La recerca d’'un nou tractament per al cancer de bufeta, basat en la utiltizacio de bacteris

1. INTRODUCCIO

Avui en dia el cancer encara és una de les malalties que afecta a més persones del mén i

tot i que és de les malalties més estudiades, encara no se’n coneix la cura.

El meu treball es centra especialment en que és el cancer de bufeta i en quines soén les
terapies utilitzades actualment per eradicar-lo. A més, s’ha dut a terme la recerca d'un nou

possible tractament.

La idea d’aquest treball va sorgir arrel d'una estada a la la Universitat Autonoma de
Bellaterra. Durant dues setmanes, concretament, des del 28 de juny fins al 14 de juliol,
vaig realitzar una estada al departament de microbiologia de la UAB. Durant aquestes dues
setmanes la meva tutora va ser la Dra. Esther Julian. Ella em va explicar que en aquell
laboratori es dedicaven a la recerca de nous micobacteris, millors que [lutilitzat
actualment, per tal de combatre el cancer de bufeta amb una terapia anomenada
immonuterapia. Aquesta consisteix en estimular el sistema immunitari del pacient amb un
micobacteri anomenat BCG, per tal que el propi cos sigui capa¢ de combatre el cancer.
Normalment aquest tractament s’utilitza després de l'extirpacié del cancer perque el
pacient no recaigui en el cancer. Per aquesta rad, durant aquestes dues setmanes ella i
altres integrants del laboratori em van ensenyar un protocol segons el qual preteniem
comprovar si la mescla de tractaments quimoestatics (Mitomicina) i estimuladors del
sistema immunitari (un micobacteri) era un bon tractament pel cancer de bufeta. A més
també vam voler comprovar si la secrecié de interleucines augmentava amb aquests

tractaments.

Arrel d’aquestes practiques a la UAB he desenvolupat el meu treball sobre el cancer de
bufeta. Les parts a tractar en aquest treball son un apartat dedicat a explicar els
components basics del sistema immunitari i com reacciona aquest davant del cancer. En
un segon apartat s’explica que és el cancer i més concretament el de bufeta i com és tractat.
I finalment, s’exposa un protocol on s’estudia si la barreja de tractaments quimioestatics i
estimuladors del sistema immunitari pot servir com a tractament pel cancer de bufeta.
Aquests blocs principals van complementats amb 3 annexes, dos dels quals sén els

resultats d’un analisi de variancia.
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2. EL SISTEMA IMMUNITARI

El sistema immunitari esta format per aquelles cél-lules i molecules responsables de
protegir als individus davant de microorganismes infecciosos. Tot i aixi, altres substancies
poden provocar respostes immunitaries. Per tant, el sistema immunitari du a terme una
reaccio envers a substancies estranyes als individus, inclosos microorganismes, virus o

macromolecules com les proteines i els polisacarids?.

Totes les cel-lules del sistema immunitari son creades a la medul-la ossia, a partir de
cel-lules mare pluripotencials. D'aquestes cel-lules mare se'n diferencien dues classes: la
limfoide i la meloide. La primera dona lloc als limfocits i la segona als fagocits. La primera
classe de cel-lules migra cap a altres llocs del cos per tal d'especialitzar-se. De la classe
limfoide se'n diferencien dos tipus de limfocits: els B i els T. Les ceél-lules mare
pluripotencials que donen lloc als limfocits B, en els mamifers, es diferencien a la medul-la
0ssia, en canvi, les que donen lloc als limfocits T, migren cap al tim?2 per ser diferenciades.
Tan sols el 5% de les cel-lules diferenciades s6n viables per dur a terme una resposta
immunitaria i per tant, passen al sistema circulatori. El 95% restant moren per apoptosi3
cel-lular. Pero al arribar a 1'adolescéncia la diferenciaci6 de les cel-lules pluripotencials
limfoides, es du a terme a la mucosa intestinal i a la pell. D'altra banda, la classe meloide
també es diferencia directament a la medul-la 0ssia i dona a lloc als fagocits. D'aquests n'hi

ha varies classes: els neutrofils, els monocits, les cel-lules dentifriques i els eosinofils.

A més a més, hi ha dues classes de reacci6 immunologica: la innata i 1'adaptativa. La
primera esta formada per mecanismes existents abans que es desenvolupi una infeccio i
representa la primera linia defensiva contra els microorganismes. En canvi, la segona sén
mecanismes de defensa que son estimulats després de 1'exposicié a agents infecciosos i la
seva capacitat defensiva augmenta després d'exposicions repetides al mateix
microorganisme. A més, les respostes immunitaries adaptatives potencien i milloren la

immunitat innata.

La resposta immunitaria innata davant d'un microorganisme, estimula que es duguin a
terme respostes immunitaries adaptatives, i a més, les respostes immunitaries adaptatives

potencien l'activitat dels mecanismes de defensa innats.
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2.1 REACCIO IMMUNOLOGICA INNATA

Els components principals d’aquesta classe d'immunitat son:
- Barreres fisiques o quimiques. Per exemple: els epitelis, els enzims4 que contenen les

llagrimes, les mucoses, etc.

- Proteines sanguinies. Son responsables dels processos d’inflamaci6 i n’és un exemple el
sistema del complement. Aquest és un mecanisme amplificador de la resposta immunitaria
ja que les 18 proteines que el formen ajuden al sistema immunitari a combatre les
infeccions. Produeixen inflamaci6, duen a terme la lisis cel-lular dels bacteris i les cel-lules

tumorals i ajuden a la presentacié d’antigens> a les cel-lules B.

- Les cél-lules assassines naturals (NK). Les cel-lules assassines naturals son una classe de
limfocits que s’encarreguen de reconeixer aquelles cel-lules que no tenen els complexos
d’histocompatibilitat principal o que els tenen danyats. Per tant, reconeixen a les cel-lules:
infectades per virus, recobertes per anticossos o les tumorals. Al reconéixer-les, les ataca
produint una proteina anomenada perforina. Aquesta genera forats a la cel-lula, pels quals

entren enzims i destrueixen a la cél-lula.

- Els leucocits. N'hi ha diverses classes: els neutrofils, els monocits,
les cel-lules dendritiques i els eosinofils.

Els neutrofils son les primeres cel-lules fagocitiques que arriben al lloc de la infecci6. Al
arribar-hi, ingereixen les particules estranyes dins d'un lisosoma, les digereixen i les
eliminen a l'exterior. Cada dia es produeixen uns 100 milions de neutrofils. Després
d'haver estat creats a la medul-la 0ssia, circulen per la sang durant 7 o 10 hores i després

s'introdueixen als teixits on al cap de dos o tres dies moren.

Els monocits son cel-lules que estan presents sempre a la sang.
Quan sbén activats aquests passen als teixits i s'anomenen
macrofags. Els macrofags son capacos de sintetitzar citocines i de
fagocitar tot allo estrany que troben i fusionar-ho amb un lisosoma.

Seguidament presenten l'antigen estrany a la membrana. Tenen

una vida més llarga que la dels neutrofils ja que poden viure mesos i

Fig.1 Macrofag en accio6

inclis anys. A més, estan especialitzats en eliminar virus, bacteris i

protozous.
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De cél-lules dendritiques n'hi ha de dues classes: les interdigitades i les fol-liculars. Les
primeres, presenten antigens als limfocits T per tal de que s'inicii la resposta immunitaria.
I les segones, és a dir, les fol-liculars tenen un paper clau en el desenvolupament dels

limfocits B de memoria.

I per udltim, els eosinofils representen entre 1'1 i el 3% dels leucocits presents a un
individu sa. La seva funci6 principal és defensar de grans parasits secretant una toxina i

enzims que controlen la resposta inflamatoria.

- Les citocines sén unes proteines, concretament séon polipéptids® o glucoproteines?, que
estan formades per entre 120 i 180 aminoacids i que tenen un baix pes molecular. Aquestes
molecules tenen una vida mitja molt curta i actuen en baixes concentracions
(en picograms). Poden ser sintetitzades per qualsevol classe de cel-lula pero ha d'estar
estimulada per tal de poder-les produir. Un cop sintetitzades, son alliberades a
I'espai extracel-lular. Tot i aixi, algunes es poden acumular a l'interior de la cel-lula i
quedar enganxades a la membrana cel-lular. Les seves funcions principals s6n regular i
coordinar accions de les cel-lules que intervenen en la resposta immunitaria (cada una
s'encarrega de regular una cosa diferent a la resta, pero hi ha citocines amb els mateixos
efectes) i regular altres processos com la mitosi o la mort cel-lular. Generalment, les
citocines actuen localment, mitjancant un procés que pot ser: autcori (sobre la
mateixa cel-lula), paracri (sobre les cel-lules veines), yuxtari (sobre les cel-lules veines pero
interactuant intercel-lularment), retrocri (sobre la cel-lula o les veines a través de formes
solubles de certs receptors de la membrana) o endocri (quan s’alliberen a la sang o al
sistema limfatic per afectar a altres organs o teixits). Pero per produir els seus efectes,
primer s'han d'unir a receptors especifics de les cel-lules, per aixo cada cel-lula té receptors

de multiples citocines

L’activitat biologica de les citocines es pot mesurar mitjancant bioassaigs. Per exemple,
la tecnica Elisa és un immunoassaig que serveix per quantificar la concentraci6 de
citocines presents en fluids biologics o I'Elispot que serveix per coneixer el nimero de

cel-lules productores de citocines.

A més, les citocines poden dividir-se depenent del seu origen, estimul i efectes biologics

en cinc grups:
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1) Interleucines (IL). Estan numerades segons van ser descobertes. Pero cada una té una
funci6 especifica. En son exemples la IL-6 i la IL-8. IL-6 és una glicoproteina secretada per
macrofags, fibroblasts, limfocits T i cel-lules de

I'endoteli; després de la seva activaci6 produida
per un virus, per la IL-1 o el TNF-a. Estimula el
creixement i la diferenciaci6 de limfocits T i

limfocits B. Juntament amb la IL-1 és la

principal inductora de sintesi de proteines de fase agudas.

També pot augmentar la producci6 de IL-2 i de IL-3. Té
activitat antiinflamatoria® i proinflamatorial®. IL-8 és una interleucina \

produida per macrofags, leucocits, fibroblasts, cel-lules

tumorals, cel-lules de 1'endoteli, cel-lules del fetge, etc.; després Fig.2 Estructura

. ) o tridimensional de la
de ser activats per senyals com la IL-1, virus o plaquetes. Inicia interleucina 12

la resposta inflamatoria atraient a limfocits i neutrofils. També

estimula la angiogenesi.

2) Factors de necrosi tumoral (TNF). Es el mediador principal de la resposta inflamatoria
provocada pels bacteris Gram negatius. Atrau a neutrofils i monocits per tal d'eradicar els
microorganismes. A més, estimula als macrofags i a les cel-lules de 1'endoteli perque
produeixin citocines. Produeix necrosil! cel-lular quan esta present en concentracions
elevades. El TNF és secretat per cel-lules assassines naturals i macrofags. N'hi ha dos: TNF
-ai TNF -B.

3) Factors estimuladors de colonies. Son substancies que estimulen la produccié de
cel-lules sanguinies. En son exemples: GM-CSF, G-CSF, M.CSF, SCF, EPO i LIF.

4) Interferons (INF). Son glicoproteines alliberades per qualsevol tipus de cél-lula. La seva
funci6 és unir-se a la membrana de la cel-lula que els ha secretat i evitar que sigui
infectada. Se'n coneixen tres: INF-y , INF-f i INF-a. L'interfero y és produit per limfocits i
cel-lules NK. La seva presencia atrau a macrofags. A més I'INF-y augmenta l'efecte
antitumoral de les NK.

5) Quimiocines. Son sintetitzades per tots els leucocits, moltes classes de cel-lules (per
exemple els hepatocits) i cel-lules tumorals. Actualment tan sols es coneixen 40
quimiocines diferents. Aquestes son proteines implicades en I’atraccié de leucocits cap als

teixits on s’esta duent a terme un procés inflamatori.
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2.2 REACCIO IMMUNOLOGICA ADAPTATIVA

També és anomenada especifica. Esta constituida pels limfocits i els seus productes. Els
limfocits son cel-lules que reconeixen i responen davant d'antigens estranys. Hi ha dues
classes de limfocits: els limfocits B i els T. Es diferencien pel mecanisme que utilitzen per
reconeixer els antigens i per les seves funcions. La reacci6 als antigens té dues classes de

resposta:

- La immunitat humoral.
Aquest és el principal mecanisme de defensa davant els microorganismes.
Les cel-lules que duen a terme aquesta resposta séon els limfocits B. Els limfocits B son
secretors d'anticossos especifics i a més, gracies als anticossos que tenen a la membrana
(150.000), també anomenats immunoglobines, endociten de forma selectiva antigens i
després els presenten al seu exterior per tal que els reconeguin els
limfocits T. A més a més, els limfocits B després d'haver-se unit al seu
antigen especific, comencen una proliferacié clonal que dura entre 4 o0 5
dies, i el resultat és la seva especialitzacié en dues subpoblacions de
limfocits B: ceél-lules plasmatiques i cél-lules B de memoria. La primera
subpoblaci6, té com a caracteristiques principals: viuen pocs dies; es
localitzen als organs limfoides secundaris ja que no circulen ni per la sang ni
pels vasos limfatics i tenen el reticle endoplasmatic més desenvolupat que
Fig.3 Anticos la resta de cel-lules, per tal de poder secretar més anticossos. D'altra
banda, les cel-lules B de memoria duen a terme una resposta immunitaria més rapida, més
efectiva i més intensa al unir-se amb l'antigen especific. I al contrari que
les cel-lules plasmatiques, poden viure durant llargs periodes, fins hi tot més de 20 o 30
anys. Pero si els limfocits B no han estat activats no s'especialitzen i al cap d'uns dies de ser

creats, moren per apoptosi.

