar que les inteines gp41-1, gp41-8, IMPDH-1 i
NrddJ-1 no presentaven reactivitat creuada. Aixo es va fer in vivo co-expressant en £,
coli les diferents subunitats Ini Ic, 1 també in vitro un cop expressats i purificats els
diferents precursors polipeptidics. A continuacid, es van construir quatre proteines
recombinants utilitzant GB1, Ub, Trx 1 SUMO com a exteines i les inteines gp41-1,
IMPDH-1 1 NrddJ-1 mitjangant tecniques de DNA recombinant. Es va estudiar
Pactivitat de tall 1 unié proteic tant in vivocom in vitroper a poder obtenir el producte
de tall 1 unié complert, i es van analitzar aquestes reaccions mitjancant electroforesi
SDS-PAGE i espectrometria de masses (MALDI-TOF). Posteriorment, s’ha comencat
a treballar amb els dominis de la Tar DNA Binding protein of 43kDa (TDP-43),
relacionada amb diverses anomalies neurodegeneratives com I’Esclerosi Lateral
Amiotrofica, 1 aquestes mateixes inteines, per obtenir variants de TDP-43 marcades
isotopicament en dominis individuals.
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Efectes del peptid antimicrobia Pediocina PA-1 sobre la
viabilitat espermaticai la carrega bacteriana en dosis

seminals porcines

Bussalleu E, Casas I, Bonet S, Briz M
TechnoSperm, Departament de Biologia, Institut de Tecnologia Agroalimentaria,
Universitat de Girona, Girona, Espanya

Els bacteris resistents als antibiotics presents en les dosis seminals de porci causen
un descens de la qualitat espermatica i dels indexs de fertilitat, provocant importants
pérdues economiques a la industria porcina. Una alternativa a 1"as d’antibidtics en
els diluents s6n els péptids antimicrobians. Aquest estudi ha avaluat els efectes d’'un
peptid antimicrobia produit per Pediococcus acidilactici, la pediocina PA-1, sobre la
viabilitat espermatica 1 la carrega bacteriana en dosis seminals de porci. Els
tractaments experimentals realitzats en tubs tancats van consistir en 'addicié de 10
ng/ml (T1), 100 ng/ml (T2), 350 ng/ml (T3) i 0 ng/ml (T4; control negatiu) de PA-1 a
10 ml de semen; el control positiu fou amb 200 mg/ml de I'antibidtic kanamicina (T5)
(n=5). Les mostres es van avaluar després de 24 h, 48 h, 72 h i1 120 h a 17 °C. La
viabilitat es va determinar per microscopia de fluorescéncia amb el kit SYBR14/Iodur
de propidi, mentre que la carrega bacteriana es va avaluar per sembra de 100ul de
cada mostra en plaques de medi Luria-Bertani 1, incubacié de les plaques a 37 °C
durant 72h en condicions aerobiques. Els resultats van mostrar que la PA-1 no era
efectiva per controlar el creixement bacteria en dosis seminals de porci a cap de les
concentracions testades. No obstant aixo, PA-1 a 350 ng/ml presentava valors més
elevats de viabilitat espermatica (P < 0.05) en comparacié amb 10 ng/ml, cosa que
suggereix que la PA-1 podria tenir un efecte protector sobre la viabilitat espermatica.
En futurs estudis es provaran concentracions més elevades de PA-1 per corroborar
els seus possibles beneficis sobre la viabilitat espermatica i sobre el control de la
carrega bacteriana de les dosis seminals de porci.
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La concentracié d’hormona antimulleriana al plasma
seminal varia entre les diferents fraccions de les

ejaculacions porcines

Delgado-Bermudez A!, Llavanera M!, Padilla L2, S Recuero!?, Tvarijonaviciute A2, Mateo-
Otero Y1, Bonet S!, Fernandez-Fuertes B, Yeste M!, Barranco I!
1Grup de Recerca en Biotecnologia de la Reproduccié Animal i Humana (TechnoSperm),
Departament de Biologia i Institut de Tecnologia Agroalimentaria (INTEA), Universitat de
Girona
2Departament de Medicina i Cirurgia Animals, Universitat de Miircia

Malgrat sigui ben coneguda la relaci6 entre la concentraci6 dhormona
antimulleriana (AMH) al plasma seminal huma i la qualitat espermatica, es
desconeix la seva presencia 1 funcié al plasma seminal porci. Per aquest motiu, els
objectius d’aquest estudi foren: 1) avaluar la preséncia ’AMH a les diferents
fraccions de les ejaculacions porcines, i 2) determinar la seva possible relacié amb la
fertilitat. Per abordar el primer objectiu, es van recol lectar les ejaculacions de tres
verros per fraccions: els primers 10 mL de la fraccié espermatica (F1), la resta de la
fraccié espermatica (F2) i la fraccié post-espermatica (F3). Es va obtenir el plasma
seminal de cada fraccié per centrifugacid, se’'n va quantificar TAMH per ELISA i les
dades es van analitzar mitjancant els tests de Kruskal-Wallis 1 Mann-Whitney
(F<0,05). Pel segon objectiu, es va quantificar TAMH al plasma seminal de 51
ejaculacions procedents de 17 verros, que es van emprar per inseminar 2.859 truges
(entre 11 7 garrinades per truja). La fertilitat dels verros es va avaluar mitjancant la
mida de la garrinada, corregida per factors externs a l'individu (relacionats amb la
granja i la truja). Els verros es van classificar en dos grups segons la concentracié
d’AMH al plasma seminal, mitjangant una analisi de conglomerats en dues etapes:
baixa (n=15; mitjana + desviacié estandard: 581,61+125,02 ng/mL) i alta concentracié
d’AMH (n=36; 856,86+82,66 ng/mL), i els dos grups es van comparar mitjancant un
test ¢ (/%0,05). La concentraci6 ’/AMH va ser significativament (P = 0.05) més
elevada a la F2 (176,78 + 4,43 ng/mL) i a la F3 (190.11 + 12.14 ng/mL) que a la F1
(105.56 + 40.73 ng/mL). A més, les garrinades van ser majors al grup de baixa
concentraci6 ’AMH. Aquests resultats suggereixen que la prostata 1 les vesicules
seminals, que contribueixen a la composicié de les fraccions F2 1 F3, poden participar
en la sintesi ’AMH. A més, es va observar que la concentracié ’AMH al plasma
seminal esta inversament correlacionada amb la prolificitat. Amb el suport del MCIU
(RYC-2014-15581, FJCI-2017-31689 1 AGL2017-88329-R).
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Els nivells d’activitat de I'adenosina deaminasa (ADA) del
plasma seminal no estan relacionats amb la capacitat

fecundant de I’esperma porcina

Garcia-Bonavila E1, Padilla L2, Tvarijonaviciute A2, Llavanera M!, Mateo-Otero Y1,
Delgado-Bermudez A!, Recuero S!, Yeste M1, Fernandez-Fuertes B!, Barranco 112
1Departament de Biologia, Universitat de Girona, Girona
2Departament de Medicina i Cirurgia Animal, Universitat de Murcia, Mircia

