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1. INTRODUCCIO

Tant lluny que veia el treball de recerca quan roe'hentaven a primer de batxillerat i
ara ja hi soc escrivint-lo.

En un primer moment, quan ens van preguntar el getractar ja sabia que el volia fer
relacionat amb la biologia., perd al moment dedleane pel tema va ser tot un calvari.
La meva primera intencié va ser fallida, ja quelarébr la recerca sobre els perfums i
les cremes antienvelliment...volia relacionar-hobagals moén dels cosmetics, pero
encara no tenia cap hipotesi.

Vaig navegar per internet buscant nous argumeritdrgieall. Pretenia trobar quins
factors influeixen en I'envelliment cel-lular, aixiom investigar l'efectivitat dels
medicaments, cosmetics i aliments oxidants saljueest procés . Pero, no tenia el
suport material necessari per realitzar-ho.

La meva tutora, Montse Perpinya, em va recordanofmenat  Projecte
ITINERA.coordinat per I'lCE. Vam enviar la sol-licitud gmrticipacié, em van
acceptar i vaig passar a tenir com a segon tutproééssor Manuel Portetode I'lRB
de la UdL.

El Professor Portero em va ajudar a definir el camlbutjant algunes propostes i
proposant-ne d'altres. Respecte a la idea dels @asnantienvelliment s’havia de

recrear la dermis (com ho feiem?) i per utilitzasmeétics haviem de tenir en compte
gue els cosmeétics eren solids i els haviem d'apkn un medi liquid, el medi de les
cel-lules (com ho aplicavem?). En consequencignvalecidir que utilitzaria cremes

protectores solars en cel-lules irradiades amb thriprovaria la seva efectivitat.

La idea de treballar en un laboratori m’agradave’ldimaginava gent seriosa, vestits
amb bates blanques, treballant amb ratolins, destobous medicaments per una
societat cada vegada més avancada, resultat gadkhores d’esforg i paciencia. | tot
estrictament net.

Va arribar finals de juliol i vaig comencar a aaéfaboratori. La idea d’anar-hi sola,
sense la Montse, amb gent que no coneixia, seh&s gairebé que era una pipeta o
com es feia una dissolucié 1:10, era una tascajassustava. Primer vaig haver de
llegir uns articles cientifics en anglés per coaeigue s’havia fet en aguest camp. Els
primers dies anava bastant peix, sort que tenjiat e I’Anna (treballava al centre de
biomedicina) i el Guillem (feia les practiques denfiacia al laboratori) que tenien
paciéncia en explica’m cada cosa fil per randa.

! ltinera. Projecte que pretén proporcionar a I'alatde batxillerat nous coneixements, recursosdsei
per a orientar i facilitar I'elaboracié del seubad de recerca. Tanmateix, I'objectiu prioritael ghrogrma

és oferir la possibilitat que l'alumnat pugui dasots, la del centre on estudia i un altra de la
UDL.(Documentacié entregada a I'alumne elegit dejgrte Itinera).

2 Dr.Manuel Portero-Otin és el professor, investigaddirector de NUTREN, el centre de recerca,
desenvolupament i transferéncia tecnologica denladusitat de Lleida



Des de finals de juliol a principis de setembrédiianat cada dia de dilluns a divendres.
Que m’havia d’ imaginar que el treball em portaaats dies, pensava que em sortiria a
la primera i en una setmana ja el tindria acabapgent! A finals d’agost, sincerament,
se’m feia una mica pesat anar-hi, els amics gawdiat piscina i jo fent el treball de
recerca al laboratori. Els experiments no sorids repetia, canviava el procediment i
semblava que no obtenia resultats. Buscava a ladpiéifia experiments similars.... En
definitiva, vaig poder comprovar la frase feta ‘tie@:paciéncia €s la base de la ciencia”,
guanta rad!.

Mentre jo esperava els meus resultats, ajudavaeedexperiments dels altres i alhora
aprenia altres coses.

(Centre Biomedicina juliol 2012
El temps anava passant, em van adjudicar comrestittor immediat”, dels problemes

gue em sortien, a 'Omar (noi becari que estudav@entre de Biomedicina). En aquest
altim periode ja vaig comencar a tenir bons result@er fi el treball de les darreres
ultimes setmanes comengava a veure la llum. Ja tetd la part practica acabada,
nomes en calia organitzar tota la informacié ohtaey

Aqui us presento la meva investigacio sobre lau@nftia de les cremes solars en la
supervivencia les cel.lules HEK 293 (cel-lules hoes de ronyo) irradiades amb
diferents dosis de UV.



2. OBJECTIUS

Per tots es sabut que el sol és beneficids, pésosabem que prendre el sol sense
proteccio és perjudicial. La pell quan s’exposa arkdiacié ultraviolada del sol fa que
la melamina reaccioni i les persones ens torneremnes; en una exposicio incontrolada
la pell es fa malbé.

El que m’he proposat principalment ha estat comgur.ov

L" eficacia de les cremes solars davant els rdjoasviolats,

La importancia d’'una bona protecci6 alhora de preetisol.

Si protegira el mateix una crema amb factor degordd 15 que una altra de 50.
Si les cél-lules irradiades, es moren indefectibl@mo poden mutar per
sobreviure.

Alguns objectius personals que em van portar adaest treball van ser:

Saber del mon de la investigacio . Emmarcar el trehall de recerca dins una
vessant cientifica.

Participar en un treball de laboratori i alhora atha errors, criticar i obtenir
resultats.

Aprofitar 'experiencia de treballar i adquirir ceirements.

Conéixer la I'efectivitat real de les cremes prtiees, saber si es reduia a una
guestio de marketing.

Treballar en un laboratori em podia ajudar a deade fer en un futur, qué
estudiar.




3. MATERIAL | METODES

«+ Sequretati higiene

Abans de comencar a treballar al laboratori hi hagunes cose
gue calia saber: els riscos al laboratori, em \v@radunes normes
que s’havia de seguifVeure annexe ) Cal remarcar:

« El Us de campanggFigura 1.) per a treballar amb le
cel-lules

* Netejar-les i desinfectar-les- utilitzant lleixiwtanol i
engegant el flux d’ UV uns vint minuts- abans iftés del
seu Us.

* El Us de guants i bata.

