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Editorial

M. Rosa Ballester

Un any més presentem els treballs becats i premiats en la convocatoria
passada, uns treballs que com podeu comprovar han merescut els premis
per l'alta qualitat que tenen i 'aportacio cientifica que fan a diferents am-
bits de la nostra professio.

En aquest numero presentem els resultats de la beca col-legial premiada
en la convocatoria 2021, un treball que ha permés identificar quatre molécu-
les significativament expressades en pacients COVID (KIM1, NCF2, FGR i
FOSB), de les quals FOSB ha estat identificat com un marcador pronodstic
prometedor i prou interessant per passar-ne I'Us a la clinica.

També oferim els cinc TFG premiats en la mateixa convocatoria. Tot
i que les bases establien quatre premis als quatre millors TFG, els dos
ultims finalistes van quedar empatats a la mateixa puntuacié i ens va sem-
blar just resoldre I'empat atorgant premis ex aequo a aquests treballs.

A més, hi trobareu una de les dues beques d’investigacio premiades a
la convocatoria 2020 a la qual li vam concedir una prorroga de presenta-
cio mentre va durar 'estat d’alarma pel COVID-19 i que va ocasionar un
retard en el termini per acabar-la.

Com veieu, les beques i els premis del COFB continuen estant a I'alca-
da de les més prestigioses convocatories d’ajuts a la recerca del nostre
entorn i any darrera any no para de créixer el nombre de projectes pre-
sentats per optar-hi.

Aquest interes creixent en les beques i premis col-legials ens ha portat
a introduir alguns canvis de cara a la proxima convocatoria 2022. Concre-
tament, hem acordat dividir la convocatoria de Beques i Premis del COFB
en dues.

Una primera Convocatoria de Premis (que sortira publicada al web
el mes de marg del 2022), amb tres categories i quatre premis en total:

1. Un premi de 1000 € per a la categoria del millor article publicat I'any
2021 en una revista open access amb peer review

2. Un premi de 1000 € per a la categoria al millor projecte comunitari

3. Dos premis al millor TFG (treball de final de grau) fets per alumnes
de les facultats que imparteixen el grau de Farmacia (UB i URL) cada
un de 500 €.

Una segona Convocatoria de Beques (que sortira publicada al web
el mes d’abril de 2022), en qué tornem a introduir els dos premis de les
edicions anteriors, de 9000 € cada un.

Les noves bases i les noves rubriques per avaluar cada categoria les
trobareu a les convocatories corresponents un cop es publiquin.

Esperem que aquests canvis us continuin engrescant i ens permetin
compartir moltes alegries.

Moltes felicitats a tots i a totes per la vostra participacio, la vostra recer-
caiper 'empentaila il-lusié que poseu en els projectes.
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INTRODUCCIO

Cada vegada hi ha més evidéncia
cientifica del paper que juga la infla-
macié sistemica en el curs clinic de
la COVID-19'2. La resposta immune
contra el virus porta a I'exacerbacio
del procés inflamatori i té un efecte
directe sobre la microvasculatura dels
organs que compromet la perfusio i
propicia la formacié de microtrombes,
la reprogramacio metabodlica i el dany
directe de les cel-lules que formen el
parenquima dels organs i, finalment,
pot donar lloc a la fallida multiorganica
i la mort del pacient®.

Actualment, hi ha molts esforgos
dedicats a trobar biomarcadors que
ajudin a predir el grau d’afectacio i
el pronostic dels pacients infectats
per COVID-19'%¢. Es imprescindible
identificar nous marcadors d’organs
especifics que ajudin a instaurar trac-
taments dirigits.

En aquest projecte ens vam pro-
posar estudiar un panell ampli de 92
proteines amb potencialitat pronos-
tica, que s’expressen en diferents
teixits i organs i ofereixen la possi-
bilitat de ser mesurats en plasma.
En general, els 92 metabdlits que
voliem estudiar incloien el cribratge
de diferents processos clau que afec-

ten la fisiopatologia de la COVID-19
per
pronostics precogos de disfuncio/

identificar nous biomarcadors
fallida organica que aconseguissin
anticipar els efectes adversos més
greus que el curs de la malaltia po-
dien tenir en els pacients hospitalit-
zats i que aquests es poguessin be-
neficiar amb antelacié de les terapies
existents.

MATERIAL | METODES

Participants de I'estudi
i recol-leccid de mostres

Hem inclos dues cohorts de pa-
cients amb COVID (N=70) i una d’ad-
dicional de voluntaris sans (N=18).
Una cohort amb COVID greu hospi-
talitzada a la UCI (COVID CC; N=35)
i un altra de COVID hospitalitzada
amb evolucio favorable sense reque-
riments de cures intensives (COVID
no CC; N=35). De cada pacient en
vam obtenir dades demografiques,
antecedents clinics i analitica d’in-
grés (perfil COVID) feta al nostre
centre.

Metodologia

Assaig d’extensid de proximitat
d’alt rendiment (PEA) per a 92 bio-
marcadors proteics de dany organic
amb el panell Proseek© Multiplex Or-
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gan Damage d’Olink Proteomics AB
(Uppsala, Suécia).

Analisi estadistica

Els resultats obtinguts en les di-
ferents cohorts van ser comparats
utilitzant la prova t de Student no
aparellada, I'analisi de variancia uni-
direccional, la prova U de Mann-Whit-
ney i la prova Kruskal-Wallis, quan
corresponia. Per avaluar la relacié
entre dues variables continues vam
fer servir el coeficient de correlacio
d’Spearman per a dades no parameé-

triques. Per estudiar el poder discrimi-
nant dels marcadors identificats nous
vam fer servir corbes ROC.

RESULTATS

Caracteritzacid de les
cohorts incloses en I'estudi

La taula 1 mostra les caracteristi-
ques dels pacients inclosos en I'estu-
di. Els pacients COVID CC van mos-
trar resultats significativament alterats
amb relaci6é als pacients COVID no
CC i als voluntaris sans en la coagu-
lacio, ’lhemograma, la funcié hepatica

i la inflamacié sistémica. A més, van
acumular més requeriments d’oxige-
noterapia, dies d’hospitalitzacié i es-
deveniments tromboembodlics.

Expressid relativa de les proteines
incloses en el panell de marcadors
de dany organic

Tal com veiem a la taula 2, de les
92 proteines analitzades, en vam tro-
bar quatre que estaven sobreexpres-
sades comparant amb el grup de vo-
luntaris sans i que a més mostraven
diferéncies entre el grup COVID, amb

Taula 1. Caracteritzacio dels pacients

Hv COVID no CC coviD ce
N=18 N=35 N=34

Edat, anys 60619 59022 612+19
Homes, N (%) 8(44.4) 1440.0) 27 (7700 it
Dades de laboratori

Recompte leucdcits (x109/L) 58 (4.7-74) 65(4.3-61) 9.3(68-13.7)** i

Recompte plaquetes (x109/L) 1995 (1875-229.6) 228.0(178.0-321.0) 275.0(219.3-363.6)**

Temps protrombina (%) 990+09 89.3£19*** 82818

D dimer (ng/mL) 2488191 73712073 5379.0 £ 1795.0* #

Creatinina (mg/dL) 09(08-10) 07(05-0.8)** 07(06-0.9)*

Troponina | (ng/L) 25(25-44) 33(2578) 6.7(39-19.2)** i

ASAT (U/L) 22214 46.2+64* 50.6+56*+*

ALAT (U/L) 236+36 578+86** 636+ 121*

GBT (U/L) 268+ 41 915+ 182%* 1011+ 146+

Bilirrubina (mg/dL) 070409 05(04-0.6)* 05(04-0.6)*

FA(U/L) 65.5(57.3-818) 740 (56.0-95.0) 70.0(57.0-910)

LDH (U/L) 166.3+78 2913£9.2++* 48171 26,07 Hith

PCR (mg/dL) 04(04-04) 53(32-94)*** 95 (35-18.3)** #

Ferritina (ng/mL) 1824242 7610+ 2.7+ 1390.0 + 168.4*** ##t

Calci (mg/dL) 969399 85(8.2-88)** 8.0 (77-8.3)%* it

Proteines (g/L) 70.5.(66.8-71.3) 64.0 (61.0-67.0)*** 59.0 (65.0-63.0)*** f##
Dies d’hospitalitzacid 53+04 418 + B 5ifHH
Requeriments oxigenoterapia intensiva, N (%) 1(29) 29 (85, 3)###
Trombosi Venosa Profunda, N (%) 0000 22 (64,73

Les dades es presenten com a mitjana + SEM, nombre de pacients (%) o mitjana (IQR).

*p<0.05,**p<0.0061***p <0.001per a COVID no CC or COVID CC versus HV.

#p < 0.05, ##p < 0.005 ###p < 0.001 per a COVID CC versus COVID no CC.

HV: voluntaris sans; COVID no CC: pacients COVID sense necessitat de cures intensives; COVID CC: pacients COVID amb necessitats de cures intensives; AST: aspartat aminotrans-
ferasa; ALAT: alanina aminotransferasa; GGT: gamma glutamil transpeptidasa; FA: fosfatasa alcalina; LDH: lactat deshidrogenasa; CRP: proteina C-reactiva
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un nivell superior de proteina a més
gravetat. Aquestes proteines eren la
Kidney injury molecule 1 (KIM1), neu-
trophil cytosol factor 2 (NCF2), Tyrosi-
ne-protein kinase Fgr (FGR) i protein
fosB (FOSB). D’entre totes aquestes,
destacava la FOSB, que presentava
un canvi més pronunciat en la concen-
tracio de proteina.

Relacid entre els nous marcadors
identificats i la disfuncid/fallida
organica en pacients COVID

Per estudiar la relacié que hi havia
entre la disfuncié organica present en
els pacients COVID greus i els nous
marcadors proteics que significativa-
ment havien augmentat en aquests
pacients (KIM1, NCF2, FGR i FOSB),
vam analitzar la correlacié que hi ha-
via entre aquestes i els principals
parametres de laboratori determinats
al'analitica COVID que veiem a la tau-
la 3. Entre les quatre proteines ana-
litzades, FOSB és la que presentava
un valor de correlacié superior entre
els diferents parametres analitzats,
especialment amb els marcadors de
coagulacié temps de protrombina (r:-
0.48) i D-dimer (r:0.53), amb el mar-
cador inespecific de dany tissular LDH
(r:0.58) i els marcadors d’inflamacio
PCR (r:0.52) i ferritina (r:0.45).

Capacitat diagnostica dels nous
marcadors identificats en la prediccid de
més gravetat de la malaltia

Finalment, vam fer un estudi mit-
jancant corbes ROC per analitzar el
punt de tall que dona una major AUC
per diferenciar entre els pacients CO-
VID que necessitaven terapia intensi-
va (COVID CC) i comparar-los amb
aquells que no (COVID no CC). Vam
analitzar les proteines KIM1, NCF2,
FGR i FOSB i altres parametres de
laboratori de Il'analitica COVID. Els
resultats apareixen a la taula 4. D’en-
tre les quatre proteines del panell que
van mostrar una expressio diferencial
que depenia de la gravetat dels grups
COVID, FOSB va ser la que va donar
una major AUC (0.706). NCF2, FGR
i KIM1 van presentar una AUC de
0.692, 0.687 i 0.672 respectivament.
Concretament, FOSB va aconseguir
mostrar una sensibilitat i una especi-
ficitat del 85,71% i del 88,89% a par-
tir de valors superiors a 1,098 (NPX).
En canvi, les tres proteines restants
amb sensibilitats superiors a 85,71%
no van poder arribar a especificitats
superiors al 55%. FOSB va aconse-
guir una millor AUC que la resta de
parametres de laboratori assajats i
només va ser superat per I'LDH, D-di-
mer, recompte de leucocits i la ferriti-
na que son els parametres que major
AUC van presentar, amb 0.893, 0.807,
0.803 i 0.754, respectivament.