L’adenosina deaminasa (ADA) és un enzim implicat en el metabolisme de les purines
1 la seva activitat en el plasma seminal huma esta relacionada amb la fertilitat.
Aquest estudi té com a objectiu avaluar: (1) la preséncia d’aquest enzim en el plasma
seminal de porci, i (2) la possible relacié entre la seva activitat i la fertilitat. Durant
un periode de 12 mesos, es van recollir un total de 51 ejaculacions de 17 verros
inclosos en programes d'inseminacié artificial ). Les ejaculacions es van centrifugar
dues vegades per aillar el plasma seminal. Es van inseminar un total de 2859 truges
multipares amb dosis comercials procedents de les ejaculacions dels 17 mascles. Les
dades de fertilitat de cada verro es van corregir tenint en compte els parametres
relacionats amb la granja i la truja. L’activitat de ’ADA es va mesurar en mostres de
plasma seminal mitjangant un kit comercial 1 un espectrofotometre. Els 17 verros es
van classificar mitjancant dues analisis de conglomerats jerarquiques segons les
desviacions estandard de: (1) el percentatge de gestacié (baixa: de -2,55 a -0,16%, n=8;
alt: de 0,94 a 7,55%, n=9); i (2) la mida de la ventrada (baixa: de -0,36 a 0,03, n=10;
alta: de 0,11 a 0,83, n=7). Els resultats van confirmar, per primera vegada en porci,
la preséncia de ’ADA en el plasma seminal. Els nivells d’activitat de 'ADA en el
plasma seminal (mitjana = SEM) de les ejaculacions de verros amb percentatges alts
1 baixos de gestacié van ser de 71,08 + 9,96 UI / L 1 56,43 + 11,67 Ul / L,
respectivament. D'altra banda, els nivells d'activitat I’ ADA en el plasma seminal de
verros amb mides de ventrada alta 1 baixa van ser de 63,52 + 16,25 UI/L 1 64,65 +
7,14 Ul/L, respectivament. No obstant aixo, no es van observar, en cap cas,
diferéncies significatives en els nivells d’activitat de ’ADA entre els dos grups de
mascles. En conclusié, lactivitat de TADA en el plasma seminal porci no esta
relacionada amb la capacitat fecundant de l'esperma. Suport: AGL2017-88329-R,
FJICI-2017-31689 1 H2020-MSCA-IF-79212.
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Els canals de potassi SLO1 tenen un paper essencial durant

la capacitacio in vitro d'espermatozoides de porci

Llavanera M, Yeste M, Puig-Parri J, Bonet S, Pinart E
Biotecnologia de Ia Reproduccié Animal 1 Humana (TechnoSperm), Area de Biologia
Cel 1ular, Departament de Biologia, Facultat de Ciéncies, Institut de Tecnologia
Agroalimentaria (INTEA), Universitat de Girona, Girona, Espanya.

La capacitacié espermatica és el conjunt de canvis fisiologics que pateix
lespermatozoide per adquirir la capacitat de fecundar l'oocit. Estudis recents en
humans han demostrat que hi ha una estreta relacié funcional entre els canals de
potassi (K*) i calci (Ca?*) en la regulacié de la motilitat dels espermatozoides de
mamifer. L'objectiu d'aquest estudi és determinar la presencia i localitzacié dels
canals de potassi (SLO1) en espermatozoides de porci mitjancant Western blot i
immunofluorescéncia, 1 el seu paper fisiologic durant la capacitacié in vitro. Les
mostres d'esperma de 14 animals es van incubar en medi de capacitacié durant 300
minuts en preséncia de paxilina (PAX), un inhibidor especific del canal SLO1, afegit
als 01 240 minuts d'incubacié. Com a control positiu es va utilitzar el tetraetilamoni
(TEA), un inhibidor general de canals de K*, que també es va afegir als 01 240 minuts
d'incubacié. En totes les mostres, la reacci6 acrosomica es va induir amb progesterona
(Ps) després de 240 minuts d'incubacié. La motilitat i cinematica espermatiques, la
integritat de les membranes plasmatica i1 acrosomica, el grau d’empaquetament dels
fosfolipids de la membrana plasmatica, els nivells de Ca?' intracel lular i l'activitat
de I'acrosina es van avaluar després de 0, 60, 120, 180, 240, 250, 270 1 300 minuts
d'incubacié. En els espermatozoides de porci els canals SLO1 tenien una massa
molecular de 80 kDa i es localitzaven a la regié postacrosomica anterior 1 a les peces
mitocondrial 1 principal del flagel. El bloqueig especific dels canals SLO1 mitjancant
PAX va resultar en nivells alterats de Ca?*, principalment a la regié cefalica, i la
induccid de la reaccié acrosomica. Com era d'esperar, el bloqueig general dels canals
de K* mitjancant TEA va alterar la capacitacié espermatica in vitro, que es va
manifestar en anomalies en la motilitat espermatica i els nivells de Ca?*
intracel lular, tant de la regi6 cefalica com del flagel. En conclusid, els canals SLO1
sén crucials per a la homeostasi del Ca?* i la reaccié acrosomica induida per la Psen
espermatozoides de porci capacitats in vitro.
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Efectes de la fotoestimulacié amb llum vermella sobre la

criotolerancia dels espermatozoides porcins

Mateo-Otero Y!, Fernandez-Fuertes B!, Recuero S!, Delgado-Bermudez Al, Llavanera M1,
Rodriguez-Gil JE2, Bonet S!, Barranco I, Yeste M!
1Grup de Recerca de Biotecnologia de Ia Reproduccio Animal 1 Humana (TechnoSperm),
Departament de Biologia i Institut de Tecnologia Agroalimentaria (INTEA), Universitat de
Girona, Girona, Espanya.
2Unitat de Reproduccio Animal, Departament de Medicina i Cirurgia Animal, Facultat de
Veterinaria, Universitat Autonoma de Barcelona, Bellaterra, Espanya.

La fotoestimulacié dels espermatozoides porcins augmenta la seva resposta a la
capacitacié induida in vitroi la seva fertilitat. Tot 1 aix0, encara no s’ha estudiat el
potencial d’aquesta tecnologia en espermatozoides criopreservats. Per aquest motiu,
l'objectiu d’aquest estudi fou determinar si la fotoestimulacié mitjangant un diode emissor
de Ilum (LED; longitud d’ona‘ 620-630 nm) prévia a la criopreservacié tenia algun efecte
en la motilitat 1 viabilitat dels espermatozoides porcins descongelats en I'espécie porcina.
Amb aquest proposit, es van fotoestimular un total de 20 ejaculacions porcines amb un
patrd de 10 min de Ilum, 10 min de foscor 1 10 min de Ilum, que es van criopreservar. El
control va consistir en mostres no fotoestimulades. Després de la descongelacid, els
espermatozoides es van incubar a 38 °C durant 30 1 180 min, i se’'n va avaluar la motilitat
a través del sistema CASA 1 la viabilitat amb el marcatge SYBR14/PI. Les ejaculacions
es van classificar en dos grups (bona, GFE, o mala congelabilitat, PFE) segons els seus
valors de motilitat 1 wviabilitat a la post-descongelacié. Es va observar que la
fotoestimulacié millorava la supervivéncia dels espermatozoides del grup PFE, atés que
el percentatge d’espermatozoides SYBR14"/PI" als 180 min post-descongelacié fou
significativament superior que en el control (control: 10.7 + 0.7 vs. fotoestimulat: 21.2
+ 1.3; P<0.05). En el cas dels GFE, la fotoestimulacié no va produir cap efecte en la
qualitat espermatica  post-descongelaci6. Aquests resultats indiquen que la
fotoestimulacié amb llum vermella incrementa la criotolerancia de les ejaculacions de
mala congelabilitat, la qual cosa pot ser util per aquells verros que, malgrat tenir un elevat
interes genetic, presenten una baixa resisténcia a la criopreservacid. Tanmateix, calen més
estudis per esclarir quin mecanisme cel lular es troba al darrera d’aquest increment de la
criotolerancia espermatica. Amb el suport del MCIU (RYC-2014-15581 i AGL2017-
88329-R).
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Efecte de la copula amb toros intactes o vasectomitzats en