Figura 1. l

EXPERIMENTACIO

3.1.Mostres: Incubacio de les cél.lules

a). Es va utilitzar les céel-lules HEK 293 (cekkibe rony6 huma) ja que eren mes facils
per a treballar-hi, es reproduien més facilmemenemés dificils de contaminar-se que
les cél-lules de la dermis.

b) Les cel-lules es trobaven congelades en nitrbgeidl a 0 K.

< PROTOCOL 1: CONGELACIO DE CEL-LULES
Per congelar les cél-lules s’ha d'utilitzar un pratector, hi ha de diferents tipus perd nosaltres
utilitzarem el DMSO que incorporarem al medi de gmacidO que esta compost per:
-DMEM -PIS
-5%DMSO -20% SERUM ( FBS (per a L6 i Caco?2)) i (B@8r 3T3)).
1. Preparar el medi de congelacio:

1.1. DMEM + P/S

1.2. DMSO

1.3. esperarem una estona a ficar el sérum, ja que eb@Menera calor i si I'afegim

després del serum potser que les proteines estaieditzin al afegir el DMSO.
Rentarem 3 cops les cél-lules amb medi sense serum.

3. Hi afegirem la Tripsina aprox. 1mL /placa 3'-5'min.

3 Campana de flux laminar. Cabina que utilitza un Vahtir per forcar el pas d’aire i aixi eliminar [ggticules
d,’aire que ens podrien contaminar les cél-lules.
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10.
11.

12.

13.
14.

Neutralitzar la tripsina amb medi + sérum aprox.9mL

Homogenitzar bés les cel-lules amb el pipetor.

Un cop tinguem ben homogenitzades les cél-lulggdssarem a un tub de 10mL.

Centrifugarem i propagarem 1:5 a 1000rpm.

Eliminarem el sobrenadant amb una pipeta Pastspiréat el medi) sense tocar el residu que
quedi a baix.

Afegir 1.5mL de medi de congelacié per cada tub.

Resuspendre les cél-lules en el medi de congelheidejar-ho tot.

Aliquotar els tubs de congelacié(taronges, 1.5n)/tkks tubs han d’estar préviament etiquetats
amb “Tipus cel-lular, pas on es troben, grup desalié data”.

Posar els tubs amb una caixa blanca de forexpaa ple papers i ficar-ho al congelador -80°C
(aprox. 24h), aixo es fa perque les cel-lules vpgirden temperatura poc a poc, preparant-les
per ser congelades amb nitrogen liquid.

Passades les 24 hores, congelarem els viells anolgemn liquid.

Es aconsellable assegurar-nos que el procés egad@o hi hagin aglutinacions i no es morin
moltes cel-lules, per aix0 al cap d'uns dies degelamem una al-ligliota i comprovarem la seva

eficacia..

c) Les varem descongelaren i varem cultivar angeglient medi:.

< PROTOCOL 2:PREPARACIO MEDI

Per preparar el cultiu es va necessitar:

500ml medi DMEM(dulbecco’s modified eagle’s mediume porta 4’5 g/L de glucosa

5ml de P/S (penicilina i streptomicina son elslzatics)

5ml de L-glutamina

10% de suero FBS (per poder fer el 10% treiem Sfaninedi de cultiu DMEM i afegim 50ml
de FBS).

d)Aleshores, les cél-lules amb el
cultiu es distribueixen en plaques que
es posen a l'incubadoFigura 2.)

e)Als incubadors hi ha les
condiciones necessaries, 37° C i 5%
de CQ. S’espera el temps necessari (
1 o 2 dies) i un cop tenen la
confluéncid necessaria, es pot
experimentar

Figura 2. Incubador

* DMEM. Mitja de cultiu que conté basicamente MEM. dtle usavam conté Phenol red (indicador de PH),
vitamines, aminoacis i glucosa. Util per la majatéacél-lules.

® Confluéncia. Quantitat de cél-lules d’una placa.exemple, quan hi ha una confluéncia del 80% g&=uta a ull),

es fa un pase, d'una placa se’n divideix a d’alfvesire annexe 5)



3.2.Irradacié amb UV i control de la viabilitat

3.2.1.Experiment 1

a) En primer lloc necessitavem saber el temps alsns de la mort de les
cel-lules.(veur@aula 1) Les cel-lules control ens serveixen per a conard les que
estan irradiades, les control han d’estar vivespsho estan; les cél-lules irradiades no
s’han mort pels rajos UV sino6 per altres causesoEexperiment sempre s’ha de tenir
un control que ens donara seguretat a I'experiment.

Irradiades al microones UV Stratalinker 1800
Temps Control (0" 10" 40" 60"
d’iraciacio Amb tapa
Medi MEM
Després Sense incubaci
Taula 1.

b) Un cop irradiades varem fer la prova Cristalloleia i posant-ho al
espectrofotometPemiravem la viabilitat de les cél-lules.

< PROTOCOL 3: CRISTALL VIOLETA
Per a placa de 24 pous:

Rentar amb PBS 1ml/pou
e Addicionar 25@l de cristall violeta per pou

e Incubar 20 minuts
¢ Rentar amb aigua 2 vegades 1ml/pou

e Afegir 50Qul SDS 1% a cada pou

e Llegir a una absorbancia de 595nm

e *SDS (dodecilsulfat sodic), per desnaturalitzarpeoteines

El primer resultat ens va sortir que totes ledudes estaven vives. Per tant, al proxim
experiment, s’havia d’irradiar-les més temps.

3.2.2. Experiment 2

El medi que utilitzavem al irradiar les cél-lulea 81EM, que era transparent perqué no
conté phenol red. Aquest cop, pero, ens varemanbdid canviar-ho i les varem irradiar

amb DMEM, que era de color vermell. Es van irradiamicroones de rajos U¥mb
temps de 10',5',2’ i les control (veuti@ula 2 i Figura 4).

Irradiades al microones UV Stratalinker 1800
Temps Control (0" 2’ 5 10
d’iraciacio Amb tapa
Medi DMEM
Després Sense incubaci
Taula 2.

6 Espectometre. Aparell que serveix per mesurar,rgément, I'intensitat de la llum




Es va fer el control cristall violeta i van
sobreviure totes, no semblava que les haguéssim
irradiat. Ens varem suposar que potser el phenol
red del DMEM les protegia dels rajos UV.

Figura 4. MEM i DMEN

3.2.3. Experiment 3

Vist els anteriors experiments en aquest intenémairradiar-les en temps més llargs,
amb MEM (el medi transparent) i varem treure latdp les plaques (potser la tapa les
protegia), també es va cobrir les tapes amb paptadsparencies.