DISCUSSIO

En aquest moment, la comunitat
cientifica fa grans esforgos per trobar

Aquest estudi ha
aconseguit identificar
F0SB com un potencial
marcador predictiu en
la malaltia causada
ner COVID-19

biomarcadors que ajudin a predir el
grau d’afectacio i el pronodstic dels pa-
cients amb COVID-19.

Els resultats obtinguts en el nostre
estudi pel que fa a la caracteritzacio
clinica i analitica dels individus inclo-
sos en les cohorts estan en consonan-
cia amb els obtinguts en altres estudis
en qué parametres convencionals molt
establerts en la practica habitual dels
laboratoris clinics com la proteina C
reactiva, la procalcitonina, el recomp-
te leucocitari, la ferritina, el D-dimer, el
temps de protrombina, la troponina | o
la LDH, han estat testats amb aquesta
finalitat perdo cap ha aconseguit prou
especificitat ni sensibilitat per conver-
tir-se en un predictor pronostic fiable
que aconsegueixi anticipar-se a les
fatidiques consequeéncies que es pro-
dueixen en els pacients més afectats
que arriben a ingressar a la UCI™®.

El nostre estudi ha servit per iden-
tificar quatre molécules significativa-
ment expressades en pacients COVID
que requereixen mesures de vigilan-

Taula 2. Expressid normalitzada de proteines de marcadors de dany organic expressada de manera diferenciada entre subjectes sans
i pacients amb COVID amb i sense necessitat de cures intensives.

Nom de la proteina Abreviatura proteina Cﬂ::Fpr:)ttKel;c N'i‘1l8 GUV’:E;; i m:“’lg: e

Kidney injury molecule 1 KIM1 096042 818 (748-8.37) 8.31(742-8.88) 882 (8.31-9.64)** #
Neutrophil cytosol factor 2 NCF2 P19878 328(2.90-3.61) 3.37(316-4.04) 389 (3.62-4.43)* #
Tyrosine-protein kinase Fgr FGR P09769 188(1.74-2.22) 2.24(196-3.09)* 277 (259-3 41+ #
Protein fosB FOSB P53539 0.66 (0.56-0.96) 152 (126-1.89)+* 198 (1.67-2.66)*** #

Les dades es presenten com a mitjana (rang interquartil)
*p<0.05,**p < 0.0051 ***p < 0.001 per a COVID no CC o COVID CC versus HV.
#p < 0.05 per a COVID CC versus COVID no CC.

HV: voluntaris sans; COVID no CC: pacients afectes de COVID sense necessitate de cures intensives; COVID CC: pacients afectes de COVID amb necessitats de cures intensives.
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Taula 3. Correlacio d’Spearman entre els parametres de laboratori i I'expressio normalitzada de proteines de marcadors

de dany organic en subjectes sans i pacients COVID amh i sense necessitat de cures intensives.

MARCADORS DE DANY ORGANIC

Parametres de lahoratori
KMt
rvalue pvalue
Recompte leucocits 0.38 <0.0005
Recompte plaguetes 016 ns
Temps de Protrombina 032 0.003
D dimer 037 <0.0005
Creatinina 0.20 ns
Troponina | 0.06 ns
ASAT 020 ns
ALAT 016 ns
G6T 028 0008
Bilirrubina 0.00 ns
FA 023 0.030
LDH 034 0.001
PCR 0.26 0014
Ferritina 0.26 0014

rvalue
037
030
-0.46
046
014
021
0
005
016
019
001
038
036
028

NCF2

pvalue
<0.0005
0.006
<0.0001
<0.0001
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
<0.0005
0.001

001

rvalue
035
026
-0.38
053
-0.08
019
018
009
014
023
0.06
043
038
035

FGR

pvalue
0.001
0.014
<0.0005
<0.0001
ns
ns
ns
ns
ns
0030
ns
<0.0001
<0.0005

0.001

rvalue
022
0.27
048
053
-018
032
034
017
018
0.22
0.00
058
052

045

FOSB

pvalue
0042
0012
<0.0001
<0.0001
ns
0002
0.001
ns
ns
0030
ns
<0.0001
<0.0001

<0.0001

ALAT: alanina aminotransferasa; ASAT: aspartat aminotransferasa; GGT: gamma glutamil transpeptidasa; FA: fosfatasa alcalina; LDH: lactat deshidrogenasa; PCR: proteina C reactiva.

cia intensiva i aconsegueixen dife-
renciar aquest grup tant del grup de
voluntaris sans com del grup COVID
moderat (KIM1, NCF2, FGR i FOSB).

La primera és el marcador renal de
dany tubular, KIM1. Al nostre estudi,
els nivells de KIM1 sérics pugen sig-
nificativament en els pacients COVID
greus, no aixi en els moderats i, per
tant, podria servir com a marcador
d’'un pitjor pronostic en aquests pa-
cients. Linterés d’aquesta molécula
rau en la major especificitat quant a
la deteccio de lesions renals agudes
comparada amb la creatinina sérica.

La seglent proteina diferencial-
ment augmentada entre els grups CO-
VID ha estat NFC2. Aquesta subunitat
de la NADPH oxidasa s’expressa en
els neutrdfils i serveix per a la defensa
primaria davant d’infeccions mitjangant
la produccié d’anié superoxid3. Es-
tudis recents han demostrat que en
pacients COVID aquesta proteina esta
sobreexpressada i s’ha vist que pot
influir directament en l'activacié dels
limfocits T i contribuir a deteriorar el
parénquima pulmonar#'s,

L\

Taula 4. AUC ROC per a estimar la precisid global dels principals parametres de lahoratori KIM1, NCF2, FGR
i FOSB que prediuen un pitjor curs de la malaltia entre pacients afectes de COVID amb i sense necessitat
de cures intensives

Parametre AUC 95%CI p
Lactat deshidrogenasa 0893 0.810-0.976 <0.0001
D-dimer 0807 0.700-0914 <0.0001
Recompte de leucocits 0803 0.699-0.907 <0.0001
Ferritina 0754 0.639-0.870 <0.0005
FOSB 0706 0.583-0.830 <0.006
Troponina | 0705 0583-0.827 <0.005
NCF2 0692 0565-0.820 <001
FGR 0687 0560-0.815 <0.05
KM 0672 0.545-0.799 <005
Temps de protrombina 067 0.542-0.800 <0.05
PCR 0645 05139-0.776 <0.05
G6T 0.600 0465-0.736 NS
ASAT 0589 0454-0.725 NS
Recompte de plagquetes 0589 0453-0.725 NS
Creatinina 0576 0441-0571 NS
Fosfatasa alcalina 0528 0.392-0.665 NS
Bilirrubina total 052 0.383-0.661 NS
ALAT 0509 0372-0647 NS

AUC: area sota la corba; ALAT: alanina aminotransferasa; ASAT: aspartat aminotransferasa; Cl: coefficient interval, GGT: gam-

ma glutamil transpeptidasa; NS: no significatiu; PCR: proteina C reactiva; ROC: receiver operating characteristic.
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D’altra banda, la proteina FGR és
una tirosina quinasa implicada en pro-
cessos inflamatoris i d’activacid im-
mune que s’ha vist sobreexpressada
en pacients COVID'¢-'8,

Finalment, cal destacar el canvi im-
portant que vam observar en els nivells
circulants relatius de la proteina FOSB
que va ser la que millor va aconseguir
diferenciar entre els tres grups d’estudi.

La proteina FOSB és un factor de
transcripciéo que forma part de la pro-
teina activadora-1 (AP-1), estretament
relacionada amb la regulacid immu-
nologica cel-lular T'* 2, De fet, diversos
estudis demostren una expressio supe-
rior de la FOSB en ceél-lules de sistema
immunoldgic en pacients COVID?"22,

Per estudiar la relacio entre els
quatre marcadors identificats (KIM1,
NCF2, FGR i FOSB) i la disfuncid/
fallida organica present en pacients
COVID vam fer un estudi de correlacié
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car FOSB com un potencial marcador
predictiu en la malaltia causada per
COVID-19. Lestreta relaci6 mostrada
entre els nivells elevats d’aquesta pro-
teina i la disfuncié coagulativa, el pro-
cés inflamatori sistemic, el dany tissular,
juntament amb I'elevada capacitat diag-
nostica mostrada, converteix FOSB en
un prometedor marcador pronostic d’in-
terés per traslladar-ne I'is a la clinica.
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Bases d’una nova immunoterapia
conira el melanoma:
I’Gs de vesicules extracel-lulars
per encapsular acids nucleics

INTRODUCCIO

El cancer forma part un gran grup
de malalties que, en conjunt, repre-
senten la segona causa de mort a
escala mundial. Es defineix per un
creixement incontrolat de cél-lules
anormals o neoplastiques que s’es-
campen pels teixits proxims. La in-
cidéncia continua augmentant i els
casos detectats en homes soén prin-
cipalment de cancer de pulmo, de
prostata, colorectals, d’estomac i de
fetge, mentre que en les dones el
més comu és el cancer de mama, el
colorectal, el de pulmd, el cervical i el
tiroide'. Els ultims anys, s’han acon-
seguit progressos significatius en la
comprensio de les bases genétiques
i s’han obert oportunitats per fer-ne la
prevencio i el tractament. Actualment
hi ha la possibilitat d’utilitzar la tera-
pia génica per destruir selectivament
les cél-lules tumorals o I'angiogénesi
dels tumors. De fet, fins a avui la ma-
joria d’assaigs clinics en terapia ge-
nica van destinats al tractament del
cancer. Aquest fet es deu a diverses
causes com la patologia irreversible
d’'un gran nombre de pacients que fa
que els recursos disponibles per a in-
vestigacié siguin considerables. No
obstant aix0, aquest tipus de terapia
es pot combinar amb la radiacié o la
quimioterapia tradicionals per acon-
seguir I'eficacia clinica maxima en pa-