- La immunitat cel-lular

En aquesta resposta hi participen els limfocits T, els quals
també tenen receptors d'antigens pero que no s6n anticossos.
Aquests receptors d'antigens son molecules de superficie, i els
limfocits T en tenen dues de diferents: CD4+ o CD8+.

Depenent de si tenen una molecula o 1'altra, son: cél-lules T

col-laboradores o cel-lules T citotoxiques. Les primeres sén

Fig 4. Limfocit T
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aquelles que tenen el receptor de membrana CD4+ i les segones tenen el CD8+. Les
col-laboradores s'encarreguen de sintetitzar citocines, gracies a la secreci6 de les quals,
s'estimulen els macrofags i els limfocits B perquée produeixin anticossos. D'altra banda, les
citotoxiques son capaces de reconeixer les cel-lules tumorals o les infectades per virus. I
gracies a les senyals proporcionades per les citocines, aquesta classe de cél-lules proliferen
clonalment i es diferencien en limfocits citolitics. Aquests son capacos de destruir les
cél-lules propies que estan infectades o malaltes, gracies a uns enzims que posseeixen, que
poden passar a través dels porus de la membrana i fragmentar 'ADN per tal d'induir a
I'apoptosi i també gracies a les proteines, com la perforina, que sintetitzen. Aquestes
proteines generen porus mortals per les cel-lules malaltes. Algunes cel-lules citotoxiques
després de dur a terme la seva funcié no es destrueixen, sindé que algunes anomenades
cel-lules citotoxiques de memoria, es mantenen per tal de poder actuar de nou si és
necessari. Recentment, també s'ha descobert una nova classe de limfocits T que es

localitzen en epitelis i que son capacos de reconeixer certs patogens com els micobacteris.
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3. EL CANCER
3.1 QUE ES EL CANCER | QUIN ES EL SEU INICI

Les cel-lules es reprodueixen periodicament i de manera regular per tal de substituir les
mortes o envellides, pero quan senten que tenen cel-lules al seu voltant inhibeixen la seva
divisio. Tot i aixi, de vegades els mecanismes de control situats en ' ADN que indiquen a la
cel-lula quan ha de comencar a dividir-se i quan parar, s'alteren. Errors durant la replicacio
de I'ADN, anormalitats de I'ADN que s'han heretat i agents infecciosos o cancerigens poden

ser-ne els causants.

Fig.5 Evoluci6 d’'un tumor

Hi ha gens que codifiquen receptors de factors de creixement anomenats protooncogens
que sén més susceptibles que la resta dels gens a patir mutacions que desencadenin un
cancer i al patir una d'aquestes mutacions els protooncogens es passen a anomenar
oncogens. Les mutacions poden provocar que els oncogens puguin codificar els factors de
creixement i fer que se'n produeixin en excés sense cap mena de control, o bé, que crein
receptors permanentment activats. Com a resultat les cel-lules inicien una divisid
descontrolada. Aquestes cel-lules ja no n'inhibeixen la seva reproducci6 al tenir més
cel-lules al voltant i finalment acaben envaint teixits d'altres organs. Amb el temps

aquestes cel-lules donaran lloc a un tumor.

Tot i aixi, no tots els tumors s6n malignes, també n'hi ha de benignes. La seva principal
diferéncia és que els malignes poden propagar-se per la via sanguinia o limfatica i
d'aquesta forma poden envair els teixits d'altres organs i escampar el tumor per altres

parts del cos. Els més afectats solen ser els pulmons i els ossos. Tot i aixi, normalment el
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cancer de bufeta només s'escampa localment o pel sistema limfatic. Aquest procés és
anomenat metastasis. En canvi, els benignes no s'escampen i per aquesta rao, es poden

extirpar amb la garantia que en la majoria dels casos no tornaran a créixer.

3.2 ACTUACIO DEL SISTEMA IMMUNITARI DAVANT DEL CANCER

Encara que les cel-lules tumorals derivin de les cel-lules de la persona que pateix el
cancer, els tumors provoquen respostes immunitaries. Aix0 passa perque els tumors
expressen antigens que s6n reconeguts com estranys pel sistema immunitari adaptatiu del
portador del tumor. N'és una evidéncia que es trobin cel-lules NK (una classe de limfocits
T) i macrofags al voltant dels tumors. Tot i aixi, la majoria dels tumors expressen només
una quants antigens que poden ser reconeguts com a invasors i com a conseqiiéncia, la
majoria provoquen respostes immunitaries debils o no en provoquen. Els que si que les
provoquen son els tumors provocats per substancies cancerigenes o per virus oncogens, ja
que en aquestes ocasions es presenten antigens estranys o proteines mutades de la
persona. Tot i aixi, molts tumors tenen mecanismes per evadir les respostes del sistema
immunitari i a més, en moltes ocasions la rapidesa del creixement del tumor pot superar la

de la resposta immunitaria d'eradicar les cel-lules tumorals.

A més, durant la decada dels 50 es va demostrar que quan s'indueix a un ratoli
endogamic a tenir un tumor, pintant la seva pell amb una substancia cancerigena
anomenada metilcolantrel2, si se li extirpa el tumor i aquest es trasplanta a un altre ratoli
singenicl3, en aquest segon, el tumor creix. En canvi, si se li torna a trasplantar al que
inicialment el tenia, el ratoli rebutja el tumor perque s'hi ha tornat immune. I si se li aillen
limfocits T i es transfereixen al ratoli al qual s'havia trasplantat el tumor, aquest és capag
d'eradicar també el tumor. D'aquesta forma va ser com va quedar demostrat que el sistema
immunitari del propi individu pot eradicar el tumor i no recaure. Pero com que el sistema
immunitari huma no és capac de fer-ho sol, s'esta estudiant com pot ser estimulat per tal
que destrueixi eficagment les cel-lules tumorals i acabi amb el tumor. Aquesta classe de
terapia es coneix com a immunoterapia. A més, cal destacar que la principal raé d'interes
d'aquesta classe de tractament recau en que actualment, per tal de superar el cancer,
s'utilitzen farmacs que no distingeixen entre les cel-lules normals i les tumorals i per tant,

creen greus problemes a la proliferacio de les cel-lules normals dels pacients tractats.
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Fig.6 Demostraci6 de la immunitat tumoral

3.3 CLASSES DE CANCER

Els cancers es poden classificar de moltes maneres. Una d'elles és segons si és invasiu o
no. El cancer és invasiu quan el cancer creix cap a les capes més profundes, en canvi, no
ho és el que es manté a les cel-lules que recobreixen la bufeta i per tant, no hi ha cap risc

que s'escampi per altres parts del cos.

També es poden classificar segons ell lloc on s'origini aquest. I depenent del lloc, cada un
rep un nom o un altre. Alguns cancers poden ser curats i la majoria tractats, tot i aixi, aixo
depén de: el tipus, el lloc on es localitzi i 1'etapa en que es trobi. Pero concretament aquest

treball es centrara en el cancer de bufeta.
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3.3.1 CANCER DE BUFETA

El cancer de bufeta es produeix quan el tumor s'origina en la bufeta urinaria. Aquest
normalment comenca sent superficial i amb el temps, depenent de la classe de cancer de
bufeta que sigui, pot arribar a invadir les capes musculars, la paret de la bufeta, 1'exterior
d'aquesta i fins hi tot altres organs; i en els casos més extrems es pot escampar pel sistema
limfatic. Tradicionalment, la incidéncia en els homes ha estat major, pero actualment esta

incrementant la seva afectacio a les dones.

3.3.1L.1ESTRUCTURA DE LA BUFETA

La bufeta és un organ en forma de bossa que emmagatzema 1'orina, procedent dels
ronyons, fins que aquesta és expulsada a l'exterior. Aquest organ esta format per tres
capes: una capa serosa, una capa muscular i una capa mucosa. La capa muscular esta
formada pel muscul detrusor un muscul llis que envolta a la bufeta i juntament amb els
musculs abdominals és I'encarregat de la contraccié d'aquesta en el moment de 1'evacuacioé
de l'orina a través de la uretra; aquest acte és anomenat micci6. A la vegada, el muscul
detrusor esta recobert pel peritoneu que descansa sobre una capa fina de teixit connectiu.
El peritoneu forma la capa serosa. I per ultim, la capa mucosa esta formada per un epiteli
transicional. Aquesta capa forma l'interior de la bufeta ja que és impermeable. Aquesta
classe d'epiteli és un teixit estratificat en el qual les cel-lules superficials sén rodones pero

quan el teixit s'estén s'aplanen.

La ctipula vesical és la part superior de la bufeta. Es molt amplia i va augmentant el seu
volum a mesura que la bufeta esta més plena d'orina. Els ronyons i la bufeta estan
comunicats mitjancant els uréters. L'orina va a parar a la bufeta pels orificis ureterals;
aquests son dos i creen una forma de triangle amb el trigon situat a la base de la bufeta. El
trigon és una area de la base de la bufeta. En aquesta zona també hi ha un plec anomenat
plec interureteric i s'estén entre els orificis ureterals. La part de la bufeta que es comunica
amb la uretra esta envoltada per dos esfinters!4. La seva funci6 és impedir que 1'orina surti
involuntariament. Tot i aixi, a més hi ha fibres estirades que ajuden a retenir 1'orina

voluntariament.
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Fig.7 Parts de la bufeta urinaria

3.3.1.2 CAUSES DEL CANCER DE BUFETA

No hi ha una clara causa principal pel desenvolupament de cancer de bufeta, pero es creu
que hi ha diversos factors que el provoquen:
- El consum de tabac. Els fumadors tenen el doble de probabilitats de patir cancer de
bufeta que els qui no fumen. Ja que al fumar, els pulmons absorbeixen les substancies
cancerigenes que porta el tabac i les passen a la sang. Seguidament a través dels vasos
sanguinis la sang va a parar als ronyons, on moltes de les substancies cancerigenes
presents son filtrades i incorporades a la orina. Aquesta orina plena de substancies
cancerigenes esta molta estona en contacte amb la membrana que revesteix l'interior de la
bufeta i quan aquesta es buida, seguidament es torna omplir amb noves substancies de la
mateixa classe. Per tant, com que la bufeta dels fumadors esta constantment en contacte
amb cancerigens, com a conseqiiéncia hi ha un alt risc de patir cancer en aquesta zona del
COS.
- Infeccions urinaries. Tot i que no esta completament comprovat es creu que la irritaci6 de
la membrana de la bufeta produida per repetides infeccions urinaries pot ser un factor de
predisposicio al cancer d'aquesta classe.
- La esquistosomiasis. Es una infeccié produida pel contacte amb aigua contaminada ja
que en aquesta hi viu un parasit anomenat cercaria. Un cop aquest parasit entra en
contacte amb les persones penetra a la pell i madura. A continuacié emigra cap als
pulmons i al fetge, on pot desenvolupar-se fins a la seva forma adulta. Llavors 1'adult torna

a migrar cap a una altra part del cos que pot ser: els intestins, el recte, el fetge, els
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pulmons, les venes que transporten la sang des dels intestins fins al fetge, la melsa o la
bufeta; depenent de l'especie. Concretament a la bufeta aquest parasit produeix una
irritacio cronica que pot originar un cancer.

- L'exposicio a determinades substancies quimiques industrials
com dissolvents, colorants i també a altres substancies
cancerigenes. Algunes d'aquestes son la b-naftilamina, la
benzidina, 4-amino-bifenil, la MOCA i la O-toluidina. Per tant,

les persones que treballen en els sector textil, del cuir, del

cautxq, de la impremta, del petroli, del metall, els maquinistes,

Fig.8 Pots de pintura

el pintors, els perruquers i els camioners; son persones que

estan en contacte amb productes quimics toxics, cosa que poden inhalar i a la llarga patir
aquest cancer. Aquestes persones representen entre el 20-25% dels casos de cancer de
bufeta.

- El tractament de quimioterapia amb ciclofosfamida. La ciclofosfamida és una droga que
s'utilitza per evitar o revertir la fibrosis pulmonar als pacients amb esclerodérmia. Els qui
tenen aquesta malaltia tenen una acumulacio de col-lagena a la pell i a altres organs.

- Dieta. El consum alt de grasses i fregits contribueix a 1'aparici6 de cancer.

- Les persones de raca blanca que tenen entre 65 i 85 anys tenen més possibilitats de patir-
lo que les persones joves.

- La predisposici6 genética.

- L'exposici6 a l'arsenic.

- La radioterapia que reben les dones que tenen cancer d'ater és un factor de risc per tenir

cancer de bufeta de les cél-lules de transicio.