Quan treballes amb les cel-lules s'utilitza unespames. Abans i després del seu Us per
a desinfectar-les, s’ irradien amb rajos UV. Varatilitzar aquesta capacitat per a
irradiar les nostres cel-lules.

Irradiades a la campana
Temps Control (07 10’ 15 20’ 25’ Sense tapa, amb
d’iraciacio paper de
Medi MEM transparéncies
Després Sense incubacio
Taula 3.

Per acabar, es va tornar a fer el control crigtaleta per comprovar la viabilitat i el
resultat va ser erroni. En el control violeta,itgtie en un primer moment, en les fotos
del microscopi varem creure que es comengaven g.mor
|

Figura 5. Control cristall Violeta

En la figura 7 hi ha algunes cél-lules que estadifgeent color en comparaciéo amb la
resta, estan blanques, aquestes estan mortesaikétnihi ha molt poques com per dir
qgue s’han mort per irradiacio.

10



Figura 6.Control Figura 7.25’ d'irradiacio

3.2.4. Experiment 4

Ja que en els altres experiments les cél-lulevamsobreviure, en aquest experiment
varem irradiar-les més estona, ho varem tornagraafla campana -creiem que el
microones de rajos UV no anava bé perqué no enavendés cél-lules, en aquell

moment és el que buscavem-, sense medi de caltibitapa. Les varem irradiar 2h,1h
i 30’. Ens varem oblidar de fer un control.(veieaula 4)

Temps 30 1h 2h
d’iraciacio Amb tapa
Medi Sense medi
Després 1h d’incubacio
Taula 4.

A continuacio, varem deixar les cél-lules irradead@a hora als incubadors, poder la
mort de les cél-lules no era immediata.

Per acabar, varem fer el cristall violeta i no watenir els resultats desitjats, no es van
morir

3.2.5.Experiment 5

Es va tornar a repetir el experiment 4, aquestarop cel-lules control.(veielaula 5)

Taula 5.

Temps Control (0”) 30’ 1lh 2h

d’iraciacio Amb tapa
Medi Sense medi

Després 1h d’incubaci6

11



Per ultim es va fer la prova cristall violeta irebultat que ens va sortir era que en les
cel-lules irradiades mitja hora tenien menys vit@itjue les irradiades dos hores. No va
sortir el que esperavem i no sabem que va pasetirseP que sigui error alhora de
sembrar les cél-lules (que hi haguessin més @d-hllpou on s’ha fet la incubacio de
les dos hores...)ja que hem repetit les mateixeslicons que I'Experiment 4 i a
I'Experiment 4 no ens va sortir bons resultatslesovzam matar.

Hagueés estat bé que s’haguessin fet resisterdgadiacions UV.

3.3 Irradiacio amb UV i control de DNA

3.3.1. Experiment 9
> /4 =3 En aquest experiment es va canviar el microoaes,
~ partir d’'ara s'utilitzaria el microones UV Strtalier
2400. El microones que s’estava utilitzant fins ara
(UV Stratalinker 1800) no es podia calcular la
potencia la qual s’irradiava, es feia amb “time eiod
ara el microones que s'utilitzaria es podia podar e
- milijoules amb els quals irradiavem.

Figura 8. Microones UV.Strtalinker

Aquest cop irradiavem les cél-lules sense tapadedem amb unes enganxines (veure
Fig.9) que varem encomanar i es comptava les cel-lulassatie irradiar-les amb la
camara Neubaué(veureFig. 10)

\\E\\\\a\\*‘
~ N

2Trete c< @@
oep¥eur o

e

Figura 9. Enganxines 1 ) Figura 1@amara de Neubauer

Irradiades al microones UV Stratalinker 2400

Energia Control | Control| 100mJ/cm?| 200mJ/cm 500mJ/cm 999mJ/cm?

d’irradiacio Sense tapa,

Medi MEM amb Igs
enganxines

Després |24h d'incubacié

A la fi, a simple vista s’observa que a la place®®88 mJ les cel-lules floten molt més,
per tant, estan mortes i a la de 500 mJ algunebédhaten. Varem canviar el medi
transparent (MEM) hi varem posar el DMEM.

" camara Neubauer .Instrument utilitzat per fer uontecde cel-lules en un medi liquid, en el meuvetasiltiu.

12



Després de 24 hores incubant, les cel-lules imladia 100 mJ es comprova que s’han
mort poques, 200 mJ una mica més i de 500 i 99%Nanen queden cap i al control
estan vives totes. En altres paraules, ens hah boris resultats.

En la figura 11 es veu com en un control, en uaagho irradiada, hi ha moltes

cel-lules.
En la figura 12 hi ha molt poques cel-lules queridesprés de irradiar-les a 999mJ i

deixar-ho incubar.

o

Figurall. Control Figural2. 999mJ

No varem fer un control cristall violeta; varem ap®API, que tenyien el nucli de les
cel-lules i aixi podem mirar quina forma té el nusegons la forma podrem saber si és
apoptosi, necrosi o no , ja que el nucli té unenfocaracteristica. Els nuclis tenyits han
de flotar i han de ser com a puntejats, aixo viofjde hi hagut apoptosi o0 necrosi; se’'n
diu condensacié nuclearSi ha passat una certa estona de I'apoptoss noaéca.

Fig.14999mJ

Fig 13: Control

Per ultim, varem posar un flitre de color blau @®rim al microscopi i podrem veure
el DAPI, que et marca els nuclis. Veiem en les radfvieure Fig.13) que hi ha molts
nuclis (hi ha molt blau) en consequient, moltedudék. En les irradiades a 999mJ(veure
Fig.14) hi ha molt poques ceél-lules en comparacioé andosetrol, ja que hi ha menys
blau. Per saber si aquests pocs nuclis tenen dakiyM haviem d’haver fet una foto a
més ampliacio per poder veure si els nuclis estemepats. Si el nuclis estan puntejats
vol dir que hi ha mort (apoptosi o0 necrosi).

13



* Apoptosi: la cel-lula sap que esta danyada, €s una mogtgmada,venen els
macrofags i la maten.

» Necrosi la cél-lula no pot fer res per suicidar-se. Tafue hi ha dins la cél-lula
surt al citosol danyant les cél-lules del cantéed@m tots de trossets que no es
poden recollir, en canvi, a I'apoptosi els tross@snpaqueten. En la necrosi la
cel-lula es trenca i pot ser perillés.