L\

cients amb certes formes de cancer?.
Entre els diferents tipus, el melanoma
maligne és un tipus de cancer de pell
poc comu perd molt agressiu i amb
una taxa alta de mortalitat. La incidén-
cia del melanoma es calcula en 7-10
persones per cada 100.000 habitants
i la incidéncia ha crescut de forma tan
drastica els ultims anys. El diagnodstic
precog és fonamental per aconseguir
la curacié ja que la previsié empitjo-
ra a mesura que hi ha més afectacio,
especialment ganglionar i metastasi.
Per tant, el melanoma esdevé el cen-
tre de noves aproximacions de cara
a les terapies enfocades a I'objectiu
com la immunoterapia ja que el trac-
tament convencional del melanoma
(la cirurgia i la quimioterapia), son
meétodes invasius que tenen efectes
secundaris greus. En aquest context,
I’abordatge de la immunoterapia con-
sisteix en I'Us de nanovehicles intel-li-
gents. A més, la nanotecnologia ga-
ranteix propietats beneficioses amb
una estabilitat alta, una biodisponibi-
litat millor, un temps de circulacio de
farmacs controlat, un periode llarg de
circulacié de sang, una dosi de I'érgan
selectiu o de la distribucid de teixits,
un total requerit menor i uns efectes
secundaris toxics minims®. El darrer
informe d’'una companyia farmacéu-
tica important, parlava dels beneficis
obtinguts en immunoterapia per trac-
tar el melanoma. Concretament, un
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estudi dedicat a la recollida de dades
de supervivéncia amb el seguiment
més ampli presentat mai de la com-
binaci6 d’anticossos monoclonals
(els farmacs nivolumab i ipilimumab)
en pacients amb melanoma avancat
o metastasic*. Els resultats d’aquest
estudi arriben a la fita maxima atribui-
ble a aquesta combinacio i canvien la
manera d’entendre el melanoma me-
tastasic. Aquest canvi de paradigma
que representen les immunoterapies
en el tractament del melanoma ha
rebut el suport conjunt de I'’Associa-
ci6 Espanyola d’Investigacio sobre
el Cancer (ASEICA), institucié que
encara fa molts abordatges nous en
inmmunooncologia i terapies dirigides
a la investigacié®. Cal destacar, pero,
qgue sovint és necessaria I'’encapsu-
lacio dels principis actius perqué tin-
guin la farmacocineética i la farmaco-
dinamica buscades. Aixi, una de les
estrategies terapeutiques més inno-
vadores i esperangadores en nanoim-
munoterapia per tractar el melanoma
son les vesicules extracel-lulars, de
'angles extracellular vesicles (EV).
En les ultimes dues décades, l'interés
per aplicar-les a la immunoterapia ha
augmentat especularment com veiem
en la Fig 1. A. Per tant, podriem dir
que les vesicul-les extracel-lulars son
el futurimmediat de les terapies dirigi-
des. El motiu pel qual han aconseguit
tant de protagonisme és que aques-
tes petites vesicules son secretades
per cel-lules tumorals en condicions
d’estrés com el cancer i considerades
els sistemes més prometedors per
vehicular el material genetic ja que
son produides per cél-lules de mela-
noma i tenen propietats intrinsiques
que permeten atacar directament el
tumor. Participen activament en la
colonitzacié tumoral de teixits llun-
yans i tenen una composicio tipica de
proteines i lipids. Hi ha tres tipus de
vesicules extracel-lulars alliberades
caracteritzades per la biogénesi i la

mida: exosomes (50-180 nm), cos-
sos multivesiculars (200-1000nm) i
cossos apoptotics (1000-5000nm)’.
La Fig 1.B il-lustra els diferents me-
canismes de biogénesi de les vesi-
cules extracel-lulars i un exemple de
la composicié de I'exosoma (Figura
1. C), com a tipus d’eleccié per usar
com a sistema d’alliberament contro-
lat de farmacs. Aquestes vesicules
son reconegudes naturalment com a
material fisiologic i com a mediadores
de la comunicacié intercel-lular a cau-
sa de la composicié molecular que te-
nen que inclou proteines de superfi-
cie que els proporcionen la capacitat
de reintegrar-se en el mateix llinatge
cel-lular®. Per tant, la capacitat de
vehicular carrega bioldogica funcional
a altres cél‘lules els permet interve-
nir en la intercomunicacié cel-lular i
la immunomodulacié de la regulacio
de multiples processos sistémics i lo-
cals. En conseqliencia, s’ha dit que
la funcié principal de les vesicules
extracel-lulars recorda el cavall de
Troia, és a dir, aconsegueix I'objectiu
(media el transport directe de carrega
bioldgica) sense que el cos les detecti
com a nocives i les elimini'®. Pel que
fa a aix0 i tenint en compte la mida
petita i 'origen natural, una compren-
si6 millor del paper de les EV en el
mecanisme de patogénesi i I'encap-
sulacié d’acid nucleic codificant per
agens terapéutics poden arribar a
ser uns factors terapéutics clau en el
futur. En aquest marc, proposem I’'Us
d’aquestes vesicules extracel-lulars
com a portadores d’acids nucleics
que codifiquin, posem per cas per a
una citocina proinflamatoria especifi-
ca, l'activacio de la resposta del siste-
ma immunitari contra les cel-lules tu-
morals. El principal objectiu d’aquest
projecte ha consistit a establir les
bases d’'una nova immunoterapia per
al melanoma mitjangant I'is de vesi-
cules extracel-lulars per encapsular
acids nucleics.
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Figura 1. EV en investigacid hiomedica.
A - creixement exponencial en revisié cientifica de
Iinterés en immunoterapia Font. PubMed 2021.
B - Mecanismes de biogenesi de les EV. Figura
adaptada de(8). C - Composicio de 'exosoma
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MATERIALS | METODES

Materials

Reactius: PBS (tampo fosfat sali),
polisorbat 80 i SDS (sodi dodecil sul-
fat adquirits a Sigma-Aldrich. Sérum
bovi fetal (FBS), Dulbeco Modificat
Eagle’s Medium (DMEM), tripsina/
EDTA, glutamina, penicil-lina i estrep-
tomicina van ser obtinguts de Gibco.
Quanti-itTM PicoGreen® dsDNA Rea-
gent kit adquirit a Bionova Cientifica,
S.L., Plasmid GFP (3486 bp) produit
i purificat d’E.coli. L’adquisicio de ve-
sicules extracel-lulars aillades era de
cultius cel-lulars B16F10 préviament
ultracentrifugades. Tots els procedi-
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Les vesicules
extracelfulars com a
nano-immunaoterapia
innovadora pel
tractament del
melanoma

ments de cultiu de cél-lules de me-
lanoma B16F10 es van fer en una
campana de flux laminar (Telstar BV-
100) per assegurar condicions d’es-
terilitat i les cél-lules es van incubar
en una atmosfera del 5% de CO2 a
37°C, 24 hores. La posada a punt de
les estrategies de postcarrega de ve-
sicules extracel-lulars amb plasmid
reporter pGFP van consistir, per una
banda, en I'is de I'ectroporador. Les
EV van ser carregades amb pGFP
mitjangant I'electroporacié utilitzant
el sistema d’electroporacié de multi-
porador d’Eppendorf. Les caracteris-
tiques dels parametres de lliurament
modificables incloent-hi la constant
de temps, el voltatge real aplicat, I'in-
terval de pols i el temps d’impuls, se-
gons el grau escollit de disrupcio de
I'estructura de les EV per la qual la
formacié espontania de porus esta
guiada i la pGFP es pot encapsu-
lar en els EV. Llavors la mescla va
ser centrifugada utilitzant Corning.
Spin-X. Per altra banda, la permea-
bilitzacié amb tensioactiu polisorbat
80, amb qué les EV van encapsular
pGFP utilitzant agitaci6 constant (Wa-

llac 1296-004 Delfia Plateshaker) per
assegurar la incubacié directa amb el
tensioactiu. Sobre la base de I'emis-
si6 de fluorescencia produida per
I'expressio pGFP (excitacio maxima a
495 nm i emissié maxima a 509 nm),
la vam poder quantificar a través d’un
espectrofotometre d’eclipse Cary (Va-
rian). Les imatges de fluorescéncia
de microscopi convencional de pGFP
les vam obtenir mitjangant NIS-Ele-
ments en el microscopi Nikon Eclipse
Ti amb un laser de 488nm a 50 ms.
Finalment, I'eficiéncia de transfeccio
es va quantificar utilitzant una citome-
tria de flux d’alt rendiment (Novocitia
Acea Biociéncia).

Métodes
Aillament i caracteritzacio de vesi-
cul-les extracel-lulars

Les vesicules extracel-lulars ai-
llades es van adquirir dels cultius
cel-lulars de B16F10 préviament cen-
trifugades. Es va establir un métode
senzill de centrifugacié de dos pas-
sos d’alta velocitat per a I'aillament
eficient dels exosomes de les cél-lu-
les de melandcits cultivades. Final-
ment, la caracteritzacié fisicoquimica
de les EV centrifugades el vam fer
utilitzant 'analisi de seguiment de na-
noparticules (NTA) (NanoSight LM10,
Malvern Instruments) per avaluar la
homogeneitat amb relacio a la mida
i la transmissié de criomicroscopia
electronica (crioTEM) (Jeol2010), per
determinar-ne la morfologia. La de-
terminacié de la ratio pGFP:EV va ser
possible gracies a I'avaluacio previa
de la concentracio de vesicules extra-
cel-lulars utilitzant I'assaig de Thermo

Taula 1. Eficiencia d’encapsulacid. Percentatge de plasmid reporter (pGFP)
encapsulat mitjancant l'electroporacid i la permeabilitzacio d'EV amb tensioactiu Polisorbat 80

Meétode usat

Electroporacio

Eficiéncia d’Encapsulacio (%)

65%

Permeabilitzacio amb Tensioactius

75%

L\

ScientificTM PierceTM BCA Protein
Assay, formulacié compatible amb
els detergents i basada en I'acid bi-
cinchononic (BCA) per fer la deteccio
colorimetrica i la quantificacié de la
proteina total present a la superficie
de les EV i poder determinar la ratio
de plasmid reporter amb relacié a les
EV (pGFP:EVs). Aquest metode com-
bina la reduccié ben coneguda de
Cu?* a Cu'™ per proteina en un medi
alcali amb la deteccié colorimeétrica
altament sensible i selectiva del catié
cuprés (Cu'™) utilitzant un reactiu tnic
que conté acid bicinconinic (BCA)™.
El producte de reaccié de color por-
pra d’aquest assaig esta format per la
quelacié de dues molécules de BCA
amb un i6 cupros.

Encapsulacié d’EV

Les vesicules extracel-lulars van
ser carregades amb pGFP mitjancant
I'electroporacié utilitzant el
ma d’electroporacié de multiporador
Eppendorf. Van ser diluides a diferents
ratios pGFP:EV i transferides a 0,4-
cm cubetes i electroporades a 400 V i

siste-

Figura 2. Micrografies de camp clar de cél-lules
B16 F10 tarctades amh EV A - permeabilitzades i
B - electroporades.
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125 F 60 s. A continuacio, les mostres
electroporades van ser centrifugades
a 10.000 rpm, 5 minuts utilitzant Cor-
ning. Spin-X. UF 500 UFL Centrifugal
Concentrador, 5.000 MWCO Membra-
ne, 25/Case per aillar les EV encap-
sulades amb pGFP per centrifugacio
diferencial de plasmidi no.

Les vesicules extracel-lulars tam-
bé van ser carregades amb pGFP
utilitzant un reactiu quimic, polisorbat
80. Breument, les EV van ser incu-
bades amb Polisorbat 80 i pGFP a
temperatura ambient, 10 minuts uti-
litzant un agitador (Wallac 1296-004
Delfia Plateshaker) per assegurar la
incubacio directa de les EV amb el
tensioactiu.