I’'expressio genica del tracte reproductor femeni

Recuero S?, Sanchez JM2, Mateo-Otero Y1, Bages-Arnal S2, McDonald M2, Behura SK3,
Spencer TE3, Yeste M!, Lonergan P2, Fernandez-Fuertes B!
I Departament de Biologia, Facultat de Ciéncies, Institut de Tecnologia Agroalimentaria ,
Universitat de Girona, Girona, Espanya
2 School of Agriculture and Food Science, University College Dublin, Belfield, Dublin 4,
Ireland
3 Division of Animal Sciences, University of Missouri, Columbia, Missouri, 65211, USA

En ratoli i porci sha demostrat que el plasma seminal (PS) té un paper
immunoregulador a I'ater. Tanmateix, en aquestes espécies I'ejaculacié té lloc a
I'dter, mentre que en bovi I'ejaculacié és vaginal. La hipotesi d’aquest estudi és que,
en el bovi, el PS indueix una resposta immunitaria a la vagina que es propaga a les
regions distals del tracte femeni. Per testar-la, es va sincronitzar l'estre en vaques
que: 1) es van muntar amb toros intactes (esperma + PS, n=7); 2) amb toros
vasectomitzats (només PS, n=8), o 3) no es van muntar (control, n=7). Les vaques es
van sacrificar 24 + 6 h després de la copula i es van recollir mostres de vagina, i de la
banya uterina 1 'oviducte ipsilaterals. Les mostres uterines es van processar per
RNAseq, mentre que les de vagina i oviducte es van analitzar mitjan¢cant RT-qPCR.
No es van observar gens diferencialment expressats (GDE) entre el grup
vasectomitzat i el control. Per altra banda, la copula amb toro intacte resulta en 22 1
24 GDE comparats amb els grups control i vasectomitzat, respectivament. En vagina
1 oviducte, es va analitzar I'expressié de 6 GDE implicats en la implantacié i la
regulacié immunitaria (CX3CL1, C4BPA, PLA2G10, BLA-D@B, PRSS2i CEBPD),
aixi com la d'una seleccié de citoquines (/L6, IL1A, TNFi ILS) regulades pel plasma
seminal en altres espécies. No es van observar diferéncies en l'expressié d’aquests
gens entre tractaments. Aixo no obstant, es va observar que 'expressié de IL81 TNF
era significativament superior a la vagina que a I'oviducte després de la copula amb
toro intacte (P<0,05). D’acord amb aquests resultats, I'espermatozoide, perd no el
plasma seminal per si sol, indueix canvis en el transcriptoma del tracte reproductor
femeni. Tanmateix, cal determinar si aquests canvis sén produits per les proteines
intrinseques d’aquesta cellula o bé per les proteines del plasma seminal que
s’adhereixen a 'espermatozoide. Aquests resultats no recolzen un efecte directe del

plasma seminal en la regulacié de la gestacié en el bovi. Finangat per EU-H2020-
MSCA-792212.
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Factors que afecten el patro de col-lapse/expansio previ a

I’eclosio de blastocists humans: estudi preliminar

Sarquella-Ventura J1, Hugas M!, Fernandez-Reig M1, Julia L, Ferrer-Guixeras M1, Pinart
E2
1Unitat de Reproduccio Humana i Diagnostic Genétic. Clinica Girona, S.L., Girona, Espanya
ZDepartament de Biologia, Facultat de Ciéncies, Institut de Tecnologia Agroalimentaria,
Universitat de Girona, Girona, Espanya

Abans de l'eclosi6 del blastocist té lloc un procés de col lapse o contraccié seguit de
Pexpansié del blastocel; el patrdé de col lapse/expansié podria afectar la capacitat
d’implantacié del blastocist eclosionat. I'objectiu d’aquest estudi va ser determinar
Iefecte de l'origen dels oocits 1 la fragmentacié del DNA espermatic sobre el patr6 de
col lapse/expansié. Pel que fa a I'origen dels oocits, I'estudi inclou embrions obtinguts
a partir d’oocits de parella (2=85) i embrions obtinguts d’oocits de donant (7=33) del
programa de Fecundacié in vitro de GIROFIV entre 2016 1 2018. Els embrions van
ser incubats en un incubador time-lapse Embryoscope a 37 °C, 5,5% de COz1 7% d’O2
en medi LifeGlobal® fins a I'estadi de blastocist (dia +6). La mesura de I'area dels
blastocists (um?2), mitjancant la funcié DrowEllipse, al comencament i al final del
procés de col lapse/expansié va permetre establir dos patrons: 1) col lapse/expansi6
no visible i 2) col lapse/expansié pulsatiu, que es caracteritzava per una reduccié de
fins el 40% del volum embrionari. La fragmentacié del DNA espermatic de doble
cadena (dsDNA) es va determinar mitjancant I'assaig COMET, diferenciant entre
DNA no fragmentat (<60%) i DNA fragmentat (>60%). El resultats van mostrar
diferéncies en el patré de col lapse/expansié dels blastocists en funcié de I'origen dels
oocits. Aixi doncs, en els blastocists obtinguts a partir d’oocits de la parella el patré
de col lapse/expansié no estava afectat per la fragmentacié del dsDNA, essent no
visible en un 40% 1 pulsatiu en un 60% dels embrions. La fragmentacié del dsDNA
espermatic va afectar el patrd de col lapse/expansid dels blastocists obtinguts a partir
d’oocits de donant; si el dsDNA no estava fragmentat un 85% dels blastocists tenien
un patr6 no visible, mentre que amb DNA fragmentat un 53% dels embrions van
mostrar un patr6 pulsatiu.
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Transcrits i miRNAs que diferencien el suro d’altres

escorces tipus ritidoma

Armendariz I, Lopez de Heredia U2, Soto A2, Serra O1, Figueras M!
1Laboratori del Suro, Universitat de Girona, Campus Montilivi, Girona, Espanya
Z8istemas Naturales e Historia Forestal, Universidad Politécnica de Madrid, Madrid,
FEspanya

Les tiges 1 arrels que presenten creixement radial desenvolupen una estructura
anomenada periderma generada per l'activitat del fel logen. El primer fel logen de la
tija es forma subepidéermicament com a resposta al trencament de l'epidermis
protectora degut al creixement radial intern de I'organ i a través de la seva activitat
genera un teixit extern protector anomenat fel lema, també part de la periderma.
L’alzina surera o Quercus suber presenta excepcionalment un fel logen que és
permanent i circumferencial, el que li permet a través d’activacions estacionals
generar noves capes donant lloc al suro com a escorc¢a externa. En la majoria d’altres
llenyoses, com I'alzina o Quercus ilex, el fel logen és discontinu i es crea de nou 1 més
internament en cada activacié estacional, el que genera una escorca externa tipus
ritidoma, que correspon a una barreja de teixits majoritariament morts (periderma i
floema). L’alzina i l'alzina surera sén espécies filogenéticament properes, capaces
d’hibridar i donar lloc a una progénie amb una escorca externa de fenotip variable.
Per tal d’estudiar els processos moleculars que diferencien aquestes escorces, es va
analitzar el transcriptoma 1 el miRNoma de l'escorca externa de sureres, alzines i
hibrids de fenotip variable. L’analisi va permetre identificar 8336 gens i 23 miRNAs
amb expressi6 diferencial. Els transcrits es van agrupar en 8 clisters segons els seus
patrons d’expressio en les diferents mostres. Els gens induits en escorces tipus suro
s’han relacionat amb la sintesi de suberina (polimer protector) i amb lactivitat
meristematica del fel logen aixi com amb les propietats mecaniques de la paret
cel lular, processos que podrien explicar el comportament circumferencial 1
permanent del fellogen de la surera. L’analisi concomitant del miRNoma 1 el
transcriptoma ha permes identificar les dianes potencials dels miRNAs, fet que ens
acosta als mecanismes epigeneétics que regulen 1 diferencienla formacié d’aquestes
escorces.
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Diferencies fisiologiques i de creixement entre plantes de
fulla caduca i perenne en resposta a un augment de la

radiacio UV i a una reduccio de la disponibilitat hidrica

Diaz-Guerra L!, Llorens L1, Font J1.2, Gonzalez JA3, Verdaguer D!
1Departament de Ciéncies Ambientals, Facultat de Ciéncies, Universitat de Girona,
FEspanya.
2Facultat de Ciéncia i1 Tecnologia, Universitat de Vic — Universitat Central de Catalunya,
FEspanya.