* Quan es dona la necrosi o I' apoptosi, pot prodeitapicnosi. A la picnosi el
volum del nucli es redueix, en efecte de la pexianaterials del nucli i de la
condensacio de la cromatina residual.

3.4.lrradaciéo amb UV amb crema protectora i control dela viabilitat

3.4.1.Experiment 6

Irradiades al microones UV Stratalinker 1800

Sense crema

Crema solar de 50

Temps Control T 2.5 5 5 r 2.5 5
d’irradiacio

Medi Sense medi MEM

Després 4h d'incubacié

Les cel-lules amb i sense medi van morir. Lesutétlsense medi i amb crema de
factor 50 van morir perguée no tenien medi, no eriEMent. Se’'ns han mort totes les
cel-lules, les control també, les control no s@asrien d’haver mort ja que no han estat

irradiades pero al no tenir medi se’ns han morui@ els hi faltava el seu aliment.

3.4.2.Experiment 10

Convé destacar que en aquest experiment varem aemignys, ja que l'Ultim cop
teniem moltes cel-lules. Alhora de comptar ambalaara Neubauer agafavem menys
cel-lules; amb aixo vull dir que si teniem mésla@s que les que necessitavem

dissoliem més.

Figura 15. Comptador de cel-lules

14



En aquest moment, ja es va comencar a utilitzardiama de proteccio solar de factor 50
I 15(veureTaula 10)

Irradiades al microones UV Stratalinker 2400

Sense crema Crema solar de 15 Crema solar de 50 Sense tapa
Energia | Control[ 200mJ/cm? 500mJ/cm? Control] 200mJ/cm? 500mJ/cmi Control| 200mJ/cm? 500mJ/cm? amb les
d’irradiacio enganxines
transparents
Medi MEM
Després 24h d'incubacio

Després de 24 hores incubant ja es podia veuma@esiista que les cel-lules mortes
sén les que el medi DMEM no ha canviat de coloftr@sa en color vermell. Les que
portaven crema en el moment de la irradiacio egtass, ja que el medi ha canviat de
color, es troba en color groc, dit d'una altra nrartea metabolitzat.

Abans de fer el control violeta varem posar DARIl mirar-ho al microscopi es veien
els nuclis fosforescents, ja que el nucli estaveyata
Al fer el control violeta vam poder apreciar que t&l-lules irradiades a 200mJ sense
crema tenien menys viabilitat que les control sesreena, les irradiades a 500mJ la
majoria havien mort. En canvi, a les cél-lules tpmen cremes solar hi havia més
viabilitat. Hi havia diferéncia, no gaire grantrenla crema amb factor de proteccio 15 i
la de 50.

Fig. 15 Microscopi

15



3.4.3. Experiment 11

Abans d'irradiar les cél-lules ens hem oblidat devar el medi, de DMEM a MEM.
S'utilitzava les enganxines, és a dir, les plaqueportaven tapa.(veuiieaula 11)

Irradiades al microones UV Stratalinker 2400
Sense crema Crema solar de 15 Crema solar de 50 Sense tapa,
amb les

Energia Control | 500mJ/cm? 999mJ/cm3 Control | 500mJ/cmi 999mJ/cm? Control | 500mJ/cm3 999mJ/cm? enganxines
d'irradiacio transparents
Medi DMEM
Després 24h d'incubacié

Taula 11.

Per acabar I'experiment, les irradiades a més jauniés (999 milijoules) tenien molt
poca viabilitat, quasi bé estaven totes mortestg/eig.18)

A la mateixa irradiacio amb crema de 15 i de 5@dvia més viabilitat(veurEig.21 i
25), hi havia diferéncia entre la crema de 50dddl5, la de 50 protegia més.

El mateix passava amb les cel-lules irradiades @ $fhse crema tenien menys
viabilitat(veure Fig 17)que les control sense crema i alhora més uabitue les
irradiades a la maxima energia (999 milijoules). |& irradiades amb crema havien
sobreviscut moltes més, i hi havia meés viabilitates cel-lules irradiades amb crema de
50 que en les irradiades amb la crema de 15.

En comparacio amb I'experiment 10, al no canviametli adequat per irradiar-les no
s’aprecia tanta mort, per exemple en el cas dedekiles irradiades a 500 milijoules, ja
que el phenol red del DMEM les ha protegit.

Sense crema
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Fig_16 _.Control

Fig 17. Irradiades a 500mJ
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MFig.18 Irradiades a 999mJ

Crema de 15

Fig.19Control crema de 15
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Fig.20.Irradiades a 500mJ amb crema de 15

Fig21. Irradiades a 999mJ amb crema de 15

Crema de 50

Fig22 Control crema de 50
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Fi923. Irradiades a 500mJ amb crema de

Fig. 24Irradiades a 999mJ amb crema de 50

3.5.lrradiacido amb UV amb crema protectora i control de DNA

3.5.1.Experiment 7

Aquest cop voliem comprovar si hi havia dany alNA\Besprés d’ irradiar amb rajos
UV, Aquestes proves ens van durar tres dies.

a) En aquest experiment varem utilitzar crema dBdgavam la crema cubrint la placa.
Varem posar Sodium ascorbate (vitamina C) i Tocapl{eitamina E). (veurdaula 7)

» El Sodium ascorbate €s una sal de I'acid ascoviiexfiina C). La vitamina C és
antioxidant, hidrosoluble i és fotoprotector.
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» El Tocopherol actua com a vitamina E. La vitaminésHiposoluble,és a dir, no
és soluble en aigua. El Tocopeherol esta d’unametada manera per a que es
pugui dissoldre. A més a més , la vitamina E émx@idiant, aixi dons, protegeix

les cel-lules de la radiaci6 solar.

b) Per comprovar si hi havia dany al ADN, despragadiar amb rajos UV, varem fer:

« primer una lisi cel-lulri el métode Bradfott

—

RESULTAT DEL BRADFOR'

1

El Bradfort ens has servit per igualar la quantitkz 2

proteina. 3

El Blau és una série de components per 4

desnaturalitzar les proteines i perquée la mostgalipu 5

cérrer bé al gel quan fem I’ electroforesis en (@l 6

western blot). 7
Igualem la quantitat proteina posant més o menys

mostra i igualant amb el volum d'aigua. S

10

11

12

13

14

[ Muestra Azul Agual
63,5 25 11,5
71,1 25 3,9
71,5 25 3,5
67,2 25 7,8
64,0 25 11,0
63,1 25 11,9
61,9 25 13,1
48,4 25 26,6
61,3 25 13,7
60,7 25 14,3
64,2 25 10,8
62,4 25 12,6
64,9 25 10,1
70,6 25 4.4

« un western bld? (veureFig. 25 i 26) Fent el western buscavam una proteina
anomenada gamma-H2AX (una histona), que apareixrg@arar el ADN.
Veurem el dany del DNA,quant més n’hi hagi, mésydainhaura.La proteina,
en aquest cas gamma-H2AZs posa en un organisme (per exemple un conill)
llavors es crea inmonoglobulines (antirabbit). &ex les inmonoglobulines i es
posen en un altre organismes que fabricara antisogsie detectaran les

inmonoglobuilnes del primer organisme.