Confirmar I'encapsulacid

Després de la posada a punt dels
meétodes postcarrega, vam quantificar
el plasmid pGFP que no havia estat
encapsulat mitjangant el marcatge
amb PicoGreen®, una tincid nucleica
fluorescent utilitzada amb I'objectiu
d’analitzar I'eficiencia d’encapsulacio
(EE%) de l'acid nucleic dins de les
vesicules extracel-lulars. El protocol
Quant-iTTM PicoGreenTM dsDNA
Assay Kit va permetre de quantificar
el dsDNA que continua sent accessi-
ble al reactiu fluorescent de tint Pico-

Green® i el total dsDNA. El fluorofor
presenta un maxim d’emissié a 520
nm quan s’uneix especificament a
I’ADN de doble cadena intacte (dsD-
NA), és a dir, un plasmidi no encapsu-
lat, i evita la contribuci6 del senyal de
’ADN degradat, altres contaminants
o ADN que no sigui de doble cadena.
Utilitzant una unica concentracio de
tint PicoGreen (1:200 dilucid) el rang
de deteccio és va establir entre 25
pg/mL -1000 ng/mL. La fluorescencia
en les mostres va ser determinada
per Cary Eclipse Fluorescencia es-
pectrofotometre (Varian). EL percen-
tatge d’emissio de fluorescencia el
vam calcular a partir de les corves de
calibratge establertes previament per
poder diferenciar el plasmid lliure en
el medi del plasmid encapsulat.
Prova de concepte in vitro

Tots els experiments de transfec-
Cio in vitro amb melanocits els vam
fer amb un 70-80% de confluéncia en
els cultius cel-lulars. El pGFP sense
encapsular i les nanoparticules PBAE
(Ad Health mat, 2018) encpasulades
amb pGFP es van utilitzar com a con-
trols de transfeccio negatius i positius
respectivament, per a les EV carre-
gades amb pGFP per electroporacio i
per a I'estratégia de permeabilitzacio
del polisorbat 80. Per confirmar que

Figura 3. Percentatge d’expressio pGFP després de 48 hores d’ incubacié amh EV carregades amh pGFP
com a model i viahilitat de cél-lules tractades en funcid del metode usat per a la carrega

Transfeccid de les cél-lules B16F10 amb pGFP

18000

16000

40

——

14000
12000

10000

- 2

8000

= 20

6000

Expressid pGFP (%)

(ellules tractades viables

4000

2000 i
0

0

Electroporacio

Permeabilitzacit amb
Polisorbat 80

12 / Circ. Farm. 2022 vol. 80 Especial Premis i Beques / Col-legi de Farmacéutics de Barcelona

les EV havien estat capaces de lliurar
la pGFP encapsulada de forma exo-
gena a les cél-lules, els senyals fluo-
rescents de I'expressi6 pGFP des-
prés de la transfeccié de 24-48h, van
ser monitorats utilitzant microscopia
fluorescent i quantificats per citome-
tria de flux.

RESULTATS I DISCUSSIO

Les EV encapsulen de forma eficient un
plasmid model

Vam avaluar les eficiencies ob-
tingudes per I'encapsulacio d’acids
nucleics en les vesicul-les extra-
mitjangant meétodes de
postcarrega o exogens: I'electropora-
Ci6 i la permeabilitzacié. Vam encap-
sular un plasmid reporter pGFP com
a model, responsable de codificar per
a la proteina verda de fluorescéncia
que va permetre avaluar I'eficiéncia
d’encapsulacio i posterior transfec-
cio per la fluorescéncia emesa per
aqueata proteina. EIl calcul de I'efi-
ciéncia d’encapsulacié (EE) el vam
fer mitjangcant un assaig colorimétric.
Com mostren els resultats obtinguts
Taula 1. Tant amb un métode com
amb l'altre, aconseguiem eficiéncies
d’encapsulacié molt elevades, supe-
riors al 60%. Un resultat molt encora-

cel-lulars

tjador que ens va fer continuar amb
els dos altres candidats.

Biocompatibilitat dels EV carregats

En aquest apartat fer la prova de
concepte in vitro qualitativa que per-
metia estudiar la viabilitat cel-lular de
les cél-lules tractades amb les vesicu-
les extracel-lulars carregades usant
ambdos metodes mitjangant micros-
copia optica de camp clar. En la Fi-
gura 2 veiem que la viabilitat cel-lular
de les cél-lules tractades amb EV per-
meabilitzades va quedar compromesa
i presentava un recompte de cél-lules
evidentment inferior amb relacié a les
cél-lules tractades amb EV electro-
porades. Aquesta citotoxicitat clara

y/ |



s’atribueix al tensioactiu Polisorbat
80, d’acord amb articles anteriors™.

Eficacia de les EV per expressar els
acids nucleics encapsulats

En lestudi, I'eficiencia d’expres-
sié del gen exogen va ser mesurada
i confirmada mitjancant citometria de
flux un cop transcorregudes 48 hores
del tractament. Els resultats els mostra
la Figura 3. Pel que fa al percentat-
ge de cel-lules tractades: I'eix primari
presenta el recompte total de cél-lules
viables mentre que l'eix secundari re-
presenta I'expressid del plasmid re-
porter pGFP un cop transcorregudes
48 hores. Sobre la base dels resultats
obtinguts, el percentatge més alt de
'expressié pGFP és 32% i correspon
a les cél-lules transfectades amb les
vesicules permeabilitzades amb el ten-
sioactiu Polisorbat 80. No obstant aixo,
cal tenir en compte que la viabilitat to-
tal de les cél-lules tractades amb EV
permeabilitzades és gairebé nul-la. En
consequéncia, encara que en percen-
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INTRODUCCIO

Les malalties de transmissio se-
xual (MTS) afecten tota la poblacié
sexualment activa i son molt pre-
valents a tot el mén. L’'Organitzacio
Mundial de la Salut (OMS) les defineix
com malalties causades per diferents
microorganismes com bacteris, virus
i parasits que es propaguen de per-
sona a persona per contacte sexual,
perd també hi ha altres vies de con-
tacte com la transplacentaria o la di-
recta en el part'. Totes aquestes pato-
logies son problemes que ens afecten
i que requereixen solucions. L’Agenda
2030 per al desenvolupament sosteni-
ble proposa tractar-les amb mesures
especifiques. Una, agilitar I'enfoca-
ment de tres MTS que requereixen
una accié immediata i que és possible
controlar: gonorrea (Neisseria gono-
rrhoeae), sifilis (Treponema pallidum
subesp. pallidum) i papil-loma genital
(papil-loma huma)?2.

Tradicionalment, el diagnostic
d’aquestes malalties era manual i

complex ja que els microorganismes
patogens son exigents i calia tenir la
interpretacio de professionals de labo-
ratori. Actualment, amb la introduccio
de les PCR, el procés és més automa-
tic, rapid i menys laboriés’.

Com a patdgens més corrents tro-
bem Mycoplasma genitalium, causant
d’uretritis no gonocodccica en homes
i de malaltia pélvica inflamatoria en
dones?. El tractament habitual és azi-
tromicina®.  Neisseria
que provoca gonorrea i es tracta amb
fluoroquinolones®*. Candida albicans
i Trichomonas vaginalis que son res-
ponsables d’infeccions vaginals asso-
ciades a una disminucio de la pobla-
ci6 de Lactobacillus*®. En cada cas, el
tractament depén del microorganisme
en concretb, pero en tots s’observa un

gonorrhoeae

augment creixent de les resisténcies®.
L'aparicio de resisténcies antibiotiques
pot implicar fallades del tractament i di-
ficultar el control de la malaltia.

En aquest estudi presentem els
resultats de tres projectes relacionats
amb la deteccio de resisténcies i de

Figura 1. Resultats de les mutacions per a mostres positives de M. genitalium.
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La PCR és una eina
util en la deteccio de
microorganismes i les
Seves resistencies
antibiotiques.

microorganismes tipics d’'MTS per
tecniques de PCR.

OBJECTIU

Avaluar tres equips de diagnosi
PCR de deteccio de microorganismes
i de resisténcia comparats a antibio-
tics: M. genitalium i mutacions asso-
ciades a resisténcies a azitromicina,
N. gonorrhoeae i mutacions associa-
des a resisténcies a ciprofloxacina i
equip de diagnostic d’infeccions vagi-
nals.

MATERIAL | METODES

L'estudi s’ha fet al laboratori de mi-
crobiologia d’'un hospital terciari uni-
versitari, de Barcelona (I'Hospital de
la Vall d’Hebron)

* Resistencia de Mycoplasma genita-
lium a azitromicina. Hem utilitzat 100
mostres positives d’M. Genitalium
diagnosticades amb la metodologia
tradicional
primaria de diferents hospitals i dis-
positius com el servei “BCN Chec-
kPoint” de Drassanes. L'assaig es
basa en la deteccio d’M. genitalium i
les mutacions genétiques en el gen
23S ARNm causants de la resistén-
cia a azitromicina. Per detectar el
microorganisme i les resisténcies
vam fer servir un test de PCR nou, a
temps real “MG & AziR Assay” (All-
plex™)’.

* Resistéencia de Neisseria gonorr-
hoeae a ciprofloxacina. Hem tre-
ballat amb 275 mostres d’ADN
confirmades com a positives per
a N. gonorrhoeae segons la PCR
de detecciéo d'MTS de la Vall d’He-

dels serveis d’atencio

L\

bron, també vam fer antibiograma
per detectar la resisténcia a azi-
tromicina excepte en 23 mostres.
L'assaig buscava la deteccido d’N.
gonorrhoeae i el marcador de resis-
téncia correspon a ciprofloxacina, la
presencia del gen gyrA S91F mu-
tant. Per detectar el microorganis-
me i les resisténcies vam utilitzar un
test de nou PCR muiltiple a temps
real anomenat “ResistancePlus GC”
(SpeeDx).

* Diagnostic  d’infeccions vaginals.
Vam treballar amb 100 mostres
d’exsudats vaginals de les quals a
’hospital havien fet un diagnostic
manual. Vam fer un prova de PCR
multiple anomenat “Vaginits Scree-
ning Assay” a temps real d’Allplex™
i que permet tenir un diagnostic
en menys de quatre hores. Aquest
equip de diagnostic interpreta el re-
sultat en funcié de la preséncia de
microorganismes patogens i de la
quantitat de Lactobacillus presents®.

RESULTATS

Resisténcia de micoplasma genitalium a
azitromicina

Les 100 mostres estudiades co-
rresponien a pacients amb diagnos-
tic positiu de M. genitalium segons
el test classic de deteccio d'MTS. Hi
havia 45 pacients asimptomatics, 36
de simptomatics i en 19 no constava
informacié a I'historial.

El test va descobrir M. genitalium
en 60 mostres. En les 40 restants no
va ser capag de detectar la preséncia
del microorganisme. Segons assen-

yala l'estudi, és probable que aques-
ta discrepancia fos deguda a un error
huma en el procediment de recollida
de les mostres i en la conservacio.

En les 60 mostres positives vam
buscar mutacions en el gen 23S, que
proporciona resisténcia a azitromici-
na: 31 de les mostres no en tenien i 29
presentaven diferents mutacions en el
gen, xifra que representa un 48,33%
de mostres resistents com veiem en
la figura 1.