SDepartament de Fisica, Fscola Politécnica, Universitat de Girona, Espanya.

En els proxims anys, com a conseqiiencia del canvi climatic, s'espera un increment
dels nivells de radiaci6 UV ambiental que arriba a la conca del Mediterrani,
juntament amb sequeres més prolongades. En aquest context, el nostre objectiu és
examinar els efectes d’'un augment de la radiacié UV (UV-A i UV-B) i una disminucié
de la disponibilitat hidrica sobre la morfologia i fisiologia foliar i el creixement de sis
espécies vegetals, tres caducifolies (Crataegus monogyna, Pistacia terebinthus i
Robinia pseudoacacia) i tres perennifolies (Arbutus unedo, Pittosporum tobira i
Quercus suber), de gran importancia ecologica a la peninsula Ibérica. Aixi, el juny de
2012, vam comencar un experiment a l'aire lliure amb plantules d’aquestes sis
espeécies, les quals vam fer créixer durant 5 mesos sota tres nivells de radiaci6 UV
(UV ambiental o control, augment d'UV-A i augment d’'UV-A+UV-B) en combinacié
amb dos nivells de reg (ben regat i sequera). Pel que fa als resultats principals, les
espécies perennifolies van incrementar l'eficiéncia fotosintética maxima quan van
créixer sota un increment d'UV-A i UV-B. A més, en condicions de reg optim, les
plantules d’aquestes espécies exposades a nivells més alts de radiaci6 UV
(especialment UV-A) van mostrar una menor biomassa de fulles en comparacié amb
les exposades a UV ambiental. Per contra, les espécies de fulla caduca van ser més
sensibles a la radiaci6 UV sota condicions de baixa disponibilitat d’aigua. Aixi, en
aquestes espécies, I'augment en la radiacié UV (especialment UV-A) va incrementar
la biomassa aéria 1 el gruix foliar només en condicions de reg baix. Per tant, les
respostes presentades pels dos tipus d’espécies per a fer front a 'augment en la
radiaci6 UV 1 a una reduccié en la disponibilitat hidrica van ser marcadament
diferents, tot 1 que aparentment van ser efectives ja que no vam detectar efectes
negatius rellevants a nivell fisiologic, com a minim a curt termini.
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Geneética inversa en Arabidopsis usant un sistema CRISPR-

Cas9 multiplex per estudiar la formacio del fel-lema

Sanchez-Guirado C!, Ursache R2, Figueras M!, Geldner N2, Serra O!
! Laboratori del Suro, Universitat de Girona, Spain
2Department of Plant Molecular Biology, University of Lausanne, Switzerland

En els organs que presenten creixement secundari tals com tiges i arrels, la funcid
protectora la confereix el fellema, les céllules del qual, una vegada formades,
s’elonguen radialment i acumulen lignina i suberina seguint un patré espacio-
temporal concret. Varis estudis transcriptomics del fel lema o suro de Quercus suber
ens van permetre identificar un grup de proteines d'una mateixa familia multigenica
candidates per a la modificacié espacio-temporal de les cél lules del fel lema. Es van
identificar els ortolegs d’aquests gens en Arabidopsis thaliana, i el fet que s’activés la
seva transcripcié en el fel lema demostrava la seva importancia en aquest teixit. Per
tal de demostrar la seva funcid, possiblement redundant, ens vam proposar una
estrategia de mutacié multiple en Arabidopsis basada en el sistema CRISPR-Cas9,
pensada per generar pérdua de funci6 en els 4 gens a la vegada (quadruple) per
augmentar la probabilitat de poder observar un fenotip associat amb el fel lema. Per
cada gen, es van dissenyar 2-3 RNA guies (gRNA) especifiques per produir almenys
dos talls en el DNA (DSBs) i generar, aixi, delecions de centenars de parells de bases
pel sistema de reparacié Non-Homologus End Joining (NHEJ). Aquestes delecions
son facils de detectar mitjancant 'amplificacié per PCR i posterior analisi de la mida
dels fragments en gel d’agarosa. Les gRNAs es van clonar conjuntament amb la
nucleasa Cas9 i es van introduir en el genoma d’Arabidopsis a I'atzar mitjangant el
meétode del floral dip. Es van seleccionar aquells individus que havien incorporat el
transgen 1 se’n va analitzar el DNA per cada gen per obtenir la freqiiéncia de
delecions al 1éliques 1 avaluar, aixi, I'eficiéncia de mutacié de cada una de les gRNAs.
Una vegada identificats els individus knock-out quadruples homozigots, aquests
s’auto-pol linitzaran per segregar la nucleasa Cas9 1 aconseguir linies estables, les
quals podran ser utilitzades com a eina per avaluar la funcié que tenen el grup de
proteines candidates en la formaci6 del fel lema.
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Una potencial mutacio de novo a ACTC1 podria induir
cardiomiopatia dilatada en un dels membres d'una familia

mexicana

Alvarado-Cervantes YA, Balderrabano N2, Hu D3, Acufia-Ochoa J, Pfeiffer R3, Wu Y3,
Carrier T3 1 Barajas-Martinez H4
1Institut d'Investigacio Biomédica de Girona Dr. Josep Trueta.
2Hospital Infantil de México “Federico Gomez”, Ciudad de México, México.
3Molecular Genetics Department, Masonic Medical Research Laboratory, Utica, New York.
4Lankenau Institute for Medical Research, Wynnewood, Pennsylvania, United States.

Introduccié. Les cardiomiopaties son malalties que comprometen l'estructura normal
del cor. Aixo té conseqiiéncies en la contraccié 1 el flux sanguini, el que predisposa a
patir mort sobtada cardiaca. El “National Heart Lung and Blood Institute” classifica
les cardiomiopaties en 3 principals tipus: la cardiomiopatia dilatada, en la qual es
presenta una dilatacié 1 allargament dels ventricles, amb la conseqiient debilitacié de
I'ejeccié sanguinia; la hipertrofica, on hi ha un augment sever en el gruix del
miocardi, bloquejant el flux sanguini; 1 la displasia aritmogénica, on hi ha un
reemplagcament del miocardi amb teixit gras o fibrds. Objectiu. Determinar
I'associacié entre la preséncia de mutacions en gens estructurals cardiacs 1 1'aparicié
de cardiopaties. Metodologia. Es van analitzar 2 panells de gens mitjancant
seqiienciaci6 massiva de nova generacid, un conformat per 63 gens estructurals i
I'altre amb 87 gens funcionals. Les variants trobades tant en pacients com en
familiars van ser confirmades per Sanger. L'analisi es va realitzar mitjangant eines
bioinformatiques. Tots els pacients participants en l'estudi van ser abans
diagnosticats per un cardioleg mitjancant exploracié diagnostica, complementada
amb estudis electro i eco- cardiografics. Resultats. Es va trobar una variant
potencialment patogénica en el gen ACTC1, que es mostra com una mutacié de novo
al revisar el pedigri familiar. A més, el pacient era portador d'altres variants en els
gens TTN1 PCSK9Y, les quals van ser heretades del pare. Discussi6. El gen ACTC],
altament conservat entre espeécies, codifica per la isoforma a-actina present en el
muscul cardiac. Aquesta proteina té un paper crucial en la contraccié del muscul
cardiac a 'ancorar-se a la banda z del sarcomer i els caps de miosina. D'altra banda
el gen T7TN codifica per la titina, una de les principals proteines implicades en la
contracci6 cardiaca. Conclusions. El nostre grup de recerca proposa una mutaci6 de
novoen el gen ACTCI que podria estar associada a cardiomiopatia dilatada. Aquesta
no ha estat reportada i presenta un potencial efecte perjudicial que podria estar
induint el fenotip de cardiomiopatia dilatada en el nostre pacient.
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Estudi comparatiu dels efectes d’'una mutacidé a SCN5A en
una familia diagnosticada amb Sindrome de Brugada
utilitzant iPS-CM

