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ABSTRACT

In the last decades, the development and design of drug delivery systems have attracted
great attention. Specially in the fields in search of new and more efficient cancer
treatments. These innovative drug delivery systems are what we call
nanopharmaceuticals, which basically consist in nanoparticles that carry chemotherapy
drugs to tumor cells directly. This provides us with lots of benefits, such as the reduction

of secondary effects.

The main objective of this review is to help in the understanding of what
nanopharmaceuticals really are and how they work. In order to demonstrate their
functionality, | have gone through different experiments which consisted in the synthesis

of PLGA nanoparticles and their introduction in cervical cancer cells.

This review highlights the possibility of implementing nanopharmaceuticals in cancer
treatment, because as we will see in this project, the benefits nanopharmaceuticals carry

within them are numerous.
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INTRODUCCIO

Sempre he sentit una gran passi0 envers les ciencies, és cert que fins fa
relativament poc no tenia gaire idea de quina carrera estudiar, pero desde petita
vaig tenir clar que preferia els nimeros per davant de les lletres. Per tant, com us
podeu imaginar, alhora d’escollir tema pel treball de recerca tenia molt clar que
volia que tingués relaci6 amb el mon cientific, perd tot i aixi, em sentia molt

perduda ja que no sabia cap a on enfocar-lo.

Per sort, els meus dubtes es van aclarir just quan vaig entrar a la web del
Programa Argd. No sé com descriure-ho perd només entrar en l'apartat de
ciencies i llegir un parell de frases vaig saber de qué aniria el meu treball de
recerca: dels nanofarmacs. Els altres temes també em resultaven interessants,
perd cap em va cridar I'atencid, ni l'interés, ni va despertar una passié en mi com

ho van fer els nanofarmacs.

Per aquells que el desconeixeu, el Programa Argo otorga I'oportunitat a alumnes
de batxillerat de dur a terme el treball de recerca a les instal-lacions de la
Universitat Autobnoma de Barcelona, sota I'assessorament d’'un/a professor/a
especialista en el tema. Com és evident, per tant, no puc seguir sense tornar a
agrair aquesta increible oportunitat i experiéncia que vaig tenir la sort de realitzar.
El fet de poder dur a terme les meves practiques a laboratoris de la universitat, em
va donar una perspectiva de com funciona el mén de la recerca i de l'investigacio
gue abans no tenia i em va proporcionar les eines per dur a terme un treball de

recerca molt més desenvolupat.

Els camps de la nanomedicina i de la nanotecnologia sén molt amplis i aborden
molts problemes del moén actual, és dificil fer-se a la idea de tot el gran contingut
que hi ha i que se'n pot extreure del mén nanomeétric. Quan parlem de

nanomedicina i nanotecnologia d'entrada ens semblen ciencies del futur, pero la
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realitat és que actualment ja n'utilitzem en el nostre dia a dia, fins i tot hi ha molts

estudis en relacio amb aquests ambits i cada cop hi ha més i més avencos.

Els nanofarmacs neixen de la necessitat de millorar els sistemes de distribucio
dels farmacs actuals. Actualment en els farmacs convencionals que prenem,
nomes entre el 5i el 3% de la dosi presa ens arriba a la zona desitjada, la resta es
perd per degradacié o perque arriba a zones no afectades i aixd0 provoca, entre

diversos inconvenients, els efectes secundaris.

Els efectes secundaris en segons quins farmacs poden arribar a ser molt greus.
Sobretot en el cas del cancer, ja que els farmacs que s’utilitzen en la quimioterapia
sén molt toxics. Els efectes secundaris de la quimioterapia son tan greus que
poden arribar a ser la causa de mort d’alguns pacients. Quan vaig comencar a
informar-me del que eren els nanofarmacs, per tant, vaig voler focalitzar el meu
treball en la millora i en els beneficis que aquests poden aportar al tractament del
cancer. | la meva hipotesis, per tant, gira entorn aix0 ja que crec que els

nanofarmacs podrien ser la solucio als efectes secundaris de la quimioterapia.

Pel que fa a l'estructura del meu treball de recerca, I'he dividit en dos parts
basiques (la part teorica i la part practica): la primera part del meu treball es centra
sobretot en la comprensié dels nanofarmacs, en la bona entesa del seu
funcionament i els grans beneficis que ens aporten de cara al cancer. A més
també em centro en el cancer i els principals inconvenients de la quimioterapia,
per a comparar-ho després amb la nanomedicina. La funcié principal d’aquesta
primera part és donar una base per a facilitar la comprensio de la meva hipotesi i

de les practiques que he dut a terme per comprovar-la.

La segona part del meu treball de recerca es centra en la comprovacio a travées del
meétode cientific de la meva hipotesi: Els nanofarmacs amb nanoparticules de
PLGA podrien servir com a millora del tractament del cancer de cérvix. Es a

dir, aquesta segona part es basa en les practiques que vaig dur a terme al
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laboratori de [I'Institut de Biotecnologia i Biomedicina (IBB) de la Universitat

Autonoma de Barcelona a principis de Juliol.

La meva hipotesi sempre ha girat entorn als nanofarmacs per a millorar el cancer,
pero a mesura que m’he anat informant més del tema i que he anat adquirint més
coneixements, he anat especificant la meva hipotesi per a que es centrés en un
cas en concret per tal de que la seva comprovacio fos possible. He d’admetre que
qguan vaig comencar el treball de recerca em va costar decidir cap a quin tipus de
cancer volia enfocar la meva hipotesi. Durant molt de temps vaig estar organitzant
el meu treball al voltant d’'un glioblastoma (cancer de cervell). Vaig estar a punt de
participar en una practica amb una noia que realitzava el seu treball de final de
grau de la sintesis d’'una nanoparticula que tractés un glioblastoma, pero

malauradament es va complicar i no va ser possible.

Us convido per tant, a gaudir llegint el meu treball de recerca i a ampliar el vostre
coneixement amb alguns dels increibles avencos que desconeixem pero que es

duen a terme dia a dia en el mén de la recerca cientifica.
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1. ELS FARMACS CONVENCIONALS

Qué prenem quan tenim mal de cap? | quan tenim una inflamacié? O quan tenim
dolor muscular? La pregunta és bastant facil de respondre, un paracetamol o un
ibuprofé. | no us pregunteu com pot ser que el paracetamol ens alleugi dolors tan
diferents i en punts tan distants del nostre cos? Doncs aix0 és degut a que el
paracetamol és un farmac general que es distribueix de forma sistémica pel nostre

cos, com la majoria dels farmacs convencionals.

La majoria dels farmacs que prenem avui en dia per via oral o per injeccio, es
distribueixen pel nostre cos de manera descontrolada a través del sistema de
circulacié sanguini. Aquesta distribuci6 homogénia del medicament provoca que

aquest arribi tant a les cél-lules afectades com a les no afectades en parts iguals.

Quan ingerim un farmac, aquest passa per diferents fases definides per la
farmacocinética. Aquestes fases sén [lalliberacid, I'absorcio, la distribucio, el
metabolisme i I'excrecié. Durant algunes d’aquestes fases, pero, el farmac es
troba amb una série de barreres que en provoquen la seva degradacié i que es
perdi gran part del farmac.

Els farmacs que prenem per via oral, en la fase d’absorcio, es troben amb
'estomac. Els farmacs ionitzats no travessen barreres, en canvi els no ionitzats
travessen les barreres. Amb els farmacs acids a I'estbmac no hi ha problema, ja
gue com que no ionitzen, travessen la barrera sense dificultats. El problema sén
els farmacs basics, els quals son la majoria, perqué a I'estomac els liquids acids
que allibera afavoreixen molt la ionitzacié del farmac, el qual fa que I'absorci6 sigui
dificil i que per tant una part es degradi.

A més, els farmacs es troben amb barreres dificils de travessar, com bé la paret
gastrointestinal, la qual també degrada part del farmac, ja que no permet passar a

qualsevol tipus de substancia.
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Durant la fase de distribuci6, diferents tipus de proteines vehiculitzades en el
plasma sanguini s’adhereixen a gran quantitat del farmac alliberat. La uni6é de
farmacs i proteines generalment es produeix a través d'enllacos ionics, ponts
d'hidrogen, forces de Van der Waals i, amb menys freqiencia, enllacos covalents.
El problema és que només els farmacs lliures poden travessar la majoria de les

membranes biologiques i interaccionar amb les dianes i ser eficacos.

Un altre problema amb el que es troben els farmacs son els enzims, a la fase de
metabolisme. Agquests reconeixen aquesta substancia estranya que es troba a
'organisme, i com a metode de defensa per al nostre cos, per tal de contrarestar
els possibles efectes perjudicials: els enzims degraden, oxiden, redueixen i
hidrolitzen part del farmac. Aixd provoca la pérdua d’'una part de la seva estructura

i en la major part dels casos també perden l'efecte.

Totes aquestes condicions provoquen que els farmacs sistemics tinguin una série
de consequéncies i inconvenients. Aquests son la distribuci6 homogeénia, les
diferents barreres fisiologiques a les que es sotmeten els farmacs, les diferents
proteines plasmatiques que s’hi adhereixen i els enzims -els quals provoquen una
perdua important de quantitat del farmac (en alguns casos, una perdua del 95%
del farmac)-: hem de prendre dosis més grans per tal de que ens faci efecte en la
zona desitjada.

Aix0 provoca que el temps de detoxificacio (temps que el fetge triga en eliminar el
medicament del nostre cos) sigui més llarg degut a que hem pres més quantitat
d’aquell farmac. A la llarga, I'eliminacié de gran quantitat de farmacs danya els
ronyons i el fetge, per tant com més dosis haguem de prendre d’un farmac, més
danys es causaran als ronyons i al fetge, els quals s’encarreguen de dur a terme la
fase d’excrecio. A més, tampoc podem prendre quantitats excessives d’aquest

farmac, ja que podria acabar resultant toxic per al nostre organisme.
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El fet de que el medicament arribi a cél-lules no afectades provoca el que
anomenem efectes secundaris, els quals augmenten en haver de prendre dosis
meés grans. En el cas del paracetamol, els efectes secundaris son pocs, pero hi ha
altres farmacs que tenen efectes secundaris molt nocius per al nostre cos, com €s
el cas dels farmacs utilitzats per a tractar malalties com el cancer. A més, el fet de
que el temps de detoxificacio sigui meés llarg al augmentar la dosi, fa que el farmac
romangui més temps al nostre cos, a les cel-lules no afectades, augmentant

encara més els efectes secundaris i els danys que aquests causen.

Tal i com va dir David J. Anderson (un neurobidleg america del “Institute of
Technology” de California): “Current medication is like getting a can of oil and
pouring it all over your car engine. Some of that oil will dribble into the right spot,
but the majority of it is wasted and some of it even does harm”. Es a dir: “La
medicina actual és com agafar un pot de benzina i abocar-lo per tot el motor del
cotxe. Alguna part del combustible anira a parar al lloc adequat, pero la majoria es

malgastara i fins i tot fara malbé el motor”.

10
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2. QUE SON LA NANOTECNOLOGIA | LA NANOMEDICINA?

Abans d’entendre com la nanomedicina (concretament els nanofarmacs) pot
arribar a ajudar-nos amb els diversos inconvenients dels farmacs sistemics actuals
és important fer una petita introduccié del que realment és la nanomedicina i la

nanotecnologia.

La nanotecnologia és l'estudi de la matéria a escala atomica i molecular.
Estrictament es refereix a la manipulacid, creacié i estudi d’estructures amb
tamanys pertanyents a I'escala nanométrica, és a dir amb dimensions d’entre 1 i
100 nanometres. La manipulacié de la matéria a aquesta escala ens permet
construir i utilitzar materials i dispositius nous al nivell de molecules i atoms. En el
sector de la salut, per exemple, ens permet construir nous sistemes de diagnostic

0 noves terapies.

Per tal d’entendre millor I'escala nanométrica molts cops es compara amb el
metre, el qual equival a 1.000.000.000 nanometres. La diferéncia de tamany entre
un metre i un nanometre equival a la diferencia de tamany entre una castanya i el

planeta Terra.

Water Glucose Antibody Virus Bacteria Cancer cell A period Tennis ball

»v@E&E O ° L

10" 1 10 10° 10° 10¢ 10° 10° 10’ 10°
] I | | I I | | | I

Nanometers | ' | | I I I | |
. , Nanodevices:
() Nanopores
Dendrimers
Q Nanotubes
Quantum dots
Nanoshells Source: National Cancer Institute

Figura 1: Escala de tamany en nanometres des de la mida d’'una pilota de tennis fins a una

molécula d’aigua. Font: National Cancer Institute
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La nanomedicina és l'aplicacio de la nanotecnologia en el camp de la medicina per
tal de millorar tractaments, terapies i sistemes de diagnostic, o crear-ne de nous.
Segons I'Institut Nacional de la Salut dels Estats Units, la nanomedicina consisteix
en l'us de dispositius que pertanyen a la micro i a la nanotecnologia pel

tractament, diagnostic, seguiment i prevencié d’una malaltia.

12
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3. ELS NANOFARMACS

Actualment, la solucié que s’esta trobant als inconvenients del repartiment sistémic
dels farmacs convencionals és la distribucié dirigida de farmacs per tal de
localitzar i dirigir la medicacio als teixits d’interés. Aquesta alliberacié de farmacs

intel-ligent es duu a terme a partir dels nanofarmacs.

Els nanofarmacs son productes farmaceutics dissenyats a escala hanometrica. Es
tracta de nanoparticules que contenen un farmac a linterior. En anglés els
nanofarmacs també es coneixen com a drug nanocarriers, és a dir com a

nanotransportadors de molécules i d’actius terapéutics (farmacs).

Tenen un ampli espectre d'aplicacions terapeutiques amb potencial per alliberar el
farmac en un determinat organ o lloc de teixits, ja sigui passivament o activament.
Per tant el repartiment dels nanofarmacs no és sistemic, sind que dirigeix als

farmacs al lloc especific, a les cél-lules malmeses o organ afectat.

La diferéncia de tamany entre una pilota de futbol i el planeta Terra é€s la mateixa

diferencia de tamany que hi ha entre aquesta mateixa pilota i una nanoparticula:

Figura 2: Imatge que compara la diferéncia de tamany d’una pilota i el planeta Terra amb la

diferéncia de tamany entre la pilota i una nanoparticula. Font: Mark E. Davis

13
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Tot i aixi, cal tenir en compte que realment els farmacs que transporta la
nanoparticula s6n més petits d’'un nanometre. Les nanoparticules sén grans
comparades amb les molecules del farmac que transporten. Per tant els
nanofarmacs poden transportar una gran quantitat de farmac a linterior i a
vegades no poden accedir a zones del cos on hi poden accedir molécules petites

com les que formen el farmac transportat. Canvien la farmacocinética del farmac.

= GOODFYEAR

. . 4
RIS 2 S AR

Figura 3: Imatge que compara la diferéncia de tamany entre un globus aerostatic i una pilota de

futbol amb la diferéncia de tamany entre una nanoparticula i el farmac que transporta a l'interior.
Font: Mark E. Davis

Els nanofarmacs poden estar compostos per gran varietat de materials: poden
estar formats per material natural com el midé o els lipids, per material sintetic com
polimers o per material inorganic com l'or. La forma dels nanofarmacs normalment

és esferica, pero hi ha alguns amb forma cilindrica, de plat, etc.

El tamany, la forma, els components quimics que formen [lestructura del
nanofarmac, la hidrofilicitat i la carrega de la nanoparticula sén clau de cara a la
farmacocinética, és a dir, de cara a I'absorcidé correcte del farmac, a la acumulacio
adequada en el lloc corresponent del farmac, a la biodistribucio correcta del
farmac i a la seva correcta eliminacio. La mida dels nanofarmacs és molt important
en alguns casos, un exemple en seria quan el nanofarmac ha de passar per una

estructura porosa d’'una membrana cel-lular.

14
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Figura 4: Imatge que mostra com l'eficacia dels nanofarmacs depén molt de la seva mida i forma,

ja que afecta a la seva biodistribucio. Font: Omid C. Farokhzad i Robert Langer

Els parametres importants per a l'alliberament especific exitds del farmac son:

L’us de materials biocompatibles

Evitar I'atac dels macrofags

El nanofarmac no ha de ser toxic

La nanoparticula ha de ser biodegradable després de la distribucio

La nanoparticula ha de protegir en tot moment al farmac que transporta per
tal d’evitar-ne la degradacio

El nanofarmac ha de mostrar propietats farmacocinétiques efectives

Per tal d’aconseguir aquests parametres, als nanofarmacs se’ls enllaga amb

diversos lligands i components quimics. Aquests lligands els permeten a travessar

les diferents barreres que un farmac convencional no pot i els permeten alliberar el

farmac al teixit, cél-lules o organ especific. Els lligands dels nanofarmacs poden

variar segons la funcié d’aquell nanofarmac, la qual ve condicionada per I'aplicacié

d’aquell cas. Segons el farmac que es transporti i el lloc especific on s’envii,

alguns lligands es modificaran.