Resisténcia de Neisseria gonorrhoeae a
ciprofloxacina

De les 275 mostres confirmades
com a positives segons el departa-
ment d’'MTS amb el kit testat, en vam
detectar 267 de positives per N. gono-
rrhoeae. En les 8 restants no s’hi va
trobar cap preséncia fins i tot després
de repetir el test i van quedar excloses.
Aquests resultats negatius poden ser
deguts a un error huma en la recollida
de mostres o a una diferencia de sensi-
bilitat entre el kit i el métode estandard.
De les 267 mostres, el kit va detectar
mutacions en el gen gyrA i per tant re-
sisténcia a ciprofloxacina en 144 mos-
tres com veiem en la figura 2.

A part vam fer un antibiograma per a
les 275 mostres inicials per detectar-hi
manualment la resistencia a ciprofloxa-
cina i comparar-la amb els resultats de
I'equip de diagnostic. Segons I'antibio-
grama, 140 mostres del total presenta-
ven resisténcia, 112 no en presentaven
i en 23 casos I'antibiograma no es va
fer i no es va poder comparar. A I'ho-
ra de comparar amb el equip de diag-

Figura 2. Resultats de la preséncia de mutacid en el gen gyrA de les 267 mostres positives per N. gonorrhoeae.
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nostic vam trobar una bona correlacié
entre els resultats de les dues proves
com veiem a la figura 3.

Diagnostic d’infeccions vaginals

Partiem de 100 mostres d’exsu-
dat vaginal analitzades al laboratori
per personal especialitzat mitjangant
técniques classiques de cultiu. Des-
prés d’aquest diagnostic vam tenir: 39
mostres diagnosticades de vaginosi
bacteriana, 15 de Candida albicans,
5 de Candida spp. i 5 de Trichomo-
nas vaginalis, vam considerar que
30 mostres contenien microorganis-
mes que pertanyien a la microbiota
normal i 6 com a microbiota alterada
(no tenien biota normal perd tampoc
presentaven microorganismes pato-
gens).

L'equip diagnostic va ser testat en
una primera classificacié de les mos-
tres i després en una classificacio fi-
nal. Els resultats obtinguts en la fase
final van ser: 35 mostres de vaginosi
bacteriana, 15 de C. albicans, 5 de
Candida spp. i 5 de T. vaginalis, 37
mostres amb biota normal i 3 amb bio-
ta alterada com veiem a la figura 4.

Finalment, vam comparar els re-
sultats per tots dos métodes; el per-
centatge de correlaci6 va ser de
89,7% per a la vaginosi bacteriana, un
50% per a la microbiota alterada i un
100% per a C. albicans, Candida Spp
i T. vaginalis.

DISCUSSIO

Si tenim en compte que les MTS
son malalties molt prevalents, que la
resisténcia a antibiotics és un feno-
men cada vegada més frequent i que
el diagnostic d’aquestes patologies
és manual i laborids, hem fet aquest
estudi per saber els nivells de resis-
téncia als antibiotics i poder millorar
el diagnostic de les infeccions vagi-
nals.

Pel que fa a la deteccié de M. ge-
nitalium, si deixem de banda l'error
huma en l'obtencio i la conservacio de

tls kits de PCR

festats permeten

la identificacio de
Neisseria gonorrhoeae |
Mycoplasma genitalium,
Per a Neisseria tambe

detecten el gen gyr

A important enla
resistencia a antibiotics.

les mostres, podem afirmar que el test
té una sensibilitat alta per detectar
aquest microorganisme ja que en les
60 mostres avaluades, els resultats
van ser molt similars a les del métode
de referéncia. Pel que fa a I'aparicid
de mutacions en el gen 23S (48,33%
de mostres resistents), els resultats
també van ser similars o lleugerament
superiors a altres estudis amb els
quals els vam comparar'®'2, Aquestes
diferencies poden ser degudes al fet
d’eliminar una part de les mostres i
treballar amb una mostra més petita
que la resta d’estudis.

Pel que fa a la deteccio d’N. gono-
rrhoeae, el test ha demostrat ser molt
eficag a I’hora de detectar el microor-
ganisme ja que practicament totes les
mostres positives confirmades pel me-
tode de referéncia van ser positives
per a I'equip de diagnostic. Pel que fa
a I'aparicio de resistéencies, I'equip de
diagnostic va demostrar una correla-
cio molt bona amb I'antibiograma fet
a la Vall d’'Hebron de manera que els
resultats entre els dos métodes es co-
rrelacionaven practicament a la per-
feccid i eren altament concordants. A
I’hora de comparar amb altres estudis
també vam veure que els resultats
tant pel que fa a la deteccié del mi-
croorganisme com a les resisténcies
eren molt similars en els estudis con-
sultats™5. En general, es pot dir que
aquest “kit” presenta una sensibilitat i
una especificitat similar als antibiogra-
mes, pero té I'avantatge de requerir
només quatre hores per obtenir els
resultats i poder adoptar el tractament
com més aviat millor en comptes de
les classiques 48 hores d’abans.

Finalment, veiem que l'equip per
a infeccions vaginals presenta una
bona correlacié entre el diagnostic de
rutina i els resultats. Pel que fa a la

Figura 3. Resultats de la comparacid de 275 mostres amh I'antibiograma.
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interpretacié de les infeccions bacte-
rianes en general, hi ha una correlacio
molt bona entre els resultats de re-
ferencia i els obtinguts. Cal destacar
una discrepancia entre alguns casos
de “biota normal” i de “vaginosi” ja que
'equip detectava més resultats de la
primera i menys de la segona que el
diagnostic de referéncia. Aixo pot ser
degut al fet que el diagnostic d’aques-
tes patologies acostuma a ser manual
i per tant subjectiu, en canvi el resul-
tat del test és objectiu i dona resultats
més precisos. En general, podem dir
que funciona amb la mateixa eficacia
que el diagnostic de rutina, perd que
permet obtenir resultats més rapida-
ment i que també presenta molt bona
correlacié a I'hora de comparar amb
altres estudis®1®,
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quatre. &
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INTRODUCCIO
La diabetis de tipus 2

Es una malaltia no transmissible
considerada un trastorn metabolic
cronic. L’'Organitzacié Mundial de la
Salut calcula que el 2014 ja hi havia
uns 422 milions d’adults afectats a
tot el moén i que aquesta xifra s’havia
duplicat amb relacio al 1980". La ten-
dencia a centrar-se en aquesta afec-
ci6 continua ja que esta considerada
un problema greu de salut publica
que contribueix a augmentar la mor-
talitat i la morbiditat globals.

La diabetis de tipus 2 representa
un 80-90% de casos? i es produeix
quan l'organisme no pot fabricar de
manera oOptima I'hormona insulina,
'encarregada de facilitar I'entrada
de la glucosa a una serie de cél-lu-
les del cos. L’individu acaba des-
envolupant una resisténcia a I'accié
d’aquesta i una entrada deficient de
glucosa a les cél-lules i per aixo la
malaltia cursa amb un excés de su-
cre sanguini.

Aquest trastorn esta directament
relacionat a un estil de vida seden-
tari i també a molts factors de risc
que so6n modificables, per exemple,
el tabaquisme, una dieta inadequada
0 una activitat fisica insuficient. Es-
tablir mesures de prevencidé i bons
habits de vida és el millor tractament
per evitar que es desenvolupi.

L'objectiu principal del tractament
multimodal és mantenir els nivells
de sucre de la sang entre els valors
establerts, és a dir, la glucosa san-
guinia en deju entre 70 i 100 mg/dI3.
La pauta que el pacient ha de seguir
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es basa en un pla d’alimentacio sa i
convenient per controlar el pes cor-
poral, una practica regular d’activitat
fisica i prendre farmacs hipogluce-
miants per via oral. Si I'evolucié de la
malaltia ho requereix, s’haura d’afe-
gir insulina injectable al tractament. A
tractar la malaltia amb un pla
alimentari adequat resulta extrema-
dament beneficidés per controlar els
nivells de glucosa en la sang. Es per
aixo que ha augmentat la necessitat
de trobar aliments i nutrients que aju-
din a controlar-la, especialment que
millorin la captacio de glucosa.

mes,

La dieta mediterrania i I'oli d'oliva

Avui en dia hi ha una evidéncia
amplia dels beneficis de la dieta medi-
terrania, especialment pels aliments
que inclou i la quantitat de compos-
tos bioactius que ofereix. Aquest pla
alimentari té com a base una ingesta
de verdura, fruita i llegum notable, la
inclusio de peix i lactics i un consum
baix de carn. | també el fet que en la
mediterrania utilitzem l'oli d’oliva per
amanir els plats i per cuinar és un
dels punt forts d’aquesta dieta.

L'oli d’oliva conté una matriu ex-
tensa de components bioactius asso-
ciats a beneficis fisiologics per ala
salut. S’extreu de la polpa i del pinyol
de l'oliva, el fruit de 'olivera (Olea eu-
ropaea L.). Cal saber que és molt mi-
llor fer servir oli verge extra obtingut
per procediments mecanics ja que els
processos de refinat fan perdre gran
part dels compostos bioactius. L'evi-
déncia cientifica avala I'us d’aquest
aliment, un exemple, l'estudi PRE-
DIMED ha demostrat que una dieta
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Totique falta
integrar els demes
resultats de lequip de
recerca, labordatge
meés prometedor en la
0revencio | cotractament
de la diabetis es laddicio
doli daliva verge extra
en la dieta dels pacients.

mediterrania suplementada amb oli
d’oliva redueix la incidencia de la
diabetis de tipus 2 un 52% en parti-
cipants amb risc cardiovascular ele-
vat*. L'estudi dels components de l'oli
ha deixat entreveure que el ventall de
polifenols, uns compostos fenolics
produits pel metabolisme secundari
del vegetal als quals s’atribueix una
accié antioxidant i antiinflamatoria
potent, serien els responsables dels
beneficis observats per combatre la
diabetis.

HIPOTESI | OBJECTIUS

Aquest treball forma part d'un pro-
jecte multidisciplinari que du a terme
el grup de recerca en polifenols de la
Facultat de Farmacia i Ciencies de
I’Alimentacié de la Universitat de Bar-

celona, concretament el grup de re-
cerca en toxicologia (GRET) d’aques-
ta facultat. La hipotesi principal del
projecte és que els polifenols de I'oli
d’oliva fan disminuir la resisténcia a
la insulina i la inflamacié i milloren
la resposta fenotipica dels pacients
diabétics. Entre aquestes investiga-
cions, aquest treball contribueix a la
recerca experimental mitjangcant un
model in vitro, per detectar el poten-
cial insulinomimétic de I'extracte d’oli
d’oliva i de tres dels seus polifenols
per separat.

Aixi, doncs, el principal objectiu
és avaluar experimentalment I'acti-
vitat insulinomimética d’'un extracte
d’oli d’oliva i d’una varietat de compo-
nents que se n'‘obtenen, en particular
els polifenols oleuropeina, oleocan-
thal i oleaceina. L’avaluacio pretén
demostrar que aquests compostos
poden augmentar la captacio cel-lu-
lar de glucosa en embrions de peix
zebra (Danio rerio) després d’'una ex-
posicié d’'una hora i d’'una altra de 24
hores al compost d’estudi.

A més, un objectiu secundari és
recopilar evidéncies mitjancant una
revisio bibliografica dels beneficis po-
tencials de I'’extracte d’oli d’oliva i els
seus components en pacients diabe-
tics. Finalment, establir si I'oli d’oliva
i els polifenols estudiats poden ser
part d’'un pla dietétic optim o emprats
com a suplements en pacients que
pateixen diabetis tipus 2.