Martinez-Moreno R, Carreras D, Selga E, Sarquella-Brugada G, Brugada R, Perez Gd,
Scornik FS.
Departament de Ciéncies Médiques, Universitat de Girona. Institut d’Investigacio
Biomédica de Girona.
Facultat de Medicina, Universitat de Vie. Ciéncies Médiques, Universitat de Barcelona.
Unitat d’Aritmies de I’'Hospital Sant Joan de Déu. Centro de Investigacion Biomédica en
Red de Enfermedades Cardiovasculares (CIBERCYV).

La sindrome de Brugada (SBr) és una malaltia cardiaca aritmogénica que predisposa
a la mort sobtada cardiaca. Esta associada amb mutacions al gen SCN5A, que codifica
per la subunitat alfa del canal de sodi cardiac (Nav1l.5). En aquest projecte, vam
investigar una mutacié al gen SCN5A (c. 4573 G>A; Navl.5_p.V1525M), trobada en
una familia amb un cas de mort sobtada. El nostre objectiu era analitzar les
diferéncies en les propietats de la corrent de sodi (Ix.) en els cardiomidcits derivats
de cél lules pluripotents induides (iPS-CM) de tres membres de la familia. Dos eren
portadors heterozigots 1 un no portador. Els fibroblasts dels pacients van ser
reprogramats a cel lules iPS 1 posteriorment diferenciats a monocapes de iPS-CM. La
Ina va ser estudiada amb la técnica Patch Clamp whole cell. Es va observar una
pérdua total de In.en un alt percentatge de céllules dels dos portadors (62% n=53,
54% n=37). En les cél lules que tenien In.vam observar una drastica disminucié de
la seva densitat (77% n=19, 82% n=13), comparat amb el no portador (n=13). La
constant de temps de la recuperacié de la inactivacié de la corrent estava
incrementada només en un dels dos portadors. A més, vam estudiar cel lules tsA201
transfectades amb la mutacié (Nayl.5V"V152M) T3 reduccié en In. va ser del 24%
comparat amb el Wild Type (Nayl.5V"WT) Les cél lules tsA201 transfectades no
recapitulen la perdua total de In.. Els nostres resultats suggereixen que la mutacié
estudiada pot causar SBr en la familia. També, demostra la importancia d’ utilitzar
mdels fisiologicament rellevants per entendre el rol de les mutacions en malalties
aritmogéniques.
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Un haplotip comu en una regi6 “enhancer” esta fortament
associat amb un augment de la susceptibilitat a arritmia

cardiaca.

Pinsach-Abuin M1.234, del Olmo B1.234, Mates J1.23, Pérez-Agustin Al23, Allegue C234, Ma
Q4, Merkurjev D4 Konovalov, S¢, Telenti A7, Duran M5, Brugada R%.236, di Iulio J7, Garcia-
Bassets I4, Pagans St.2:3
1Department of Medical Sciences, School of Medicine, University of Girona, Girona, Spain
2Cardiovascular Genetics Center, Institut d'Investigacio Biomédica de Girona, Salt, Spain
3Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Cardiovasculares (CIBERCYV),
Madrid, Spain
4Department of Medicine, School of Medicine, University of California, San Diego (UCSD),
La Jolla, CA, USA.
sInstitut de Quimica Computacional 1 Catalisi IQCC) and Departament de Quimica,
Universitat de Girona, Girona, Spain.
6Cardiology Service, Hospital Universitari Dr. Josep Trueta, Girona, Spain
"Department of Integrative Structural and Computational Biology, The Scripps Research
Institute, La Jolla, CA, USA.

La sindrome de Brugada (SBr) és una malaltia eléctrica cardiaca amb una elevada
susceptibilitat a arritmies ventriculars 1 mort sobtada cardiaca. Variants genétiques
en regions codificants del gen SCN5A, que codifica per la subunitat formadora de
porus del canal de sodi cardiac, s’han relacionat amb la SBr en un 25% dels casos. De
manera similar, variants genétiques en regions codificants d’altres gens com
I'SCN2B, SCN3B, CACNAIC, CACNB2i1 CACNA2D1 s’han identificat en pacients
amb SBr, pero el seu paper en la patologia encara no és del tot clar. Aixi doncs,
existeix una elevada proporcié6 de pacients diagnosticats amb SBr en els quals
I'etiologia de la malaltia és encara desconeguda.

Per tal d’estudiar el paper de les variants en regions no-codificants en SBr, vam
anotar 1,293 regions no-codificants candidates a actuar com a regions reguladores en
cis de 'SCNb5A, SCN2B, SCN3B, CACNAI1C, CACNB2i1 CACNA2D1. Vam capturar
1 sequenciar aquestes regions reguladores en 86 pacients diagnosticats amb SBr, 1
vam comparar el cataleg de variants d'un sol nucleotid (SNVs) identificats amb la
variacié present en individus d’origen Europeu. Aquesta comparativa ens ha permeés
identificar cinc SNVs comunes en una regié “enhancer” (regié reguladora en cis
estimuladora de la transcripcié) a 5 del gen SCN5A4, que formen nou combinacions
al 1éliques diferents (haplotips Hap1-Hap9) en poblacié Europea. Els nostres analisis
indiquen que 'Hap1 en homozigosi esta associat a un elevat risc de SBr, mentre que
els haplotips Hap3 1 Hap6 estan associats a una reduccié de risc de SBr. Actualment
estem analitzant l'expressié de caracteristiques quantitatives (eQTL) utilitzant
dades d’expressié genica en ventricle esquerre del Genotype-Tissue Expression
(GTEx). Aquest analisi ens donara informacié sobre la correlacié entre Hap1/Hapl i
Pexpressié de SCNSA. Els nostres resultats podrien suggerir que Hapl/Hap1 és un
genotip comu amb un elevat risc de mort sobtada cardiaca en poblacié Europea.
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Un codd stop prematur en la Placofilina-2 causa una
disminucio en I’expressio de gens relacionats amb la

Cardiomiopatia Arritmogenica en el model cel-lular HL1

Vallverdu-Prats M1, Alcalde M!, Brugada R1:2
ICentre de Genética Cardiovascular, Institut d’Investigacio Biomédica de Girona Dr. oJ.
Trueta, Girona.
ZDepartament de Ciéncies Médiques. Facultat de Medicina, Universitat de Girona.