* Per acabar ho varem posar al Chemidoc, I'aparelllggir el western, se’ns va

cremar el marcador i la proteina gamma-H2AX nooréirsnarcada.
Sense crema Crema solar amb factor de proteccié 50| Amb tapa
Temps Control | 1’ 2.5 5 Control 1 2.5 5
d’irradiacio
Altres plaques| v v v v
amb vitamina
C
Altres plaques| v v
amb vitamina
£ : : :
Imadiades al micrqones UV |Stratalinker 180Q

8 Lisi cel-lular. Primera técnica per a fer un weasteConsisteix en el trencament de les membraridslaes per

mitja de detergents.

° Bradfort.Técnica per quantificar la quantitat detgina i aixi sequidament poder fer el westeemirtnormalitzada
la quantitat de proteina. Es a dir, fem el métoeldmhdfort i ens diu que tenim ug/ul i després mditzen totes les
mostres a la mateixa quantitat per alhora de cargader posar la mateixa quantitat de proteina.
19 western Blot. Métode que serveix per detectar fmeseespecifiques a través del seu pes moledyetre

video Annexe 6)
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Medi

Després

Figura 25 i 26 Western blot

Taula 7.
% PROTOCOL 4: LISI DE CEL-LULES PER A WESTERN BLOT

Primer de tot prepararem la solucié per a feraisats a les cél-lules i
el tampé de lisi: (ho posarem tot amb gel)

Tampo de rentat PBS (200mL) + NaVQ( 1mL) ho ficarem amb gel RIPA: (100mL)
Tampo de lisi: ( per 4 plagues de 6 wells) TRIS (A181)>0.6057G
10mL RIPA (4°C) TWEEN - 1Ml

100pL Inhibidors de proteases (-4°C) NaCl(A158)>0.87669g
50uL NavQ (-4°C) 200mM EDTA(A71)->0.0372g
20uL NaF (-4°C) Deoxycholyc Acid=>0.25g
26.6uL DTPAC (-4°C) (A62)

10pL BHT 1ImM T.A

Procediment:

1. Agafarem les cel-lules de cultius i les deixarela mateixa placa on estan pero les baixarem aldao
amb un recipient amb gel.
Farem de 3 a 4 rentats amb el tamp6 de PBS i V&gdiaaem el medi.
Afegirem el tamp6 de lisi ( 350uL/ well, 1.750mlslph de 10mL).
Un cop hem afegir el tampd amb I'espatula aixecalesncél-lules del fons, inclinarem la placa per a
recollir millor la mostra i amb la mateixa pipéta remenarem una mica per homogeneitzar-ho millor.
Ho recollirem amb un eppendorf, sempre ho tindretnamb gel.
Sonicarem la mostra, ficarem I'eppendorf a dinsndias de precipitat amb gel i ho sonicarem, jaeue
sonicador crea escalfor. Ho farem fins que veiemlgumostra es queda d’un color blanquinés.

7. Quant ho tinguem tot fet ja podem quantificar lestreoper meétode Bradford.

Determinaci6 de la quantitat de proteines (Métod8radford)

Depenent de la quantitat de la mostra homogeneitaada necessari realitzar una dissoluci6 préldajaantificacio
de proteines per el métode Bradford.

1. Diluir la mostra homogeneitzada en agua destil:-I8dgons la mostra es pot fer dissolucions: L1,
1:20.
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2. Preparar corba patré de BSA. Existeix una solucigéerda BSA amb una concentracié de gL

BSA (0.1ug/uL) Agua destilada Concentracion (ug/uL)
0 pL 160 L 0

lpL 159 L 0.000625

6 pL 154 L 0.00375

14 L 146 pL 0.00875

20 L 140pL 0.0125

40 L 120pL 0.025

e 160pL de mostra (1 a AL de mostra a un volumen de 160).

e 40pL de reactivo Bradford, agitar con multipipetor.

3. Deixar reaccionar 10 minuts y llegir absorbancié 6t
4. Quantificar la quantitat de proteina a la mostra.

“ WESTERN BLOT
PROCEDIMENT

1.- Preparacio dels gels:
- Gel empilador (5%) 6 ml (on posarem el

pinte)

* Acrilamida: 1ml

* SDS (10%): 60 ul

*TRIS 0,5M: 1,5 ml

* PA (10%): 40 ul

* Aigua: 3,4ml

* TEMED: 7,5 ul

- Gel separador (10%) 10 ml

(o]

O o0Oo0ooo

Acrilamida: 3,34 ml
TRIS 1,5M: 2,5ml
SDS: 100ul

PA: 80ul

Aigua: 3,96 ml
TEMED: 7,5ul

S’ha de vigilar amb I'acrilamida, perquée és moki¢a; el PA i TEMED s’han de ficar I'Gltim perquené és

comenca a polimeritzar.

2.- Preparem primer el separador

3.- Ho ficarem entre mig dels vidres (aquests segbaruix que vulguem)

4.- Afegirem isopropanol (2-3ml) per eliminar lesspibles bombolles i fer el gel uniforme.

5.- Esperarem 20 minuts.

6.- Treurem l'isopropanol amb paper de filtre.

7.- Afegir I'empilador i ficar el pinte i deixar dificar uns 20 minuts (quan estigui el gel mirargue no quedin

bombolles i sino ficarem més empilador.

8.- Preparar i cargar les mostres.
* Calentar les mostres 3 minuts a 95°C i farempinning
* Carregarem 10-20 ul a cada pouet

* Carregarem 25 ul de marcador al 1r pouet de gatladQuan carreguem ficar running buffer.