3.3.1.4 VARIANTS DEL CANCER DE BUFETA

- Carcinoma de les cél-lules de transici6, també anomenat carcinoma uroterial. Més del
90% dels cancers de bufeta son d'aquesta classe, per tant, és el més comu. S'anomenen aixi
perque el cancer es comenca a desenvolupar en el recobriment de la bufeta. N'hi ha de
dues classes: tumors papil-lars i els carcinomes plans. Aquests primers creixen des de la
superficie interna de la bufeta fins al centre buit. Formant aixi una forma similar a un
cactus. Aquesta classe de cancer pot ser tant invasiu com no ser-ho. En canvi, en els
carcinomes plans només es veuen involucrades les cel-lules del revestiment de la bufeta i el

tumor mai creix cap a la part buida d'aquesta. Aquesta classe sol ser un cancer no invasiu,
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tot i aixi aquest es pot complicar i créixer inclas fins al muascul. Sera llavors quan parlarem

d'un cancer de bufeta invasiu.

- L'adenocarcinoma té entre 11 2% d'afectacio a les persones que pateixen cancer de bufeta.

Casi tots els adenocarcinomes so6n invasius.

De adenocarcinomes n'hi ha de dues classes: de les cel-lules escamoses i de cel-lules
petites. El 4%de les persones que tenen el cancer de bufeta és de cel-lules escamoses i la
majoria de carcinomes d'aquest tipus so6n invasius. En canvi, els carcinomes de cel-lules

petites tan sols el pateixen 1'1% dels afectats pel cancer de bufeta.

- Els sarcomes s6n anomenats aixi els cancers que s'originen al muscul de la bufeta. No sén

gaire comuns i normalment els pateixen els nens petits.

- La invasi6 limfatica es produeix quan el cancer s'escampa mitjancant el sistema limfatic
cap a altres parts del cos. Normalment primer s'escampa cap els ganglis limfatics

perivesiculars.

3.3.1.5 GRAU D‘INVASIO

Hi ha diferents estadis de cancer de bufeta per aquesta raf s'utilitza un sistema anomenat
TNM per poder-los definir. La TNM és una sigla i com a tal, cada lletra té un significat. La
T indica el grau d'invasi6 de la bufeta i d'altres teixits 1'extensi6é del tumor. El grau va del'1
al 4 i com més gran és el nimero que acompanya la T vol dir que el tumor esta més estes.
La N descriu si el cancer s'ha escampat pels ganglis limfatics5 i es numera de I'1 al 3.
Finalment, la M indica les metastasis.

Ta- Tumors papil-lars no invasius.

Tis- Carcinoma in situ. Es a dir céllules amb un numero triaploide i tetraploide de
Ccromosomes.

T1- Son classificats en aquest grau aquells que envaeixen la mucosa de la bufeta.

T2- En son els tumors que envaeixen el muscul de la paret de la bufeta

T2a: Son aquells que envaeixen el muscul superficial.

T2b: Envaeixen el muascul profund.

T3- Ho sbn els que arriben a 'exterior de la bufeta
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T3a- A l'exterior de la bufeta hi ha cel-lules microscopiques

T3b- A l'exterior de la bufeta es poden apreciar cel-lules a simple vista.
T4- S6n aquells que s'han escampat per altres organs.

T4a- S'ha escampat per la prostata, la vagina o 1'ater

T4b- S'ha escampat cap a I'abdomen o la paret pelvica.

No- No envaeix els ganglis limfatics

N1- El cancer envaeix a un gangli de menys de 2 cm.

N2- El tumor envaeix a ganglis de entre 211 5 cm.

N3- S'han envait ganglis limfatics de més de 5 cm.

Mo- No s'envaeixen altres organs

Mi1- S'invadeixen organs que no s6n propers a la bufeta.

Fig.9 Representacio de les capes de la bufeta: 1a mucosa (blanc), la submucosa (negre),
el muscul (rosa) i la grassa perivesical (groc). I en taronja es representen els graus

d’invasi6. A més, les fletxes representen els estadis d’evoluci6 del tumor.

3.3.1.6 TRACTAMENTS DEL CANCER DE BUFETA
Hi ha diferents tractaments per tal de curar el cancer de bufeta depenent de la classe de
cancer i del grau d'invasié. A continuaci6 hi ha explicades les terapies que se solen

utilitzar: la cirurgia, la radioterapia, la quimioterapia, la fototerapia i la immunoterapia:
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- Cirurgia
Abans de dur-la a terme s'ha de realitzar un estudi preoperatori que consisteix en: un
analisi de sang i coagulaci6, un electrocardiograma, una radiografia del torax i una
consulta amb l'anestesista que és qui determinara el risc que té l'anestesia general pel
pacient. A més a més, és necessari un ingrés hospitalari, el qual pot durar entre una i dues

setmanes, després de 1'operacio. Classes de cirurgia utilitzades:

1) Resecci61® transuteral (RTU). Es el tractament més comu del cancer de bufeta. Aquesta
classe de cirurgia tan sols es pot aplicar a tumors que no estiguin dispersos i que no siguin
gaire grans ni profunds. Consisteix en inserir a la bufeta, a través de la uretra, un tub llarg,
flexible i amb llum; anomenat cistoscopil?. En el seu extrem hi ha un sistema que permet
tallar el tumor i extreure'l de la bufeta. També pot anar-hi un sistema que sigui capag de
cremar el cancer. Un cop finalitzada la intervenci6 es deixa col-locada una sonda vesical18
per tal de poder fer-hi rentats amb sérums fisiologicsl® fins que desapareix-hi
I'hemorragia. Durant els tres primers dies, el malalt pot sentir dolor i cremor al orinar. Al
cap de 3 a 7 dies de la intervencio6 els metges retiren la sonda vesical i el pacient és donat
d'alta. El principal avantatge de la resecci6 transuteral és que aquesta cirurgia no fa malbé
la bufeta i per tant, es pot seguir orinant de forma natural. Pero tot i que aquesta terapia és

efectiva, la possibilitat de recurréncia del tumor és forca elevada.

2) Cistectomia. Quan el cancer de bufeta és invasor, és a dir, que s'escampa més enlla del
teixit en el qual va comencar, s'ha d'extirpar parcialment (cistectormia parcial) o totalment
(cistectomia radical) la bufeta. La cistectomia parcial no és gaire utilitzada i tan sols es du
a terme quan el cancer es troba limitat a una zona de la bufeta. Consisteix en treure la part
de la bufeta on es troba el cancer. D'altra banda, la radical és la més utilitzada. Es basa en
I'extirpaci6 de la bufeta i la reseccid els ganglis limfatics i organs proxims. Els teixits
extirpats a les dones, normalment, son: I'ater, els ovaris, les trompes de falopi, part de la
vagina i la uretra. En canvi, en els homes es sol extirpar: la prostata, les vesicules seminals

i, de vegades, també és necessari extirpar també 1'uretra.

Després de la intervenci6 els malalts han de prendre uns medicaments per tal d'alleugerir
el dolor postoperatori. I el personal sanitari s'encarrega de cuidar i netejar la zona
intervinguda fins que els punts siguin retirats. Posteriorment de la operacio, sha de

realitzar una urostomia. Aquesta és una obertura a I'abdomen per tal que 1'orina pugui ser
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evacuada a l'exterior del cos. Com que l'esfinter és qui regula I'expulsié de 1'orina en una
persona sana i als malalts després de que se'ls hagi realitzat una urostomia, l'orina no surt
pel seu cami natural, per tant no pot ser controlada de forma voluntaria, per aixo és

necessari per poder recollir I'orina, portar una bossa a sobre.

- Radioterapia

Normalment s'utilitza quan els pacients no poden o no volen sotmetre's a la cirurgia. Tot
i aixi, de vegades és un complement de la cirurgia per disminuir la possibilitat de
recaiguda, o també s'utilitza com a tractament pal-liatiu perque en els casos de cancer
incurables els simptomes millorin. Abans de comencar les sessions cal dur a terme una
comprovacio, anomenada simulacié, que consisteix en definir les parts del cos que

s'irradiaran.

Hi ha dues classes de radioterapia: externa i interna. En la primera s'utilitzen maquines
anomenades acceleradors lineals que en cap moment contacten amb el pacient pero que
emeten radiacions X que destrueixen les cél-lules cancerigenes. En canvi, en la segona,
també anomenada radioterapia intersticial, s'utilitza material radioactiu que s'introdueix a
l'interior de l'organisme en contacte directe amb el tumor. Aquestes substancies es retiren

al cap d'uns dies.

Els efectes adversos més comuns son les nausees i els vomits. Tot i aixi, abans
d'administrar el tractament de radioterapia es recepten medicaments anomenats
antiemetics, per tal de prevenir aquesta situaci6. Altres efectes secundaris son la caiguda

de cabell i la reducci6 de globuls vermells i blancs a la sang.

- Quimioterapia

La quimioterapia es basa en utilitzar farmacs per destruir les cel-lules cancerigenes o bé
per ajudar a prevenir la reaparici6 del tumor. La quimioterapia pot constar dun sol
medicament o de combinacions. Alguns dels més utilitzats son: el Carboplati, el Cisplati, la
Ciclofosfamida, el Docetaxel, la Doxorubicina, la Gemcitabina, la Ifosamida, el
Metotrexato, el Paclitaxel, la Mitomicina o la Vinblastina. Els medicaments es poden
subministrar tan abans de la cirurgia, per aixi reduir la mida del tumor i facilitar
I'extirpaci6, com després, per tal de prevenir la reaparicié del cancer de bufeta. Tot i aixi,

sempre €s necessari préviament realitzar un analisis de sang per determinar els nivells de
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globuls vermells i globuls blancs; a més de mirar si la funci6 hepatica i renal és correcte.

Depenent dels resultats obtinguts les dosis dels medicaments variaran.

Pero no tots els farmacs utilitzats actuen de la mateixa forma. N'hi ha de dues classes: els
especifics al cicle cel-lular i els no especifics al cicle cel-lular. Tal com el seu nom indica, els
especifics al cicle cel-lular, destrueixen les cel-lules durant la divisi6 cel-lular. I els altres les
destrueixen quan estan en fase de repos. Cal remarcar que el procés de divisi6 cel-lular es
realitza a través del cicle cel-lular, que va des d'una fase de repos fins a la mitosi (que és la

divisio).

L'inconvenient principal de la quimioterapia és que els farmacs no reconeixen la
diferencia entre les cel-lules tumorals i les que no ho sén, per tant, actua en les dues classes
de cel-lules (tot i que en les no tumorals ho fa en menor intensitat); cosa que provoca
efectes secundaris. Quan es deixa d'administrar la quimioterapia, les cél-lules que no sén
tumorals tornen a créixer i els efectes secundaris desapareixen. Les cel-lules sanguinies, les
de la boca, I'estémac, l'intesti i els fol-licles pilosos2°; solen ser les cél-lules no tumorals

més afectades pels farmacs utilitzats en en la quimioterapia.

Els farmacs utilitzats danyen I'ADN o I'ARN que indica a la cel-lula com fer una copia de
si mateixa. Quan aquesta no pot dividir-se, mor sense cap copia d'ella. Aquesta classe de
farmacs, son molt efectius per destruir les cel-lules que es divideixen rapidament, i com
que les cél-lules tumorals ho fan molt més rapid que la resta, aconsegueixen reduir la mida
del tumor rapidament. A més, també indueixen a les cél-lules a morir per apoptosi o per

mort cel-lular programada.

A més, la quimioterapia en el cancer de bufeta pot administrar-se de dues formes: per via
intravesical o per via intravenosa. La intravesical s'utilitza com a part del tractament dels
tumors superficials, després de realitzar la reseccié transuteral. Els farmacs d'aquest
tractament es subministren directament a la bufeta a través d'un caréter2! i s'han de
mantenir durant dues hores a la bufeta. Aquesta forma de subministrament normalment
es du a terme quan els tumors no son invasius i estan limitats a la bufeta o quan s'estenen a
través de la paret d'aquesta pero no arriben al miscul. D'altra banda, quan els farmacs
s'administren per via intravenosa, s'introdueixen en una vena per on viatgen per tot

I'organisme. Aquesta darrera via, s'utilitza quan el cancer invadeix el muscul, quan el
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traspassa i s'expandeix fins el teixit que recobreix la bufeta o quan el tumor s'ha estés cap
als ganglis limfatics. Les dues classes de quimioterapia es realitzen mitjancant cicles ja que
la seva administracio depen de la classe de cel-lules, la velocitat en que es divideixen i en el
moment que el farmac pot ser eficag. S'alterna el temps de tractament (normalment
subministrat a I'ambulatori) i el temps de descans (que pot oscil-lar entre 3 o 4 setmanes).
Durant el periode de descans es pot portar una vida normal. Pero sempre abans de
comencar un nou cicle de tractament s'han de repetir els analisis de sang i orina. D'aquesta
forma, el metge s'assegura que la quimioterapia no té un efecte negatiu al pacient fent-li
mal als ronyons o alterant el nivell de globuls blancs.

Els efectes secundaris depenen dels farmacs administrats, pero els més comuns soén:

vomits, caiguda de cabell, deficiéncia de globuls blancs, diarrea, etc.