Introduccié: La Cardiomiopatia Arritmogénica (CMA) és una malaltia hereditaria
rara caracteritzada per la substitucid progressiva del miocardi per teixit fibroadipos.
La CMA pot donar lloc a mort sobtada cardiaca en adults joves, especialment atletes.
El principal gen causal de la CMA és la placofilina-2 (PKP2) (40% dels pacients) i les
variants genétiques més comunes son les que generen els Codons Stop Prematurs
(CSP). S’ha descrit que mutacions a PKP2 podrien afectar la via de senyalitzacié de
Wnt/B-catenin promovent 'adipogénesis. Aquests mecanismes moleculars encara son
parcialment desconeguts. Objectiu: Estudiar els mecanismes moleculars que es
desencadenen quan hi ha un CSP a PKPZ2 1 les seves implicacions funcionals.
Metodologia: S’ha editat la linia cel lular HLL1 mitjancant CRISPR-Cas9 per generar
linies isogéniques portadores de CSP PKP2 (92 aa) en homozigosis. Shan analitzat
varis clons per RT-PCR 1 Western Blot per estudiar els nivells d’expressi6 de gens
relacionats amb la CMA: desmosomes, cicle de calci 1 connexoma. Mitjangant un
assaig luciferasa del promotor TCF/LEF, s’ha avaluat el paper de PKP2 en la via
Wnt/B-catenin. Resultats: Els clons HLL1 amb CSP-PKP2 han mostrat una disminucié
d’expressié a nivell mRNA de SCN5A, CX43, RyR2, Atp2aZ, SlcSal i Casq2, i
absencia total en els gens DSC21 ANKZ. A nivell de proteina, s’observa una abséncia
total de PKP2 1 ANK2. Els clons editats CSP-PKP2 d’'HL1 no presenten diferéncies
significatives en I'activitat del promotor TCF/LEF en I'assaig luciferasa. Conclusions:
Els resultats suggereixen que 'mRNA portador de CSP a PKP2 és degradat pel
sistema nonsense mediated decay causant 'abséncia completa de PKP2. CSP-PKP2
provoca molts canvis a nivell d’expressié génica en gens relacionats amb la CMA aixi
com l'abséncia completa de DSC2 i1 ANKZ2 a nivell 'RNA, cosa que suggereix un
possible rol com a regulador transcripcional.
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Transcriptomica comparativa per identificar diferéncies en
I’'expressio genica entre soques AIEC i no-AIEC durant la

infecciod in vitro de cultius cel-lulars

Bonet-Rossinyol Q, Camprubi-Font C, Martinez-Medina M
Grup de Recerca Microbiologia de la Malaltia Intestinal, Departament de Biologia,
Universitat de Girona, Girona, Catalunya

La identificacié de les soques Escherichia coli adherent invasives (AIEC), les quals
s’han associat a la malaltia de Crohn, és laboriosa 1 no estandarditzable. Estudis
genétics han demostrat I'abséncia d'una seqiiéncia comuna que permeti la seva
identificacié molecular. El nostre objectiu és detectar gens diferencialment
expressats (DEGs) entre aillats clinics de AIEC i no-AIEC per tal de determinar si
aquestes diferéncies d’expressié estan implicades en el fenotip AIEC.

En la transcriptomica comparativa es van seleccionar dues parelles de soques
ATEC/mo-AIEC amb pulsotip idéntic, que pertanyen als filogrups B1 i D. L’expressio6
diferencial d’aquestes soques es va analitzar durant la infecci6 de cel lules I-407 1 es
va separar la fracci6 de sobrenedant (SN) de la fraccié adherent i/o invasiva de
cél lules epitelials intestinals (A/I). Les diferéncies d’expressié observades van ser
validades per RT-qPCR (Fluidigm) utilitzant les mateixes parelles de soques. A més,
els DEGs van ser estudiats en un socari de 14 ATEC i 26 no-AIEC.

Es van detectar 67 DEGs, dels quals 19 estaven sobreexpressats 1 48 infraexpressats
en ATIEC. Un 79% dels DEGs que van ser analitzats a les dues parelles de soques
utilitzant Fluidigm, es van confirmar. A 'estudi amb el socari, es van detectar 6 gens
amb una prevalenca major en AIEC (71-97 %) respecte a les no-AIEC (44-82 %) (p-
valor < 0,047). A més, es van observar 6 gens amb una expressié significativament
més elevada en AIEC (2,64 + 1,63) respecte a les no-AIEC (0,42 + 0,95) (p-valor <
0,048), dels quals 5 d’ells van ser detectats a la fraccié de SN.

No hi ha assajos previs de transcriptomica comparativa en AIEC que utilitzin cultius
cel lulars infectats. Shan detectat varis DEGs que podrien estar involucrats en la
patogenicitat de les AIEC 1 s6n possibles candidats per la identificacié molecular. Tot
1 aix0, es necessiten altres estudis per determinar el paper d’aquests DEGs en el
fenotip AIEC 1 validar la capacitat predictiva d’aquest métode.
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Efectes colaterals de I’addicio de nitrat sobre el resistoma

dels col-lectors d’aigua residual

Gionchetta G1, Kassotaki E1, Fillol M1, Sanchez Al, Balcazar JL1i Borrego CM?2
1[nstitut Catala de Recerca de I’Aigua (ICRA), Girona.
2Grup d’Ecologia Microbiana Molecular, Institut d’FEcologia Aquatica, Universitat de Girona,
Girona

Les companyies que gestionen el clavegueram sovint utilitzen tractaments quimics
com l'addicié de nitrat per mitigar les emissions de gasos nocius (meta o sulfhidric)
en els collectors d’aigua residual. El nitrat és un potent oxidant que redueix
significament la producci6 de meta i sulfhidric derivada de l'activitat microbiana
(metanogénesi i sulfato-reduccié, respectivament) dominant en les condicions
anoxiques dels col lectors. Aquests sén una xarxa de canonades 1 estacions de
bombeig que recullen les excretes urbanes per conduir-les fins les estacions
depuradores. Lluny de ser un sistema de transport passiu, els col lectors sén punts
calents de diversitat i activitat microbiana i un habitat singular on s’acumulen una
gran diversitat de bacteris resistents als antibidtics, ja sigui per deposicié directa a
partir dels residus urbans o com a resultat de la pressié selectiva dels residus
farmaceutics sobre la microbiota del sistema.

Si bé es coneix que el clavegueram és un reservori de microorganismes, molt d’ells ja
resistents als antibiotics, és menys conegut si 'estres oxidatiu provocat per 'addicié
de nitrat té algun efecte sobre la seva abundancia 1, encara menys, si causa un estres
que estimuli la disseminacié dels gens de resisténcia. Per resoldre aquests
interrogants es van pendre mostres d'un col lector d’aigua residual abans i després
de l'addicié de nitrat i es van analitzar els canvis en la diversitat i abundancia del
resistoma i del moviloma (tots els gens implicats en la transferéncia de gens entre
bacteris) a partir de dades de metagenomica (Shotgun Metagenomic Sequencing
utilitzant Illumina). Els resultats confirmen que tant els gens de resisténcia a
antibiotics com els relacionats amb la transferéncia horitzontal de gens augmenten
després de laddici6 de nitrat. A més, la quantificacié6 per qPCR de transcrits de
diferents gens de resisténcia (sull, blarem, tetW, ermB, gnrS) confirma que I'addicié
de nitrat causa un augment significatiu en 'expressié de la majoria d’aquests gens.
Els resultats confirmen que 'aplicaci6 rutinaria d’aquests tractaments quimics per a
mitigar les emissions de gasos nocius també causen uns efectes colaterals sobre la
microbiota de I'aigua residual, estimulant la transferéncia horitzontal de gens 1, per
tant, possibilitant la disseminaci6 dels gens de resisténcia a antibiotics.
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Bio-catodes per a la produccio in-situ d’hidrogen