15
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Figura 5: Representacié esquematica d’'una nanoparticula i els seus lligands. Font: Wikipédia

Alguns lligands als que els nanofarmacs es troben enllacats sén:

o Senyalitzacio fluorescent (com a técnica de detecci6 optica).

o Deteccié d’antigens (lligand que es troba en nanofarmacs antitumorals, ja
que diferencia les cél-lules tumorals de les sanes per tal d’alliberar el
farmac a la zona desitjada).

« Reconeixement de forma

o Capes funcionals

o Altres enllacos (depenen de la funcié del nanofarmac): cada nanofarmac
té uns lligands especifics que fan que puguin detectar el teixit especific on

es vol alliberar el farmac.

Apart dels lligands, per tal de fer biocompatibles a les nanopatrticules i protegir-les
del nostre sistema immune, a les nanoparticules se les encobreix amb diferents

capes:
o Capa biocompatible com el dextran (fa que el nanofarmac no sigui rebutjat
pel nostre cos), altres exemples de capes biocompatibles sén biopolimers

com el col-lagen, monocapes d’algunes molecules petites.

16
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« Capa protectora: L'incorporacio de polimers de polietilenglicol (PEG) a la
superficie dels nanofarmacs aporta diversos beneficis: redueix la
immunogenicitat, és a dir, fa al nanofarmac invisible al nostre sistema
immunitari; augmenta la solubilitat del nanofarmac, ja que crea una capa
hidrofilica al voltant del nanofarmac; preveu els enllacos entre
nanoparticules o amb components de la sang, permetent aixi una millor
biodistribucié; etc. Per tant millora la tolerabilitat del nanofarmac i n’allarga

aixi el temps de circulacié.

Una altra caracteristica a destacar de les nanoparticules és la gran superficie que
aguestes tenen. Al reduir-ne el tamany, la superficie augmenta de forma
exponencial. Aquesta propietat és molt positiva, ja que ens permet enllacar molts
lligands a la superficie de les nanoparticules per a millorar-ne aixi la distribucio.

1-cm cube 1-mm cubes 1-nm cubes

’ A ———— e T T ——

60,000,000 cm?

Figura 6: Representacio grafica de 'augment exponencial de la superficie quan disminuim el
tamany. Per a entendre el concepte, mostra 1 cub de 6 cm”2 de superficie, el qual, al tallar-lo a
trossets augmenta d’area, ja que ara les cares dels cubs que abans quedaven amagades es
compten com a superficie i aixi successivament fins arribar al tamany nanométric. Font: C. Lee

Ventola
Tots aquests factors que poden variar entre els diferents tipus de nanofarmacs
(gran varietat de materials que els poden compondre, els diferents farmacs que
poden arribar a transportar, els diferents tipus de lligands especifics que poden

formar la seva superficie, les diferents vies a través de les quals els podem
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administrar, la forma, la carrega, la mida, etc.) donen lloc a la seva complexitat
funcional, ja que hi ha molts factors a tenir en compte segons la funcié d’aquell

nanofarmac.
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4. DISTRIBUCIO DIRIGIDA DELS NANOFARMACS

Hi ha diferents formes de distribucio especifica dels nanofarmacs cap al conjunt de

cel-lules o teixits afectats. En angles, aquesta distribuci6 especifica dels

nanofarmacs es diu targeting drug delivery, és a dir distribucié dirigida del farmac.

Principalment hi ha dos tipus de direccionament o targeting:

Targeting actiu (Active targeting): Consisteix en dirigir el nanofarmac al
teixit o cél-lules d’interés a través de lligands (molécules petites, péptids,
anticossos, etc.) enllacats a la superficie de la nanoparticula. Aquests
ligands sbén especifics segons el tipus de cel-lules on es vol dirigir el
nanofarmac, ja que s’enllacen als receptors de la superficie de la cél-lula
d’'interés (diana terapéutica). Aquest reconeixement i enllag de la
nanoparticula a les cel-lules és degut a les interaccions lligand-receptor. Per
tant, per tal d’aconseguir aquesta especificitat, el receptor al qual es vulgui
enllacar el lligand ha de trobar-se a les cél-lules d’interés ja sigui Unicament
0 en una major quantitat que a la resta. En el cas del cancer, per exemple,
les nanoparticules que s’hi volen dirigir de forma activa utilitzen un lligand

que s’adhereix a antigens especifics d’aquell tipus de ceél-lules tumorals.

Targeting passiu (Passive targeting): El targeting passiu és aquell en el
que el nanofarmac arriba fins al teixit d’interés simplement per
caracteristiques de tamany i mida de la nanoparticula, que fan que s’hi

acumuli.

Els nanofarmacs antitumorals que es troben al mercat actual utilitzen el
targeting passiu gracies a I'anomenat efecte EPR, en anglés Enhanced
Permeability and Retention effect (efecte que millora la permeabilitat i la
retencid). Aquest efecte és degut a que els vasos sanguinis que es formen
les cél-lules tumorals com a font d’oxigen i nutrients per tal de poder seguir

creixent i reproduint-se tenen porus de tamanys nhanomeétrics que
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provoquen I'acumulacié de forma passiva dels nanofarmacs a les cél-lules

tumorals. Aquestes fenestracions soOn degudes al creixement i a la

reproduccié descontrolada i amb molta rapidesa que tenen les cel-lules

tumorals; a diferéncia d’'un endoteli vascular format per cél-lules sanes, el

qual no té cap fenestracié ja que sind tindriem hemorragies internes

constantment. A més els vasos tumorals tenen escas drenatge limfatic, el

qual contribueix en 'acumulacié de les nanoparticules.

¥ L Y M A
{ -*";":" ik -.' *
b 0o oe o
Active | 4 o ‘%5' Active oy 3 O
vascular ﬁf. tumor . °$‘ Passive ,
targeting targeting ) :

targeting

. Non-targeted NPs

Figura 7: Representacio dels diferents tipus de distribuci6 dirigida dels nanofarmacs. (Esquerre)

Targeting actiu, les nanoparticules (NPs) estan plenes de lligands enllagats a la seva superficie.

(Mig) Targeting actiu i passiu, ja que les nanoparticules es dirigeixen al tumor gracies a I'efecte

EPR i contenen lligands per fer la distribucié encara més efectiva. (Dreta) Targeting passiu amb
efecte EPR. Font: Omid C. Farokhzad i Robert Langer

Un cop la nanoparticula arriba a la cél-lula, s’hi col-loca a sobre. S’hi esta alla fins
que la propia cel-lula 'acaba deixant entrar per endocitosis. La cél-lula permet a la
nanoparticula entrar al seu interior per a que els lisosomes cel-lulars se’n desfacin,

perd un cop a dins, la nanoparticula es degrada i allibera aixi el farmac.
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PLGA nanoparticles _

e
2 -
2-Slow release of ODN 8" '.\L m

Figura 8: Representacio de I'entrada de les nanoparticules a la cél-lula a través d’endocitosis.
(1):Cél-lula forma una vesicula o endosoma per deixar entrar les nanoparticules a l'interior. (2): Les
nanoparticules es degraden i alliberen el farmac un cop a dins de la vesicula. (3): El farmac
s’escapa de la vesicula alliberant-se aixi a I'interior de la cél-lula. Font: Leila Farahmand, Behrad

Darvishi i Keivan Majidzadeh-A.
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5. BENEFICIS DELS NANOFARMACS

Gracies a l'encapsulacié del farmac a escala nanométrica, en nanoparticules,
aconseguim modificar-ne les propietats per poder canviar la distribucié per a una
més dirigida i localitzada a la zona d’interés (sense arribar a modificar I'efectivitat
del farmac). Aquesta alliberacié intel-ligent del farmac ens aporta molts beneficis,
ja que redueix de forma significant els inconvenients amb els que ens trobem amb

els farmacs sistémics.

Per comencar, la distribucio dirigida provoca que el farmac només arribi als teixits
afectats, per tant, al ser una quantitat infima o inexistent de farmac la que arriba a

les cél-lules sanes, els efectes secundaris es veuen molt reduits o inexistents.

A més, gracies a les capes amb les que es cobreixen les nanoparticules per a fer-
les biocompatibles, per a protegir-les i fer-les invisibles al nostre sistema immune i
gracies al seu tamany nanomeétric s’arriba a evitar la degradacié del farmac i per
tant no en perdem tanta quantitat a les barreres que provoca que només arribi

entre un 3-5% del farmac sistémic a les cél-lules d’interés.

El tamany nanomeétric provoca que les nanoparticules no puguin accedir a zones
on el farmac sistémic si, aixo allarga el temps de circulacié de les nanoparticules
pel nostre cos; a diferéncia dels farmacs sistémics que s’eliminen amb rapidesa a
la bufeta urinaria i que per evitar-ho s’augmenta encara més la dosi de farmac

sistémic de la necessaria.

El fet de perdurar més temps en circulacié pel cos (en dosis no excessives ja que
siné acabaria resultant toxic) provoca que pugui acumular-se més a la zona
desitjada. Per exemple, quan tractem un cancer de forma convencional, una part
del farmac sistémic si que s’acumula a les cel-lules tumorals degut a I'efecte EPR,
perd gran quantitat del farmac es perd i per tant al augmentar les dosis el farmac

també s’acaba acumulant en cél-lules sanes. En canvi, al tractar-lo amb
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nanofarmacs i augmentar el temps de circulacid, les nanoparticules s’acumulen en
grans quantitats a les cél-lules tumorals per efecte EPR, millorant aixi la distribuci6

dirigida.

En general totes aquestes caracteristiques milloren la distribucio localitzada a les
cel-lules d’interés, el qual provoca que la dosi de farmac necessaria sigui molt
menor a la que es necessita en els farmacs convencionals, reduint aixi encara
més els efectes secundaris i la toxicitat amb la que es troba el nostre cos quan

hem d’augmentar molt les dosis.
Per tant, els beneficis més importants de la distribucié dirigida gracies als
nanofarmacs son:

. * DEGRADACIO | PERDUA DEL FARMAC

* DOSI PER A FER EFECTE

. * EFECTES SECUNDARIS

* TOXICITAT

* TEMPS DE CIRCULACIO
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6. CLASSIFICACIO DE LES NANOPARTICULES

Les caracteristiques fisiques de les nanoparticules com la seva forma, el tamany,
la permeabilitat i la superficie son molt importants ja que condicionen les seves
propietats i la seva farmacocinética. Aquestes caracteristiques s'aconsegueixen en
el procés de sintesi de la nanoparticula, on la mida i I'estructura final depenen dels

additius de sal i surfactants, concentracions de reactius, temperatures de reaccio i
condicions de dissolvent utilitzades.

% \j f’ h/» PEGylation or other coatings
dendrimer  protein-drug X surface functional group
conjugate /\/ (e.g.,—SH, -NH,, -COOH)
R e -/+ surface charge
6 wj¥

/'\/» targeting ligand

(e.g., antibody, peptide, aptamer)

carbon nanotube

nanoparticle

material
aoelns

hydrogel particle solid-lipid

hybrid particle ‘ ,

sphere rod

» cube *

plate star

Figura 9: Esquema que mostra la gran varietat de nanoparticules que hi poden haver segons les
caracteristiques fisiques. Font: Hendrik Heinz, Chandrani Pramanik, Ozge Heinz, Yifu Ding, Ratan
K. Mishra, Delphine Marchon, Robert J. Flattc, Irina Estrela-Lopis, Jordi Llop, Sergio Moya, Ronald

F. Ziolo.

Per tant, com podem comprovar, una gran varietat de nanoparticules i materials
son utilitzats en la nanomedicina, els quals tenen una gran influéncia en la funcié i
aplicacié. Segons aquestes caracteristiques podem classificar les nanoparticules

en dos grans grups: les inorganiques i les organiques.
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LES NANOPARTICULES INORGANIQUES:

Figura 10:

Figura

NANOPARTICULES D'OR:

Les nanoparticules d’or normalment mesuren menys de 100

nanometres i tenen una gran superficie disponible per a
funcionalitzacié (per enllagar-hi lligands), en comparacié amb el seu
tamany. Sén utilitzades per al transport d’'un farmac o de gens, com a
agents de diagnostic i com a millora de la radioterapia. Les
nanoparticules d’or poden potenciar processos optics com I'absorcio
de la llum, la dispersid i la fluorescéncia a causa de la interaccio dels
electrons lliures a la nanoparticula amb Illum. Sobretot es
caracteritzen per ser excel-lents per a detectar i tractar malalties com

el cancer a través de terapies fototermiques.

Nanoparticules d’or de diferents tamanys en suspensio. Font: Nanocomposix

NANOPARTICULES DE PLATA:

Son bastant semblants a les nanoparticules d'or en algunes

caracteristiques, ja que tenen tamanys i superficies semblants i
també es poden utilitzar per transportar farmacs o gens, com a
agents de diagnostic o per a millorar la radioterapia. Pero, sobretot
s’utilitzen com a component de ciment ossi o per a lluitar contra

infeccions bacterianes.

— S — _— _—

NAN®VEX

Biotechnologies S.L.

11: Nanoparticules de plata en suspensid. Font: Nanovex biotechnologies
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NANOPARTICULES D’OXID DE FERRO:

Les nanoparticules d’oxid de ferro estan formades generalment per
un nucli central de Fe304 envoltat per una capa hidrofilica de
dextran o d’algun altre compost biocompatible per tal d’augmentar
'estabilitat de les nanoparticules. Les seves aplicacions son
diverses, ja que es pot utilitzar com a agent de contrast de
ressonancia magnetica per tal de rastrejar i monitoritzar cel-lules
d’'interés, per a detectar I'apoptosi i expressido genética, per a
transportar un farmac fins al teixit d’interés, etc. Es poden dirigir a
punts especifics del cos gracies a l'aplicacid d’'un camp magnétic

extern.

O]
7
] p;

Figura 12: Nanoparticules d’'dxid de ferro. Font: Cytodiagnostics

PUNTS QUANTICS:

Els punts quantics son particules (nanocristalls) semiconductors que

tenen un diametre de menys de 10 nm. Mostren propietats
electroniques i optiqgues uniques dependents de la mida i tenen un
ampli espectre d’excitacié. Estan formats per un nucli inorganic
(CdSe) i una capa organica aquosa (ZnS) per tal de millorar-ne les
propietats optiques. Tenen temps de circulacié per la sang llargs i
poden mantenir la fluorescéncia durant diversos mesos in vivo. A

mes, tenen una gran superficie, el qual permet adherir-hi lligands i
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agents per al transport localitzat del farmac, per aplicacions de

diagnostic per la imatge o per a I'enginyeria de teixits.

I
H
[

Figura 13: Punts quantics de diferents tamanys en suspensi6. Font: Peter Shadbolt

« LES NANOPARTICULES ORGANIQUES:
« NANOPARTICULES POLIMERIQUES: Les  nanoparticules

polimériques poden fabricar-se en una amplia gamma de varietats i

mides, que van des de 10 nm finsa 1 um.
o PLGA:
Es tracta d’'un polimer sintétic utilitzat en estudis per regenerar
teixits i per cicatritzacio de ferides, tot i que actualment s’esta
utilitzant amb éxit com a nanofarmac, per a dirigir farmacs
antitumorals a les cél-lules d’interés. EI PLGA (acid poli lactic-
co-glicolic) és un dels polimers biodegradables més
desenvolupats. Té una alta biodegradabilitat i biocompatibilitat
i ha estat aprovat per la FDA (Food and Drug Administration) i
per 'TEMA (Agéncia Europea del Medicament) en sistemes de
lliurament de farmacs per a l'administracio parenteral. Les
nanoparticules de PLGA es sintetitzen a través de blocs de
copolimers de diferents hidrofobicitats. Aquests copolimers
s'ajunten espontaniament en una formacié de micel-les en un
ambient aquos. Poden encapsular tant farmacs hidrofobics
com farmacs hidrofilics, també poden encapsular proteines i

macromolécules d’acid nucleic.
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Figura 14: Nanoparticules PLGA: (A) Conjugacio quimica i representacié de I'encapsulacio en

nanoparticules PLGA modificades per PEG. (B) Imatge de microscopia electronica de transmissio

de les nanoparticules PLGA. Barra d'escala: 100 nm. Font: Rania Harfouche

o DENDRIMERS:

Els dendrimers sén macromolécules ramificades regularment

a partir d'elements sintétics o naturals que inclouen
aminoacids, sucres i nucleotids. Tenen un nucli central, capes
interiors de branques i una superficie exterior. Aquesta
estructura permet que a les branques de la nanoparticula s’hi
enllacin molécules per ajudar amb la distribucié dirigida del
farmac. Algunes aplicacions dels dendrimers sén la terapia
génica, el transport localitzat d’'un farmac, immunoassaig i

agent de contrast de ressonancia magnéetica.