Mitomicina
La Mitomicina és un farmac antitumoral utilitzat en la quimioterapia de diferents classes
de cancer. Concretament, s'administra com a tractament de: I'adenocarcinoma d'estomac o
de pancrees, el cancer anal, cancer de bufeta, el de mama, cervical, el de pulmo o el de cap i
coll, etc. Els tipus de farmac com la Mitomicina estan fets amb productes naturals

produits per diferents especies del Streptomices22 i sén especifics al cicle cel-lular.

Aquest antibiotic antitumoral s'activa en els teixits i t¢ dos mecanismes d'acci6. Un, és
desorganitzar 1'acid desoxiribonucleic de les cel-lules cancerigenes mitjancant la formacio
de complexos amb I'ADN. I l'altre, és inhibir la divisi6 cel-lular interferint en la sintesi de
I'ADN.

La quantitat administrada de Mitomicina és diferent en cada pacient ja que depén de
molts factors com: l'altura, el pes, el tipus de cancer, altres malalties, etc. Pero aquest
medicament, sempre I'ha d'administrar un metge o una infermera ja que és una substancia
vesicant; i com a tal provoca un gran dany tissular23 i la formaci6é d'ampolles si s'escapa de
la vena. Normalment la Mitomicina s'injecta de forma intravenosa. Pero en el cancer de
bufeta s'administra directament a la bufeta a través d'un cateter urinari inserit a través de
la uretra. Moure's i caminar és beneficiés mentre es té la soluci6 a la bufeta ja que ajuda a
que es dispersi. Després d'unes dues hores el pacient ha d'orinar per tal de buidar la

bufeta.
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Els efectes adversos provocats per la Mitomicina depenen de la dosis i de la manera
d'administraci6. Pero els més comuns son: nausees, vomits, perdua de gana, cabell més
fragil que de costum, cansament i disminuci6é temporal dels globuls blancs, dels vermells i
de les plaquetes (TAULA 1). Normalment tan sols es tenen alguns dels efectes mencionats
anteriorment i, tal com s'ha dit abans, desapareixen al finalitzar el tractament. A més, hi ha
diverses formes de minimitzar i prevenir les reaccions adverses.

TAULA 1: Efectes secundaris 1 probabilitat d’aquests en el la guimioterapia amb

Mitomicina

EFECTES SECUNDARIS MITOMICINA C
Micci6 freqiient 42%

Dolor al orinar 35%
Simptomes de grip 20%

Febre o calfreds 3%
Infeccions sistémiques No hi ha informaci6
Rash cutani24 13%
Supresi6 de I'activitat de la medul-la ossea 2%

- Fototerapia.

La fototerapia consisteix en injectar fotosensibilitzadors, és a dir, molecules sensibles a
la llum, al torrent sanguini. D'aquesta manera les cel-lules de tot el cos les absorbeixen. Els
fotosensibilitzadors romanen més temps dins de les cel-lules cancerigenes que no pas de
les cel-lules sanes, per tant, al inserir un cistoscopi a dins de la bufeta, com que aquest
porta incorporat un laser, les cel-lules tumorals moren a causa de l'activaci6 de les
molecules sensibles a la llum. Aquesta classe de terapia es relativament nova i tan sols
funciona amb els tumors superficials del cancer de bufeta. Pero com tots els tractaments,
té diversos efectes secundaris. Aquests son, fotosensibilitat severa, ja que la fototerapia fa
ser, als pacients, més sensibles al sol i per tant, es poden cremar amb facilitat; simptomes
gripals com el malestar; nausees; calfreds; febre; dolor; necessitat urgent i freqiient

d'orinar i també hemattria.

- Immunoterapia

Per evitar la recurreéncia del cancer, després d'haver extirpat el tumor mitjancant una
resecci0 transuteral, normalment es du a terme la immunoterapia. Aquest és un
tractament basat en 1'estimulacio del sistema immunitari gracies a la utilitzaci6 del BCG

(bacil25 de Calmette-Guerin) en forma de soluci6 (Vejicur, Oncotice o Immucyst). Aquesta
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estimulacié provoca que les cel-lules del sistema immunologic siguin capaces de destruir el

tumor o les restes que en queda.

El BCG és el micobacteri que provoca la tuberculosis
(Mycobacterium bovis) pero pel tractament de cancer de bufeta, esta @
modificat geneticament perque no sigui capa¢ de produir la infecci6.

Aquest és més eficac que altres estratégies terapéutiques ja que

provoca una llarga activacio del sistema immunologic, a més es pot
tractar el tumor in situ, es preveu la progressié de la malaltia i es Fig.10 BCG

redueixen les recurréncies del cancer.

El medicament s'administra directament dins de la bufeta del pacient gracies a un
catéter de Foley i aquest 1'ha de mantenir durant dues hores. Primer de tot, el BCG s'ha
d'unir a la bufeta, cosa que depéen de la interacci6 entre la fibroctenina del bacteri i la del
uroteli, és a dir, el bacteri ha d'interaccionar amb la del recobriment de les vies urinaries.
Aconseguir que el BCG s'uneixi al uroteli és el més complicat ja que han d'interaccionar
l'antigen 852° de la superficie de la membrana del micobacteri amb la fibroctenina present

a la paret de la bufeta.

Les cel-lules uroepitelials2” responen al BCG a través de receptors membranals. Aquests
receptors son molecules que regulen la concentracié de citocines com la IL-1, IL-6 o IL-8 i
del factor de necrosi tumoral gracies al qual s'estimulen macrofags per tal d'activar el
factor kB. Aquest factor s'encarrega de regular la resposta immunitaria; per tant, estimula
més la produccio de citocines per part de les cél-lules uroepitelials, provoca que les cél-lules
cancerigenes morin per apoptosi i per ultim, estimula la produccié de més macrofags. Pero
les primeres cel-lules del sistema immunitari que entren en contacte amb la bufeta son les
polimorfonuclears (els granulocits28). Aquests s6n els primers fagocits que arriben a la
zona d'infeccio, en aquest cas al lloc on ha estat inserit el BCG. Al entrar en contacte amb el
Mycobacterium, secreten més citocines com la IL-8, el factor de creixement, la proteina 1-
alpha inflamatoria i el factor inhibidor de la migracié. Les citocines atrauen a macrofags i
limfocits TCD4+ i a la vegada aquests secreten més citocines, entre elles, IFN-y, IL-2 i
IL-12. Aquestes al mateix temps, atrauen a més macrofags i a limfocits B. Estudis in vitro
han demostrat que les cél-lules mononuclears de sang periférica2® després d'haver estat

estimulades amb el BCG i gracies al augment de la presencia de IFN-y, IL-2 i IL-12;
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adquireixen la capacitat d'aniquilar cel-lules tumorals de la bufeta a través del que sén
capaces de secretar: la perforina. En el moment que es converteixen cel-lules assassines

naturals, s'anomenen BAK (BGC activated killer). (ANNEX 1)

A causa del BCG, granulocits, limfocits i macrofags arriben a la bufeta. Aquest
sexpressen antigens d'activacié que poden durar fins a dos mesos després de l'aplicacid
inicial del bacil. L'acumulaci6 de cel-lules immunocompetents pot ser un centre d'activacio

immunologica local i persistent.

El resultat d'aquest procés son més cel-lules del sistema immunitari atretes cap a la paret
de la bufeta i d'aquesta forma es provoca una cascada immunologica. La gran varietat de
cel-lules immunocompetents, les cel-lules del uroepiteli i les cel-lules de la bufeta

participen en el sistema immunologic durant la terapia intravesical amb el BCG.

Actualment es quantifiquen les IL-2 i les IL-8 presents en l'orina dels pacients per tal
d'establir un pronostic de recurrencia al tumor. Pero aquest no és del tot fiable ja que
sembla ser que la producci6é de citocines varia entre els pacients i no s'ha trobat cap altre
marcador de pronostic que pugui indicar com podria arribar de ser beneficiosa aquesta
terapia per cada pacient. Per aquesta rad, s'estan investigant marcadors de pronostics
fiables. Sembla ser que una opcid seria veure les variacions en I'ADN de la seqiiéncia dels
gens que codifiquen les citocines, ja que s"han descobert certs polimorfismes3° de citocines
antiinflamatories com a factors de risc per la progressio de cancer de bufeta. Per tant, si
s'aconsegueix saber exactament quins polimorfismes son els factors de risc, observant

I'ADN dels pacients, es podria saber quina és la terapia més adequada per a cada un.

Un altre inconvenient és que no se sap si el BCG retarda o prevé la progressio del tumor,
tampoc si es necessaria una terapia de manteniment, ni quins son els seus efectes
adversos. Ni tan sols quina classe de pacients se'n podrien beneficiar més d'aquesta
terapia. Actualment, entre 2-3 setmanes després de la resecci6 transuteral, durant sis
setmanes, aquest tractament es du a terme una vegada per setmana i s'administren 81mg
de BCG. Pero tot i aixi, no es sap quina n'és la dosis ideal. Per aquesta rad, es duen a terme
forces estudis on es compara una dosis de 27mg amb I'actual. Sembla ser que a la dosis
més baixa s'observa una menor toxicitat. Potser administrant una dosis més baixa

s'eliminarien o es reduirien alguns dels efectes secundaris actuals, ja que el 90% dels




La recerca d’'un nou tractament per al cancer de bufeta, basat en la utiltizacio de bacteris

pacients tractats amb aquesta solucié pateixen: cistitis31, augment de la freqiiéncia
urinaria, dolor i cremor a l'orinar i també sensacié urgent d'orinar. A més hi ha altres
efectes adversos, tot i que menys freqiients, com: el malestar, nausees, calfreds, dolors en
les articulacions i sang en l'orina anomenada hemataria (TAULA 2). Rarament una
infeccié sistemica32 n'és un efecte secundari, pero n'és un simptoma la febre elevada
durant més d'un dia. Tot i aixi, aquests efectes secundaris no sé6n permanents, sin6 que

desapareixen pocs dies després d'haver acabat el tractament.

TAULA 2: Efectes secundaris i probabilitat d’aquests en el la immonuterapia amb BCG

EFECTES SECUNDARIS BCG
Micci6 freqiient 63%
Dolor al orinar 75%
Simptomes de grip 24%
Febre o calfreds 27%
Infeccions sistemiques 4%
Rash cutani 6%
Supresio6 de I'activitat de la medul-la ossea 1%

Cal dir que el malalt no pot beure res a partir de 4 hores abans que li introdueixin la
suspensio a la bufeta, ni tampoc durant les dues hores que la mantindra. I a més, en el
moment que aquesta sigui introduida mitjancant el catéter a dins de la bufeta, aquesta ha
d'estar buida d'orina. Un cop 1'hagin introduida el pacient s'ha de moure el més possible
per tal que aquesta estigui en contacte amb tota la superficie mucosa de la bufeta. Al cap de

dues hores, per tal d'expulsar-la sha d'orinar.

En els tumors d'alt risc, tot i que la cascada immunologica pot perdurar fins a un any,
actualment es du a terme una terapia de manteniment amb la soluci6 del bacil Calmette-
Guerin que s'aplica cada 3 o 6 mesos durant un any, ja que és durant aquest temps quan
les cel-lules del sistema immunitari comencen a marxar. Un altre esquema de terapia de
manteniment consisteix inicialment una administracié per setmana durant sis setmanes i
després tres setmanals en els mesos 3,6,12,18,24,30 i 36. Per tant, en total séon 27

administracions en 3 anys.

Respecte les contraindicacions, la solucié6 de BCG no la poden utilitzar pacients

immunodeprimits ni persones que tinguin deficiéncies immunologiques. Tampoc es pot
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administrar a persones que tinguin activa la tuberculosis. I a més, les persones tractades

amb radioterapia vesical o les dones en fase de lactancia no poden utilitzar-lo.

Micobacteris

Els micobacteris pertanyen al genere Mycobacterium. El qual és 1'inic genere de la
familia Muycobacteriaceae. Actualment, se'n coneixen més de 50 especies diferents,
ampliament distribuits a la naturalesa. Tots els micobacteris s6n bacils prims, que poden
ser lleugerament corbats, i mesuren aproximadament entre 0,2 i 0,6 um d'ample per 3-10
um de llarg. Els micobacteris son organismes aerobis i per tant, necessiten oxigen diatomic
per a poder viure. També n'hi ha alguns que sén microaerofils, per tant, aquests necessiten
una atmosfera amb baixa tensi6 d'oxigen, és dir, amb només un 5% d'oxigen. A més a més,
la seva temperatura de creixement optima va des dels 25°C als 40°C aproximadament.
Pero per créixer, a part d'una temperatura optima i la preseéncia d'oxigen, necessiten una
atmosfera amb entre el 5 i el 10% de dioxid de carboni. Tot i aixi, aquests organismes
creixen i es reprodueixen molt lentament si els comparem amb altres bacteris; ja que fins
al cap de 7 dies, com a minim, no soén visibles les colonies
en una placa amb un medi de cultiu apropiat. Els que en \
tenen prou amb 7 dies per ser visibles, s'anomenen ‘ge )/
micobacteris de cultiu rapid. En canvi, els que necessiten an_ f
periodes més llargs s'anomenen de cultiu lent. Cal aclarir ”
que el micobacteris poden aillar-se del terra i d'habitats Fig.11 Mycobacterium Leprae
aquatics per tal de ser cultivats, pero algunes especies son
molt dificils de cultivar i d'altres, com el Mycobacterium leprae, només es pot en preséncia
de cel-lules. Els medis de cultiu poden ser tant liquids com solids. Els solids poden ser en

base d'agar i en base d'ou (Lowenstein- Jensen).