Perona-Vico El, Feliu-Paradeda L1, Rovira-Alsina L2, Balaguer MD2, Puig S2, Baneras LL!
1Grup d’Ecologia Microbiana Molecular. Institut d’Ecologia Aquatica, Universitat de Girona,
Girona.
2LEQUIA, Institut de Medi Ambient, Universitat de Girona, Girona

L’electrosintesi microbiana, entesa com 1'is del corrent eléctriciel CO2 com a iiniques
fonts d’energia i1 carboni per a la biosintesi, es proposa com una tecnologia
prometedora en 'obtencié des de bio-combustibles fins a proteines per a la industria
alimentaria. Els reactors dissenyats per promoure I'electrosintesi es coneixen com a
sistemes bioelectroquimics (en anglés BES) i aprofiten la capacitat que tenen un grup
reduit de microorganismes per captar electrons i transformar-los en compostos
solubles. Aquests electrons deriven d’una superficie conductora (catode) connectada
a un potenciostat. Per tant, 'estudi de les funcions dels microorganismes en aquest
entorn aixi com, entendre la capacitat d'interaccié d’aquests microorganismes amb el
catode, ha de permetre incrementar l'eficiéencia dels processos electroquimics. La
produccié d’hidrogen (H2) com a element intermediari per transformar el corrent
eléctric al producte final, sembla ser un dels mecanismes més rellevants per a la
produccié dels compostos d’interées, ja que pot mitjancar molts processos biologics
catalitzats pels microorganismes. D’aquesta manera, en aquest estudi hem avaluat
la capacitat de deu soques bacterianes amb l'objectiu de determinar la seva capacitat
de producci6 d’hidrogen. Els resultats han estat positius en set de les especies
testades, suggerint la seva capacitat electrotrofica. No obstant, la preséncia dels
microorganismes no ha demostrat un augment significatiu de les taxes de produccid
d’hidrogen en comparaciéo a un control sense cellules. En conclusid, els resultats
suggereixen que, tot 1 que aparentment els microorganismes sén capacos d’acceptar
electrons, podrien estar-los usant per a altres processos metabolics 1 no per la
produccié neta d’hidrogen. Conseqiientment, és necessari ampliar el coneixement
sobre els microorganismes electroactius i les seves funcions, per millorar els
processos d’electrosintesi.
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Estudi dels efectes preventius d’un extracte polifenolic
d’origen vegetal sobre el desenvolupament del dolor

neuropatic induit per una lesié medul-lar en ratoli

Bag6-Mas Al, Deulofeu M!, Homs J%2, Verda E1, Fiol N3, Boadas-Vaello P!
1Grup de recerca en Anatomia Clinica, Embriologia i Neurociéencia (NEOMA), Departament
de Ciéencies Médiques, Universitat de Girona, Girona, Catalunya
2Departament de Fisioterapia, FUSES — Universitat de Girona, Girona, Catalunya
3Departament d'Enginyeria Quimica, Agraria 1 Tecnologia Agroalimentaria, Universitat de
Girona, Girona, Catalunya

La lesié de la medul la espinal (LME) provoca dolor neuropatic central (DNC) en
aproximadament el 65% dels lesionats. En gran mesura soén refractaris als
tractaments actuals 1 per tant és necessari desenvolupar nous enfocaments
terapéutics. D’entre aquests, es pot destacar 1'is de compostos polifenolics, ja que
estudis preclinics indiquen que poden exercir efectes antinociceptius. Aixi, I'objectiu
d’aquest treball va ser estudiar els efectes preventius d’'un extracte vegetal polifenolic
(CE1720) sobre el desenvolupament del DNC induit per una LME en ratolins.
Ratolins femella Swiss van ser sotmesos a una LME lleu i tractats diariament amb
CE1720 (10 i 15 mg/kg; i.p) durant la primera setmana. Es van avaluar la
hiperalgésia térmica (test de Hargreaves), I'al lodinia mecanica (filaments Von Frey)
i I'activitat locomotora (escala de Basso, BMS) setmanalment i fins a 21 dies post-
lesié (dpl). Al final de 'experiment, es va estudiar la reactivitat glial (GFAP i Ibal)
de la medul 1a espinal amb técniques d'immunohistoquimica i western blot. Es van
analitzar també els nivells sérics de biomarcadors d’hepatotoxicitat (ALT i AST) i
nefrotoxicitat (Urea) per avaluar la seguretat farmacologica del tractament. La
concentracié de polifenols de CE1720 es va determinar mitjan¢ant el meétode Folin-
Ciocalteu.

El desenvolupament del DNC es va atenuar significativament fins a 21 dpl en els
animals tractats, arribant a la prevencié completa amb la dosi de 10mg/kg. Els
resultats BMS indicaren abséncia significativa de disfuncié locomotora en els
animals. Les dues dosis van reduir la gliosi a la medul 1a espinal pero la dosi de 10
mg/kg va presentar un millor efecte atenuador. No s’observaren increments
significatius ’ALT, AST o urea en sérum.

Es pot concloure que el tractament amb CE1720 podria ser una bona estrategia
farmacologica per prevenir el desenvolupament del DNC després de la LME.
Agraiments: Vicerectorat de Recerca UdG (MPCUdG2016/087) 1 Fundacié La
MARATO de TVS3 (201705.30.31).
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Un meétode innovador basat en la combinacié de MALDI-
TOF i de xarxes neurals artificials per classificar diferents

tipus de dolor patologic en models animals.

Deulofeu M123, Pefia-Méndez EM4, Vanhara P35, Havel J25, Verdu E1, Salvadé V6, Boadas-
Vaello P!
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Un gran nombre de molécules participen en la fisiopatologia del dolor nociplastic 1
del dolor neuropatic central. No obstant, determinar biomarcadors especifics per a
cada condici6 mitjancant les técniques bioquimiques actuals pot ser una tasca
complexa. Per aix0, I'iis de técniques d’espectrometria de masses, com el MALDI-
TOF MS, combinades amb intel ligencia artificial pot permetre obtenir empremtes
espectrals especifiques que poden ser tutils per diagnosticar dolors de diferent
naturalesa, aixi com per determinar possibles dianes terapeutiques en el futur.
Ratolins CD1 femella van ser sotmeses a mialgia induida per reserpina (grup RIM)
o a lesié medul lar per contusié (grup SCI). Setmanalment es van avaluar diferents
respostes evocades de dolor 1 al final del periode experimental es van obtenir mostres
de sérum que van ser analitzades mitjangcant MALDI-TOF MS. Els espectres de
masses es van avaluar mitjancant 'analisi de components principals (PCA) i xarxes
neuronals artificials (ANNs).

Les proves funcionals van revelar que tant els animals administrats amb reserpina
com els lesionats medul lars presentaven hiperalgésia térmica 1 al lodinia mecanica.
A més, I'analisi del serum mitjangant MALDI-TOF va revelar que els espectres de
masses eren diferents no només respecte els animals control siné que també eren
diferents entre els dos grups de dolor (RIM i SCI) suggerint que les molécules
presents en sérum eren diferents. Per tant, I'analisi dels espectres de masses
mitjancant les ANNs permet distingir animals amb diferents tipus de dolor sense
necessitat d’identificar els biomarcadors.

En resum, s'ha desenvolupat un meétode innovador, senzill i rapid, basat en l'analisi
del séerum amb MALDI TOF MS en combinaci6 amb ANNs, per a la deteccid 1
classificacié del dolor patologic.