9.- Electroforesis:
* Aproximadament una hora a una intensitat de 1&@IA
* 1 hora a una intensitat de 30mA/2 gels
* Ficarem a la capsa running buffer

* Pararem I'electroforesis quan la mostra blavébaabaix de tot.
* Desmontar els vidres i fer una marca al geloatat contrari on hem ficat el marcador.
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10.- Equilibrat de les membranes (ho podem fer rasrés fa I'electroforesis)

* Rentar les membranes amb metanol reciclat irdsspmb transfer buffer 1x (a la nevera); 3 cops &
minuts.

* Marcarem cada una de les membranes (a, b..x, d..

11.- Transferencia (Sandwich)
- Preparar per tallar el gel
- Agafarem 2 cartrons i 2 esponges i ho ficarem eentull amb buffer transfer 1x.
- Sandwich: esponja-cartr6-gel-cartré-esponja
- Ha de coincidir el tall del gel amb el de la meanta.
- Transferirem durant 1 hora a 100 u independensidrdansferim 10 2 gels.

12.- Bloqueig
- Es realitza amb 15-20ml (BLOK), aproximadamehbta.

13.- Anticossos primaris
- Dependra del que vulguem detectar (mirar elsgeotes).

* La incubacié amb I'anticos primari és pot ferdlss maneres:
- Parafilm: afegir I'anticds a la dilucié indicaftul/membrana)
Tapar la membrana amb parafilm
Incubar a 4°C
- Falcon: dilucié (3ml/falcon)
Tapar amb parafilm
Incubar a 42C

14.- Rentats: 3x TBST (0,05%) 5 minuts

15.- Substrat:
- Barrejar amb 1:1 luminol (marré)  peroxidaiiat)
- Necessiten 1,5ml de barreja/membrana
- Deixar reaccionar 5 minuts i exposar el LUMI

16.- Lectura:
- QUEMIDOC
- Ordenador, mirar el programa “Quantitiy one”
- Sempre només amb PAST.

3.5.2.Experiment 8

Aquest ens va durar tres dies. Varem preparaosidicions (veurdaula 8) Varem fer
una immunohistoquimicon hem posat DAPI (tenyira el genoma del nucli bkixi
veurem els nuclis).-Fen la imnunohistoquimica nérar el danys dels raigs UV-.
D’anticos secundari varem posar la mateixa conaeidtique I'anticos primari.

D’anticos secundari em varem posar en tots elstialc d’anticos primari en tots menys
en un, per aixi poder apreciar la inespecificitat’dnticos secundari, és a dir, fariem un
control a I'anticos secundari.

Fem la immunohistoquimica voliem velaeproteina gamma-H2AKtambéla P53.

» Gamma-H2AX és una histona que es troba al nugé, apareix per reparar el
ADN quan esta danyat.

P53 és una proteina que s’encarrega de parasleloal-lular quan 'ADN esta
danyat.

e L’anticos primari és anti- gammaH2AX i anti-P53. ldnticos esta creat al
conill contra gamma-H2AX i els el tenyira de col@rmell. | 'anticos contra
P53 esta creat a la rata i els tenyira de colat.ver

» L’anticos secundari és I'anti-rabbit i anti-mouse.

n Immunohistoquimica: Procediment que es basa etiliizacid anticossos especifics, préviament mareab un
enzim que fara que siguin visibles quan les irradaenb llum i ens servira per a detectar la protgirabusquem
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Irradiades al microones UV Stratalinker 1800

Sense crema Crema solar amb factor de proteccié 50 Amb tapa

Temps Control 5 5 5 Control 5 5 5’
d’irradiacio

Altres v v
plagues amb
vitamina C

Altres v v
plagues amb
vitamina E

Medi MEM

Després 2h d’incubacio

Taula 8

Per acabar, el resultat no va sortir, varem penqgsar era per la inespecificitat de
I'anticos secundari.

Gamma-H2AX:vermell
P53:verd

Figura 27: vitamina C sense crema

D’unes mateixes cel-lules es va fer diferents fotes meés importants: la primera, la
de color blaulveure foto a dalt, a I'esquerra),es marca els nuclis, per aixi saber on
estaran posades les proteines que busquem. btéesde baix, que son les mateixes,
ens surt marcades les proteines que busquem. Brelveraprecia el gamma-H2AX
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perdo nomeés marca dos cel-lules (les que estanjpdesede color vermell), només dos
cel-lules tenen dany al ADN. En verd s’aprecia®3,Raquesta proteina hauria de sortir
després del gamma-H2AX, hi ha cél-lules que nontezlegamma-H2AX, aixd no
hauria des ser aixi; les cél-lules que estiguegsimades” de color verd també ho
haurien d’estar de vermell. EI P53 hauria de squintejat i no ho fgdveure foto de
dalt, a la dreta)

4. ANALISIS DELS RESULTATS

4.1.- Irradiacio amb UV i control de la viabilitat (3.2.)

Experiment 1. El primer resultat ens va sortir que totes ledulék estaven vives. Per
tant, al proxim experiment, s’havia d'irradiar-legs temps.

Experiment 2. Es va fer el control cristall violeta i van sewiure totes, no semblava
que les haguéssim irradiat. Ens varem suposar opserpel phenol red del DMEM les
protegia dels rajos UV.

Experiment 3.

Per acabar, es va tornar a fer el control cristaleta per comprovar la viabilitat i el
resultat va ser erroni. En el control violeta,itgtie en un primer moment, en les fotos
del microscopi varem creure que es comengaven g mor

En la figura 7 hi ha algunes cel-lules que estadifdéeent color en comparacié amb la
resta, estan blanques, aquestes estan mortesaikotnihi ha molt poques com per dir
que s’han mort per irradiacio.

Experiment 4
Per acabar, varem fer el cristall violeta i no watenir els resultats desitjats, no es van
morir.

Experiment 5

Per ultim es va fer la prova cristall violeta irebultat que ens va sortir era que en les
cel-lules irradiades mitja hora tenien menys vit@itue les irradiades dos hores. No va
sortir el que esperavem i no sabem que va pasetrseP que sigui error alhora de
sembrar les cél-lules (que hi haguessin més @d-hllpou on s’ha fet la incubacio de
les dos hores...)ja que hem repetit les mateixeslicons que I'Experiment 4 i a
I'Experiment 4 no ens va sortir bons resultatslesovzam matar.

Hagués estat bé que s’haguessin fet resisterdgadiacions UV.