D'altra banda, aquests organismes no s6n mobils, excepte el M. marinum ja que aquest
es mou dins dels macrofags. I es reprodueixen per fraccio binaria, és a dir, el micobacteri

es parteix en dos i dona a lloc a dues cel-lules filles de la mateixa mida.

Respecte la seva composicid, els micobacteris tenen un contingut alt en lipids, entre el
20 i el 60%, per aquesta rad tenen acid-alcohol resisténcia. I estructuralment, com totes les
cel-lules procariotes tenen: membrana plasmatica, paret cel-lular i citoplasma. A la seva

membrana plasmatica hi abunden lipids i la seva funci6 és proporcionar proteccid
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osmotica i permetre fer intercanvi d'ions. D'altra banda, la seva paret cel-lular, és més
gruixuda que la de la majoria dels bacteris i esta formada per tres capes per tal d'oferir
proteccio i suport mecanic. La capa més externa té una estructura glucolipidica, la mitja és
rica en acids micolics i la més interna esta formada per peptidoglica i polisacarids. A més, a
la paret cel-lular hi tenen proteines. Algunes de les quals son enzims que participen en la
reconstrucci6 de la paret durant la divisi6 cel-lular. I finalment, en el citoplasma tenen
abundants granuls. Per aquesta rad resisteixen a la majoria dels tinys comuns, com per

exemple a la tinci6 de gram. Tot i aixi, es consideren gram positius.

Hi ha diverses classificacions de micobacteris. Una és segons la produccié d'un pigment.
Si pigmenten en foscor, s'anomenen escotocromogens. En canvi si pigmenten després de
I'exposicid a la llum, s'anomenen fotocromogens. Una altra classificacié és segons si sén
patogens o no:

- Especies que sempre sén patogenes per 1'huma. Aquestes solen ocasionar malalties
croniques.

- Espécies que mai s6n patogenes per 'huma.

- Espécies que poden convertir-se en patogenes per I'huma. Aquestes s'anomenen

micobacteris atipics.

Tincié de Gram
Mitjancant la tincié de Gram podem determinar si els bacteris sobn Gram positiu o
negatiu ja que es tenyeixen de forma diferent a causa de l'estructura de la seva paret
cel-lular. Els Gram positiu tenen entre el 80 i 90% de la paret cel-lular composta per
peptidoglica33, en canvi, els gram negatiu tenen una paret molt més fina (només té entre
un 10 i un 20% de pepidoglica) i esta rodejada d'una membrana exterior de fosfolipids,

lipopolisacarids i lipoproteines.

Per dur a terme aquesta tinci6 s'han de tenyir els bacteris durant un minut amb cristalls
violetes. Seguidament s'han de rentar amb aigua i tenyir-los de nou amb lugol34. Al cap
d'un minut cal tornar-los a rentar amb aigua i finalment s'han de cobrir amb safranina
alcoholica durant uns 20 segons. Es renten i s'assequen. Al tenyir els bacteris sabem que
son gram positiu perque adquireixen un color blau i un color vermell els gram negatiu.
Aix0 succeeix d'aquesta forma ja que en els bacteris gram positiu, els cristalls violeta s6on

retinguts pel peptidoglica de la paret cel-lular i no deixa que res més penetri. En canvi en
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les gram negatiu tot i també quedar tenyides pels cristalls violetes, 1'etanol penetra per la

membrana externa i el cristall violeta marxa. D'aquesta forma al afegir la safranina

alcoholica35, queden tenyits.
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4. PART EXPERIMENTAL: RECERCA D‘UN NOU TRACTAMENT
D'IMMUNOTERAPIA PEL CANCER DE BUFETA

4.1 OBJECTIU

Estudiar si la barreja de tractaments quimioestatics i estimuladors del sistema
immunitari pot servir com a tractament pel cancer de bufeta. L’estimulacié del sistema

immunitari es valora indirectament, a partir a de la producci6 de interleucines 61 8.

4.2 PROTOCOL

Tal i com s'ha explicat a I'objectiu, pretenem buscar un nou tractament alternatiu, a
'actual, pel cancer de bufeta. I comprovarem la seva efectivitat a partir de la estimulaci6 de
les cel-lules per produir interleucines i per la seva capacitat de matar a les cel-lules
tumorals. Per aquesta rao, per l'estudi de 1'efecte dels quimioestatics es va fer servir la
Mitomicina, i per 'estudi de 1'efecte dels estimuladors del sistema immunitari es va fer
servir el Mycobacterium 2. Per estudiar si la mescla d'estimuladors dels sistema
immunitari amb tractaments quimioestatics poden servir com a tractament eficac,
cultivarem: cél-lules tumorals de la linia cel-lular T243° soles, cél-lules de la T24 amb el
Mycobacterium 2, cel-lules de la T24 amb el Mycobacterium 2 i Mitomicina, cel-lules de la
T24 amb Mitomicina i per ultim, cel-lules de la T24 amb el bacteri E.coli que servira de

control37 negatiu (TAULA 3). Farem tres repliques de cada tractament.

Cal aclarir que en aquest protocol s'utilitza E.coli com a control negatiu ja que, al ser un

dels bacteris més estudiats, se sap que no té efectes antitumorals.

TAULA 3: Tractaments gue es van dur a terme

1) Cel- T24 sense infectar

2) Cel- T24 + MMC

3) Cel- T24 + Mycobacterium 2

4) Cel- T24 + Mycobacterium 2 + MMC
5) Cel- T24 + E.coli

6) Cel- T24 + E.coli + MMC

Per poder aconseguir el nostre objectiu, és molt important que treballem en un ambient

esteril perque sin6 les mostres preparades es podrien contaminar i per tant, els resultats
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obtinguts no serien fiables. Cal deixar clar que un ambient estéril consisteix en un ambient
aseptic, és a dir, que esta exempt de microorganismes patogens i de bacteris que puguin
provocar una infeccio. Nosaltres per aconseguir-ho treballarem a dins d’'una cabina de
seguretat i utilitzarem instruments d’un sol s o bé esterilitzats a 'autoclau, que farem
servir també una sola vegada. A més, ens posarem guants esterilitzats amb etanol i si els

instruments toquen a la cabina, els llencarem i utilitzarem de nous.

A continuacié, faré una sintesi sobre les caracteristiques basiques d’E.coli i
seguidament, detallaré tots els procediments que vaig dur a terme. Comencaré
explicant com es va dur a terme el cultiu de cél-lules cancerigenes, com algunes van
ser infectades, com als tractaments corresponents se’ls va afegir antibiotics, per
finalment explicar I'obtenci6 de resultats mitjancant la quantificacié de les cel-lules
tumorals que van sobreviure en els diferents tractaments, aixi com la quantificacié de

la produccio de interleucines 6 i 8.

4.2.1 ESCHERICHIA COLI

L'Escherichia coli, abreviat E.coli, és un dels
bacteris més estudiats per 1'ésser huma. Aquest
bacteri és present en els intestins de la majoria dels
mamifers; on forma part de la flora intestinal38 i on

és imprescindible pel correcte funcionament del

procés digestiu. També produeix les vitamines B i K. .
o . ., Fig.15 E.coli
L'E.coli té forma de bacil, mesura uns 0,5x2 mm i és &15
gram negatiu. A més, és un organisme anaerobi facultatiu, és a dir, pot créixer tan en

preséncia d'oxigen com en abséncia.

La majoria d'Escherichia coli s6n inofensius, tot i aixi, algunes classes poden causar
infeccions intestinals greus o diarrees. Aquestes infeccions s'adquireixen a causa del
consum d'un aliment que conté el bacteri. Per aquesta rao, no es pot consumir carn crua o

poc cuinada.

28



La recerca d’'un nou tractament per al cancer de bufeta, basat en la utiltizacio de bacteris

4.2.2 POSAR LA LINIA CEL'LULAR T24 EN POUS D'UNA PLACA DE CULTIU

4.2.2.1 INTRODUCCIO

Es van fer servir cel-lules de la linia cel-lular T24 donat que s6n les cél-lules relacionades
amb el cancer de bufeta humana. Aquestes cel-lules estaven conservades en un flascé de
capacitat 75 m3 pero on hi cabia un volum de 15mL de medi anomenat DMEM a dins d'una
incubadora a 37°C i a 5% de CO2 ja que aquestes son les condicions optimes perque es
puguin reproduir. El medi on es conserven les T24 té els components idonis per tal que les
cel-lules puguin anar creixent i reproduint-se en el flascé. Els components son: antibiotics
per tal d'evitar les contaminacions (Penicil-lina 1% i Estreptomicina 1%); Serum fetal bovi
o també anomenat FBS (suplementa el medi i que és inactivador de Tripsina3®. Cal que
abans que sigui utilitzat, els anticossos estiguin inactivats) i un indicador de pH. Les
cel-lules tumorals es dipositen al fons del recipient formant un epiteli confluent i finalment
acaben ocupant tot el flasc6 ja que al contrari de les que no ho son, les tumorals es
reprodueixen de forma descontrolada encara que no tinguin suficient espai entre elles. Tan
sols a I'hora de reproduir-se es desenganxen de les altres. Per aixo, a causa d'aquesta
reproduccié massiva és necessari agafar-ne unes quantes i posar-les en un altre flasc6 amb
un medi nou per tal que tinguin més espai. Aquests procediments s'anomenen "passes". I
I'indicador de pH simplement serveix per saber quan s'han de fer. Quan es fan els "passes"
és necessari apuntar: la linia cel-lular, en aquest cas T24; i també cal apuntar namero de
"passe" que és al flasco, és a dir, quants passes s'han fet anteriorment ja que les cel-lules
tumorals utilitzades en els primers "passes" no seran iguals a les utilitzades darrerament, a

causa de les possibles mutacions que s'hagin pogut produir.

4.1.2.2 MATERIAL | EQUIPAMENT

Multicanal, micropipetes, microscopi invertit, pipeta Pasteur, flasco, recipient amb
lleixiu, guants, pipetejador, cambra de Neubauer, cobreobjectes, incubador, Eppendorfs,

una placa de cultiu de 96 pous, un flasco i una capsula de Petri.

4.1.2.3 REACTIUS | ALTRES MATERIALS

PBS4° i blau Tripa41.
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4.1.2.4 PROCEDIMENT

Primer de tot cal treure el liquid del flasc6 on hi ha les cel-lules T24 i dipositar-ho en un
potet amb una mica de lleixiu. A continuaci6é s'ha de "rentar" el flasc6 amb 10 o 12 mL de
PBS (Phosphate buffered saline) mesurats amb una pipeta d'un sol s i un pipetejador. Per
rentar és important que totes les parets del flasco estiguin en contacte amb el PBS. Un cop
rentat s'ha de retirar el PBS i tirar-ho al potet amb lleixiu. Seguidament s'afegeixen 3 mL
de Tripsina al flasc6 amb una pipeta Pasteur. La Tripsina es compra 10x, és a dir,
concentrada 10 vegades i es dilueix 19 vegades abans d'utilitzar-la. S'agita el flasc6 per tal
que aquesta arribi a totes les cel-lules i finalment es llenca aquesta al potet amb lleixiu.
Seguidament s'ha de deixar cinc minuts a l'incubador perque la Tripsina faci efecte. La
Tripsina és un enzim que s'utilitza per separar les cel-lules entre elles i del flasco. Aquest
procés s'ha de realitzar amb compte ja que si es sobrepassa el temps que la Tripsina esta
amb contacte amb les cel-lules, aquesta és capa¢ de destruir-les mitjancant una digestio

total. Passats aquests 5 minuts cal posar una altra vegada el medi nou anomenat DMEM.

D'aquesta manera com que aquest medi porta un serum que inactiva la Tripsina ja no
ens haurem de preocupar dels efectes nocius de les restes que han quedat a les cél-lules.
Amb aquest medi es torna a netejar bé la superficie del flasco i a continuaci6 es traspassa
tot a un tub de 5 mL ja que les cel-lules tumorals s'hauran desenganxat del flasco i estaran
en suspensid. Aixo s'anomena suspensio cel-lular. Després es mira el flascé pel microscopi

per tal de veure si s'han recollit totes les cel-lules.

Nosaltres hem decidit que volem treballar amb unes 30.000 cél-lules per pou d'una
placa de cultiu de 96 pous, i com que aquesta classe de cel-lules es dupliquen cada 24 hores
i fins I'endema no treballarem amb elles, necessitem posar 15.000 cel-lules a cada pou. Per
saber quin volum de contingut del tub hem d'agafar per tal de tenir les 15.000 cel-lules, cal
que les comptem amb la cambra de Neubauer. Per aquesta rad, hem d'afegir-hi el blau
Tripa. Aquest colorant només tenyira les cel-lules mortes i les vives quedaran refringents;

d'aquesta manera podrem diferenciar-les a I'hora de comptar.