Figura 15: Representacié grafica de I'estructura d’'un dendrimer. Font: Anu Mary Ealias i

Saravanakumar MP

28



ELS NANOFARMACS, UNA MILLORA DEL TRACTAMENT CONTRA EL CANCER?

« NANOPARTICULES NO POLIMERIQUES:
o LIPOSOMES:

Els liposomes son vesicules esfériques formades per bicapes

de fosfolipids. El farmac transportat es troba dins del nucli
buit, protegit per la bicapa fosfolipidica que evita la seva
degradacio. Actualment ja hi ha 12 medicaments terapéutics
basats en liposomes aprovats clinicament, d’entre ells es
troben liposomes que contenen Doxorubicina (farmac
antitumoral) per al tractament del cancer d’ovari i de mielomes
multiples. Els components dels liposomes sén semblants a les
membranes cel-lulars humanes naturals, per tant, soOn
altament biocompatibles i biodegradables. Els liposomes
poden transportar i subministrar terapies hidrofiliques o

hidrofobiques.

Liposome

Aqueous Compartment

Lypidic Bilayer

Figura 16: Representacié esquematica d'un liposoma i la distribucié dels farmacs que transporta
segons la seva hidrofilicitat. Font: Eloah Rabello Suarez

o NANOTUBS DE CARBONI:

Es tracta d’'una capa de grafit cargolada en forma de cilindre.

Aquesta capa esta formada per xarxes hexagonals d’atoms de
carboni d'entre 1-100 nm, el qual li proporciona propietats
termiques mecaniques i electrigues uUniques. La seva gran

superficie en comparacid6 amb el tamany permet enllagar-hi

29



ELS NANOFARMACS, UNA MILLORA DEL TRACTAMENT CONTRA EL CANCER?

diversos farmacs. Algunes de les seves aplicacions son el
transport de molécules d’ADN a ceél-lules dinteres i el
transport de farmacs antitumorals com a millora del tractament

del cancer.

Figura 17: Nanotub de carboni. Font: Cell press

o MICEL-LES:
Les micel-les tenen forma esférica i estan formades per un
nucli hidrofobic envoltat per una capa hidrofilica, el qual
permet que passin a través de membranes i barreres
fisiologiques durant la seva farmacocinética. La seva aplicacio
principal és el transport de farmacs hidrofobics de forma
dirigida al teixit d’'interés. Poden alliberar el farmac amb la
variacio del pH, el qual és interessant pel tractament del

cancer ja que les cel-lules tumorals tenen un pH caracteristic.

Figura 18: Representacio6 grafica d’'una micel-la. La part groga (nucli) representa la part
hidrofdbica, on conté el farmac; la capa que envolta el nucli representa la capa hidrofilica. Font:

Anu Mary Ealias i Saravanakumar MP
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o PROTEINES (ALBUMINA):

Es tracta de nanoparticules de proteines d’albumina que

transporten farmacs hidrofobics per la sang. L'albumina
s'uneix naturalment a les molécules hidrofobiques amb un
enllac reversible no covalent, evitant toxicitats basades en el
dissolvent. El 2005 va ser aprovat per la FDA un nanofarmac
anomenat Abraxane format per una nanoparticula d’albumina
d’'uns 130 nm que transporta paclitaxel (farmac antitumoral),

per al tractament del cancer de mama.

NOC (801 714 99 b
Raad 1 piden of cartan

braxane*
for Injoctable Suspension
DR e ¥ S

Figura 19: Abraxane (nanofarmac antitumoral format per nanoparticules d’albumina). Font:

Nanotechnology in City Environments (NICE)
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6.1. LES NANOPARTICULES DE PLGA

Les practiques que he dut a terme en el laboratori han consistit, en part, en la
sintesis de nanoparticules de PLGA amb rodamina a l'interior. Es per aixo que vull
endinsar-me una mica més en aquest tipus de nanoparticules polimériques, les
quals, degut a la seva alta biodegradabilitat i biocompatibilitat sén molt utilitzades
per la sintesis de nanofarmacs. Vull remarcar, pero, que el procés de sintesis
d’aquestes esta redactat de forma més especifica a la part practica del meu

treball.

Les nanoparticules de PLGA tenen forma esférica i son buides, ja que a linterior
s’hi introdueix el farmac a transportar. EI PLGA (acid poli lactic-co-glicolic) és un
polimer sintétic biodegradable format per acid lactic i acid glicolic. L’acid lactic es
degrada amb el pH, el qual provoca que depenent de la quantitat d’acid lactic que
contingui una nanoparticula, aquesta alliberara el farmac més rapidament o més
lentament. Aquesta caracteristica resulta molt interessant, ja que permet regular el

temps que triga en degradar-se la nanoparticula.

0 H' O (o)
2 O, e % + k/
OH OH
s : HO
X Yy OH

PLGA Lactic Acid Glycolic Acid

Ny &

Metabolic
Pathways

Figura 20: Esquema de I'hidrdlisi del polimer de PLGA. Font: Fabienne Danhiera, Eduardo

Ansorena, Joana M.Silva, RégisCoco, Aude Le Breton i Véronique Préat.

Aquestes nanoparticules es sintetitzen a través d’un procés de doble emulsio.

Consten de diverses fases o0 capes. La capa interna és on es troba el farmac,
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aquesta capa consisteix basicament d’'una dissolucié del farmac a transportar i
aigua, per tant es tracta d’'una capa hidrofilica. La capa que envolta aquesta,
anomenada fase organica o segona capa, esta formada pel polimer de PLGA,
diclorometa i el SPAN-80 (es tracta d’'una capa hidrofobica). | I'iltima capa és una
dissolucié d’alcohol polivinilic i NaCl (capa hidrofilica). La funcié del SPAN-80 i de
I'alcohol polivinilic és unir les diferents capes entre si, tot i les seves diferents
hidrofobicitats, basicament es tracta de surfactants o emulsionants amb caracter
amfipatic. Aquestes fases es sintetitzen primer individualment i es barregen. Un
cop obtingudes, sotmetem les capes a un procés de dues sonicacions (d’aqui el
nom de doble emulsid), es deixa reposar i les nanoparticules es sedimenten i

s’extreuen gracies a diversos processos de centrifugacio el dia seglent.

PLGA Nanoparticles. Double emulsion synthesis

I.IIUI..I ™
* PLGA d|solved in an organic solvent. < Inner phase (W,)

v « Homogenisation to form the 1t emulsion. e

¢ Emulsion transferred into the outer phase

(aqueous <— Outer phase (W,)

» Homogenisation to form the 2" emulsion.
* Solvent evaporation.

Figura 21: Resum esquematic de la sintesis de les nanoparticules de PLGA a través del métode

de la doble emulsio. Font: Estudi propi

Algunes de les aplicacions d’aquestes nanoparticules (que s’estan duent a terme o
gue estan en estudis per a dur a terme en un futur) sén per a tractaments
antitumorals (contra el cancer), per a tractaments contra inflamacions, tractaments
de medicina regenerativa, tractaments de malalties cardiovasculars, tractaments

de I'osteoporosi, tractaments de la diabetis, tractaments de tumors de cervell, etc.
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Receptors Ligands Therapeutic compounds Study design
Vaccination
Targeted nanoparticles
Toll-like receptors MPLA OVA Preclinical (mice)
C-type lectins Mannan OVA Preclinical (mice)
Siglec Anti-Siglec-7 polyclonal antibody - In vitro
Claudins CPE30 Influenza hemagglutinin Preclinical (mice)

.3 Integrins
STAT3

Cancer
Untargeted nanoparticles

Targeted nanoparticles
ICAM-1
Folate receptor
Specific receptor of lymphatic metastatic tumors
Prostate specific receptor
o34 integrins
Nucleolin
HER-2

Inflammation
Untargeted nanoparticles

Cerebral diseases
Untargeted nanoparticles

Targeted nanoparticles
Transferrin receptor
Opioid receptor
Opioid receptor
Specific brain receptor

Regenerative medicine

Cardiovascular diseases
Untargeted nanoparticles

Infections
Untargeted nanoparticles
Osteoporosis

Untargeted nanoparticles

Diabetes
Untargeted nanoparticles

RGD/RGDp
LDV/LDVp
151-124

cLABL

Folate

LyP-1

PSMA

RGD

AS51411
rhuMAbHER2

Lactoferrin

Simil-opioid peptide (g7)
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Figura 22: Taula d’exemples de diverses aplicacions de les nanoparticules de PLGA

desenvolupades actualment per al tractament de diferents patologies. Font: Fabienne Danhiera,

Eduardo Ansorena, Joana M.Silva, RégisCoco, Aude Le Breton i Véronique Préat.
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Ligand-targeted PLGA nanoparticles for cancer therapeutics

Nanoparticle Drug loade d Ligand Target site Inference

PLGA Paclitaxel ScFv antibody Hepatic cancer Improved cellular cytotoxicity against Chepp-3 cells

PLGA-PEG Cisplatin PSMA targeting aptamer Prostate The NPs were readily taken up by receptor mediated endocytosis
PLGA-PEG Paclitaxel RGDp Human umbilical vein Enhanced uptake by integrin expressing malignant cells

endothelial cells

PLGA nanoparticles for gene delivery

MNanoparticles Gene Delivered Target Inference

PLGA nanoparticles DNA C0S-7 and CF2*" cells Localization into the endo-lysosomal compartment,
250-fold protein expression in cells

Chitosan-PLGA nanoparticles Antisense oligonucleotides DNAJRNA Lung cancer cells Efficient delivery of antisense oligonucleotides

DEPA-PVA-PLGA nanoparticles Anti-luciferase siRNA H1299 cell line 80-90% knockdown of the luciferase reporter gene

PLGA-PEG nanoparticles for anticancer drug delivery

Nanoparticles Drug loaded  Target Inference

PLGA-mPEG Cisplatin BALB/c miceaa  Higher survival rate and delayed tumour growth was observed for PLGA-mPEG nanoparticle-treated
nanoparticles mice in comparison with animals treated with the free drug

FPLGA-PEG Docetaxel Solid tumors Biological half-life of the drug is significantly augmented, while imparting considerable solid
nanoparticles tumour accumulation

Figura 23: Altres taules d’exemples d’aplicacions actuals de les nanoparticules de PLGA en
tractaments antitumorals i tractaments de terapia génica. Font: Shweta Sharma, Ankush Parmar,

Shivpoojan Kori i Rajat Sandhir.
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7. EL CANCER

El tractament del cancer a través de quimioterapia resulta molt toxic per als
pacients i comporta molts efectes secundaris, molt greus. Es per aix0 que veient
els beneficis que els nanofarmacs aporten, he volgut focalitzar el meu treball amb

el tractament del cancer amb nanomedicina.

El cancer és un tipus de malaltia en la que un grup de cel-lules es comencen a
reproduir de forma descontrolada i a ritme molt més rapid que el ritme de mort
cel-lular. Aquest grup de cel-lules forma el que anomenem un tumor maligne, el
qual envaeix els teixits del seu voltant i en casos greus, pot arribar a estendre’s a
altres punts del cos a través de la limfa o de la sang, donant lloc aixi, al que
anomenem metastasis.

No tots els tumors sén malignes, al contrari, quan el ritme de reproduccidé d’'un
grup de cel-lules és molt més elevat que el ritme de mort cel-lular, pero les
cél-lules filles encara no s’han especialitzat, parlem d’'un tumor benigne (no fa cap

funcid, ja que les cél-lules filles no s’han especialitzat).

El procés que es duu a terme per a reproduir les nostres cél-lules s’anomena
mitosi. La mitosi consisteix basicament en la divisié cel-lular per donar lloc a
cel-lules filles exactament iguals que la cél-lula mare. Aquestes, tenen la mateixa
quantitat de material genetic que la cél-lula mare (23 parells de cromatines, en el
cas dels humans). La mitosi dona lloc al creixement dels nostres teixits i provoca

gque a mesura que ens anem fent grans anem augmentant de tamany.

La vida cel-lular passa per diferents fases:

‘ Reproduccio ‘

Naixement —» | Creixement —— | Diferenciacio \

Mort |

Figura 24: Esquema de les diferents fases de la vida cel-lular. Font: Noé€lia Teruel
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La durada d’aquest cicle és variable, pot durar entre unes hores (cél-lules de la

mucosa intestinal) o tota la vida d’aquell organisme (neurones).

En general, les cél-lules viuen menys que l'individu. Perd cal que el ritme de
reproduccid cel-lular sigui major o igual al ritme de mort cel-lular, per tal de
mantenir un equilibri (els humans generem 2 milions de cel-lules per segon per

mantenir aquest equilibri).

La mort cel-lular, la qual té lloc per autolisi dels lisosomes cel-lulars, esta
programada en els gens, totes les cel-lules tenen marcat en el seu ADN quan
moriran. Perd, en quan una cel-lula té alguna malaltia o algun problema que
provoca que no pugui dur a terme la seva funcid vital, aleshores, aquesta es
destrueix abans de temps, per tal d’evitar mals majors i afectar d’alguna manera a

les cél-lules del seu voltant. Aquesta mort provocada s’anomena apoptosi.

El problema del cancer és que encara que les cel-lules estiguin malmeses, eviten

I'apoptosi i continuen multiplicant-se de manera descontrolada.

Molts tumors malignes son provocats per mutacions en el material genetic de les
cel-lules. Existeixen molts agents cancerigens que sOn capacos de produir
mutacions en I’ADN i originar transformacions neoplasiques (pas d’una cel-lula
sana a una cancerigena). Alguns agents cancerigens son les radiacions nuclears,
UV i X, el quitra, 'amiant, el pa torrat cremat, alguns conservants i edulcorants,

begudes alcohdliques, el tabac, etc.
A més, en el nostre cos, apart dels gens antioncogens (gens supressors), els

quals inhibeixen la divisio cel-lular; també hi ha uns gens que, pel contrari, poden

esdevenir oncogens amb facilitat i induir la transformacié neoplastica.
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El cancer també pot ser provocat per virus oncogenics, els quals introdueixen
oncogens a la cél-lula originant la transformacié neoplastica d’aquesta. Un

exemple en seria el virus del papil-loma huma.

Davant d’'un tumor maligne, el nostre cos detecta les cél-lules cancerigenes degut
a gque aquestes presenten molecules distintives a la seva membrana (antigens), i
com a defensa allibera anticossos. El problema és que aquests no son suficients

per acabar amb les cél-lules canceroses.
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7.1. EFECTES SECUNDARIS DELS TRACTAMENTS
ANTITUMORALS

Generalment, les principals terapies que es fan servir en el tractament del cancer
sén la cirurgia, la quimioterapia, altres medicaments amb indicacié
anticancerigena, i la radioterapia. Les quals, com he explicat anteriorment, tenen

molts efectes secundaris degut a la toxicitat que comporten de cara al nostre cos.

Per tant, per tornar a destacar la importancia de la millora del tractament del
cancer gracies als nanofarmacs, m’agradaria mencionar alguns dels molts efectes

secundaris que acabem negligint amb I'ajuda de la nanomedicina:

e Aneéemia: disminuci6 de quantitat d’hemoglobina en sang.
o Alopécia: Caiguda del cabell
e« Canvis enlapellienles ungles

e Problemes de fertilitat

o Deliri
o Diarrea
e Dolor

« Edema: acumulacié anormal de fluids (principalment limfa) en I'espai
tissular intercel-lular o intersticial, la qual causa inflamacié i dolor sever.

e Estrenyiment

o Pérdua de I'apetit

o Fatiga

o Neutropénia: concentracio baixa de neutrofils en sang. Els neutrofils son
un tipus de globuls blancs que formen part del nostre sistema immune, ja
gue ens defensen de les infeccions. La neutropénia, per tant, pot arribar a
provocar greus infeccions. Pot arribar a ser una malaltia cronica.

« Limfedema: Es un edema cronic produit per una obstruccio en els canals
limfatics de l'organisme. Es produeix per l'acumulacio de la limfa en els

espais intersticials.

39



ELS NANOFARMACS, UNA MILLORA DEL TRACTAMENT CONTRA EL CANCER?

Nausees i vomits

Neuropatia periferica: Els nervis del sistema nervids periferic es danyen.
Problemes de memoria o de concentracio

Alteracions en la mucosa de la boca

Problemes per dormir

Problemes de salut sexual

Problemes urinaris i de bufeta

Trombocitopenia: Disminucié de plaguetes en sang

Cardiotoxicitat: Problemes en la musculatura del cor i en el seu

funcionament.
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1.2 LINIA CEL-LULAR HELA

Una altra part de les practiqgues que he dut a terme en el laboratori ha consistit en
la sembra i cultiu de cél-lules Hela. Es per aixd que m’hi he volgut endinsar una

mica mes, per a facilitar més endavant la comprensio de la meva part practica.

Les cel-lules HelLa constitueixen un llinatge de cel-lules epitelials humanes
procedents d'un carcinoma cervical. Concretament es tracta de la primera linia
cel-lular que es va fer servir per a cultius cel-lulars als anys 50. Es a dir, aquestes

cel-lules porten gairebé 70 anys creixent ininterrompudament.