MATERIALS | METODES

A part dels diferents estris de labo-
ratori, el GRET ens va proporcionar
embrions de peix zebra, la glucosa
fluorescent 2GB (5-[3,3-dimetil-2-[3-
(1,3,3-trimetilindol-1-io-2-il)prop-2
enilidelindol-1-il]-1-

[4-[2-[(2S,3R,4S,5S5,6R)-3,4,5-tri-
hidroxi-6-  (hidroximetil)oxan-2- il]
oxietillpiperazin-1-ilJpentan-1-ona)?®,
un extracte d’oli d’'oliva verge extra (5
g extrets amb metanol, després amb
hexa i acetonitril i finalment reconsti-
tuit en 500 pL de sulfoxid de dimetil
(DMSOQ)), i els compostos oleaceina
15 uM, oleocanthal 15 yM i oleuro-
peina 15 uM.

L’avaluacio experimental
fet en embrions de peix zebra ja que
son una alternativa a I'experimenta-
ci6 animal i tenen un sistema d’ho-
meostasi de la glucosa similar al dels
mamifers. El procediment normalitzat
de treball (PNT) que hem seguit és
aquell que el company Marti Duca-
ble Rogés va establir al GRET, ba-
sat en el métode publicat per Lee J®
i Park J7. Aquest métode es basa en
la possibilitat d’avaluar la capacitat
dels diferents extractes per separat
i d’incrementar la captacio cel-lular
de I'analeg de la glucosa fluorescent
2GB. Posteriorment, aquesta capta-
Cio s’analitza via I’emissio de fluores-
céncia amb un fluorimetre.

I’'hnem

En una placa de 96 pous, vam in-

Grafic 1. Unitats relatives de fluorescéncia
després de I'exposicio de 24 h a oleaceina

Grafic 2. Unitats relatives de fluorescéncia
després de I'exposicio d'1h a oleaceina

Grafic 3. Unitats relatives de fluorescéncia
després de I'exposicio de 24 h a oleocanthal
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Loli doliva pot
resultar un aliment
optim en la dieta de
pacients diabetics
per la composicio
rica en molecules
antiintflamatories |
antioxidants que conte.
A meés, resulta una
matriu de politenols
que poden representar
un efecte sinergic.

troduir sis embrions en quatre pous
diferents. Dos d’aquests pous van
ser omplerts amb el compost d’es-
tudi, per exemple oleaceina al 0,1%,
mentre que els altres dos (com a
grup control) eren exposats a una so-
lucié de Danieu 0,3X ph=7,4. Deixa-
vem exposat al compost d’estudi 1 o
24 hores. Posteriorment, rentavem
el pou i passavem a I'’exposicio d’un
dels grups control i d’'un dels grups
exposats a compost amb la glucosa
fluorescent 2GB, tres hores, els al-
tres dos pous eren exposats a DMSO
0,1%. Un cop passat el temps mar-

cat, transvasaven el contingut de
cada pou a un eppendorf. En aquell
moment ja podiem fer dos rentats del
contingut amb la solucié de Danieu.
Posteriorment, calia deixar sols els
embrions i afegir 120 yL de CellLytic
M per homogeneitzar el contingut de
manera mecanica amb un pellet. A
continuacié, centrifugavem el con-
tingut dels eppenfors, 10 minuts,
per poder transvasar el sobrenedant
a uns altres eppendorfs de 0,5 mL i
finalment avaluar I'emissié de fluo-
rescencia del contingut amb el fluo-
rimetre (A ex=491 i A em =586 nm).
Finalment, vam analitzar estadisti-
cament els resultats amb GraphPad
Prism v8 i amb un t-test per comparar
els grups en parelles.

RESULTATS

Els resultats de l'avaluacié ex-
perimental mostren que després de
I'exposicié d’'una hora, cap dels po-
lifenols produia un increment signifi-
catiu de la fluorescencia i, per tant,
no hi havia un augment en la capta-
ci6 de glucosa. Tot i aixi, després de
I’exposicié de 24 h, l'oleuropeina si
que generava un augment de la
fluorescéncia perd no el podem con-
siderar significatiu ja que falten més
exposicions per fer I'estudi estadistic.
D’altra banda, I'oleocanthal va resul-
tar letal per als embrions, per tant,

no vam poder avaluar-ne I'efecte en
la captacioé de glucosa. Pel que fa a
'avaluacié de l'oleaceina passades
24 hores, I'avaluacié no va ser pos-
sible a causa del tancament dels la-
boratoris per I'estat d’alarma causat
per la pandémia de COVID-19, per
aquest motiu
cions de I'experiment.

El resultat més prometedor el va
demostrar I'exposicié a oli d’oliva, ja
que després d’una hora hi va haver
un increment en I'emissié de fluores-
céncia, perd no és estadisticament
significatiu. Pel que fa a I'’exposicid
de 24 h, hi ha un increment amb un
p-valor de 0,07, si bé tampoc es pot
considerar significatiu perqué hi ha

manquen reproduc-

una desviacié elevada en els resul-
tats, pero es podrien fer més avalua-
cions per afinar I'evidéncia per saber
si aquest increment es pot considerar
significatiu o no.

A aquests resultats cal afegir-hi
els extrets gracies a 'analisi de la re-
visi6 bibliografica. Aquesta suggereix
que I'oli d’oliva pot resultar un aliment
optim en la dieta de pacients diabé-
tics per la composicié rica en mole-
cules antiinflamatories i antioxidants
que conté. A més, resulta una matriu
de polifenols que poden representar
un efecte sinérgic. Els estudis expe-
rimentals mostren que I'oli d’oliva va
un 13% associat a una reduccio del
risc de tenir diabetis, amb una dosi

Grafic 4. Unitats relatives de fluorescéncia
després de I'exposicio d'1h a oleocanthal

Grafic 5. Unitats relatives de fluorescéncia
després de I'exposicio de 24 h a oleuropeina

Grafic 6. Unitats relatives de fluorescéncia
després de I'exposicio d'1h a oleuropeina
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Grafic 7. Unitats relatives de fluorescéncia
després de I'exposicid de 24 h a oli d'oliva
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Grafic 8. Unitats relatives de fluorescéncia
després de I'exposicié d'1h a oli d'oliva
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de 15-20 grams al dia (8), a més d’al-
tres d’efectes antidiabétics com la re-
ducciéo de I'hemoglobina glicosilada

o de la glucosa plasmatica en deju
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han mostrat efectes indirectes amb
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flamatori que té. Cal destacar que el
polifenol amb resultats més promete-
dors és l'oleuropeina.

DISCUSSIO
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dieta de pacients diabétics ja que té
un paper essencial en la intervencio
nutricional per al conjunt en poli-
fenols i és facil d’'incorporar a [lali-
mentacio diaria. La recomanacié que
proposem pel que fa a prevencio i
co-tractament de la diabetis de tipus
2, és que un pla dietetic optim podria
ser la dieta mediterrania amb una in-
gesta diaria de 20 grams d’oli d’oliva.
Pel que fa als polifenols estudiats, no
n’hi ha cap que presenti una activitat
insulinomimetica per si sol, circum-
stancia que podria ser deguda al fet
que els components de l'oli d’oliva
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limitades per I'arribada de la pandé-
mia de COVID-19.

CONCLUSIONS

L'oli d’oliva és I'extracte amb pro-
pietats insulinomimétiques més es-
perancadores toti aixi cal més recer-
ca per avalar els fet. S’ha de tenir en
compte que encara que els polifenols
no mostrin una activitat insulinomime-
tica significativa, si que hi ha evidén-
cia publicada de les altres propietats
antioxidants, antiinflamatories i anti-
diabetiques que poden tenir un paper
beneficiés en el tractament multimo-
dal de la diabetis, especialment en
el cas de I'oleuropeina. Tot i aixi, fins
que no obtinguem els altres resultats
dels companys de recerca, no podem
establir que el millor abordatge en
la prevencio i el co-tractament de la
diabetis és I'addicio d’oli d’oliva verge
extra a la dieta dels pacients. &
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INTRODUCCIO

La sindrome de la fibromialgia (FM)
és una malaltia multifactorial incapaci-
tant. Es caracteritza per la preséncia
de dolor musculoesquelétic profund i
difus associat a altres manifestacions
subjectives com fatiga, trastorns del
son, ansietat i depressio en intensitats
variables. La preocupacio principal
d’aquesta sindrome prové del fet que
encara se’'n desconeixen les causes.
En els darrers anys hi ha hagut diver-
ses hipotesis i avengos en la fisiopa-
tologia, perd encara no hi ha consens
sobre l'arrel del problema. Neuprez et
al.! afirmen que els mecanismes po-
tencials inclouen predisposicié gene-
tica, amplificacié central, fracas del
control inhibitori i aferéncies nocicep-

Figura 1. Exemple d’una classificacié SYM
hidimensional en qué la linia central representa
la funcid de decisid i les linies de punts,
els marges limit designats pels vectors de
suport (punts sobre els marges). El color dels
punts indica classes diferents

tives periferiques. A part d’aixo, ja fa
temps que els investigadors informen
de l'existéncia d’'una susceptibilitat fa-
miliar a FM i suggereixen que pot ser
atribuible a factors genétics?. Una in-
vestigacio més profunda hauria d’am-
pliar aquesta informacio i aportar llum
a les causes. Diferéncies genétiques i
transcriptomiques en pacients d’'FM i
els controls informacié haurien de ser-
vir per trobar informaci6 nova i demos-
trar que poden ser una eina diagnosti-
ca objectiva i precisa.

OBJECTIUS

Aquest estudi tenia dos objectius
principals. El primer, aprendre a dissen-
yar i a instaurar un algoritme discrimina-
tori selectiu de dades de micromatrius
d’ADN de pacients amb FM. En segon
lloc, avaluar possibles causes fisiopa-
tologiques i com poden servir aquestes
dades genetiques en el diagnostic o el
tractament.

METODES

Després d’'una cerca en diverses bases
de dades genetiques (NCBI PubMed,
NCBI dbSNP , NCBI GEO, OMIM,
Cataleg GWAS , Cataleg PheWAS)
a la base de dades GEO vam trobar
tres estudis rellevants de la malaltia
amb dades de microarray disponibles:
expressid génica® , metilacié d’ADN* i
expressido de microARN®. En endavant
ens hi referim com a EG, MA i EM,
respectivament.
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El disseny de l'algoritme

El diagnostic d’'un pacient es pot
modelar per mitja d’'un problema de
classificacié6 de manera que assignant
una serie de valors a algunes varia-
bles, podem decidir si corresponen a
un pacient o a un control sa. Aquestes
variables poden ser els nivells de glico-
hemoglobina en sang per diagnosticar
la diabetis o la pressio arterial per a la
hipertensio. El desenvolupament de
les tecniques de microarray ofereixen
oportunitats interessants per a la clas-
sificacié mitjangant dades genétiques®.
En aquests casos, les dades d’entra-
da son un vector que consisteix en N
variables: les sondes que marquen ex-
pressio genica o metilacié en un punt
del genoma, per exemple.