Amb una micropipeta esteril s’han d'agafar 10uL del blau Tripa d'una dissoluci6 1/2 i
dipositar-los en un Eppendorf esteril. En aquest també s'hi ha de posar amb una altra

micropipeta esteril 10uL de la suspensio6 cel-lular preparada anteriorment per tal de poder-
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ho barrejar. De la mescla obtinguda s'han d'agafar 1ouL. amb la mateixa micropipeta i
posar-los entre la cambra de Neubauer i un cobreobjectes. Per capil-laritat la mescla entra
a dins. Seguidament amb un microscopi invertit es compten les cel-lules de dins dels

quadrants i es fa la mitjana del namero de cél-lules dels quatre quadrants.

33 42
44 59

Mitjana = 44,5 cel-lules

Per obtenir les cél-lules per mL que tenim a la suspensi6 cel-lular hem de multiplicar la
mitjana obtinguda pel factor de dilucio i per 10.000 ja que aquest és el volum de la cambra
de Neubauer (CALCUL B). Pero per poder-ho fer primer hem de calcular quin és el factor
de diluci6 de la suspensi6 cel-lular (CALCUL A).

CALCUL A: Calcul del factor de dilucié

Volum final de la dissoluci6 / Volum que s'utilitza = Factor de diluci6
(1ouL + 10puL) / 10uL =2

CALCUL B: Calcul de la concentracié de cél-lules per mL de suspensié cel-lular

Mitjana de cel-lules - Factor de dilucidé - Volum de la cambra = cel/mL de la

suspensio cel-lular

44,5-2-10.000 = 890.000 cel/mL

Com que nosaltres volem tenir 15.000 cél-lules a cada pou i aquests tenen una capacitat
de 200uL, necessitem saber quants mL de la suspensio cel-lular de 890.000 cel/mL
necessitem per omplir-los (CALCUL C).

CALCUL C: mL de suspensi6 cel-lular

Suspensi6 cel-lular actual - (UL maxim en un pou / cel-lules per pou ) = puL

suspensio cel-lular actual necessaria

890.000 cel - 200uL. de medi en el pou/ 15.000 cel = 11.900uL= 11,9 mlL de suspensid

necessaria
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Llavors agafem 200uL de la suspensio cel-lular amb una pipeta esteril i els posem als
pous de la placa de cultiu. Seguidament amb la pipeta multicanal estéril omplim de PBS els
pous que ens han quedat buits, és a dir, sense suspensio cel-lular per tal d'evitar
I'evaporacié d'aquesta. Finalment tanquem la placa de cultiu i ho deixem tot un dia a

I'incubador perque les cel-lules s'adhereixin a la superficie dels pous.

4.2.3 INFECCIO

4.2.3.1 INTRODUCCIO

Per fer la infecci6 utilitzarem els segiients bacteris: el Micobacteri 2 i la Escherichia coli
(que ens fara de control negatiu). Després de fer moltes proves al laboratori van
determinar que la concentraci6é optima de cel-lules i bacteris per obtenir resultats és 1:10.
Per aquesta raé la nostra infeccié sera MOI 1:10, és a dir, cada cel-lula de la linia cel-lular
T24 tindra 10 bacteris. Donat que 24 hores després de posar les 15.000 cél-lules a dins de

la incubadora obtindrem 30.000 cél-lules, necessitarem 300.000 cfu42/pou.

4.2.3.2 MATERIAL | EQUIPAMENT

Nansa de Kolle, tub amb boletes de vidre, placa d'agar, vortex, pipeta, pipeta Pasteur,

micropipeta, Eppendorfs, bany d'ultrasons, gradeta i nanses de Disgralsky.

4.2.3.3 REACTIUS | ALTRES MATERIALS

PBS i McFarlandai.

4.2.3.4 PROCEDIMENT

Per comencar, amb la nansa de Kolle agafem les colonies d'una sembra (E.coli o
Mycobacterium 2) i les posem en un tub esteril amb boletes de vidre. Seguidament amb el
vortex ho disgreguem ja que els micobacteris fan molts agregats. A continuaci6 afegim
4.000uL de PBS (la quantitat de PBS pot variar) a cada tub amb les boletes de vidre i els
bacteris. Tornem a disgregar els tubs. I finalment ho deixem reposar 20 minuts perque si

encara hi ha grumolls es dipositin al fons dels tubs. Els segiients passos ens serviran per
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esbrinar la concentracio6 dels bacteris per mL del tub amb les boletes de vidre (cal tenir en
compte que s'ha de dur a terme el procediment per duplicat, és a dir, amb les dues espécies
de bacteris.

Primer de tot, amb una pipeta esteril agafem una mica de PBS i el posem en tub nou.
Seguidament, amb una pipeta Pasteur agafem una mica del contingut dels tubs amb les
boletes de vidre. Amb el vortex disgreguem una mica més, per tal que es barregi tot bé i
comparem la seva terbolesa amb la del McFarlandi. Per
comparar-la utilitzem un paper amb linies horitzontals negres de
diferent gruix. Hi posem a sobre el McFarland1 i els tubs amb
Mycobacterium 2 i E.coli i mirem si les linies es veuen igual. Si el
contingut dels tubs amb les boletes de vidre és més terbol que el
del McFarland1 es pot afegir una mica més de PBS amb una
micropipeta esteril. E1 McFarland1 és una dissoluci6é salina que

sabem que la seva terbolesa equival a 1-107 cfu, per tant si els dos

tubs tenen la mateixa terbolesa sabrem que el n° de colonies que

Fig. 16 Vortex

tenim és 1-107. Pero tot i sabent la concentraci6 dels bacteris
gracies a aquest procediment, cal dur a terme un control per verificar-la ja que 1'ull no és
del tot precis. Aquest control sera un banc de dilucions. Per dur a terme el banc de
dilucions necessitem 11 Eppendorfs estérils. Els col-loquem en una gradeta i en els taps hi
apuntem: E-1, E-2, E-3, E-4, E-5, E-6, 2-1, M-2, M-3, M-4 i M-5. (La E significa E.coli i la
M Mycobacterium 2). En 1'Eppendorf E-1 hi afegim 100ouL del contingut del tub de vidre
que tenia la mateixa terbolesa que el McFarlandi. Aquesta sera una diluci6é -1 ja que
haurem diluit el contingut del tub inicial unes 10 vegades. Ara agafem 100uL de I'E-11i els
afegim a I'Eppendorf E-2. Aquesta diluci6 sera -2 i el contingut estara diluit 100 vegades
respecte a la inicial. A continuaci6 tornem a agafar una altra micropipeta esteril i agafem
100uL de I'E-2 i els posem en I'E-3. En el Eppendorf E-3 haurem aconseguit tenir una
diluci6 -3, la qual estara diluida 1.000 vegades. Finalment agafem 10ouL de 1'E-3 amb una
micropipeta esteril i els posem en 1'E-4. En aquest tindrem una diluci6 -4, on el contingut
estara diluit.10.000 vegades. Anem repetint el procediment fins obtenir una diluci6 -6.
Amb el Mycobacterium 2 cal dur a terme el mateix procediment perdo només fins obtenir
una diluci6 -5. Per tltim agafem 10ouL dels Eppendorfs E-6 i M-5 i els sembrem dues
vegades en dues plaques amb el mateix tipus de medi amb dues Nanses de Digralsky
esterils. Com que cada microorganisme creix millor en un medi de cultiu determinat els

sembrem en el medi més optim: El Mycrobacterium 2 el sembrem en TSA i l'E.coli el
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sembrem en LB. Perqueé creixin les colonies 1'E.coli ha d'estar a 37°C i el Mycobacterium 2
a 30°C. Al cap de 24 hores 1'E.coli ha haura format colonies i podrem procedir al seu

recompte.

Fig. 17 Plaques amb E.coli i Mycobacterium 2

Nosaltres hem obtingut 12 cfu i 14 cfu; per tant la mitjana és 13 cfu. Per saber les cfu/mL
del cultiu necessitem utilitzar la formula especificada al CALCUL D.

CALCUL D. Férmula pel calcul d'unitats formadores de colonies per a E. col.
n? colonies/ (factor de dilucié - volum de sembra) = cfu/mL

13/ (10°-0,10mL) = 1,3-108 cfu/mL

El Mycobacterium 2 tarda una mica més a créixer per aixo ens haurem d'esperar una
mica més de temps. Contant les colonies que hi ha a les dues plaques hem obtingut: 138
cfu i 133 cfu; per tant la mitjana és 135,5 cfu. Per tant utilitzant la férmula especificada al
CALCUL D obtindrem:

135,5 cfu /(10% -0,1mL) = 1,355- 108 cfu/mL

Com podem veure en els resultats, aquests valors no s'aproximen al 107cfu/mL, pero
hem utilitzat igualment aquests tubs ja que haviem continuat amb el procediment abans de
procedir al recompte de colonies, ja que si haguéssim esperat que els bacteris creixessin
hauriem perdut molt de temps i després d'haver obtingut els resultats no hauriem pogut

tornar a repetir tot el procediment per falta de temps.

Per tant, com que nosaltres varem continuar el procediment abans d'obtenir els resultats

dels bancs de dilucions, varem suposar que en 1mL de la dissoluci6 hi havia 107 cfu. Com
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que en cada pou de 100uL necessitavem tenir-hi 300.000 cfu, haviem de saber quina
quantitat de medi sense antibiotic necessitavem, per tant necessitem utilitzar la formula

especificada al CALCUL E.

CALCUL E. Férmula pel calcul de mL de medi necessaris sense antibiotic

(cfu de la dissolucio - 100uL) / 300.000 cfu = medi necessari sense antibiotic

(107 cfu - 100ul)/ 300.000 cfu=  3.333.33uL

Hem agafat 1imL de cada dissoluci6 amb una pipeta Pasteur, ja que sabem que en aquest
volum tenim més o menys 107 unitats formadores de colonies, i els hem posat en dos tubs
conics. Centrifuguem a 3.000 rpm durant 10 minuts. Gracies a centrifugar els bacteris,
s'hauran quedat dipositats al fons del tub i aixi podrem retirar el PBS sense despendre'ns
de I'E.coli i del Mycobacterium 2. Seguidament afegim als tubs conics on hi ha els bacteris
3.333uL d'un medi nou amb seérum pero sense antibiotic i resuspenem el "pellet" amb els
dits (El "pellet" sén els bacteris que queden al fons del tub després de centrifugar). Llavors
duem a terme tres banys d'ultrasons de 30 segons per tal d'acabar de disgregar els bacteris.

El bany es fa amb: aigua destil-lada i una gradeta.

Seguidament traiem 100uL del medi de cada pou de la placa de
cultiu de 96 pous on teniem les cel-lules T24 amb una micropipeta
esteril (no es pot tocar el fons ja que alla és on hi ha dipositades les
cel-lules). Ara ja és el moment d'infectar; per aixo cal afegir on és
necessari a la placa de 96 pous 100uL del medi amb el Mycobacterium

2 que hem preparat abans (omplir els pous segons la taula inicial).

També s'ha de fer amb 1'E.coli. Un cop infectades, cal deixar 3 hores la

Fig. 18 Traient el
medi de cada pou.

placa a l'incubador.

4.2.4 ADDICIO DE LA MITOMICINA

4.2.4.1 MATERIAL | EQUIPAMENT

Pipeta, micropipeta, incubador i tubs.
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4.2.4.2 REACTIUS | ALTRES MATERIALS
Mitomicina (MMC), DMEM i PBS.
4.2.4.3 PROCEDIMENT

Passades les 3 hores, cal treure els 200uL de medi i rentar els pous amb 200uL de PBS
tres vegades. A continuacié s'ha de posar 200ul. de DMEM (amb el 10% de sérum i
antibiotic). Ara també s'ha de posar la Mitomicina als pous que correspongui, pero cal
afegir-la al medi abans de posar-lo als pous ja que és més facil treballat amb volums grans.
La Mitomicina ha d'estar a 10ug/mL i nosaltres la tenim guardada a 5ooug/mL. Com que
9 pous necessiten Mitomicina perd0 som dues persones que duem a terme el mateix
procediment necessitem calcular el volum final de MMC i DMEM que necessitem per

omplir 18 pous. Per tant utilitzarem la formula expressada en el CALCULF.

CALCUL F. Volum final contingut en els pous

n° de pous - capacitat de cada pou= volum final contingut en els pous

18 - 200yl = 3.600uL volum final en els 18 pous

I ara per saber quin volum de MMC necessitem de la dissoluci6 hem de calcular-ho a
partir de la formula expressada en el CALCUL G.
CALCUL G. Volum de MMC necessaria

Concentracio inicial - volum inicial =Concentracio final - volum final

500ug/mL - volum inicial = 100ug/mL - 3600uL

volum inicial =72 uL. de MMC

Per acabar d'omplir els pous necessitem introduir-hi el medi. Per tant el calcularem amb
la formula expressada en el CALCUL H.
CALCUL H. Volum de medi necessari

Volum total que cap en els pous- volum MMC = volum de medi necessari

3.600uL - 72uL = 3.528 ul. de medi
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Ara amb una pipeta agafem el volum de medi necessari i el posem en un tub.
Seguidament amb una micropipeta agafem la quantitat de MMC calculada i I'hi barregem.
Per acabar omplim els pous corresponents (Mirar TAULA 3). En canvi, en els pous que no
han de tenir MMC hi posem directament 200uL de medi. I per acabar cal posar la placa de

96 pous a la incubador durant 48 hores.