4.2 Irradiacio amb UV i control de DNA (3.3.)

Experiment 9

Després de 24 hores incubant, les cél-lules imadia 100mJ es comprova que s’han
mort poques, 200 mJ una mica més i de 500 i Q9%anen queden cap i al control
estan vives totes. En altres paraules, ens hah borts resultats .

Per ultim, varem posar un filtre de color blau @8rfm al microscopi hi ha més llum,en
altres paraules, hi ha més mort en les cél-luldsrags irradiacio.
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4 .3 Irradiaci6 amb UV amb crema protectora i contol de la viabilitat(3.4.)

Experiment 6
A la fi, les cél-lules amb i sense medi van mam@s cel-lules sense medi i amb crema
de factor 50 van morir perqué no tenien medi, n@tealiment.

Experiment 10

Després de 24 hores incubant ja es podia veuma@esvista que les cel-lules mortes
son les que el medi DMEM no ha canviat de coloitr@sa en color vermell. Les que
portaven crema en el moment de la irradiacio egtaes, ja que el medi ha canviat de
color, es troba en color groc, dit d'una altra nrariehan metabolitzat

Figura 27 A I'esquerra medi metabolitzat i a la dreta.no ———— < =

Abans de fer el control violeta varem posar DARIl mirar-ho al microscopi es veien
els nuclis fosforescents, ja que el nucli estaveyata

Al fer el control violeta varem poder apreciar de cél-lules irradiades a 200mJ sense
crema tenien menys viabilitat que les control sesreena, les irradiades a 500mJ la
majoria havien mort. En canvi, a les cel-lules tpmen cremes solar hi havia més
viabilitat. Hi havia diferéncia no gaire gran enta crema amb factor de proteccié 15 i
la de 50.

Experiment 11

Per acabar I'experiment, les irradiades a més jauiéis (999 milijoules) tenien molt
poca viabilitat, quasi bé estaven totes mortes.

A la mateixa irradiaci6 amb crema de 15 i de 5théwia més viabilitat, hi havia
diferencia entre la crema de 50 i la de 15, la@prbtegia més.

El mateix passava amb les cél-lules irradiades (arbilijoules, sense crema tenien
menys viabilitat que les control sense crema irallmés viabilitat que les irradiades a
la maxima energia (999 milijoules). En les irragiscamb crema havien sobreviscut
moltes més, i hi havia més viabilitat en les clddurradiades amb crema de 50 que en
les irradiades amb la crema de 15.

En comparacio amb I'experiment 10, al no canviametli adequat per irradiar-les no

S’aprecia tanta mort, per exemple en el cas dedekiles irradiades a 500 milijoules, ja
que el phenol red del DMEM les ha protegit.

4.4 .- Irradiacio amb UV amb crema protectora i comrol de DNA(3.5.)

Experiment 7
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Se’ns va cremar el marcador i la proteina gamma>d@dé va surtir marcada.

Experiment 8
Per acabar, el resultat no va sortir, varem pensar era per la inespecificitat de
I'anticos secundari.

Per concloure, basant-nos en I'experiment 10, vpeser el que va donar millors
resultats vaigealitzar unes grafiques:

3,5

2,5

M Viabilitat sense crema
M Viabilitat amb crema 15

Longitud d'ona (595 nm)

0,5

Control 200m)J 500m)

Grafica 1.

Grafica 1. Segons els resultats del control violeta del erpart 10. Quan comparem
cel-lules de rony6 huma irradiades amb crema derfde proteccio solar 15 i sense es
pot comprovar com en la maxima irradiacio, en aguas a 500mJ, hi ha poca
viabilitat quan les cél-lules no estan protegided da crema. En canvi, a la mateixa
irradiacio i amb crema de 15 hi ha molta més vitbikel-lular, ja que les protegeix
dels raigs UV. El mateix passa quan les irradie20@mJ pero la diferéncia entre portar
crema i no portar-ne no €s tanta com a maximaiacad

Al control hi ha més viabilitat en la placa sensema, pot ser degut a que hi ha més

cel-lules, que al moment de distribuir el medid tl-lules en les plaques aqui n’
haguem posat més que en el control amb crema.
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3,5

2,5

M Viabilitat sense crema

M Viabilitat amb crema 50

Longitud d'ona (595) nm)
N

0,5

control 200 mJ 500 mJ

Grafica 2.

Grafica 2: Ens torna a passar el mateix que a I'anteriafigx, pero aquest cop amb
diferencies més notables.

Irradiant a 500 mJ la viabilitat quan les irradisemse crema és molt baixa, en canvi a
la mateixa irradiacié amb crema de 50 hi ha mwa#Hhilitat.

En la baixa irradiacié a 200mJ sense crema hi laviaéilitat que a la de 500 mJ; pero
no tanta com al control. Irradiant a 500 mJ i amdma hi ha viabilitat que sense crema.
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Grafica 3

Grafica 3: Comparant les dues cremes, la de 50 i la de 15rr&aiar a 500 mJ la
crema de 50 protegeix que la de 15, ja que hi lamu#t a la de 15.

A 200 mJ torna a passar el mateix que a l'altediacio, perd sense tanta diferéncia.
En general, a la nostra irradiacio i irradianés del-lules de ronyé huma (HEK 293) no
hi ha molta diferéncia usar-ne una de I'altra.

Que pugui haver menys cel-lules al control és dagadafar menys cel-lules alhora de
repartir a les plaques.

Vaig aprofitar els experiments que vaig fer peomparar-ho amb un problema a la pell
quan s’irradia amb el sol:I'eritema, 'envermellimeale la pell. En altres paraules, vaig
comparar els milijoules als quals jo irradiava t&d:lules de ronyd huma amb els
milijoules als quals sortia eritema als diferemisg de pell (molt clara, fosca....)

Els milijoules necessaris per a produif
eritema segons el tipus de pell

Tipus de pell mJ/cnt

Pell molt clara(extrasensitiva)l 6'8mJ/cni
Pell clara(sensitiva) 21 mJ/ém
Pell morena clara(normal) 26'25mJfchm
Pell morena fosca (normal) 32'81mJfcm
Pell fosca (insenstiva) 41°02mJ/em
Pell molt fosca (insensitiva) | 51'27mJ/em

En els meus experiments irradiava a 100mJ minird, cue tots els tipus de pell
patirien un eritema en la minima irradiacio i eresdes altres.
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5.CONCLUSIONS.