Aquesta linia cel-lular prové de les cel-lules de cancer de cérvix que li van extreure
a la pacient Henrietta Lacks (d’aqui el nom) en una operacié quirurgica als anys
50, les quals, al proliferar tan facilment en cultius cel-lulars es van comencar a

utilitzar per a la investigacio.

S'utilitzen al laboratori per a fer experiments, la raé per la qual es fa experiments
més sovint amb cél-lules cancerigenes que amb cél-lules sanes és perqué, apart
del creixement tan rapid de les cel-lules tumorals en comparacié amb la resta,
tenen una gran capacitat d’adaptacio i molt dificiiment es moren en comparacio
amb les cél-lules no tumorals. Actualment s’utilitzen en el moén de la investigacio a

gran escala i es troben a laboratoris d’arreu del mon.
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Figura 25: Cél-lules HeLa observades des d’un

microscopi optic. Font: Estudi propi.

Figura 26: Teixit de cérvix amb cel-lules
sanes. Com es pot comprovar, en comparacio
amb la figura 24, les cél-lules que
constitueixen aquest teixit tenen formes
regulars i la seva disposicio en I'espai és de
forma ordenada, sense deixar grans espais
entre elles. Font: Achim Schneider. Institute
for cytology and dysplasia.
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8. NANOFARMACS PEL TRACTAMENT DEL CANCER
APROVATS O EN ESTUDIS

Year Name Type Active drug Diameter Type of cancer
approved (references)
Japan Zmostatm  Polymer protein  Styrene maleic anhydride U Renal cancer
(1994) stimalamer  conjugate neocarzinostatin (SMANCS)
FDA (1995) Doxil'caslyx Liposome Doxorubicin 80-90 nm HIV-associated Kapost's sarcoma, ovarian cancer, metastatic
EMA (PEGylated) 82] breast cancer, multiple myeloma
(1996)
FDA (1996) DaunoXome Liposome (non-  Daunorubicin 45 nm [83] HIV-associated Kapost's sarcoma
PEGylated)
Tarwan Lipo-Dox Liposome Doxorubicin 180 nm [84]  Kapost’s sarcoma, breast and ovarian cancer
(1998)
FDA (1999) DepoCyt Liposome Cytosine arabmoside (cytarabine)  10-20 um Neoplastic meningitis
[84]
EMA Myocet Liposome Doxorubicin 190 nm [84]  Breast cancer
(2000)
FDA (2005) Abraxane Nanoparticle Paclitaxel 130nm [27]  Advanced non-small-cell lung cancer, metastatic pancreatic
EMA albumin bound cancer, metastatic breast cancer
(2008)
FDA (2006) Oncaspar PEG protein L-Asparaginase 50-200nm  Leukemia
conjugate [84]
South Genexol-PM  PEG-PLA Paclitaxel 20-50 nm Breast cancer, Lung cancer, Ovarian cancer [126]
Korea polymeric micelle 85]
(2007)
EMA MEPACT Liposome (non-  Mifamurtide ¥ Osteosarcoma
(2009) PEGylated)
EMA NanoTherm  Iron oxide - 20 nm [86] Thermal ablation glioblastoma
(2010) nanoparticle
FDA (2012) Marqibo Liposome (non-  Vincristine 100 nm [87]  Philadelphia chromosome negative acute lymphoblastic
PEGylated) leukemia
FDA (2015) MM-398 Liposome Irinotecan 80-140 nm Metastatic pancreatic cancer (2nd line)
(Onivyde) (PEGylated) [88]

e W e p e e N e e e e | e e g P G
Figura 27: Taula de nanofarmacs pel tractament del cancer actualment aprovats, és a dir,
actualment es troben disponibles en el mercat farmaceéutic. *Dades no trobades. Font: Stephanie

Tran, Peter-Joseph DeGiovanni, Brandon Piel i Prakash Rai.
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Year Name Typeof  Active drug Phase Size Type of cancer
nano- of (nm)
particle trial
2017 NU-0129 Gold Gold and I i Glioblastoma multiforme
sIRNAs
2017  MM-398 Liposome Irinotecan LII, 80—  Small cell lung cancer, metastatic pancreatic adenocarcinoma, pediatric solid

I 140 tumors

2016% Genexol-PM  Polymer Paclitaxel jagns <350  Gynecologic cancer, hepatocellular carcinoma, advanced breast cancer, non-small
cell lung cancer
2016 CRLXI101 Polymer Camptothecin L1I 30—  Ovarian, rectal, renal, fallopian tube, lung (small cell and non-small cell) primary

40 peritoneal, stomach, gastroesophageal, and esophageal cancers

2016  AuroLase Silica- Gold I 150  Prostate, head and neck, lung
Gold
2016  Vincristine  Liposome Vincristine L1 ~100 Kaposiform hemangioendotheloma, Kasabach-Merritt Syndrome, tufted
sulfate angioma, rhabdomyosarcoma, recurrent adult acute myeloid leukemia,
liposome lymphoblastic levkemia*** multiple lymphomas (non-hodgkin, follicular,
injection mantle-cell, small-cell, and B-cell [Margional Zone]), Waldenstrom

macroglobulinemia

2016 Anti-EGFR  Liposome Doxorubicin  II 130— Breast cancer

immuno- 200
liposome
2015 Mitoxantrone Liposome Mitoxantrone I 60 Breast cancer, diffuse large B-cell lymphoma, non-Hodgkin’s lymphoma, and
HCl peripheral T/NK lymphomas
liposome
mjection
(plm60-35)
2014 CPX-351 Liposome I * Acute myeloid leukemia
2014 LipoCURC  Liposome Curcumin I * Advanced cancer with failed standard of care therapy
2014 SGT-53 Liposome Plasmud 11 v Glioblastoma, neoplasm_ metastatic pancreatic cancer
containing

normal human

wild type p53

DNA
2013 LiPlaCis Liposome Cisplatin I & Advanced or refractory solid tumours, metastatic breast cancer
2012 PROMITIL  Liposome Mitomyein-C I ~90  Solid tumors
2011  Abraxane Protein-  Paclitaxel I ~130 Breast cancer*
drug
conjugate

Figura 28: Taula de nanofarmacs pel tractament del cancer que actualment es troben en estudis,
per a ser aprovats en un futur. *Dades no trobades. **Tots els pacients d’aquest estudi tenen més
de 65 anys. ***Pacients entre I'edat 1-21. Font: Stephanie Tran, Peter-Joseph DeGiovanni,

Brandon Piel i Prakash Rai.
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PART PRACTICA
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9. INTRODUCCIO A LA PART PRACTICA

La part practica del meu treball de recerca la vaig realitzar durant unes estades
que vaig tenir la immensa sort de poder fer a la Universitat Autonoma de
Barcelona. Vaig estar realitzant les estades Argd des del 25 de Juny fins al 12 de
Juliol, durant les quals no només vaig poder dur a terme les meves practiques,
sindé que també vaig poder gaudir d’'una experiéncia increible envoltada d’un

entorn universitari.

Figura 29: Emocionada a punt de comencar les practiques a un

laboratori de la universitat!!! Font: Estudi propi

Vaig dur a terme les practiques a un dels laboratoris de I'Institut de Recerca de
Biotecnologia i de Biomedicina (IBB) de I'UAB. Els dies que vaig dedicar
exclusivament a les practiques van ser quatre i és per aix0 que he estructurat les

practiques segons els quatre dies.

Davant de tot el que vaig aprendre amb la part tedrica del meu treball de recerca,
vaig formular la seglient hipotesis:
e Els nanofarmacs amb nanoparticules de PLGA podrien servir com a

millora del tractament del cancer de cérvix
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Concretament em vaig interessar per les nanoparticules de PLGA per la seva alta
biodegradabilitat i biocompatibilitat i pel cancer de cérvix perque coneixia de
I'existéncia de les cél.lules HeLa, amb les quals sabia que no tindria problema per

a dur a terme les meves practiques.

L’objectiu principal de les practiques, per tant, era fer la sintesis de nanoparticules
de PLGA (50% acid lactic i 50% acid glicolic) carregades amb rodamina
isotiocianat i sembrar un cultiu de cél-lules de la linia cel-lular HeLa, on més tard
vam introduir les nanoparticules; per a després observar els resultats a través d’un
microscopi de fluorescencia i un microscopi electronic de rastreig.

El primer dia el vam dedicar a la sintesis de les nanoparticules de PLGA,; el segon
al rentat d’aquestes a través de diverses centrifugacions i vam cultivar les cél-lules
de cancer de cervix; el tercer dia vam introduir les nanoparticules als cultius
cel-lulars, vam dur a terme una DLS i vam preparar els portaobjectes per a poder
observar les mostres a través dels microscopis; per acabar, I'ultim dia el vam
dedicar a observar els resultats a través dels microscopis de rastreig i de

fluorescencia.

Al llarg de les practigues podem diferenciar entre dos importants variables, on la
variable independent és aquella que nosaltres modifiquem per veure com varia
una condicié en concret (aquesta condicié 'anomenem variable dependent) i la
variable dependent és aquella que varia segons les condicions que nosaltres
establim.

« Variable dependent: la preséncia de fluorescencia a la cél-lula (observada a

través del microscopi de fluorescencia).

o Variable independent. preséncia de rodamina isotiocianat en les

nanoparticules.

A part de la variable dependent, vam dur a terme diverses mostres control per

comprovar que la presencia de fluorescencia a les cél-lules en el resultat final
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realment era deguda a la preséncia de les nanoparticules de PLGA amb rodamina
isotiocianat. Aquestes mostres control eren:

o Nanoparticules de PLGA sense rodamina isotiocianat sin6 amb aigua a la

part interna (per demostrar que la presencia de fluorescencia no era
provocada per les nanopatrticules de PLGA en si).

e Cel-lules a les quals no vam introduir nanoparticules (per demostrar que la

presencia de fluorescencia no era provocada per les cel-lules).

Apart de les practiques que vaig estar duent a terme al laboratori, he afegit també
una comparacio d’un farmac antitumoral convencional amb la nanoparticula que
transporta aquest farmac de forma dirigida, per tal de reforcar la meva hipotesis i
comprovar que realment els nanofarmacs ens aporten beneficis molt importants i

de forma significativa.
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9.1. PRACTIQUES DIA 1

-MATERIALS:
« ESTRIS | APARELLS DE LABORATORI:

NOM, DESCRIPCIO | UNITATS IMATGE

6 Mosques magnétiques: Petit imant que

serveix per a barrejar substancies amb

';234567371?}w:

I'ajuda de I'agitador magnétic.

1 Agitador magnetic: Aparell que genera un
camp magnetic que fa girar la mosca
magnetica, provocant aixi barrejar la

substancia d’interées.

1 Espatula: Utilitzada per agafar petites

guantitats de compostos solids.

1 Balanca analitica: Utilitzada per a pesar

compostos amb molta precisio. Té una

sensibilitat de fins a una desena mil-lesima o 2
—
de gram. D

A -
S

4 Vials: Pot on dipositar substancies amb les

quals s’esta treballant.
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2 Tubs d’Eppendorf: Apart d’utilitzar-se de
la mateixa forma que els vials, també

s’utilitzen per a centrifugar substancies.

1 Pipetejador: Estri utilitzat per a traspassar
quantitats precises de liquids d’un recipient a
un altre. No fa el buit, per tant depén de la

capil-laritat del dissolvent que aquest no es

b
perdi.
!
1 Pipetejador especial per a dissolvents
organics: Pipetejadors utilitzats nomeés en
—— . -

solvents organics que agafen directament el
liquid i fan el buit, de manera que no
permeten que la viscositat del dissolvent

provoqui que aquest es perdi.

1 Capsa amb puntes pel pipetejador: Les
puntes es col-loquen a la part inferior del
pipetejador, és on es troba el liquid abans de
deixar-lo anar a I'altre recipient. Es important
anar canviant les puntes cada cop que
agafem una substancia diferent amb el
pipetejador, per tal d’evitar contaminar cap

mostra.
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1 Sonicador: Aparell amb una agulla que
genera unes vibracions d’alta intensitat, les
quals generen ones d’ultrasd que agiten la

substancia o les particules.

2 Pipetes graduades: Son utilitzades pel
mateix que els pipetejadors, tot i que les
pipetes graduades funcionen manualment i
traspassen d’un recipient a un altre quantitats

meés grans de liquids que el pipetejador.

1 Pipetejador electric: S'utilitza per aspirar
les substancies per a que puguin entrar dins

de la pipeta graduada.

1 Vas de precipitats: Recipient de laboratori
utilitzat per barrejar substancies, escalfar-les,

contenir-les, etc.

1 Suport elevador: Utilitzat per elevar i
mantenir qualsevol estri de laboratori a una

certa alcada.
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« COMPOSTOS QUIMICS:

NOM, DESCRIPCIO | UNITATS

IMATGE

25 mg PLGA (acid poli lactic-co-
glicolic): Polimer format per 50% d’acid
lactic i un 50% d’acid glicolic. Es un dels

polimers sintétics biodegradables més

utilitzats per generar nanoparticules
biocompatibles, ja que és una plataforma
aprovada pel FDA i EMA als Estats Units
per al subministrament de medicaments

en humans.

HO

CHs
O

O

750 microlitres Diclorometa (CH2 CI2):
Es un liquid incolor volatil molt usat com
solvent. Encara que no és miscible amb

aigua ho és amb molts solvents organics.

30 microlitres SPAN-80: Es un
surfactant o emulsionant. Té caracter
amfipatic i per tant fa d’estabilitzador,

permetent que substancies hidrofiliques i

hidrofobiques puguin estar en contacte.

190 microlitres H20 destil-lada: Aigua
gue ha estat netejada i purificada
mitjancant el procés de destil-lacio.
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10 microlitres Rodamina Isotiocianat:
Substancia fluorescent innocua amb
caracteristiques fisiologiques semblants a »
la Doxorubicina (farmac antitumoral), P
utilitzem la Rodamina Isotiocianat enlloc
de la Doxorubicina per guestions de

seguretat.

4,7 ml Alcohol polivinilic (PVA) al 4%:
Es tracta d’un surfactant o emulsionant,
és a dir, a l'igual que el SPAN-80, també
té caracter amfipatic (té una part
hidrofilica i una hidrofobica) i al col-locar-
se en la interficie entre les substancies
amb diferents hidrfilicitats (amb el costat
hidrofilic en contacte amb I'hidrofilic i
amb el costat hidrofobic en contacte amb

I'hidrofobic) permet el contacte entre

elles.

4,7 ml NaCl

Gel

-EXPLICACIO: Les nanoparticules de PLGA (50% acid lactic i 50% acid glicolic)

es sintetitzen a través d’un procés de doble emulsi6. Consten de diverses fases o
capes. La capa interna és on es troba el farmac, en aquest cas es tracta de la
rodamina isotiocienat diluida en aigua destil-lada, per tant es tracta d’'una capa
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hidrofilica. La fase organica o segona capa és formada pel polimer de PLGA,
diclorometa i el SPAN-80 (es tracta d’una capa hidrofobica). | I'Gltima capa és una

dissolucié d’alcohol polivinilic i NaCl (capa hidrofilica).

-PROCEDIMENT:

« Comencem amb la fase organica (capa intermitja hidrofobica):

1. Pesem uns 25 mg de PLGA (dipositats en un vial amb l'ajuda d’una

espatula), amb una balanca analitica.

Figura 30: 24,9 mg de PLGA pesats en una balanca analitica. Font:

Estudi Propi

2. Afegim en el vial 750 pl de diclorometa (CH2CI2) amb I'ajuda del

pipetejador especial per a dissolvents organics.

Figura 31: Transferint al vial de la fase organica els 750 yl de diclorometa

amb 'ajuda del pipetejador especial per a solvents organics. Font: Estudi

propi

3. Finalment afegim en el vial 30 yl SPAN-80 amb el pipetejador
especial per a dissolvents organics (degut a la alta viscositat de
'emulsionant). EI SPAN-80 permetra que la fase organica
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(hidrofobica) pugui entrar en contacte amb la fase interna
(hidrofilica).

Figura 32: Transferint els 30 pyl de SPAN-80 amb el

pipetejador especial per a solvents organics. Font: Estudi

propi

4. | per acabar la fase organica, introduim en el vial una mosca
magneética i col-loquem el vial damunt I'agitador magnétic, el qual

provocara que es barregi i formi una dissolucié homogenia.