En aquests casos, el nombre de
variables acostuma a ser molt alt (mi-
lers de gens) i el nombre de pacients i
controls molt petit en comparacio, ales-
hores pot sorgir el problema de I'overfit-
ting. Es facil trobar un model que separi
les dades d’entrenament pero que clas-
sifiqui malament les dades noves. Per
evitar aixo és habitual reduir la dimen-
sionalitat de les dades. A més, tenint en

compte que I'objectiu és construir pro-
ves diagnostiques per facilitat logistica i
economica, hem de seleccionar només
un grup reduit de gens.

Un dels métodes més utilitzat és el
ranquing de variables®. Si totes les va-
riables es puntuen segons una funcio
de ranquing, podem seleccionar-les
ordenadament. Podem seleccionar un
nombre k de les variables més ben pun-
tuades i deixar fora la resta. Si anem
variant de forma recursiva el nombre k,
podem buscar el subconjunt optim de
variables per al model, és a dir, buscar
quines sondes de la micromatriu (mi-
croarray) seran més Utils com a eina
diagnostica sense haver d'utilitzar els
milers de sondes.

Per decidir la funcié de ranquing,
vam tenir en compte que si bé els co-
eficients de correlacid son molt utils
per determinar els gens més diferen-
ciats entre pacients i controls, no ne-
cessariament son els més discrimi-
nants®. Per sistema, un bon criteri de
ranquing de variables no és un bon
ranquing de conjunts de variables. Per
aquest motiu vam decidir-nos a utilitzar
maquines de suport vectorial (SVM per
a les sigles en anglés).

SUM

Les SVM son models d’aprenen-
tatge automatic que localitzen punts
experimentals de dues categories. Per
fer aixd es divideixen per un marge
clar al més ampli possible. Més formal-
ment, una SVM construeix un hiperpla
o conjunt d’hiperplans en un espai d’al-
ta dimensid’, tal com veiem en I'exem-
ple en 2D de la figura 1.

Per tant, podem utilitzar el model
SVM per calcular el ranquing de cada
variable i eliminar de forma recursiva
les menys importants. Aquest procedi-
ment és I'eliminacio recursiva de varia-
bles basada en SVM (SVM-RFE)&.

Validacid interna

El model SMV resultant hauria de
classificar punts experimentals nous en
una de les dues classes i, com a tal, ac-
tuar com a criteri diagnostic. Tot i aixi, és
essencial provar i validar el rendiment
i si no és factible mitjangant un estudi
addicional, s’ha de recorrer a métodes
de validacié interna®. Per a restriccions
computacionals vam decidir aplicar mé-
todes de validacio creuada en comptes
de métodes de bootstrapping.

Figura 2. Esquema de I'algoritme per determinar el subconjunt optim de sondes que discriminen entre pacients
i control donadesunes dades X i Y, on X consisteix en els valors de cada sonda i Y la classe de cada individu

Ultima variable
en classificacio
Train® Y Train Entrene ot Classificador SVM
X=A{x, ... %} N 80%
Y={l, .1} CLE T ame
Dades NO H anlj(unt
Limit 8000 variables g varitaehles?
§ XTest’ YTest /
E Si
v
Fl . Fl . Validacio creuada INICI
10 Conjunts BUCLE BUCLE per retencio BUCLE
+ l f
2%[,]0 resiptltats 2000 interaccions repetir per cada
exactitu valor de k (2-256)
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Algoritme final

Després d’aquestes consideracions,
vam implementar l'algoritme final amb
Python 3.7.6 per als conjunts de dades
EG i EM. En primer lloc, les dades es
van normalitzar i definir en conjunts X i
Y amb els vectors del perfil d’expressio
i les etiquetes de classe (pacient/con-
trol) respectivament per a cada mostra.
Aquests conjunts els vam dividir en un
subconjunt per a I'entrenament i un altre
per a la validacié. A continuacio, vam
fer 'SVM-RFE: entrenant el classifica-
dor SVM i eliminant de forma recursiva
la variable amb el ranquing més baix
fins a aconseguir un nombre k de varia-
bles. La exactitud del model s’avaluava
mitjangant 2000 iteracions de validacio
encreuada amb retenci6. Aquest pro-
cediment es va repetir 10 vegades per
cada nombre k entre 2 i 256. El procés
final el mostra la figura 2.

En primer lloc, vam aplicar I'algorit-
me sobre les dades d’EG (amb 33.297
variables) i el fet d'incloure’n més de
8.000 excedia la poténcia computacio-
nal disponible. Per aixd vam ordenar les
variables segons una prova exacta de
Fisher i vam incloure les primeres 8.000
per l'algoritme.

Analisi general de dades de microarray

A part d’aplicar 'algoritme sobre les
dades EG i EM, en paral-lel a I'algoritme
seleccionant, vam analitzar els tres con-
junts de dades de les 250 sondes més
diferenciades entre pacients i controls.

Vam resultats dels
conjunts EG i MA a la base de dades
STRING per crear una xarxa d’interac-
cié de proteines per avaluar possibles
vies fisiopatologiques de la malaltia.
Vam descarregar la informacié de la
base de dades per integrar la informa-
cié sobre la diferencia en expressié en
FM.

La matriu d’adjacéncia conjunta-
ment amb la llista d’atributs de node va
ser processada al programa Gephi. El
resultat va ser una grafica (figura 3) en

introduir els
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qué estan representades les proteines i
les interaccions i el valor d’expressio. El
gruix de les arestes indica la confianga
de la interaccié segons la base de da-
des STRING i el color dels nodes indica
la diferéncia entre pacients i controls
(vermell i blau per al gens més diferen-
ciats i verd per als no diferenciats). Els
nodes els vam distribuir mitjangant I'al-
goritme de distribucié ForceAtlas 2 per
identificar millor els clusters.

DISCUSSIO

Resultats de I'algoritme
Conjunt de dades EG

Amb la inclusié de les 8.000 varia-
bles més diferenciades (per les res-
triccions computacionals), la exactitud
mitjana obtinguda en aquest conjunt
de dades va ser del 85,63% (IC 81,72-
89,54%). No obstant aix0, la exactitud
augmentava considerablement al vol-
tant de 50-100 variables i dequeia quan

nomeés seleccionavem 10-20 variables.
La exactitud més elevada corresponia
als conjunts amb 56 sondes: 95,72%
(IC 95,55-95,90%).

En comparar quines 56 variables se
seleccionaren entre les 10 iteracions de
l'algoritme, vam observar que no totes
coincidien. Aquest fet no és gens estrany
atesa la natura estocastica del model.
Tanmateix, una caracteristica que si que
destaca és que no es corresponen amb
les sondes més diferenciades de tot el
conjunt de dades EG. De fet, la majoria
cauen en 'extrem inferior de la distribu-
ci6 del coeficient de Fisher com veiem
a la figura 4. Aquest resultat confirma
encara més la idea que els gens més
diferenciats no necessariament propor-
cionen la millor exactitud discriminatoria.

Conjunt de dades ME
El conjunt de dades original era
només de 1.212 variables amb coefi-

Figura 3. Xarxa d’interaccid de proteines de les dades EG, MA i STRING. El gruix de les arestes indica
el nivell d’evidencia i el color dels nodes el fold change (vermell per FC<0, verd per FC=0i blau per FC>0).
Les linies de punts representen clisters, de definicié general, de gens notablement diferenciats
entre pacients i controls
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cients d’expressio per a 21 mostres (11
pacients i 10 controls). No obstant aixo,
a la base de dades d’alguns registres
constaven com a nuls de manera que
vam decidir no incloure qualsevol varia-
ble amb menys de 10 mostres o menys
de 5 a cada classe. En fer-ho, el conjunt
de dades final contenia 454 variables.

L'exactitud mitjana obtinguda va
ser del 98,95 % (IC 98,66 — 99,23%).
Aquest valor i la manca d’una relacio
directa entre el nombre de sondes i la
exactitud és clarament diferent dels re-
sultats anteriors, com veiem a la figura
5. En discriminar entre els pacients amb
FM i els controls, el conjunt de dades de
microRNA mostra resultats d’exactitud
estadisticament més alta (p <0,0001)
que el conjunt de dades d’expressiod
d’ARN. La exactitud maxima correspon
als conjunts amb 20 variables: 98,95%
(C1 98,88 -99,01 %).

Analisi general

Si analitzem amb més profunditat la
xarxa d'interacci6 obtinguda a la seccio
3.2, veiem que buscavem nodes amb
un gran nivell de diferenciacié (colors
vermell i blau) i, preferiblement, moltes
arestes de pes alt, és a dir, amb mol-
tes interaccions amb evidéncia suficient
(indicades amb fletxes en la figura 3).
Gracies a la base de dades GeneCards
vam obtenir informacié de la funcié o
de les propietats de cada gen rellevant
i dels veins per identificar possibles vies
de desregulacio. Amb aquesta analisi
vam identificar cinc clusters no especi-

fics que representen grups de gens al-
tament relacionats i amb una diferéncia
rellevant entre pacients d'FM i controls.
El conjunt marcat en color verd inclou
proteines relacionades amb la regulacio
de la transcripcié de 'ADN mentre que
el conjunt blau conté proteines enca-
rregades de I'splicing de mRNA i rRNA.
Certes proteines relacionades amb la
ubitiquina i la formacié del citoesque-
let estan incloses en el conjunt vermell
mentre que altres proteines relaciona-
des amb el citoesquelet i la membrana
constitueixen el conjunt groc. Final-
ment, proteines relacionades amb la
inflamacio s’inclouen al conjunt violeta.

A part d’aplicar 'algoritme de classi-
ficaci6 amb les dades EM, també vam
classificar les variables segons el grau
de variacio entre pacients i controls. La
gran majoria de sondes rellevants es-
taven menys expressades en pacients.
Entre aquestes vam trobar interaccions
i funcions biologiques documentades
per a: miR-145, miR-451. Hu et al.® van
demostrar el paper crucial del miR-145
en la regulacio de la senyalitzaciéo me-
diada per TNF-a i la degradacio de la
matriu del cartilag en articulacions. Per-
fils d’'expressié de miRNA de condrocits
van mostrar que I'expressié de miR-145
va ser rapidament regulada ja que eren
estimulats amb una administracié de
TNF-a. Curiosament, Ohgidani et al.”
van estudiar els nivells d’expressio de
TNF-a al sistema nervios central en pa-
cients amb FM que transformen cél-lu-
les sanguinies en cél-lules semblants a

Figura 4. Histograma de coeficient de Fisher (FR) de totes les sondes al conjunt EG amb un diagrama
de caixa de FR per les 56 sondes incloses al subconjunt seleccionat per I'algoritme
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les microglies. Van trobar que el TNF-a
estava hiperexpressat en aquestes
cel-lules en les mostres de pacients
d’FM. A més, van descobrir que hi havia
una correlacié moderada entre la regu-
lacié a l'algca de I'expressio de TNF-a i
els parametres clinics del dolor subjec-
tiu i altres manifestacions mentals. Per
tant, la hipoexpressio de miR-145 coin-
cideix amb la hiperexpressié de TNF-a.
També, segons Sun et al."", miR-451
pot alleujar el dolor inflamatori cronic
inhibint la inflamacié mediada per I'acti-
vacio de microglies mitjangant senyalit-
zacions per TLR4. El seu equip va utilit-
zar un model muri de dolor inflamatori i
els resultats mostren que I'expressio de
miR-451 es va reduir en microglies es-
pinals. La neuroinflamacié mediada per
microglies a la medul-la espinal és clau
en la patogénesi del dolor inflamatori
cronic. A més, van confirmar els efec-
tes antiinflamatoris de miR-451 per la
inhibicié de l'alliberament de citocines
proinflamatories induides per I'activacio
microglial incloent-hi IL-6, IL-18 i TNF-a.
La regulacié a la baixa de miR-145 i
miR-451 que mostra a FM podria ser
sinergica en la regulacié de vies infla-
matories.