Hi havia moments que pensava que el tema elegjifet de fer-ho en un laboratori era
una tasca que em quedava molt gran. Pero en toentoraig tenir I'ajut d’especialistes
en aguest mon.

El Dr. Portero em va confessar que encara no hargballat mai amb cosmetics, pero
era un repte que s’havia proposat fa tergps varem trobar amb molts problemes;
perqué us feu una idea, esmentaré:
* En primer lloc, el principal problema era el d’afegs cremes en un medi
liquid. Inicialment, les cremes les posavem recila placa de les cél-lules.
Més tard, varem utilitzar unes enganxines transpsyrée finalment, utilitzavem
les enganxines i a més a meés pesavem la quamitaecha que hi posavem.

* En segon llocno sabiem si haviem de posar medi de cultiu, i qunel més
apropiat per irradiar-les .Un cop fet els experitagmarem veure que quan no
tenien medi les cel-lules es morien, perd no pfedte dels raigs UV, sind
perquée els hi faltava el seu medi, el seu aliméntan els irradiavem amb
DMEM, varem veure que el phenol red, que portavgesigmedi, les protegia
dels raigs UV. Aixi que el millor medi per la sauadiacio era MEM.

* En tercer lloc, després de la irradiaci6 no deiravieacubar les cel-lules,
pensavem que la mort seria immediata desprésdiarries. Al no morir-se, les
deixavem incubar per poder apreciar la mort.

* Vam haver de trobar la dosi idonia de radiaciouBrprincipi varem comencgar
amb el microones UV Stratalinker 1800, es va pegsamo anava bé perqué no
es veia cap canvi en les cél-lules i, alesho@gm irradiar-les a la campana.
Més tard, en un altre microones més modern qpdrakr, el Stratalinker 2400,
gue tenia l'opcié d'irradiar les cél-lules segoesnérgia, no com al primer que
irradiava segons el temps i no es podia saber@gjudlijoules ho feia.

* Per una altra part, es va fer un western blot anfimalitat d’'observar el dany al
ADN. En I'titim pas, el de posar el western al atigoer a llegir-ho, ho varem
deixar massa temps i se’ns va cremar el marcadoésaa més, la proteina que
buscavem, la gamma-H2AX, no sortia marcada.

 També varem fer una immunohistoquimica, perdo novansm recordar de fer
un control a lI'anticos secundari i els resultatsems van sortir. Ens varem
pensar que devia de ser per I’ inespecifitat detitas secundari.

També se’ns van contaminar les cél-lules.

Aquest fet ens va endarrerir els experiments piwaraens varem permetre ajustar les
condicions per a que el experiment surtis bé:

30



Varem irradiar-les amb enganxines transparents,elmiedi MEM, pesant la quantitat
de crema a posar; seguidament,varem irradiar-lesicbones UV Stratalilnker 2400,
per aixi poder controlar el joules a la qual sdiewva, i varem deixar que incubés
després d’ irradiar-les.

A partir d’aquest disseny es va poder comprovar que

1.

Les cél-lules irradiades a més energia, en agaesh00mJ i sense crema tenien
molta menys viabilitat en comparacio amb les cdmim irradiades i sense
crema. En canvi, quan s’ irradiava a la mateixagagosant-hi crema de 50 6
de 15 hi havia més viabilitaEn altres paraules, les cremes amb factor de
proteccio solar protegeixen dels raigs UV.

Si mirem la relacid6 entre la viabilitat cel-lulamla I'energia irradiadada,

observem que a 200mJ, la diferencia entre la camikb i la de 50 no era gaire
significativa .En canvi , al irradiar-les a 500mhavia més diferéncia entre una
i l'altra. Es a dir cal utilitzar cremes amb factor de proiécmés elevat a dosis
altes de radiacio.

Cal remarcar que aquests resultats no son direotagxérapolables a la vida
real, ja que nosaltres treballavem amb ceél-lulesodgd huma i no de dermis; i
en un cultiu cel-lular liquid in vitro que no esrespon exactament a
I'estructura del teixit in vivo.

De cara a properes investigacions, hauriem de awapsi el dany produit en el
DNA que condueix a I’ apoptosi 0 a la necrosi pat ieparat o bloquejat per
cel-lules eucariotes que semblen haver desenvolopgaianismes de resisténcia
a la radiacio per transferéncia d’alguna mutacéyviar.

Gracies al projecte em vaig introduir en aquest mesconegut, durant alguns
mesos. Vaig tenir contacte amb gent que trebalavaquest ambit laboral i
vaig saber que per obtenir resultats havien d'ditegues hores al laboratori,
caps de setmana inclosos.

Tanmateix, fer el projecte en un laboratori m’hdigath a tenir paciéncia quan
els experiments no sortien bé. De la tasca “quma geedava gran” m’ha fet
responsable, tenir una constancia en el trebalcdneixer la metodologia
d’investigacio. | tot i que al comencament pensgwa no me’n sortiria, poc a
poc , amb esfor¢ personal i I'ajut de tot 'eqdi laboratori he pogut arribar a
les conclusions que us acabo de presentar.

Vaig comparar els meus experiments amb cel.lubesodyo in vitro amb l'eritema
degut a la radiacio solar, per tal de saber tguailijoules eren necessaris per produir
aquest efecte en funcio del tipus de pell . Enclemio, vaig veure que la irradiacio
minima que patien les meves cel.lules de rony®r(ll) ja era suficient per tenir
eritema en tot tipus de pell, inclus les més fesqien consequéencia irradiacions de
(200, 500, 999 mJ/cthproduirien fortes lesions a tot tipus de pell.

31



6.AGRAIMENTS.

En aquest apartat no vull deixar d’esmentar 8
meva tutora Montse pel seu continu seguime
perseveranga en aquesta complicada tasca
guiar-me i de fer-m’ho més facil. Aixi com per
animar-me a presenta’'m Rfojecte ITINERA.

Al Manuel per dona’'m l'oportunitat de fer el
experiments en un laboratori amb ge
professional del tema.

A I'Anna, el Guillem i 'Omar per ser segonl
professors i ensenya’m des de utilitzar una pip
(veureFig.28), passar per un “cami de medi”, fins**
a fer un Western Blot; a més de la paciéncia ila
pérdua del seu temps que aix0 suposava.
Finalment, pels anims quan les coses no sortien
bé. <

Gracies a tots!.

Figura 28.Pipetes
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