Figura 33: Les dues mostres de fase organica en
els seus vials corresponents (una mostra €s la
control), a 'agitador magnétic barrejant-se. Font:

Estudi propi

« REPETIM EL PROCES: (sintetitzem dos cops la fase organica en
dos vials diferents), per tal de poder dur a terme una mostra control

més endavant.
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e Seguidament, preparem la fase interna (capa hidrofilica):

5. Per comencar, fem els calculs necessaris per a trobar la quantitat de

rodamina isotiocianat i d’aigua destil-lada que necessitem, tenint en

compte les seguents questions:

Per a que les nostres nanoparticules tinguin un tamany d’uns
200 nm aproximadament, ens interessa que la proporcio entre
el diclorometa i la fase interna sigui 1/10. Per tant, com que en
la fase organica tenim 750 ul de diclorometa, necessitarem
uns 75 ul de rodamina isotiocianat. Tot i aixi, en preparem una
mica més (uns 100 ul, amb ajuda del pipetejador) perque a
vegades pipetejant se’'n perd una mica i els aparells no sén
del tot precisos.

La rodamina isotiocianat que tenim es troba a la seva maxima
solubilitat en aigua, a 10 mg/ml. El problema és que si
treballem amb la rodamina isotiocianat en la seva maxima
concentracio, després observarem les nanoparticules amb el
microscopi fluorescent, tindrem massa senyal i no es veura
amb claredat. Per tant diluirem 10 cops més la rodamina

isotiocianat, donant-li aixi una concentracié de 1 mg/ml.

6. Arribem aleshores a la conclusioé de que si volem que la fase interna

7.

sigui una dissolucié 1/10 formada per rodamina isotiocianat i aigua

destil-lada d’uns 100 pl en total, necessitarem 10 uyl de rodamina

isotiocianat i uns 90 pl d’aigua destil-lada.

Afegim doncs l'aigua destil-lada i la rodamina isotiocianat en les
seves proporcions adequades, en un tub d’Eppendorf, amb l'ajuda

d’un pipetejador.

Per finalitzar aquesta fase, agitem manualment la fase interna fins a

gue formi una dissolucié homogeénia.
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Figura 34: Rodamina isotiocianat diluida en aigua en un tub d’Eppendorf.
Font: Estudi propi

« REPETIM UN COP MES EL PROCES: perdo aquest cop enlloc
d’introduir rodamina isotiocianat, la fase interna simplement constara
de 100 pl d’aigua destil-lada (dipositem la segona fase interna en un
altre tub d’eppendorf). Aquesta segona fase interna es tracta d’una
mostra control per a demostrar que la fluorescéncia que es vegi a les
cel-lules amb el microscopi de fluorescencia és degut només a les
nanoparticules amb rodamina. Les cél-lules amb nanoparticules
sense rodamina no haurien de mostrar cap preséncia de

fluorescencia.

o | finalment preparem [l'Ultima capa que ens queda, la fase externa
(hidrofilica):

9. Necessitem I'alcohol polivinilic (PVA) al 2% massa/ volum, perd per
evitar que aquest es contamini es troba al laboratori el doble de
concentrat (al 4% massa/ volum), per tant com gque en necessitavem
9,4 ml, n"agafarem la meitat, és a dir, uns 4,7 ml amb una pipeta
graduada i el pipetejador eléctric, el qual dipositem en un altre vial.
L’alcohol polivinilic, al ser també un surfactant, fara la mateixa funcio
que el SPAN-80 i permetra que la fase externa (hidrofilica) pugui

estar en contacte amb la fase intermitja (hidrofobica).
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Figura 35: Introduccié dels 4,7 ml d’alcohol polivinilic al 4% amb ajuda

de la pipeta graduada i el pipetejador eléctric en un vial. Font: Estudi

propi

10. A més, s’ha comprovat que si a la fase externa, juntament amb
I'alcohol polivinilic, hi ha preséncia de NaCl, la quantitat de rodamina
isotiocianat que ens queda fora de les nanoparticules es redueix (mai
hi ha un 100% d’encapsulacio) i per tant s’incrementa el tant per cent
d’encapsulacié d’'un 30% a un 40-45% d’encapsulacio, el qual és un
percentatge d’encapsulacié bastant bo. Per tant, en dipositarem uns
4,7 ml en el vial amb una altra pipeta graduada i el pipetejador
eléctric.

« REPETIM EL PROCES: (sintetitzem dos cops la fase externa en dos

vials diferents), per tal de poder dur a terme una mostra control.

e Seguidament durem a terme la sonicacié de les diferents fases per tal
d’acabar la sintesis de les nanoparticules de PLGA:
11. Per comencar introduim la fase interna dins del vial que conté la

dissolucioé de la fase organica o intermitja.

Figura 36: Vial amb la fase organica i tub d’Eppendorf amb la
fase interna a punt per barrejar-se i dur a terme la primera

emulsid. Font: Estudi propi
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12.Preparem el sonicador afegint-li I'agulla del tamany que ens

interessa, per tal de que ens capiga amb facilitat a 'interior del vial.

Figura 37: Canviant-li 'agulla al sonicador.

Font: Estudi propi

Figura 38: Sonicador preparat, abans d’introduir-hi les

substancies a sonicar. Font: Estudi propi

13.Introduim gel en el vas de precipitats, ja que la sonicacio escalfa molt
la substancia i en el cas de proteines pot arribar a desnaturalitzar-
les; col-loquem el vial amb la fase organica i la interna a l'interior del
vas de precipitats i col-loquem el vas de precipitats damunt d’un
suport elevador, dins del sonicador, per a que I'agulla del sonicador
quedi just a linterior del vial (sense tocar el vidre, ja que les

vibracions podrien trencar-lo).
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Figura 39: Vas de precipitats amb gel i amb el vial amb la

fase organica i la fase interna sonificant-se. La petita zona

rosa que s’observa a la part superior del vas de precipitats,
entre el gel, és el vial. S’observa d’aquest rosa clar degut a la
barreja del polimer de PLGA (blanc) i la rodamina isotiocianat

(rosa fucsia). Font: Estudi propi

Figura 40: Vas de precipitats amb gel i amb el vial amb la fase
organica control i la fase interna control sonificant-se. A la part

superior del vas de precipitats, entre el gel, es pot observar el

vial. No s’observa el rosa clar de la fotografia anterior degut a
gue la fase interna control no conté rodamina isotiocianat. Font:

Estudi propi

14.Tot seguit soniqguem 90s a 25% d’amplitud, el resultat d’aqui sera la
primera emulsié. Al sonicar, les ones d’ultrasons provoquen que la
fase interna formi bombolles de tamany nanomeétric i que la fase
intermitja quedi pel voltant. Aquest resultat és el mateix que ens
passa quan agitem un compost d’aigua i oli, I'oli forma bombolles i tot
seguit s’ajunten fins acumular-se tot formant una capa per sobre de
'aigua. Aquest fenomen passa perqué I'oli al ser hidrofobic, vol tenir
el minim contacte amb l'aigua possible, i abans d’ajuntar-se i
acumular-se tot junt, es troba en forma d’esfera (forma amb la qual
entra amb el minim contacte possible amb l'aigua). Passa el mateix

en aquest cas degut a les diferents hidrofilicitats de la fase interna i
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I'organica, tot i que la fase interna queda en forma de bombolles
nanometriques gracies al SPAN-80 (estabilitzador), que provoca que

no s’ajuntin ja que baixa la tensié superficial.

15.Introduim aleshores aquesta primera emulsié en el vial de la fase
externa i col-loquem el vial al vas de precipitats, dins del sonicador

(és el mateix procés que el pas 12).

Figura 41: Primera emulsio amb la rodamina isotiocianat (part rosa)
introduida en el vial de la fase externa, a punt per a la sonicacio.
Font: Estudi propi

Figura 42: Mostra control de la primera emulsi6 (és de color blanc
degut a que en la fase interna no hi conté rodamina isotiocianat)
introduida en el vial de la fase externa, a punt per a la sonicacié.

Font: Estudi propi

16.Soniquem 90s a 25% d’amplitud i el resultat sera semblant al pas 13,
ja que la fase organica forma bombolles nanométriques per sobre de
les bombolles nanometriques de la fase interna (les quals no
s’ajuntaran gracies a I'alcohol polivinilic i la fase externa en quedara

pel voltant). Aquest resultat és el que anomenem la segona emulsio.
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Figura 43: Resultat de les dues segones emulsions. El vial
de l'esquerra (el que conté la substancia blanca) és la
mostra control, la qual no conté rodamina isotiocianat, per
aixd I'observem el color blanc degut al PLGA. El vial de la
dreta (el que conté la substancia rosa) és la que conté les

nanoparticules amb rodamina isotiocianat. Font: Estudi

propi

17.Dipositem una mosca magnetica al vial de la segona emulsio i el

col-loquem en I'agitador magnétic.

Figura 44: Els dos vials amb les dues segones

emulsions a 'agitador magnétic. Font: Estudi

propi

18.Deixem la segona emulsié agitant-se overnight, és a dir durant tota la
nit. En aquest temps, s’evaporara el diclorometa de la fase organica,
guedant aixi el polimer de PLGA solid formant una capsula al voltant
de la fase interna. La segona emulsi6 que conté rodamina
isotiocianat s’ha de tapar amb un objecte (caixa de cartrd) per tal de
no perdre la fluorescéncia, perd amb forats per a que s’evapori el

diclorometa.

Figura 45: Els dos vials amb les segones
emulsions deixant-se agitar overnight. El vial tapat
amb una capsa de cartré amb forats és el de la
mostra que conté la rodamina isotiocianat, la qual
és fluorescent, per aix0 es cobreix, per tal de no

perdre la seva fluorescéncia. Font: Estudi propi
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« REPETIR PROCES AMB LA MOSTRA CONTROL.

PLGA Nanoparticles. Double emulsion synthesis

thod
* PLGA disolved in an organic solvent.
¢ Protein in the inner phase (aqueous). < Organic phase (0)

“
Homogenisation to form the 1t emulsion. R
L - =

<— Inner phase (W,)

¢ Emulsion transferred into the outer phase

(aqueous) . < Quter phase (W,)

* Homogenisation to form the 2"d emulsion.
Solvent evaporation.

Figura 46: Resum esquematic de la sintesis de les nanoparticules de PLGA a través del méetode

de la doble emulsié. Font: Estudi propi
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9.2.  PRACTIQUES DIA 2

-MATERIALS:
e ESTRIS | APARELLS DE LABORATORI:
NOM, DEFINICIO | UNITATS IMATGE
3 Tubs de falcon: Tub on dipositar

substancies amb les quals s’esta treballant. =
Sobretot és utilitzat per a contenir la a=

substancia que s’esta centrifugant en una

centrifugadora.

1 Campana de seguretat bioldgica: Es
tracta d’un recinte o espai de treball tancat i
ventilat, els forats de la ventilacié del qual
sén de tamany nanometric, de manera que
I'aire de l'interior de la cabina és esteéril.

S'utilitza per treballar amb substancies i

compostos que no ens interessa que es

contaminin com podrien ser cultius cel-lulars.

1 Incubadora: Es un aparell que serveix per
a mantenir i fer créixer a cultius
microbiologics o cultius cel-lulars. La
incubadora manté la temperatura, la humitat
i altres condicions en estat optim i constant
per a mantenir aquests cultius vius. (Podem
regular aquestes condicions segons ens

interessi).
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2 Centrifugadores: Es tracta d’un aparell
gue utilitza la forca centrifuga per tal
d’accelerar i provocar la sedimentacio,
decantacio o precipitacio de mescles

homogeénies.

4 Tubs d’Eppendorf

1 Pipetejador

1 Capsa amb puntes pel pipetejador

1 Vortex: Es tracta d’un agitador de
substancies per tal de barrejar-les. La punta
superior tremola agitant aixi la substancia
que s’hi estigui aguantant amb forca

manualment.

6 Tubs d’assaig: Tubs on dipositar
substancies amb les quals s’esta treballant.
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1 Gradeta: Es un instrument de laboratori
gue té com a finalitat aguantar drets els tubs

d’assaig.

1 Sonicador de bany d’ultrasons: Es tracta
d’'un aparell que emet ultrasons que agiten la

substancia o les particules.

2 Pipetes pasteur esterils: Estri utilitzat
per a traspassar quantitats precises de

liquids d’un recipient a un altre.

1 Bomba de buit: Es tracta d’'un dispositiu
que s’encarrega d’aspirar i extreure

substancies no desitjades.

6 Pipetes graduades

1 Pipetejador eléctric

LAN TECHNIC
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3 Plaques de petri: S'utilitza en els
laboratoris principalment en el cultiu de
bacteris o altres microorganismes, tot cobrint
el fons amb diferents medis de cultiu segons

el microorganisme que es vol cultivar.

3 Cobreobjectes: Es tracta d’un vidre molt
prim que es col-loca sobre la mostra que es

vol observar amb un microscopi.

1 Encenedor: Dispositiu que genera una
flama. Es utilitzat per encendre altres &
objectes. Al laboratori es pot utilitzar per tal

d’esterilitzar objectes.

1 Pinces de laboratori: Utilitzades per

agafar objectes petits.

1 Microscopi optic: Es tracta d’un aparell
que utilitza llum visible i un sistema de lents
optiques per augmentar la imatge d’una

mostra no visible a ull nu.
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« COMPOSTOS QUIMICS:

NOM, DESCRIPCIO | UNITAT IMATGE

Aigua destil-lada

Els dos vials del dia anterior amb les

nanoparticules de PLGA

17 ml DMEM (medi de cultiu cel-lular): Es tracta
d’un liquid que ajuda amb la proliferacié i ; 2 2 {
creixement cel-lular, ja que els hi proporciona un

medi on créixer i nutrients per poder-ho fer.

10 ml Tampé fosfat sali (PBS): Es una solucio -
tampd generalment utilitzada en recerca biologica. qm Fes
Es tracta d'una solucié aguosa salina que conté .
fosfat d'hidrogen del sodi, clorur de sodi i, dins ! i
algunes formulacions, clorur de potassi i fosfat de - ij
monopotassi.
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Flasc6 de cultiu cel-lular amb cél-lules HelLa:
Es tracta d’un flasco que conté medi de cultiu amb
cel-lules de la linia cel-lular HeLa creixent-hi a
I'interior. La linia cel-lular HeLa és una linia
cel-lular de cancer de cérvix, concretament es
tracta de la primera que es va fer servir per a
cultius cel-lulars als anys 50, per tant aguestes
cel-lules porten gairebé 70 anys creixent
ininterrompudament. S'utilitzen al laboratori per a
fer experiments, la rad per la qual es fa
experiments més sovint amb cel-lules
cancerigenes que amb cel-lules sanes és perque,
apart del creixement tan rapid de les cél-lules
tumorals en comparacié amb la resta, tenen una
gran capacitat d’adaptacié i molt dificiiment es
moren en comparacié amb les cel-lules no

tumorals.

3 ml de Tripsina: Es tracta d’'un enzim que
hidrolitza proteines. Es utilitzada al laboratori
sobretot per desadherir els cultius cel-lulars que
creixen adherits a la superficie del flascé on
creixen i proliferen, ja que s’encarrega de tallar les

proteines que enganxen les cel-lules amb la base.

Alcohol 100% pur
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-PROCEDIMENT:

« Comencem netejant les nostres nanoparticules a través de la

centrifugacio:

1. Omplim 4 tubs d’Eppendorf amb 1 ml cadascun de la segona emulsio
de nanoparticules amb rodamina isotiocianat amb [l'ajuda d’un
pipetejador. Les nanoparticules d’'un d’aquests tubs seran les que
introduirem a les cel-lules per tal de comprovar més endavant si hi
han entrat o no. Les nanoparticules dels altres 3 tubs d’Eppendorf
seran per dur a terme una DLS més endavant. En canvi, el contingut
del vial que conté la mostra control de la segona emulsio la
repartirem en dos tubs falcon o tubs de centrifuga amb I'ajuda d’un
pipetejador. El contingut d’'un d’aquests tubs falcon sera el que
introduirem a unes altres cel-lules i el de l'altre tub també I'utilitzarem

meés endavant per a dur a terme una DLS.

7

Figura 47: Repartint el contingut del vial amb les nanoparticules

amb rodamina isotiocianat en els tubs d’Eppendorf. Font: Estudi

propi

2. Tot seguit col-loquem els 4 tubs d’Eppendorf que contenen les
nanoparticules amb rodamina isotiocianat en una centrifugadora de
forma ben repartida. Es a dir, ens ha de quedar el mateix nombre de
tubs d’Eppendorf a cada costat de la centrifugadora, ja que sino
aguesta es desequilibrara degut a que hi haura un costat on la

pressio a la qual es veura sotmesa sera major a la de I'altra costat.
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Figura 48: Centrifugadora amb els tubs d’Eppendorf amb les
nanoparticules amb rodamina isotiocianat. (Hi ha més de 4 tubs
d’Eppendorf degut a que vaig realitzar la practica amb més noies i per

tant en vam col-locar més). Font: Estudi propi

3. Aleshores ho centrifuguem a una velocitat d’'uns 30000 G (30000
cops la gravetat terrestre) durant una hora per tal de precipitar les

nanoparticules.