4.2.5 MESURAR LES CEL°LULES QUE HAN SOBREVISCUT

4.2.5.1 INTRODUCCIO

Les cel-lules que estan vives son capaces de metabolitzar el MTT (una sal de tetrazolium)
gracies a un enzim que posseeixen i crear cristalls. Gracies a aquesta sal podrem veure les
cel-lules de quins pous estan vives i quines no, depenent de si formen cristalls al aplicar-la.
Pero necessitarem un lector de plaques que llegeixi la longitud d'ona del color lila dels
cristalls que crearan per tal de saber a quin pou hi ha més cél-lules vives i quin menys. Pero

per tal de que les pugui llegir necessitarem dissoldre els cristalls amb Isopropanol Ciclic.

4.2.5.2 MATERIAL | EQUIPAMENT

Lector de plaques, Eppendorfs, pipetes, micropipetes, tub i microscopi.

4.2.5.3 REACTIUS | ALTRES MATERIALS

MTT, Isopropanol Ciclic

4.2.5.4 PROCEDIMENT

Al cap de 48h, per comencar traiem els medis de la placa de cultiu de 96 pous i el posem
en Eppendorfs (un per cada pou) que congelarem per tal de poder-los utilitzar més
endavant, quan realitzem 1'Elisa. Seguidament en posem un de nou que contingui MTT.
Per preparar el nou medi amb MTT cal calcular els pL. de MTT i de medi que necessitem
(CALCULD).
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CALCUL I: uL necessaris per omplir la placa

Pous totals - capacitat de cada pou (MTT+medi) = puL totals

36 pous - 100uL = 3.600uL totals

Pero per no quedar curts en prepararem 4.000uL. El segiient pas és calcular els pL de
MTT i de medi que necessitem. Per calcular la quantitat de la sal de tetrazolium que
necessitem hem de tenir en compte que aquesta ha d'estar al 10% amb el medi (CALCUL
J).

CALCUL J: Volum de MTT necessari

Volum total - (pL de MTT / pL. de medi) = volum de MTT necessari

4.000uL - (1opL/ 100 pL) = g400ul. de MTT

En canvi, per calcular volum de medi necessitem restar el volum de MTT necessari a la

capacitat de volum de la placa (CALCUL K).

CALCUL K: Volum de medi necessari

Volum total - volum de MTT= volum de medi

4.000uL - 400uL. de MTT= 3.600 pul. de medi

El seglient pas és posar en un tub els 3.600uL de medi amb una pipeta i mesclar-los amb
els 400uL. de MTT. Seguidament cal posar 100uL. d'aquest preparat a cada pou necessari i
deixar-ho actuar durant 3 hores. Passat aquest temps hem observat la placa de cultiu al
microscopi i hem pogut veure com les cel-lules estaven plenes de cristalls liles a causa que
el MTT havia fet efecte. Concretament sense microscopi aixo és el que hem pogut observar:
-Les cel-lules tumorals T24 es podien apreciar molt liles.

-Les T24 amb Mycobacterium 2 estaven liles pero d'un to menys intens.
-Les T24 amb E.coli també estaven molt liles.

En canvi a l'afegir Mitomicina a les condicions anteriors (les cel-lules tumorals T24, les
T24 amb Mycobacterium 2 iles T24 amb E.coli), no es podia a veure a simple vista el color
lila.
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Per tant, sembla ser que la Mitomicina frena el creixement d'aquesta classe de cel-lules i
que el Mycobacterium 2 també els fa alguna cosa. Tot i aixi, aix0 tan sols sén
especulacions i fins que no posem la placa de cultiu en un lector de plaques i aquest no les
llegeixi a una longitud d'ona de 550 nm, no podrem afirmar res amb certesa. Seguidament
hi hem mesclat bé 100uL d'isopropanolacilic, ja que aquest és capac de dissoldre els
cristalls liles i aixi el lector de plaques podra llegir la longitud d'ona dels pous, i ho hem
deixat que faci efecte durant 3 hores. Passat aquest temps hem pogut veure que, en els
pous amb Mitomicina, les cel-lules eren allargades, no s'apilaven i estaven més separades
que les dels pous que només hi havia T24 i Mycobacterium 2 ja que alla no tenien gairebé
espai entre unes i altres i s'apilaven; i en les cél-lules de la linia cel-lular T24 soles, estaven

encara més apilades les unes sobre les altres sense cap espai.

Finalment, hem introduit la placa en Il'espectrofotometre per obtenir un resultat
quantitatiu de la creaci6 de cristalls ja que el resultat qualitatiu anterior és molt subjectiu.
(TAULA 4 i GRAFIC 1).

TAULA 4: Resultat de la lectura de la D.O de la placa

D.O. (550 nm)

T24 1.1236 1.2076 1.1439 1.1584
T24 + MMC 0.3386 0.3116  0.3198 0.3233
T24 + Micob 2 0.9666 0.9993 1.029 0.9983
T24 + Micob 2 + MMC 0.3001 0.3029 0.3171 0.3067
T24 + E. coli 1.1035 1.2563  1.2147 1.1915

T24 + E. coli + MMC 0.3143 0.3029 0.3036 0.3069

GRAFIC 1: Proliferacié segons la D.O en nm

T24

T24 + MMC

T24 + Micob 2

T24 + Micob 2 + MMC
T24 + E. coli

T24 + E. coli + MMC

(o} 0.3000 0.6000 0.9000 1.2000

(nm)
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4.2.6 ELISA

4.2.6.1 INTRODUCCIO

Per acabar amb la recerca durem a terme un protocol anomenat Elisa (Enzim-
immunoassaig) per tal de determinar les proteines que les cél-lules han produit i que han
alliberat en el sobrenedant, és a dir, en el medi on estaven. Cal aclarir que 1'Elisa no és

necessaria dur-la a terme en condicions esteérils.

Concretament nosaltres ens centrarem en la produccié de les proteines interleucina-6
(IL-6) i de interleucina-8 (IL-8). Aquestes proteines es troben al medi extracel-lular ja que
actuen com a missatgers dels sistema immunitari i per tant, avisen a les cel-lules del
sistema immunitari que han d'actuar. La IL-6 és una glucoproteina antiimflamatoria i
proimflamatoria, d'altra banda, la IL-8 és una proteina proimflamatoria, que provoca
inflamaci6 per tal d'atraure els limfocits. Per dur a terme aquest protocol utilitzarem també

plaques de 96 pous.

Fig.191i 20 Estructura tridimensional de les interleucines estudiades.

4.2.6.2 MATERIAL

Eppendorfs, una centrifugadora, una micropipeta, retolador, dues plaques de 96 pous i

un espectrofotometre.

40



La recerca d’'un nou tractament per al cancer de bufeta, basat en la utiltizacio de bacteris

4.2.6.3 REACTIUS | ALTRES MATERIALS

PBS i Tween20 al 0,05% i PBS+ 10%FBS.

4.2.6.4 PROCEDIMENT

Per dur a terme 1'Elisa primer de tot cal posar en els pous, els anticossos diluits en un
tampd6 PBS i deixar-los durant un dia a 4°C, segons les recomanacions del fabricant del kit.
Durant aquest temps els anticossos s'enganxaran al plastic dels pous. Passat aquest temps,
cal rentar tres vegades la placa amb 150uL de PBS i Tween20 al 0,05%. Seguidament, hem
de bloquejar els trossos de pou on no hi ha anticossos ja que si afegim directament el
sobrenedant, les proteines que conté aquest s'enganxaran al plastic del pou i no als

anticossos, com nosaltres volem.

Per bloquejar-los, hem utilitzat un tamp6 de PBS i amb un 10% de FBS (Serum Bovi
Fetal). Ho hem deixat actuar durant una hora a temperatura ambient. Seguidament, hem
tornat a rentar la placa amb el mateix tampd unes 3 vegades. i després hem descongelat els
18 Eppendorfs que contenien els 200ul. de medi que haviem tret al cultiu. Un cop
descongelats, cal centrifugar-los a 1.000 rpm durant 10 minuts. D'aquesta manera
aconseguirem fer precipitar el "pellet", és a dir, les restes de cel-lules que abans sense voler
vam agafar amb la micropipeta i vam dipositar dins dels Eppendorfs. El segiient pas és
amb una micropipeta, vigilant, per tal de no agafar el "pellet", passar el sobrenedant, és a
dir, el medi que haviem tret del cultiu, dels Eppendorfs a uns altres de nous. D'aquesta
manera aconseguirem tenir el sobrenedant sense "pellet". Anomenem de nou els
Eppendors per saber a quin tractament corresponen. A continuaci6 hem d'omplir els pous
de dues plaques de 96 pous amb el sobrenedant corresponent. Cal omplir-les tal i com
indiquen les taules 5 i 6 per tal de decidir si es dilueix, abans de posar-lo. El zero vol dir
que el sobrenedant no s'ha de diluir i els nombres diferent de zero son el factor de dilucié
que s'ha d'aplicar. Les dues primeres columnes pintades de groc a les taules les utilitzarem
com a referéncia. Aquestes son les concentracions conegudes de IL-6 i de IL-8 que venen

amb el Kit, i ens serviran per determinar la concentracio de citocines dels pous.
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A més, a les taules es pot veure que farem duplicats de les mostres de sobrenedant de
cada Eppendorf, per tant, les dues caselles del mateix color s6n mostres iguals i diluides

per igual.

TAULA 5: Dilucions fetes a les diferents repliques dels tractaments per Uestudi de la
IL-6

Concentracioé pg/mL

600 T24 + Myco2 1/50 T24+ 1/50 A
E.coli
300 T24 + Myco2 1/50 .
150 T24 o
sense
infectar
75 T24 0
sense
infectar
37-5 T24 0 E
sense
infectar
18.75 T24 + o F
MMC
0 -. )

1 2 3456 7 10 11 12

42



La recerca d’'un nou tractament per al cancer de bufeta, basat en la utiltizacio de bacteris

TAULA 6: Dilucions fetes a les diferents répliques dels tractaments per Uestudi de la
IL-8

Concentracio6 pg/mL

400 T24 1/10 T24 + 1/50 T24+ o A
sense Myco2 E.coli
infectar +MMC

200 T24 1/10 T24 + (0} T24+ o B
sense Myco2 E.coli
infectar +MMC

100 T24 10 T24 + (6} C
sense Myco2
infectar

50 T24 +
MMC

- S - E
e e ™ F

R N~
3 4 5 6

En total, a cada pou s'hi ha de posar 50uL. de sobrenadant que tenim guardat a cada

Eppendorf. Pero de cada dissoluci6, prepararem 200uL. Per tant, en les mostres que no
estiguin diluides posem directament 50ul. del sobrenedant corresponent amb una
micropipeta; i les que s'hagin de diluir, per tal de saber la quantitat de sobrenedant i de
medi necessari, utilitzarem la férmula expressada en el CALCUL L.

N

CALCUL L: Calcular els uL de sobrenedant i de medi a partir dels factors de dilucid

Factor de diluci6 - pL totals = pL de sobrenedant
Les mostres 1/10

(1/10) - 200 = 20uL de sobrenedant

200uL totals - 20uL sobrenedant = 18ouL. de PBS+ 10%FBS
Les mostres 1/20

(1/20) - 200= 10uL de sobrenedant
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200uL totals - 10uL sobrenedant= 190 de PBS+ 10%FBS

Les mostres 1/50

(1/50) - 200= 4uL de sobrenedant
200uL - 4uL= 196ul. de PBS+ 10%FBS
Les mostres 1/100

(1/100) - 200= 2uL de sobrenedant

200uL-2puL=198uL de PBS+ 10%FBS

Ara és el moment de diluir les mostres pertinents, en uns Eppendorfs a part i amb 1'ajuda
de micropipetes, i omplir les dues plaques segons indiquen la taula 5 i la taula6. Un cop
omplerts tots els pous necessaris deixem tota la nit a 4°C el sobrenedant a les plaques.
L'endema traiem el sobrenedant i tornem a rentar les plaques, amb 150ul. de PBS i
Tween20 al 0,05% per cada pou, quatre vegades cada una. Durant la nit, les citocines
s'enganxaran als anticossos de la placa, per aquesta ra0, al rentar els pous aquestes no es

despendran.

El dia segiient, després de rentar-les s’han de posar 5mL PBS amb FBS al 10% en dos
tubets i afegir-hi un anticos marcat que porta enganxat un enzim anomenat Biotina unit a
un altre enzim anomenat Peroxidassa (que aporta color) i Estreptavidina. Aquest color
donat per la Peroxidassa el llegirem amb 1'espectrofotometre, un medidor de la llum de tot
el color de l'espectre. I llavors podrem comparar els valors de 1'espectrofotometre de les
dues primeres columnes del Kit de referéncia amb les altres per tal de poder saber la
concentracio de citocines en els pous. Aquest anticos ha d'estar diluit al 1/250 amb el
tampo6 de PBS am el 10% de FBS per aquesta ra6 hem de fer els calculs expressats en el

CALCUL M:
CALCUL M: uL d'anticos necessaris

pL de tamp6 - (1 pL d'anticos / 250 pL del tampd) = pL d'anticos

5.000 pL (de PBS amb FBS al 10%) - (1uL d'anticos/250uL. de PBS amb FBS al 10%) =
20ul. d'anticos
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Pero com que cal dividir la quantitat d'anticos entre dos tubets; posarem 10uL d'anticos
a cada un. Després d'haver diluit 1'anticos, posem 50uL d'aquesta diluci6é a cada pou. Cal
deixar actuar durant 6 hores l'anticos i després rentar les plaques 6 vegades una altra
vegada amb 150uL de PBS i Tween20 al 0,05%. Finalment cal afegir 50uL de substrat de
Peroxidassa a cada pou. Ara ja podem mesurar les D.O o valors d’absorbancia de les

plaques de cultiu (TAULA 71 TAULA 8).