Finalment, entre els miRNA selec-
cionats per l'algoritme, és interessant
destacar informacié sobre miR-150. Ji
et al.”? van explorar el potencial paper
d’aquest miRNA en la regulaci6 del pro-
cés de dolor neuropatic en un model de
rata amb lesi6 cronica del nervi ciatic i
van demostrar que la sobreexpressio
de miR-150 va alleujar molt el desenvo-
lupament del dolor neuropatic i va reduir
I'expressié de citocines inflamatories,
COX-2, IL-6 i TNF-a incloses.

CONCLUSIONS

* En la majoria dels estudis revisa era
recurrent trobar que hi ha una deter-
minada desregulacio en la funcio del
sistema neuronal i de les vies inflama-
tories en els pacients d’'FM.

* Els miRNA soén participants clau en el
curs fisiopatologic del dolor neuropa-
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tic. Hem trobat que la via reguladora
del TNF-a/miR-145 podria ser un fac-
tor important en I'etiologia de I'FM.
A més, atés que la sobreexpressio
de miR-150 sembla alleujar el des-
envolupament del dolor neuropatic i
redueix I'expressio de citocines infla-
matories, amb el TNF-a inclos, també
podria contribuir a la relacio anterior.
La hipoexpressié de miR-145 i miR-
451 podria ser sinérgica en la regula-
ci6 de vies inflamatories.

* Tenint en compte que algunes de les
alteracions epigenétiques observa-
des en FM podrien causar una desre-
gulacié important en certes proteines
i en ARN no codificant, podrien ser
objectius potencials de tractament.
Evidéncies d’efectes antiinflamatoris
i analgesics en dolor neuropatic en
models animals després de I'admi-
nistracié de certs miRNA en son un
exemple.

* L’algoritme SVM-RFE avaluat mit-
jancant validacio encreuada amb re-
tencié va proporcionar un conjunt de
56 sondes d’ARN amb una exactitud
del 95,72% i un conjunt de 20 sondes
de microARN amb el 98,95%. Se-
gons els nostres resultats, el miRNA
pot ser més bon biomarcador genétic
per diagnosticar I'FM. Son necessaris
més estudis i assaigs clinics per ava-
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Optimitzar I'obtencio
d’hupertacrina-tacrina per
fractar la malaltia d’Alzheimer

INTRODUCCIO

L'any 1906, el neurdleg i psi-
quiatra alemany Alois Alzheimer va
descriure una malaltia neurodege-
nerativa que provocava un deterio-
rament progressiu i inhabilitant de
funcions cognitives com la memoria,
la comprensio, el llenguatge, I'aten-
cio, el raonament i el judici a la qual
van anomenar malaltia d’Alzheimer
(MA)'. Actualment, aquesta malal-
tia inclou un 60/70% de casos de
demencia que I'any 2019 van afec-
tar al voltant de 50 milions de perso-
nes?. Tot i ser una malaltia molt estu-
diada, encara no se sap exactament
el motiu pel qual es desencadena
ja que hi ha diverses hipotesis que
mantenen el front obert: la colinérgi-
ca, la de la cascada amiloide i la tau.

La recerca de farmacs nous con-
tra I'MA és molt activa pero la gran
diversitat d’hipotesis fa augmen-
tar la dificultat de trobar compos-
tos eficagos per als pacients que la
pateixen, per aixd neix el concepte
multidiana, en anglés Multi-Target
Directed Ligands (MTDL), amb |'ob-

jectiu de promoure activitat en diver-
sos centres bioquimics alterats, en
aquest cas, a I'MA3. Aquesta visi6
considera que I’Alzheimer no el cau-
sa un sol factor com diuen les hipo-
tesis sind que es deu a una combi-
nacié de tots.

L’any 1993, la tacrina va ser el
primer farmac aprovat per 'US Food
and Drug Administration (FDA, tra-
duible com Administracié d’Aliments
i Farmacs dels Estats Units) per trac-
tar 'MA. Malgrat que I'activitat inhibi-
dora de l'acetilcolinesterasa (AChE)
era molt elevada, també provocava
hepatotoxicitat alta motiu pel qual va
ser retirada del mercat. La recerca
de substancies ja conegudes com a
inhibidores d’AChE i butirilcolineste-
rasa (BuChE) va portar al Grup de
Quimica Farmacéutica (GQF) d’'IQS
a fixar-se en una altra substancia:
la huperzina A (HupA), un producte
natural extret de la planta Huperzia
serrata. Aquest compost és un inhi-
bidor natural de ’AChE utilitzat per
alentir el progrés de I'MA i compta
amb I'avantatge de tenir una tolera-
bilitat elevada i també efectes neu-

Figura 1. Estructures de la (-)-huperzina A, HuperTacrina (HT) i tacrina

(-)- Huperzina A

HuperTacrina

Tacrina
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roprotectors®.

Aixi, el GQF d’lQS en col-labo-
racio amb el Laboratori de Quimica
Médica de I'Institut de Quimica Or-
ganica General del CSIC van decidir
juxtaposar la tacrina i la huperzina
A'i formar una nova familia de com-
postos, les hupertacrines (HT) (figu-
ra 1)°. En una segona iteracio per
obtenir hupertacrines®, vam aconse-
guir 'HT deshidrogenada en la posi-
ci6 a,B de carbonil (HT1) que fa que
aquell anell sigui pla, circumstancia
que permet un augment de la simi-
litud estructural amb I’huperzina A.
Malauradament els rendiments bai-
xos de la sintesi en limitaven I'ob-
tencio i en consequéncia dificultaven
I'objectiu seglient del GQF, unir 'HT1
i la tacrina en una cadena hidrocar-
bonada de sis carbonis per formar un
heterodimer i estudiar-ne I'activitat
com a molécula MTDL’. L’'esquema
1 mostra la ruta de sintesi de I'he-
terodimer hupertacrina-tacrina i es
pot veure que es tracta d’'un procés
convergent que consta de sis eta-
pes. D’una banda la tacrina se sin-
tetitza i s’'uneix a I'espaiador de sis
baules de carboni i per altra s’obté
I’HT1. Finalment, aquestes dues uni-
tats s’'uneixen per donar la molécula
objectiu. En un treball anterior” vam
aconseguir obtenir aquest producte

Aquesta malaltia
inclou un 60//70%
de casos de demencia
que lany 2019
van afectar al voltant
de o0 milions
de persones.

perd només amb un rendiment per
sota de I"1%. Ens plantegem com a
objectiu optimitzar tots els proces-
sos de sintesi de I'heterodimer hu-
pertacrina-tacrina 9.

QUIMICA

Una de les premisses a tenir en
compte és que en tractar-se d'una
ruta de sintesi de moltes etapes, ca-
lia garantir una gran puresa en tots
els intermedis per facilitar les reac-
cions seguents i evitar la formacio
de productes secundaris. En cada
etapa analitzem el producte obtingut
per 'H-RMN amb garantia d’alta pu-
resa espectroscopica.

Si bé es veritat que la tacrina és
un producte amb una sintesi amplia-
ment estudiada, per coheréncia amb

I'anterior treball” desenvolupat al
GQF d’lQS, vam sintetitzar amb la
mateixa metodologia que consisteix
en una reaccioé de Friedlander entre
2-aminobenzonitril (1) i ciclohexano-
na (2) catalitzada per triclorur d’alu-
mini que actua com a acid de Lewis.
Com que és una reaccio d’equilibri
que genera aigua com a subproduc-
te és molt important usar tolué com
a dissolvent i emprar un col-lector
Dean-Stark per eliminar I'aigua per
separaciéo azeotropica i forgar la
reaccié cap a productes. Posterior-
ment, vam fer una hidrolisi alcalina
amb una dissolucido d’hidroxid de
sodi 2M i després d’extraccions li-
quid-liquid amb cloroform vam obte-
nir una tacrina de gran puresa amb
un rendiment del 35%.

Sobre la base a la reaccio des-
la bibliografia8,
vam barrejar la tacrina amb hidroxid
de potassi per ionitzar la molécula
per, en segona instancia, afegir-hi
(3) i
la substitucié nucleodfila de tipus 2
(SN2). Després d’analitzar el cru de
reaccié per 1TH-RMN vam poder ob-
servar molts subproductes per als
quals vam requerir una columna cro-
matografica per obtenir el producte 4
amb un rendiment del 14%.

A l'altra banda de la sintesi con-

crita a d’entrada

I’1,6-dibromohexa permetre

Esquema 1. Esquema de reaccid reduit que mostra els diferents intermedis de la reaccid per obtenir el compost hupertacrina-tacrina 9.
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vergent, la primera etapa per sinte-
titzar la hupertacrina HT1 consisteix
en la formaci6 de la propiolamida
(6) a partir de propiolat de metil (5)
i amoniac aquos. En aquesta etapa
vam introduir tres millores amb re-
lacio als treballs anteriors: a) una
reduccié del temps de reaccidé a
menys de la meitat és dir, passar de
4 a 1,5 hores, b) condicions menys
extremes, treballar a -45 °C/-15 °C
en comptes de -78 °C; c) recuperar
el producte mitjancant extraccions
liquid-liquid d’acetat d’etil, operacié
que permet eliminar el dissolvent a
menor temperatura i per tant evitar
que es formi la impuresa d’'1,3,5-tri-
carboxamida de benze. Aquestes
tres millores van permetre obtenir
propiolamida(6) amb un 87% de ren-
diment i de molta puresa. Posterior-
ment, produim una addicié de tipus
Michael del malononitril (7) sobre la
propiolamida (6) en medi basic de
metoxid de sodi seguit d’'una pos-
terior ciclacié i neutralitzaci6 amb
acid clorhidric 2M. En aquesta eta-
pa vam observar que l'ordre d’adicio
dels reactius era crucial i vam mi-
llorar el rendiment de la reacci6 al
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obtenir HT1 amb un rendiment del
79% comparat amb 18% descrit an-
teriorment.

Una vegada sintetitzades les
estructures HT1 y 4, vam fer la re-
accié de substitucio entre els dos
fragments. Si bé per analisi d’1H-
RMN vam observar la formacié del
producte buscat 9, la irrupcié de la
pandemia de la COVID-19 i els con-
finaments conseguents van impe-
dir-ne la purificacio i I'optimitzacio
d’aquesta darrera etapa de sintesi.

CONCLUSIONS

Les aportacions metodologiques
d’aquest treball han permes acon-
seguir una millora notable del rendi-
ment d’obtencié de la HuperTacrina
HT1, un 55% de rendiment global de
tres etapes de sintesi comparat amb
I’1% descrit abans. Aquesta millora
sera molt util ja que en futurs treballs
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tat molts més heterodimers, variar
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