Figura 49: Condicions aplicades a la centrifugadora, a la
pantalla es pot veure que hem programat la velocitat a uns
30000 G. Font: Estudi propi

4. Més tard, a l'extreure els tubs d’Eppendorf de la centrifugadora,
podem observar una acumulacio a la punta de baix dels tubs de color
rosa, aixd son les nanoparticules precipitades. El liquid transparent
de color rosat de per sobre és el que anomenem sobrenedant, el
qual conté sulfat i colorant sobrant de la rodamina isotiocianat que no

s’ha encapsulat.
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Figura 50: Tub d’Eppendorf amb les nanoparticules amb rodamina
isotiocianat després de la primera centrifugacié. Podem observar i
distingir les nanoparticules acumulades a la part baixa d’'un color
rosa intens i el sobrenedant per a sobre de les nanopatrticules.
Font: Estudi propi

5. Aboquem el sobrenedant de tots els tubs d’Eppendorf manualment
en un tub d’assaig, amb compte per tal de no abocar-hi les

nanoparticules acumulades a la part inferior.

6. Afegim aleshores 1 ml d’aigua destil-lada en cadascun dels tubs

d’Eppendorf amb I'ajuda d’un pipetejador.

7. Per tal de resuspendre les nanoparticules, col-loqguem els tubs
d’Eppendorf sobre el vortex. | per acabar d’individualitzar les
nanoparticules, sotmetem la dispersié col-loidal de nanoparticules

amb aigua destil-lada en un bany de sonicacio.

Figura 51: Resuspenent les nanoparticules amb I'ajuda del

vortex. Font: Estudi propi

« REPETIM EL PROCES DE CENTRIFUGAR, RESUSPENDRE |
SONICAR 3 COPS MES: és a dir en total haurem centrifugat les

nanoparticules 4 cops i tindrem 3 tubs d’assaig amb sobrenedant. El
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resultat sera que el sobrenedant de [I'ultima centrifugacié sera
transparent del tot, ja que ja no contindra sulfats ni colorant ni
rodamina isotiocianat no encapsulada, aquest ultim sobrenedant

transparent el deixem al tub d’Eppendorf.

Figura 52: Tubs d’assaig amb els tres sobrenedants de les 3
primeres centrifugacions. El canvi de color de cada tub d’assaig
és degut a que el sobrenedant cada cop té menys colorant, ja
gue cada cop té menys rodamina isotiocianat sense encapsular.
Font: Estudi propi

Figura 53: Nanoparticules de PLGA amb rodamina isotiocianat
en un tub d’Eppendorf després de I'Gltima centrifugacié. Com es
pot observar, el sobrenedant d’aquesta ultima centrifugacio és
totalment transparent, sense cap resta de sulfat ni colorant.
Font: Estudi propi

8. En el cas dels tubs falcon o tubs de centrifuga amb les mostres
control, els sotmetrem en el mateix procediment (el mateix nombre
de cops), I'unica diferéncia és que els centrifugarem en una altra
centrifugadora que pot contenir tubs més grans, com serien tubs

falcon.
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Figura 54: Centrifugadora amb els 2 tubs falcon amb les

nanoparticules sense rodamina isotiocianat. Font: Estudi propi

Paral-lelament, mentre esperem durant les hores entremig de les
centrifugacions, abans de preparar el cultiu cel-lular duem a terme la
tripsinacié per tal de poder extreure les cél-lules després (tot aquest
procés el durem a terme en una campana de seguretat biologica per tal
d’evitar la contaminacio de les cél-lules):

9. Les cél-lules que sembrarem es troben en un medi de cultiu (DMEM)
en un flascd que esta en una incubadora, a una temperatura d’'uns
37° C . Aquestes cel-lules, pero, es troben adherides a la superficie
del flasco i per tant per extreure-les, els hi hem d’afegir tripsina, la
qual s’encarrega de tallar les proteines que enganxen les cél-lules

amb el flasco.

Figura 55: Cél-lules HeLa observades amb el microscopi optic a la UAB. Com es
pot comprovar, les cél-lules tumorals sén cél-lules amb formes molt irregulars i que

creixen sense ordre, disperses de forma espontania. Font: Estudi propi
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10.Abans, pero, haurem d’extreure’ls el medi de cultiu cel-lular, ja que
aguest no permetria que la tripsina actués sobre les proteines de les
cel-lules, ja que les protegeix. Extraiem doncs el medi de cultiu amb
una pipeta pasteur esteril enganxada a una bomba de buit que
aspirara el medi de cultiu del flasco.

Figura 56: Extraient el medi de cultiu cel-lular del flascé amb la

pipeta pasteur connectada a una bomba de buit. Font: Estudi propi

11.De seguida, sense trigar gaire ja que les cel-lules es troben sense
medi i si s’Tassequen moriran; introduim al flasc6é uns 10 ml de tampé
fosfat sali (PBS) amb una pipeta graduada i un pipetejador electric.
El PBS ens serveix per retirar les restes que ens puguin quedar de

medi.

Figura 57: Afegint els 10 ml de PBS al flasc6 amb les cél-lules
adherides, amb ajuda de la pipeta graduada i el pipetejador eléctric.

Font: Estudi propi

12. Extraiem aleshores el PBS amb una altra pipeta pasteur esteril
conectada a una bomba de buit.
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13. 1 afegim 3 ml de tripsina amb una altra pipeta graduada i el

pipetejador electric.

Figura 58: Afegint la tripsina al flasco per tal de desadherir les

cel-lules de la superficie del flascé. Font: Estudi propi

14.Deixem el flasco6 amb les cél-lules en tripsina a la incubadora a uns
37° C durant uns 5 minuts maxim, ja que un cop la tripsina hagi
actuat sobre les proteines que adhereixen a les cél-lules, comencara
a actuar sobre altres proteines, el qual no ens interessa, ja que

acabaria trencant les membranes de les cél-lules.

Figura 59: Condicions de la incubadora. Font: Estudi propi

15. Un cop passats els 5 minuts, neutralitzem l'accié de la tripsina
afegint-hi 7 ml de medi de cultiu (DMEM) amb una pipeta graduada i

un pipetejador eléctric.
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Figura 60: Afegint el medi de cultiu cel-lular (DMEM) amb
I'ajuda de la pipeta graduada i el pipetejador eléctric al flascé

per tal de neutralitzar I'acci6 de la tripsina. Font: Estudi propi

16.Transferim aleshores aquests 10 ml en un tub falcon estéril amb

I'ajuda d’una pipeta graduada i el pipetejador electric.

17.Extraiem el 30% del tub de falcon és a dir extraiem 3 ml amb la
mateixa pipeta graduada i el pipetejador eléctric i els dipositem al
flascé per tal de que segueixin creixent-hi cel-lules i seguir aixi amb
la linia cel-lular. Hi afegim també al flasc6 amb una altra pipeta
graduada i el pipetejador electric, uns 10 ml de medi de cultiu per a

que les cél-lules es puguin alimentar i créixer.

18.Finalment amb els 7 ml restants del tub falcon fem una dissolucio
1/10 amb aigua destil-lada, amb I'ajuda d’una altra pipeta graduada i

un pipetejador electric.

Aleshores preparem el cultiu cel-lular (tot aquest procés el durem a terme
en una campana de seguretat biologica per tal d’evitar la contaminacié de
les cel-lules):
19.Introduirem les cel-lules en plaques de petri on les sembrarem per tal
d’afegir-hi després les nanoparticules de PLGA. El problema és que

la placa de petri esta feta de plastic i I'index de refraccio de la llum
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del plastic provocaria que a I'observar les cel-lules amb el microscopi
de fluorescencia no es veiés bé, ja que es veuria la fluorescencia de
la rodamina isotiocianat dispersa. Per tant introduirem un
cobreobjectes en la placa de petri per tal de que les cél-lules hi
creixin per sobre i poder-les observar millor després, ja que el

cobreobjectes és de vidre i no creara aquesta refraccié de la llum.

20.Abans, pero, haurem d’esterilitzar els cobreobjectes per tal de que no
contaminin el cultiu. Aixdo ho farem mullant-los en alcohol 100% pur
amb I'ajuda d’'unes pinces de laboratori i posteriorment, encenent el
cobreobjectes amb un encenedor, cremant I'alcohol per tal d’eliminar
qualsevol tipus de microorganisme que hi pugui haver i esterilitzar

aixi el cobreobjectes.

Figura 61: Esterilitzant els cobreobjectes.

Font: Estudi propi

Figura 62: Cremant I'alcohol del cobreobjectes
per acabar-ne I'esterilitzacié. Font: Estudi propi

21.Introduim el cobreobjectes estéril dins de la placa de petri, la qual és
esteril per dins i per tant ja podem introduir-hi les cel-lules sense que
es puguin contaminar.
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22.Per tant, amb una pipeta graduada i el pipetejador eléctric, transferim
1,5 ml d’aquestes cel-lules HelLa diluides 1/10 en medi de cultiu del
tub falcon a les plaques de petri que contenen el cobreobjectes
esterilitzat. Hem d’assegurar-nos de que tota la superficie de la placa

de petri queda recoberta.

Figura 63: Treballant dins la campana de
seguretat biologica, preparant la pipeta
graduada i el pipetejador eléctric per a poder
transferir les cel-lules HelLa a la placa de petri.

Font: Estudi propi

Figura 64: Transferint les cél-lules HelLa a la
placa de petri que conté el cobreobjectes, per
tal de deixar-les durant la nit creixent. Font:

Estudi propi

23.Deixem créixer les cel-lules durant tota la nit a la incubadora a uns
36,5° C. Aixi, 'endema les cel-lules hauran crescut prou com per a

gue puguem dur a terme els segients experiments.

« REPETIM EL PROCES 3 COPS: aixi tindrem 3 plaques de petri amb
un cobreobjectes esteéril i les cel-lules creixent-hi. En una d’aquestes
plaques de petri hi introduirem les nanoparticules amb rodamina
isotiocianat, les altres dos sén mostres control, ja que en una
introduirem les nanoparticules sense rodamina isotiocianat i en I'altra

no hi introduirem res, per tal de demostrar aixi que l'aparicié de
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fluorescéncia és només degut a la presencia de nanoparticules amb
rodamina isotiocianat.

Figura 65: Plaques de petri amb les cél-Lules
HelLa dil-luides 1/10 en medi de cultiu del tub falcon a
les plaques de petri que contenen el cobreobjectes

esterilitzat. Font: Estudi propi
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9.3. PRACTIQUES DIA 3

-MATERIALS:
o« ESTRIS | APARELLS DE LABORATORI:

NOM, DESCRIPCIO | UNITATS IMATGE

1 Campana de bioseguretat biologica

1 Pipetejador

1 Vortex

1 Sonicador de bany d’ultrasons

1 Incubadora

1 Retolador
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1 Tub Falcon

3 Pipetes graduades

1 Pipetejador electric

1 Vareta de vidre: Estri de laboratori
utilitzat per barrejar substancies i formar

dissolucions.

1 Capsa de pipetes

1 Balanca analitica

2 Vasos de precipitats
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1 Espatula

1 Aparell de DLS: Permet veure el radi
hidrodinamic, és a dir, el tamany de les
nanoparticules en una dissolucié.
Aquest aparell projecta un laser sobre la
dissolucid, el qual rebota contra les
nanoparticules, determinant-ne aixi el
seu tamany segons la desviacié

d’aquest laser.

1 Congelador: Manté les substancies a
temperatures per sota 0° C, segons
l'interés, es pot programar una

temperatura o una altra.

1 Pinces de laboratori

1 Tub d’Eppendorf

1 Agulla
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3 Portaobjecte: Placa de vidre
rectangular on es dipositen les mostres
per a observar-les més tard amb el

microscopi.

« COMPOSTOS QUIMICS:

NOM, DESCRIPCIO | UNITATS

IMATGE

Medi de cultiu cel-lular (DMEM)

4 Tubs d’Eppendorf amb les nanoparticules
de PLGA amb rodamina isotiocianat

després de I'ultima centrifugacioé (preparats

anteriorment)

3 Plaques de petri amb les cel-lules HeLa i

cobreobjectes que hem deixat cultivant

durant tota la nit
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2 Tubs falcon amb les nanoparticules de
PLGA sense rodamina isotiocianat despreés
de I’altima centrifugacio (preparats

anteriorment)

PBS (Tamp¢ fosfat sali)

Aigua destil-lada

BSA: Albumina de sérum bovi (proteina molt

abundant en la sang)

Metanol fred: Provoca que les cél-lules

precipitin proteines, les quals fan que les L
cél-lules es fixin en una superficie, en el nostre Methano! §
cas, sobre el cobreobjectes.
INVE
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DAPI: Substancia que tenyeix el nucli de les

cél-lules de color blau per tal de poder distingir

el nucli de la resta de la cél-lula quan

DAPI, 10
Catalog#
Store at!
Avoid fre:
www.imr

I'observem a través d’un microscopi de

fluorescencia.

Medi de muntatge: Substancia liquida
incolora i neutre utilitzada per microscopia, per
tal d’'enganxar i subjectar millor el
cobreobjectes amb el portaobjectes. També
manté la fluorescéncia, el qual permet
observar la mostra d’interés durant més temps

a través del microscopi de fluorescéncia.

-PROCEDIMENT:

e Preparem les nanoparticules que introduirem a les cel-lules (tot aquest

procés el durem a terme en una campana de seguretat biologica per tal
d’evitar cap tipus de contaminacio):

1. Comencem amb el tub d’Eppendorf que conté les nanoparticules

de PLGA amb rodamina isotiocianat que utilitzarem per introduir a

una de les plaques de petri amb les cel-lules HeLa que hem

deixat proliferant i creixent durant tota la nit. Primer li extraiem el

sobrenedant de l'ultima centrifugacio, amb compte per tal de no

perdre les nanoparticules del fons del tub d’Eppendorf.

2. Omplim aleshores el tub d’Eppendorf amb 1 ml de medi de cultiu

cel-lular (DMEM) amb ajuda del pipetejador.
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Figura 66: Introduint el medi de cultiu cel-lular (DMEM) amb el
pipetejador al tub d’Eppendorf que conté nanoparticules de PLGA

amb rodamina isotiocianat. Font: Estudi propi

3. Suspenem les nanoparticules en el medi de cultiu amb l'ajuda del
vortex i per acabar d’individualitzar les nanoparticules, sotmetem

el tub d’Eppendorf a un bany de sonicacio.

Figura 67: Suspensid de les nanoparticules de PLGA amb
rodamina isotiocianat en el medi de cultiu amb I'ajuda del vortex.
Font: Estudi propi

« REPETIM EL PROCES AMB LES NANOPARTICULES SENSE
RODAMINA ISOTIOCIANAT: és a dir seguim el mateix procés amb
el tub falcon que conté les nanoparticules sense rodamina
isotiocianat que utilitzarem per introduir a una altra placa de petri
amb cél-lules HelLa. Tot i que, enlloc d’'omplir el tub falcon amb 1 ml
de medi, 'omplim amb uns 4 ml. El resultat dels dos processos és un
tub falcon amb nanoparticules sense rodamina isotiocianat suspeses
en medi de cultiu cel-lular i un tub d’Eppendorf amb nanoparticules
amb rodamina isotiocianat també suspeses en medi de cultiu

cel-lular.
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e Introduim les nanoparticules a les plaques de petri (tot aquest procés el
durem a terme en una campana de seguretat bioldgica per tal d’evitar la
contaminacio de les cel-lules):

4. Abans de res, traiem de la incubadora les 3 plaques de petri amb
el cobreobjectes i les cél-lules HeLa que hem deixat tota la nit

creixent.

5. Comencem extraient el medi de cultiu de dues de les plaques de
petri (aquestes dues son a les que els hi introduirem les
nanoparticules de PLGA), abocant-lo manualment en un vas de
precipitats. Al buidar el medi de cultiu, les cel-lules de cancer de
cérvix es queden a la placa de petri, ja que a I'haver-les deixat

sembrant durant tota la nit, s’han adherit a la superficie.

Figura 68: Extraient el medi de cultiu de les cél-lules
Hela, per tal d’introduir-li més tard medi de cultiu

amb nanoparticules. Font: Estudi propi
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Figura 69: Placa de petri amb cél-lules HeLa sembrades
després d’extreure’ls-hi el medi de cultiu (DMEM). En la
fotografia es pot observar el cobreobjectes enganxat a la

placa de petri. Font: Estudi propi

6. Afegim aleshores les nanoparticules de PLGA amb rodamina
isotiocianat suspeses en medi de cultiu que es troben en un tub
d’Eppendorf, amb I'ajuda d’'un pipetejador, a la placa de petri.
Marquem amb retolador la placa de petri per fora per a distingir-la
després.