Agraiments: Universitat de Girona (MPCUdG2016/087) 1 Fundacié La MARA 70 de
TV3 (201705.30.31) de Catalunya; i Departament de Quimica, Facultat de Ciéncies,
Universitat Masaryk, Brno, Republica Txeca.
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L’autoestimulacio eléectrica intracranial modula els nivells
de la proteina SIRTL1 i de microRNAs relacionats amb la

malaltia d’Alzheimer

Puig-Parnau I!, Garcia-Brito S2, Faghihi N1, Gubern C!3, Aldavert-Vera L2, Segura-Torres
P2, Huguet G1, Kadar E
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L’autoestimulacié eléctrica intracranial aplicada al feix prosencefalic medial (AEIC-
FPM) ha demostrat facilitar I'aprenentatge i la memoria en rates i potenciar la
plasticitat neural en arees relacionades amb aquestes funcions. Tot 1 aixo, els
mecanismes moleculars implicats no sén del tot coneguts. Diferents microRNAs
(miRNAs) i la deacetilasa SIRT1 intervenen en la regulacié de la plasticitat neural.
Amb T'objectiu d’aprofundir en els mecanismes moleculars induits per TAEIC-FPM,
s’ha analitzat l'efecte del tractament sobre els nivells d’aquestes molécules en les
regions de ’hipocamp 1 en sérum.

Mitjancant OpenArray, s’ha analitzat I'expressié diferencial de miRNAs en el DG de
rates tractades amb AEIC-FPM (3 sessions de 457/sessié/dia). Els miRNAs candidats,
juntament amb miR-132, miR-134, miR-146a 1 miR-181c, préviament associats amb
cognicid, han estat quantificats per qRT-PCR en DG, CA1, CA3 i serum. Els nivells
de SIRT1 en teixit i séerum s’han determinat mitjangcant western blot i ELISA,
respectivament. miR-132, miR-181c¢, miR-4951 SIRT1 s’han trobat sobreexpressats
en el DG de les rates tractades (P < 0.05). miR-132 també sha trobat
significativament augmentat en CAl i en sérum post-AEIC-FPM, mostrant en I'dltim
una correlacié positiva amb els nivells sérics de SIRT1.

Aquest treball mostra, per primera vegada, que un tractament d’estimulacié cerebral
profunda (DBS), especificament ’AEIC-FPM, modula els nivells de miRNAs i SIRT1
en les regions de l'hipocamp. Aquests resultats sén especialment interessants
atenent que la DBS de diferents dianes cerebrals s’ha plantejat com una opcid
terapéutica per contrarestar els déficits de memoria en malalts d’Alzheimer (AD). En
aquest sentit, la implicacié en AD de les molécules estudiades encoratja a seguir
investigant Paplicabilitat de 'estimulacié del FPM com a tractament per potenciar la
memoria en models animals d’aquesta malaltia. A més, miR-132 en sérum se
suggereix com a biomarcador potencial del tractament.
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El Polipéptid Activador de I’Adenilat Ciclasa de la Pituitaria
(PACAP) millora els simptomes motors i promou la
supervivencia de cel-lules estriatals a la malaltia de

Huntington
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La malaltia de Huntington (HD) és una malaltia neurodegenerativa hereditaria
causada per una mutacio en el gen de la huntingtina, donant lloc a 'expressié de la
huntingtina mutada (mhtt). La simptomatologia més caracteristica de la HD és la
perdua del control motor, causada en gran part per la degeneracié progressiva de les
neurones espinoses mitjanes del nucli estriat. Es per aixo que s’ha suggerit que la
proteccié d’aquestes neurones seria un factor clau per millorar la funcié motora. El
Polipéptid Activador de 1'Adenilat Ciclasa de la Pituitaria (PACAP) és un
neuropeptid multifuncional amb capacitat neuroprotectora especialment a través
d’'un dels seus receptors, el PAC1. No obstant, no existeixen dades de I'efecte del
PACAP en la disfuncié motora i la mort neuronal que es dona en la HD. Per tal de
saber-ho, en primer lloc es van analitzar els nivells proteics del receptor PAC1 en
Pestriat del ratoli R6/1, un model transgenic de la HD. Els ratolins R6/1 presentaven
una reduccié de PAC1 respecte els seus controls des de I'inici de la simptomatologia
motora. A més, 'administraci6 intranasal de PACAP (30ug/Kg/dia; 7dies) reduia de
manera significativa els deficits motors que pateixen els ratolins R6/1. Per tal de
coneixer si la recuperacié observada estava associada a mecanismes neuroprotectors,
vam utilitzar les cél lules d’origen estriatal STHdhQ!11/Q11l que expressen la mhtt.
Vam observar que el tractament amb PACAP (107M; 24hores) protegeix les
STHdhQ!11/Q111 de ]a mort induida per la mhtt inhibint 'activacié de la caspasa-3.
Finalment, vam trobar que aquest efecte esta associat als segiients mecanismes
moleculars: i) restauracié dels nivells proteics de PAC1; ii) activacié de les proteines
ERK i AKT; iii) augment dels nivells proteics del Brain derived neurotrophic factor.
Amb tot, els nostres resultats suggereixen que el PACAP té capacitat terapéutica en
la HD a través de l'activacié de la senyalitzacié depenent del receptor PACI.
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Efectes antinociceptius d’un extracte polifenolic natural en
un model experimental de dolor nociplastic induit per

reserpina
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El dolor nociplastic (DNPL) és un dolor patologic que deriva duna nocicepcié alterada
sense evidencies clares de danys tissulars ni lesions del sistema somatosensorial. Es
el principal simptoma de la Fibromialgia (FM), per a la qual no existeixen
tractaments adequats. En aquest context, els polifenols poden ser candidats
terapeutics potencials, ja que s’ha demostrat que alleugen les respostes reflexes en
models de dolor patologic, pero els seus efectes sobre el DNPL sén desconeguts. Aixi,
aquest treball es dissenya per estudiar els efectes antinociceptius d'un extracte
natural polifendlic (CE1720) en un model experimental de dolor nociplastic induit
per reserpina (model ratoli RIM6) que mimetitza respostes reflexes i no reflexes del
dolor caracteristiques de la FM. A tal fi, es van administrar diariament i durant una
setmana 10 o 15mg/Kg de CE1720 a ratolins femella SwisssCD1 RIM6, per via
intraperitoneal. Durant tot el periode experimental es van avaluar setmanalment
respostes reflexes mitjancant les proves de Hargreaves i Von Frey. Al final del
periode experimental, es va realitzar la prova de nataci6 forgada per avaluar l'estat
depressiu com a resposta no reflexa del dolor. Posteriorment, es recolliren mostres de
medul 1la espinal per a estudiar gliosi mitjancant analisis immunohistoquimiques, 1
seérum per a estudiar la seguretat farmacologica de 'extracte. Els resultats mostraren
que ladministracié de CE1720 atenuava la hiperalgésia térmica, I'allodinia
mecanica, el comportament depressiu i la microgliosi medul lar presents en ratolins
RIMS6, fins a tres setmanes després de la primera administracié del tractament,
essent 10 mg/kg la dosi més efectiva. A més, I'administracié de CE1720 no va
provocar ni hepatotoxicitat ni nefrotoxicitat. En global, es pot concloure que l'extracte
polifenolic CE1720 podria ser un tractament farmacologic adequat per alleujar
respostes reflexes i no reflexes de dolor, que sén simptomes caracteristics de la FM.
Agraiments: Vicerectorat de Recerca UdG (MPCUdG2016 / 087).
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