Figura 70: Introduint les nanoparticules de PLGA amb rodamina
isotiocianat suspeses en medi de cultiu (DMEM) a la placa de petri amb

cél-lules HelLa. Font: Estudi propi

7. Afegim en una altra placa de petri amb cél-lules HelLa les
nanoparticules de PLGA sense rodamina isotiocianat suspeses
en medi de cultiu que es troben en un tub falcon. Tot i que,
només n’afegim 1 ml, amb I'ajuda del pipetejador. Marquem amb

retolador la placa de petri per fora per a distingir-la després.
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Figura 71: Afegint 1 ml de nanoparticules de PLGA
sense rodamina isotiocianat suspeses en medi de cultiu
(DMEM) a les cél-lules de cancer de cérvix. Font:

Estudi propi

8. Latercera placa de petri a la qual no li hem afegit nanoparticules,
és la placa de petri control, la qual ens servira per demostrar que
la preséncia de fluorescencia vista a través del microscopi de
fluorescéncia és només degut a la rodamina isotiocianat.

Marquem també la placa de petri amb retolador.

9. Per ultim tornem a deixar les plagues de petri a la incubadora a
una temperatura d’'uns 36,5/ 37° C. Durant el temps que les
deixem, les cél-lules agafaran nutrients del medi de cultiu a través
d'endocitosis, per a poder créixer i proliferar. Al agafar els
nutrients, segons la meva hipodtesis haurien d’integrar també les

nanoparticules a través d’endocitosis.

o Preparem les nanoparticules per ala DLS:
10.Comencem extraient l'aigua destil-lada de dos dels tubs
d’Eppendorf que contenen les nanoparticules amb rodamina
precipitades després de [l'Ultima centrifugacié. El tercer tub
d’Eppendorf el deixem amb l'aigua destil-lada, ja que farem la
DLS de les nanoparticules amb rodamina suspeses en aigua.

Marquem el tub d’Eppendorf amb retolador per a distingir-lo.
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11. Omplim un dels dos tubs d’Eppendorf dels que hem buidat
'aigua destil-lada amb tampé fosfat sali (PBS). El problema és
que el PBS el tenim 10 cops més concentrat del que volem i per
tant el diluim amb aigua. Fem doncs una dissolucié amb 5 ml de
PBS i 45 ml d’aigua destil-lada, ja que en total volem fer una
dissolucié d’'uns 50 ml. Preparem la dissolucié en un tub falcon
amb I'ajuda de dues pipetes graduades i el pipetejador eléctric i,
per finalitzar la dissolucio, evidentment barregem el tub falcon

manualment.

Figura 72: Duent a terme la dissolucié de PBS i aigua
destil-lada amb ajuda de la pipeta graduada i el pipetejador

eléctric. Font: Estudi propi

12.Afegim doncs 1 ml de PBS diluit en el tub d’Eppendorf amb
'ajuda del pipetejador. Marquem també el tub d’Eppendorf per

reconeixer després que es tracta de nanoparticules en PBS.

Figura 73: Afegint el PBS diluit en el tub d’Eppendorf amb ajuda del
pipetejador. Font: Estudi propi
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13.Finalment, omplim el tercer tub d’Eppendorf que ens queda amb
una dissolucio de PBS i BSA.

14.Per a realitzar aquesta dissoluci6 comencem pesant 300 mg de
BSA en un vas de precipitats, amb I'ajuda de l'espatula i de la

balanca analitica.

Figura 74: Pesant els 300 mg de BSA amb I'ajuda d’'una espatula i

un vas de precipitats, en una balancga analitica. Font: Estudi propi

15.Afegim al vas de precipitats 9,1 ml de PBS amb l'ajuda de la
pipeta graduada i el pipetejador electric. Acabem la dissolucié

barrejant-la amb una vareta de vidre.

Figura 75: Afegint els 9,1 ml de PBS al vas de precipitats
amb ajuda de la pipeta graduada i el pipetejador eléctric.

Font: Estudi propi
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Figura 76: Dissolucio de PBS i BSA. Font: Estudi propi

16.Aleshores, afegim 1 ml d’aquesta dissolucido en el tercer tub

d’Eppendorf amb un pipetejador.

Figura 77: Afegint la dissolucié de BSA i PBS en un tub d’Eppendorf
amb l'ajuda del pipetejador. Font: Estudi propi

17.Per acabar la preparacio de les nanoparticules per a la DLS, les
suspenem en el medi en el qual es troben amb I'ajuda del vortex.
| per acabar d’individualitzar-les, les sotmetem a un bany de

sonicacio.

18.Acabem amb el tub falcon restant, en el qual basicament
suspenem les nanoparticules en la mateixa aigua destil-lada en la
que es troben després de I'Ultima centrifugacié (amb el vortex) i
les individualitzem gracies al bany de sonicacié. Tot seguit
extraiem 1 ml del tub falcon amb l'ajuda d'un pipetejador i

I'introduim en un nou tub d’Eppendorf.
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19.EI resultat sén tres tubs d’Eppendorf amb nanoparticules amb
rodamina isotiocianat suspeses en tres medis diferents, unes en
aigua destil-lada, les altres en PBS diluit i les dltimes en una
dissoluci6 de PBS i BSA; i un tub dEppendorf amb
nanoparticules sense rodamina isotiocianat suspeses en aigua

destil-lada.

o Preparem els portaobjectes amb les cél-lules que hem sembrat i incubat
en un medi amb nanoparticules, per a poder-les observar després amb el
microscopi de fluorescencia:

20.Traiem les cel-lules de la incubadora on es trobaven en medi amb

les nanoparticules i els hi extraiem el medi.

21.Les cel-lules es troben adherides a la superficie de la placa de
petri i del cobreobjectes, pero no fixades, per tant per a fixar-les,
afegim un parell de gotes de metanol fred a les cel-lules de les
plaques de petri i ho deixem reposar uns 15 minuts al congelador.
Per a introduir el metanol fred a les cel-lules, pero, aboquem les
gotes contra la paret de la placa de petri per tal de no malmetre
les cel-lules del cobreobjectes (el fred abocat de cop podria
desadherir cél-lules del cobreobjectes); i aleshores movem
manualment la placa de petri per tal de repartir el metanol. Hi ha
diversos metodes de fixacid, perd aquest és bastant rapid, I'inic
problema és que el metanol provoca que algunes parts de les
cel-lules, com el citoesquelet, després no es puguin observar bé i
amb precisié en el microscopi de fluorescéncia, perd com que no

tenim interes en mirar el citoesquelet, utilitzem aquest metode.

22.Aleshores, afegim una dissolucié d’1 ul de DAPI i de 500 ul de

PBS a les cél-lules (amb un pipetejador) per tenyir els seus nuclis
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de color blau. Després, les incubem durant uns 3-5 minuts per a

gue els seus nuclis absorbeixin el DAPI.

23.Mentre tenim les cél-lules a la incubadora, posem medi de
muntatge sobre el portaobjectes, aquest provocara que el
cobreobjectes que li col-loquem després s’hi adhereixi i a més,
mantindra la fluorescencia, de tal manera que podrem observar la

rodamina durant més temps.

24.Un cop passats els 5 minuts, extraiem la dissolucié de DAPI i
PBS i netegem les cel-lules amb PBS per eliminar qualsevol resta
de la dissolucié. Afegim aproximadament 1 ml de PBS amb el
pipetejador, movem la placa de petri per repartir correctament el

PBS i finalment I'extraiem.

25.Tot seguit, extraiem el cobreobjectes de la placa de petri amb

I'ajuda d’unes pinces de laboratori i d’'una agulla.

26.Girem el cobreobjectes i el col-loguem finalment damunt del
portaobjectes que haviem preparat, de manera que les cél-lules
adherides i fixades al cobreobjectes quedin cara avall (en
contacte amb el portaobjectes).
« REPETIM EL PROCES AMB LES DOS PLAQUES DE PETRI AMB
CEL-LULES RESTANTS.

Finalment duem a terme la DLS (Dynamic light scattering):
27.Simplement hem d’anar introduint les mostres que es troben en
els tubs d’Eppendorf a I'aparell (d’'un en un) per a que vagi fent
els calculs del tamany de les nanoparticules en cada cas.

Recordem, les mostres eren:
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e Un tub dEppendorf amb nanoparticules de PLGA amb
rodamina isotiocianat suspeses en aigua destil-lada. (Li direm
NPs rodamina en aigua).

e Un tub d’Eppendorf amb nanoparticules de PLGA sense
rodamina isotiocianat suspeses en aigua destil-lada. (Li direm
NPs aigua en aigua).

e Un tub dEppendorf amb nanoparticules de PLGA amb
rodamina isotiocianat suspeses en la dissolucié6 de PBS. (Li
direm NPs rodamina en PBS).

e Un tub dEppendorf amb nanoparticules de PLGA amb
rodamina isotiocianat suspeses en la dissolucié de PBS amb
BSA. (Li direm NPs rodamina en PBS+BSA).

28.Duem a terme 3 mesures per cada mostra per a comprovar la
variacio6 de tamany entre les nanoparticules d’'una mateixa

mostra.

Figura 78: Duent a terme les DLS de les mostres amb un
aparell de DLS (dynamic light scattering) de I'Universitat

Autonoma de Barcelona. Font: Estudi propi

e A continuacio, introdueixo els resultats que ens van aparéixer en la
DLS:
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NP_Aigua en Aigua MilliQ

Size Distribution by Intensity
20 = = = = =y = = =2 = = 4 = = = = == = = = = = = = = = =
o
5 . . : .
S0t - - - I T - - - -
e . . :
@ . \ . .
0 . : S e
0.1 1 10 1000 10000
Size (dnm)
[ Record 4: NP_H20 H20 1 Record 5: NP_H20 H20 2 Record 6 NP_H20 H20 3

Figura 79: Taula que mostra els resultats de la DLS de les nanoparticules de PLGA sense
rodamina isotiocianat suspeses en aigua. Els diferents colors representen les tres repeticions de la
DLS per mostra. Com es pot veure, tot i variar la intensitat del laser de la DLS, les 3 repeticions
indiguen que les nanoparticules tenen aproximadament la mateixa mida (es troben al mateix punt
de I'eix de les x). Font: Estudi propi
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Figura 80: Taula que mostra els resultats de les DLS de les nanoparticules de PLGA amb
rodamina isotiocianat suspeses en la dissolucié de PBS. Com es pot comprovar, en aquest cas, les

nanoparticules també tenen mides aproximadament iguals en les tres repeticions. Font: Estudi

propi
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NP_Rodamina en PBS+BSA

Size Distribution by Intensity
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Figura 81: Taula que mostra els resultats de la DLS de les nanoparticules de PLGA amb rodamina
isotiocianat suspeses en la dissolucié de PBS i BSA. El tamany de les nanoparticules en aquest
cas és més irregular, ja que la proteina BSA s’ha adherit a les nanoparticules (degut que aquestes
no tenen una capa PEG que les protegeixi) i aixd ha provocat que el tamany augmenti. Font:

Estudi propi
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Figura 82: Taula que mostra els resultats de la DLS de les nanoparticules de PLGA amb rodamina
isotiocianat suspeses en aigua. Com es pot comprovar, les nanoparticules tenen tamanys

semblants en les tres repeticions. Font: Estudi propi
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Record  Type
1 Size
2 Size
3 Size
4 Size
5 Size
6 Size
7 Size
8 Size
9 Size
10 Size
11 Size
12 Size
Mean 1-12
Std Dev
RSD %
Minimum
Maximum

Sample Name

NP_Rho H201
NP_Rho H202
NP_Rho H203
NP_H20H20 1
NP_H20 H202
NP_H20 H20 3
NP_Rho PBS 1
NP_Rho PBS 2
NP_Rho PBS 3
NP_Rho BSA 1
NP_Rho BSA 2
NP_Rho BSA 3

Measurement Date and Time

jueves, 05 de julio de 2018 12:13:31
jueves, 05 de julio de 2018 12:15:34
jueves, 05 de julio de 2018 12:17:37
jueves, 05 de julio de 2018 12:21:43
jueves, 05 de julio de 2018 12:23:47
jueves, 05 de julio de 2018 12:25:50
jueves, 05 de julio de 2018 12:30:53
jueves, 05 de julio de 2018 12:33:17
jueves, 05 de julio de 2018 12:35:40
Jueves, 05 de julio de 2018 12:39:52
Jueves, 05 de julio de 2018 12:42:06
Jueves, 05 de julio de 2018 12:44:19

T
°C

24,9
25
25,1
25,1
%
249
249
2%
25
25
249
249

25
0,1

0,302

249
25,1

Z-Ave

d.nm

2485
245,9
W37

210
2165
2129
2573
2573
258,2

283
3285
3531

260
44,07
16,9
210
353,1

Pdl

0,197
0,141
0,155
0,189

0,18
0,166
0,217
0,191
0,204
0,216
0,247
0,202

0,192
0,029

15,1
0,141
0,247

Mean Count Rate Derived Count Rate Intercept

keps

405,2
396,1
3973

390
3026
385,7
2378
2411
2444
215
331
266

3151
814
258
2266
405,2

keps

405,
3961
3873
1388

1397,2

13725
2373
2411
2844

21756
2100

20413

1032,2
7939
76,9
2378
21756

0,033
0,035
0,935
0,931
0932
0933
0,954
0,955
0952

0,95
0957
0,954

0,943
0,0109
1,15
0,931
0,957

Pk 1 Mean Size Pk 2 Mean Size Pk 3 Mean Size

d.nm

2807
291,1
27438
2524
237
22538
2957
3099
283
329
368,7
435

2986
57,99
19,4
2258
435

d.nm

4866

0

0
3359
4331
5040
4688

5129
4991
5067

3164
2382
53

5129

d.nm
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Figura 83: Aquesta taula ens déna les dades de les condicions de totes les repeticions de
cada mostra. Ens indica la temperatura, la mida de les nanoparticules (en nm) per cada
repeticio, la mida minima i maxima comparant totes les mostres entre si, etc. Com es pot

comprovar, les tres ultimes mides que apareixen en la columna “Pk 1 Mean Size” s6n més

grans i amb diferéncia que les mides de la resta de les mostres. Aquestes tres Ultimes
mides corresponen a les tres repeticions de les nanoparticules amb rodamina isotiocianat
suspeses en PBS i BSA, i aix0 és degut a que com que les nanoparticules no tenen una
capa PEG que les protegeixi, les proteines BSA se’ls hi enganxen, augmentant aixi el seu
tamany. Aixo demostra el que passa amb molts dels farmacs convencionals que ens
prenem i és que al adherir-s’hi proteines, aquelles molécules de farmac ja no poden arribar
al lloc d’interés. Gracies a les DLS hem comprovat que les nostres nanoparticules tenen un

tamany aproximat d’'uns 250 nm. Font: Estudi propi
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9.4. PRACTIQUES DIA 4

-MATERIALS:
« ESTRIS | APARELLS DE LABORATORI:

NOM, DESCRIPCIO | UNITATS

IMATGE

Microscopi de fluorescencia: El microscopi de
fluorescencia és una variacio del microscopi de llum
ultraviolada en el que els objectes son il-luminats per rajos
d’'una determinada longitud d’ona. La imatge observada és

el resultat de la radiacio electromagnética.

Microscopi electronic de rastreig: Es un tipus de
microscopi electronic que proporciona una imatge de la
mostra sobre la qual s'envia un feix d'electrons. Aquests
interaccionen amb la superficie de la mostra, llavors es
dispersen arreu, es localitzen mitjancant un detector i es

projecten en una pantalla que hi ha al costat.

« COMPOSTOS QUIMICS:

NOM, DESCRIPCIO | UNITATS

Els 3 portaobjectes amb les cel-lules HelLa (preparats

anteriorment)
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-PROCEDIMENT:

Observacio de les cel-lules HeLa amb el microscopi de fluorescéencia:

1. Comencem col-locant el portaobjectes per a poder observar la

mostra a través del microscopi de fluorescencia. El col-loquem de
manera que l'objectiu quedi just damunt el cobreobjectes perqué
aquest té un gruix d’'1 mm, molt important perqué els aparells de
microscopia estan preparats per a tractar I'index de refraccié de
vidres d'1 mm com a molt. Sind, no hi hauria prou resolucié i no es

veduria res.

Utilitzem l'objectiu d’'uns 100 augments per a poder veure amb
claredat les cél-lules de cancer de cérvix, pero sobretot per a poder

veure amb claredat les nanopatrticules.

. Anem observant les mostres d’'una en una i canviant els filtres per tal

de distingir els diferents elements segons el color de la seva
fluorescencia. Recordem, les mostres eren:
e Un portaobjectes amb cel-lules HeLa amb nanoparticules de
PLGA amb rodamina isotiocianat
e Un portaobjectes amb cel-lules HeLa amb nanoparticules de
PLGA sense rodamina isotiocianat

« Un portaobjectes amb ceél-lules HelLa sense nanoparticules
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e A continuacio, introdueixo els resultats que ens van sortir amb el
microscopi de fluorescencia:

o Imatges de la mostra amb cél-lules HeLa amb nanoparticules

de PLGA amb rodamina isotiocianat:

Figura 84: Imatge de la mostra de cél-lules HeLa amb nanoparticules de PLGA amb
rodamina isotiocoianat feta pel microscopi de fluorescéncia, amb un dels filtres vermells. La
part vermella que es distingeix entre la foscor son les nanoparticules amb rodamina
isotiocianat. Les taques vermelles grans sén les nanoparticules que han entrat a la cél-lula,
en canvi, els punts petits que podem distingir apart sén les poques nanoparticules que no

hi han aconseguit entrar. Font: Estudi propi

Figura 85: Imatge de la mostra de cél-lules HeLa amb nanoparticules de PLGA amb
rodamina isotiocianat feta pel microscopi de fluorescéncia, amb un filtre blau. Les taques
blaves que es distingeixen son els nuclis, que tenen aquest color gracies a que
anteriorment els hem tenyit amb DAPI per a distingir-los de la resta de la cél-lula. Font:

Estudi propi
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Figura 86: Imatge de la mostra de cél-lules HeLa amb nanoparticules de PLGA amb
rodamina isotiocianat feta pel microscopi de fluorescéncia, amb llum normal, és a dir sense
filtre. No observem cap color degut a que la llum no ens permet veure la fluorescéncia.
Pero, podem diferenciar les cél-lules, les quals tenen formes irregulars degut a que sén
cel-lules de cancer de cérvix. Es pot distingir un cercle enmig de les cél-lules, aquest cercle
és el nuclii els punts que es veuen a I'extrerior de les cél-lules son les poques

nanoparticules amb rodamina que no han pogut entrar a la cel-lula. Font: Estudi propi

Figura 87: Imatge de les cél-lules HeLa amb nanoparticules
de PLGA amb rodamina isotiocianat feta pel microscopi de
fluorescencia amb el filtre de color verd. En la imatge s’hi
distingeixen els mateixos elements que a la figura anterior.

Font: Estudi propi

Figura 88: Imatge de les cél-lules HeLa amb nanoparticules
de PLGA amb rodamina isotiocianat feta pel microscopi de

fluorescéncia amb l'altre filtre de color vermell. Font: Estudi

propi
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Figura 89: Imatge de les cél-lules HeLa amb nanoparticules de PLGA amb rodamina isotiocianat
feta pel microscopi de fluorescéncia. El color blavés que distingim de les cél-lules és el nucli tenyit
amb DAPI i els punts i zones de color vermellds son les nanoparticules amb rodamina isotiocianat.

Font: Estudi propi

o Imatges de la mostra de cél-lules HeLa amb nanoparticules de PLGA

sense rodamina isotiocianat:

Figura 90: Imatge de la mostra de cél-lules HeLa amb nanoparticules de PLGA sense rodamina
isotiocianat amb el primer filtre vermell que hem observat a la figura 84. Com podem veure, a
diferencia de la figura 84, no observem taques vermelles enlloc. Aixo és degut a que el que
provocava les taques vermelles era la preséncia de rodamina isotiocianat dins les nanoparticules.

Font: Estudi propi
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Figura 91: Imatge de cél-lules HeLa amb nanoparticules de PLGA sense rodamina isotiocianat
observades amb el filtre blau a través del microscopi de fluorescéncia. Les taques blaves son els

nuclis de les cél-lules tenyits amb DAPI. Font: Estudi propi

Figura 92: Imatge de cél-lules HeLa amb nanoparticules de PLGA sense rodamina isotiocianat a
través del microscopi de fluorescencia amb llum normal (sense filtre). Com podem veure, tot i no
haver observat cap taca vermella en la figura 90, en aguesta imatge si que podem observar
diverses taquetes a I'interior de les cél-lules i algunes poques a I'exterior. Aquestes taquetes sén
les nanoparticules de PLGA, les quals no s’observaven a la figura 90 degut a que no contenen

rodamina isotiocianat. Font: Estudi propi
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Figura 93: Imatge de les cél-lules HeLa amb
nanoparticules de PLGA sense rodamina isotiocianat
feta pel microscopi de fluorescéncia amb el filtre de
color verd. En la imatge s’hi distingeixen els mateixos

elements que a la figura anterior. Font: Estudi propi

Figura 94: Imatge de les cél-lules HeLa amb
nanoparticules de PLGA sense rodamina
isotiocianat feta pel microscopi de fluorescéncia

amb ['altre filtre de color vermell. Font: Estudi

propi.

o Imatges de la mostra de les cél-lules HelLa sense nanoparticules:

Figura 95: Imatge de la mostra de cél-lules HeLa sense nanoparticules amb el primer filtre vermell
que hem observat a la figura 84. Com podem veure, a diferéncia de la figura 84, no observem
taques vermelles enlloc. Aix0 és degut a que el que provocava les taques vermelles era la

preséencia de rodamina isotiocianat. Font: Estudi propi
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Figura 96: Imatge de cél-lules HeLa sense nanoparticules observades amb el filtre blau a través
del microscopi de fluorescencia. Les taques blaves son els nuclis de les cél-lules tenyits amb DAPI.

Font: Estudi propi

Figura 97: Imatge de la mostra de les cél-lules HeLa sense nanoparticules, observades sense filtre
a través del microscopi de fluorescéncia. A diferéncia de les altres imatges de les mostres amb
nanoparticules en llum blanca, en aquesta no observem taquetes a I'interior de les cel-lules ni a

I'exterior, aix0 és degut a que aquesta mostra no conté nanoparticules. Font: Estudi propi
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Figura 98: Imatge de les cel-lules HeLa
sense nanoparticules feta pel microscopi de
fluorescéncia amb el filtre de color verd. En la
imatge s’hi distingeixen els mateixos elements

gue a la figura anterior. Font: Estudi propi

Figura 99: Imatge de les cél-lules HeLa
sense nanoparticules feta pel microscopi de
fluorescéncia amb l'altre filtre de color

vermell. Font: Estudi propi

e Observacié de les cél-lules HeLa amb el microscopi electronic de
rastreig:
4. Simplement anem col-locant i observant les mostres, d’'una en una, i

en fem fotografies amb la camera del microscopi.
5. Per tal de poder diferenciar els tamanys de les nanoparticules en les

imatges, els hi afegim mesures amb el mateix ordinador del

microscopi.
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e A continuacio, introdueixo els resultats que ens van sortir amb el

microscopi electronic de rastreig:

[ mag O [mode| HFW [
20.00kV| 3.5 |9.8 mm 71403 x| SE |4.18 um

Figura 100: Imatge amb el microscopi electronic de rastreig de I'interior de la cél-lula amb

nanoparticules. Les nanoparticules sén les boles que s’observen a l'imatge. Font: Estudi

propi

spot| WD | mag O|mode| HFW |
20.00kV| 35 198 mm 71403x| SE 4.18 ym

Figura 101: Mateixa imatge que la figura 100 pero amb les mesures de les
nanoparticules. El tamany de les nanoparticules és més petit que el que sortia en la DLS
perqué en la DLS les nanoparticules es trobaven turgents degut a que havien absorbit part

del medi en el qual es trobaven. Font: Estudi propi
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spot| WD
20.00 kV| 3.5 | 9.8 mm |76 242 x

Figura 102: Imatge amb el microscopi electronic de rastreig de I'interior de la cél-lula amb

nanoparticules. Les nanoparticules sén les boles que s’observen a l'imatge. Font: Estudi

propi

K 5N )
L‘._ P 7 A

HV spot| WD | mag O |mode| HFW
20.00kV| 3.5 198 mm |76242x| SE [3.91 ym

Figura 103: Mateixa imatge que la figura 102 perd amb les mesures de les nanopatrticules.

Font: Estudi propi.
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9.5. COMPARACIO DEL DOXIL | DE LA DOXORUBICINA

Per tal de reforcar la meva hipotesi i veure com els nanofarmacs influeixen en els
efectes adversos, he buscat estudis en els quals es comparen el farmac

convencional antitumoral i la versié amb nanoparticula d’aquest mateix.

Finalment, he trobat un estudi (I'estudi O’Brien) que comparava la doxorubicina
(farmac antitumoral convencional) amb el Doxil® o Caelyx® (nanofarmac que

transporta Doxorubicina®).

Segons l'assaig clinic O'Brien es va observar que la diferéncia entre la
Doxorubicina® i el Doxil® aporta molts beneficis en 'ambit d’efectes secundaris.
Un dels efectes adversos més preocupants de la Doxorubicina® és la
cardiotoxicitat, o sigui els problemes cardiacs que pot arribar a comportar, pero en
aguest estudi es determina que la cardiotoxicitat era significativament més alta en
els pacients als que administraven Doxorubicina® que als que els administraven

Doxil®, ja que aquest reduia la cardiotoxicitat de forma important.

A continuacié, aquesta taula és un resum de com es veuen reduits els efectes

adversos en el doxil, a diferéncia que amb la Doxorubicina®:

DL-PEG D
Toxicitat hematolégica
Neutropénia (Tots els graus) 4% 10%
Neutropénia (grau 3/4) 1.5% 8%
Febre (grau 3/4) 0% 1%
Anémia (Tots els graus) 5% 7%
Anémia (grau 3/4) 1% 1.5%
Trombocitopénia (Tots els graus) 1% 1%
Trombocitopénia (grau 3/4) 0% 0.,4%
Toxicitat gastrointestinal
Nausees/Vomits (tots els graus) 37% 53%
Nausees/Vomits (grau 3/4) 3% 5%
Diarrea (tots els graus) 7% 8%
Diarrea (grau 3/4) 1% <1%
Altres toxicitats
Asténia (tots els graus) 10% 13%
Asténialgrau 3/4) 1% 1%
Alopécia (tots els graus) 20% B66%
Alopécialarau 3/4) 0% 0%

Figura 104: Taula que compara els efectes adversos en el Doxil® (DL-PEG) amb els efectes

adversos en la Doxorubicina® (D). Font: Estudi O’Brien de I'lnstitut Catala d’Oncologia.
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Com es pot comprovar, tots els efectes secundaris es veuen reduits en el Doxil®,
gracies a la distribucié dirigida que ofereixen els nanofarmacs. Per tant aquesta

taula mostra I'efectivitat dels nanofarmacs.
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10. CONCLUSIONS

L’objectiu inicial i principal del meu treball de recerca era endinsar-me al mon dels
nanofarmacs per tal d’entendre’l i desenvolupar-lo. Com ja he mencionat en la
introduccié, va ser un tema que em va captivar al primer instant i que només ha fet
que augmentar el meu interes i captiveri al llarg del temps. Han estat uns mesos i
un estiu intens, ho he d’admetre, perd també ha estat un viatge apassionant en el
que m’he anat obrint portes a un possible futur, en el que he aprés moltissim en
relaci6 amb com desenvolupar un bon treball de recerca i sobretot he viscut el
mon nanometric. Espero doncs que hagueu gaudit d’aquest viatge pel mon de la
nanomedicina tant com jo ho he fet. Sense enredar-vos més, doncs, i per acabar

amb aquest viatge, fem un petit resum dels resultats del meu treball de recerca:

Com hem vist en els resultats dels experiments de la part practica a través del
microscopi de fluorescéncia, les nanoparticules de PLGA s’han introduit per
endocitosi amb exit a les cel-lules de cancer de cervix. A més, tenint en compte el
que ja explicavem en la primera part del meu treball de recerca, sabem que les
nanoparticules es desviarien cap a les cél-lules tumorals gracies a I'efecte EPR, el
qgual també hem pogut comprovar amb la comparacié de dues imatges de teixit de
cérvix en l'apartat de les cél-lules HeLa. Amb aquestes dues comprovacions puc
concloure que les nanoparticules de PLGA compliran la seva funcié de distribuir i

dirigir el farmac de forma controlada i a la zona especifica.

Aixi mateix, tal i com he explicat en I'apartat dels beneficis dels nanofarmacs,
aguesta distribuci6 especifica donaria lloc a una reduccio6 dels efectes secundaris i
de la toxicitat del tractament; a una reduccio de la degradacié i pérdua del farmac;
a una reduccié de la dosi necessaria per a ser efectiu i sobretot també a un
augment del temps de circulacié en sang, el qual permet que les nanoparticules

s’acumulin majoritariament a les cél-lules d’interés per I'efecte EPR.
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Davant d’aquests resultats, per tant, puc concloure que la meva hipotesi és
correcte. Es a dir, les nanoparticules de PLGA poden millorar molt el tractament

del cancer de cérvix disminuint els efectes secundaris i augmentant I'especificitat.

Tot just estem al principi de I'is de les nanoparticules en terapia, pero pel que he
vist i comprovat amb aquesta recerca poden aportar molts beneficis, ja sigui per la
seva distribuci6 dirigida per a la reduccio dels efectes secundaris, per a la terapia
genica o bé com a futurs agents de diagnostic. Pero crec que abans caldria fer
també un estudi dels costos d’utilitzacié d’aquest tipus de tractament, per tal de
que en un futur proper els puguem trobar inclosos dins dels tractaments que

ofereix de forma habitual la sanitat publica.

A part de les conclusions més teoriques i practiques del treball, aquesta
investigacié m’ha permés descobrir un camp de la nanomedicina del qual no en
sabia res. A més, m’ha donat I'oportunitat de treballar en un laboratori i comencar
a tenir ja contacte amb el mon universitari i professional, els quals m’han
proporcionat molts coneixements del mon de la investigacio i una nova perspectiva
d’aquest que abans no tenia. Sempre havia envisionat el mén de la recerca com
un camp apassionant, tot i que fins ara no havia estat conscient del treball i la
implicacié que també requereix. Un clar exemple que ara em ve en ment és quan
al laboratori estavem sembrant el cultiu cel-lular. Haviem d’anar amb molt de
compte de no contaminar les cel-lules, ja que aleshores els resultats no serien
valids. Vam haver de repetir certs procediments diversos cops per contaminacio,
pero finalment amb molta dedicacié6 vam aconseguir no contaminar les cél-lules

gue ens van acabar aportant els resultats finals.

Tota aquesta experiéncia i projecte m’ha permés prendre consciéncia de que
realment la ciéncia cada dia avanga més i anem molt més avancats del que ens
podem imaginar. Pero tot i aixi la recerca cientifica mai deixara de ser un viatge en

el que ens veiem immersos per poder coneixer millor la realitat que ens envolta, ja

115



ELS NANOFARMACS, UNA MILLORA DEL TRACTAMENT CONTRA EL CANCER?

que tal i com deia Karl Raimund Popper, un filosof cientific del segle XX: “La
ciéncia sempre sera una recerca, mai un descobriment real. Es un viatge, mai una

arribada”. | és que sempre ens queden nous mons per descobrir.
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GLOSSARI

Farmacocinética: és la branca de la farmacologia que estudia els
processos als que un farmac és sotmes a traves del seu pas per
l'organisme. Estudia el que passa amb un farmac des del moment en qué

és administrat fins a la seva total eliminaci6 del cos.

lonitzacié: és el procés pel qual un atom o una molécula adquireix una
carrega negativa o positiva guanyant o perdent electrons, sovint juntament

amb altres canvis quimics.

Macrofags: Cel-lula amb capacitat immunologica que es troba al teixit

conjuntiu.

Antigen: una toxina o una altra substancia que indueix una resposta

immune en el cos, especialment la produccié d'anticossos.

Apoptosi: Mort cel-lular programada i provocada pel mateix organisme per

evitar afectar les cel-lules que envolten una amb algun tipus d’anomalia.

Hidrofobicitat: Capacitat que té una substancia per enllacar-se amb
'aigua. Les substancies hidrofiliques tenen tendéncia a formar-hi enllacos,

en canvi les substancies hidrofdbiques no s’enllacen amb l'aigua.

Micel-les: Molécules de lipids que es disposen en forma d’esfera en una

dissolucio formant una espécie de bombolla.

Fosfolipids: son un tipus de lipids anfipatics (hidrofobics per un costat i
hidrofilics per l'altre) compostos per una molécula d'alcohol (glicerol o
esfingosina), a la qual s'uneixen dos acids grassos (1,2-diacilglicerol) i un
grup fosfat.

Autolisi: Destruccio de les cél-lules mitjangant els seus propis enzims.
Lisosomes: organul que es troba al citoplasma de les céel-lules eucariotes.

Els lisosomes contenen enzims degradants tancats en una membrana.

Gens antioncogens: Gens gue protegeixen algunes ceél-lules del cancer,

per a que no siguin afectades.
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Oncogens: Gen que té el potencial per causar cancer a una cel-lula.
Transformacio neoplastica: Pas d’una cél-lula sana a una cel-lula tumoral.

Emulsié: Una emulsié és una mescla estable i heterogenia de dos liquids
que tendeixen a separar-se i que sovint no es poden barrejar, é€s a dir, s6n

immiscibles entre ells.

Mostra control: Mostra placebo d’'un experiment que serveix per demostrar
que no és un factor causant dels resultats de I'experiment, sind6 que no

afecta de cap manera els resultats.

Trispsinacio: Hidrolitzacié de les proteines que enganxen algunes cel-lules

amb una superficie. Es duu a terme a través de la tripsina, un enzim.
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