Com podem veure en els valors de D.O obtinguts, hi ha valors que superen les
concentracions pg/mL del Kit de referencia, per tant no podrem dir quina concentracio6 de
citocines IL-6 i IL-8 hi ha a cada pou, pero si en quins pous les concentracions s6n més
elevades i en quins menys. Tot i aixi igualment podrem fer un grafic a partir de la D.O dels
pous multiplicada pel factor de dilucié. El grafic I'haurem de representar en valors
logaritmics, ja que com que hi haura molta diferencia entre els valors de D.O obtinguts,
alguns valors no s'apreciaran representats. Per fer-ho, primer de tot cal calcular la mitjana
dels pous que contenien el mateix: cel-lules tumorals de la linia cel-lular T24 soles, cel-lules
de la T24 amb el Mycobacterium 2, cel-lules de la T24 amb el Mycobacterium 2 i
Mitomicina, cel-lules de la T24 amb Mitomicina, o bé, cel-lules de la T24 amb el bacteri
E.coli per separat. Pero per fer les mitjanes no utilitzarem els valors de D.O obtinguts en

els pous on hi havia menys sobrenedant del que era necessari. (TAULES 91 10)

Seguidament si en els pous que tenen un contingut diluit multipliquem els factors de
diluci6 per la mitjana de la D.O obtindrem l'absorbancia d'aquests pous que tindriem si no

haguessin estat diluits (TAULES 111 12).

El valor d'absorbancia no aporta una dada sobre la que es pugui treballar, cal coneixer la
quantitat d'interleucines que representa un determinat valor d'absorbancia. Per fer
aquesta conversio es fan servir les dades d'absorbancia de la corba patré que ens déona un
valor d'absorbancia per una quantitat coneguda d'interleucina que vam afegir. Per fer
aquesta conversio, es van representar les dades d'absorbancia i la quantitat d'interleucina
en un grafic i es va obtenir l'equacié que relaciona totes dues variables (GRAFIC 2 i 4). A
les equacions obtingudes es va substituir el valor x (absorbancia) pels obtinguts als nostres

experiments i aixi es van obtenir les quantitats que es mostren als grafics 31 5.
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4.3 RESULTATS OBTINGUTS | CALCULS NECESSARIS

TAULA 7: D.O de la placa IL-6

Concentracio6 pg/mL

1.3916
1.0991
0.7827
0.4593
0.2702
0.1759
0.1299

0.0594

1

1.3628
1.0741
0.7482
0.4367
0.2621
0.1792
0.1314
0.0836

2

GRAFIC 2: Patré del kit de referéncia IL-6
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TAULA 8: D.O de la placa IL-8

Concentracio6 pg/mL

0.953 0.9606 1.4341 1.5238 1.4774 1.4171 1.6652 1.6651
0.6956  0.7231 1.4971 1.4047 1.5134 1.5582 1.487 1.4555
0.4354 0.4806 = 1.4183 | 1.4685 | 1.4368 1.4717

0.2798  0.2896
0.1882  0.2579
0.2348 0.1261

0.0937 0.0762

T Q=M H g o w >

0.044  0.0491

1 2 8 9 10 11 12

GRAFIC 3: Patré del Kit de referéncia de IL-8
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TAULA 9: Mitjana de les D.O de la placa de IL-6
IL-6 T24 T24+ T24+ T24+MM T24+ T24+
MMC Mycoz2 C+ Myco 2 E.coli E.coli
+MMC

MItjana 1.644 1.533 0.901 1.599 1.039 1.736
Factor de 20 50
dilucié
RESULTAT 1.644 1.533 18.014 1.599 51.939 1.736
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TAULA 10: Mitjana de les D.O de la placa de IL-8

IL-8 T24 T24+MMC T24+ T24+ T24+ T24+
Mycoz2 MMC+ E.coli E.coli
Myco 2 +MMC
Mitjana 1.45775 1.52108 1.45085 1.53128 1.08186 1.59696
Factor de 10 50 100
dilucié
RESULTAT 14.577 1.521 72.543 1.531 108.186 1.597

TAULA 11: Valors de D.O obtinguts en la placa IL-6 aplicant el factor de dilucid
corresponent

T24
sense
diluir
1.6728
1.6542
1.5647
1.6873

1.6221

1.6645

1.644

T24+MM
C sense
diluir
1.5624

1.4996

1.5512

1.5188

1.533

T24+ Myco
diluciz(") 1/20
1.2275
0.8164
0.6785
1.2327
0.8025
0.6466

0.901

T24+MM
C+ Myco
2 sense
diluir
1.6872
1.5874
1.5806
1.5844

1.5589

1.599

T24+
E.coli
dilucio
al1/50
1.1564
0.9032
1.0766
1.1299
0.9341

1.0325

1.039

T24+
E.coli
+MMC
sense
diluir
1.7808
1.7825
1.7552
1.7117
1.6878
1.6983

1.736

TAULA 12: Valors de D.O obtinguts en la placa IL-8 aplicant el factor de dilucié

corresponent

T24
dilucio
1/10

1.4341
1.4971
1.4183
1.5238
1.4047
1.4685
1.458

T24+MMC
sense
diluir

1.6492
1.541
1.5036
1.5122
1.4144
1.5061
1.521

T24+
Myco 2
dilucié

1/50

1.625
1.3582
1.4855
1.3419
1.4774

1.4171
1.451

T24+MM
C+ Myco
2 sense
diluir
1.5134
1.4368
1.5906
1.5582
1.4717

1.617

1.531

T24+
E.coli
dilucio
al 1/100

1.1153
1.0669
1.1325
1.0616
1.0144
1.1005
1.081

T24+
E.coli
+MMC
sense
diluir
1.6941
1.6149
1.6652
1.487
1.6651
1.4555

1.596
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GRAFIC 4: D.O de les IL-6 obtingudes dels sobrenedants
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1 ;
T24 sense Tz24 + MMC T24+ T24 + T24 + E.coli Tz24 + E.coli +
infectar Mycobacterium Mycobacterium MMC
2 2+ MMC

Els valors obtinguts de IL-6 s han calculat a partir de l'absorbancia, i sha tingut en compte la seva
dilucié aixi com lequacio resultant de la corbapatré.

L’eix d’'ordenades es representa a escala logaritmica per tal de poder observar millor

les diferéncies entre tractaments.

GRAFIC 5: D.O de les IL-8 obtingudes dels sobrenedants
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1 T T T
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Elsvalors obtinguts de IL-8 s’han calculat a partir de labsorbancia, i s’ ha tingut en
comptela seva dilucié aixi com lequacio resultant de la corbapatré.
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4.4 ANALISI DE VARIANCIA

Per comparar els diferents tractaments, les dades obtingudes s'han analitzat mitjancant
un analisi de variancia fet amb el programa Excel. D’aquesta forma s’ha pogut valorar si hi

havia diferéncies significatives entre els tractaments.

4.4.1. INTRODUCCIO

L'analisi de variancia és un metode que serveix per comparar dues o més mitges.
Inicialment a cada comparacio hi ha una hipotesi nul-la la qual és que entre les mitjanes no
hi ha diferencies significatives ja que les dues dades provenen de la mateixa poblaci6. La
hipotesi nul-la es rebutja quan la probabilitat és inferior a 0,005. Quan la hipotesi nul-la és

rebutjada significa que la diferencia entre les dades és estadisticament significativa.

4.4.2 PROCEDIMENT

Per tal de poder comparar la proliferaci6 de cel-lules T24 en tots els tractaments a
I'analisi de variancia, he creat una taula de dades amb tots els valors d'absorbancia dels
tractaments. A continuaci6, he anat comparant els tractaments de dos en dos. Per poder-
ho fer, he clicat Eines i he marcat 1'opcié6 Analisi de dades. Seguidament he marcat I'opcio
Analisi de variancia un factor i he especificat que el Rang de sortida fos al mateix full de
calcul. He marcat acceptar i I'Excel automaticament m'ha creat 1'analisi (ANNEX 2). A la
columna de probabilitat (p) se'ns mostra el valor segons el qual se'ns rebutja o se'ns afirma
la hipotesi nul-la. A continuacio, he repetit el procediment amb la resta de tractaments. Un
cop acabat, he creat una taula on comparava tots els valors de p, i he marcat amb vermell
aquells que afirmaven la hipotesi nul-la (TAULA 13). I depenent de si rebutjava o afirmava
la hipotesi nul-la, he assignat una lletra a cada tractament. El valor de mitjana més gran de
tots els tractaments li corresponia la lletra a, al segon b i aixi successivament. Pero si dos

valors estadisticament no eren significatius els hi he assignat la mateixa lletra. (TAULA

14).
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TAULA 13: Valors de probabilitat (p) de la proliferacié dels tractaments

tractaments
T1 T2 T3 T4 Ts5 T6
T24 T24 + T24 + T24 + Myco2 + T24 + T24 + E.coli +
MMC Myco2 MMC E.coli MMC
1.1584 0.3233 0.9983 0.3067 1.1915 0.3069
a c b c a c Lletra

Per comparar tots els tractaments a l'analisi de variancia, primer de tot he creat una taula
de dades amb tots els valors d'absorbancia dels tractaments. Seguidament, he multiplicat
els valors d'absorbancia obtinguts pel factor de diluci6. El resultat obtingut, de la
multiplicaci6 anterior, I'he substituit a la x de 1'equaci6 del patro del kit de referéncia. Per

fer I'analisi més facil, he anat comparant els tractaments de dos amb dos.

He seleccionat tots els valors obtinguts al substituir les x de I'equaci6 del patr6 i en el
menu principal he clicat Eines i he marcat I'opcio Analisi de dades. Seguidament he marcat
I'opci6 Analisi de variancia un factor i he especificat que el Rang de sortida fos al mateix
full de calcul. He marcat acceptar i I'Excel automaticament m'ha creat I'analisi (ANNEX 3).
He repetit aquest procediment amb tots els valors d'absorbancia de la placa IL-6 i amb els
valors de p he creat una taula on comparava tots els valors. I he marcat amb vermell
aquells que afirmaven la hipotesi nul-la (Taula 15). I depenent de si rebutjava o afirmava la
hipotesi nul-la, he assignat una lletra a cada tractament. El valor de mitjana més gran de
tots els tractaments li corresponia la lletra A, al segon B i aixi successivament. Pero si dos

valors estadisticament no eren significatius els he assignat la mateixa lletra.
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TAULA 15: Valors de probabilitat de la placa de cultiu amb IL-6

T1 T2 T3 T4 T5 T6

T , , -<o,05 <0,05

, <0,05 <0,05
<0,05 <0,05
0,05

L’analisi de la varianca es va repetir per valorar les diferencies les quantitats de IL-6 i

IL-8. Les dades es mostren en les Taules 15 i 16 pels valors de IL-6 i en les Taules 171 18

pels valors de IL-8.

TAULA 16: Assignacio de lletres segons l'analisi de variancia de la placa de cultiu amb

IL-6

T1 T2 T3 T4 Ts5 T6
T24 T24 + T24+ T24 + Myco2+ T24+ T24+ E.coli+
MMC  Myco2 MMC E.coli MMC
446.888 418.4492 4629.6743 435.4923 13298.2327467.9587
4
d e b de a c Lletra

TAULA 17: Valors de probabilitat de la placa de cultiu amb IL-8

T1 T3 T4
<0,05 <0,05

TAULA 18: Assignaci6 de lletres segons l'analisi de variancia de la placa de cultiu amb

IL-8
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4.5 COMENTARI DELS RESULTATS OBTINGUTS

4.5.1 PROLIFERACIO CEL-LULAR

Tal i com es pot observar a la taula 4 i al grafic 1, els pous amb T24 soles, i en els que
s'ha disposat T24 amb E.coli, les cel-lules s'han anat reproduint, i fins i tot sembla ser que
amb E.coli s'afavoreixi el seu creixement una mica més, tot i aixi, gracies a l'analisi de
variancia realitzat podem afirmar que sabem que la diferéncia entre aquests el tractament i
el control, no és significativa. En canvi, si comparem les T24 soles amb les T24 amb
Mycobacterium 2, veiem que gracies al Mycobacterium 2 moltes cel-lules han mort sense
duplicar-se i per aquesta rad, no han estat capaces de metabolitzar el MTT i crear cristalls
liles. Tot i aixi, els tractaments més eficacos han estat els tractaments que tenien
Mitomicina ja que entre ells s6n iguals estadisticament. Per tant, podem afirmar que quan

hi ha MMC, els efectes de Mycobacterium son inapreciables.

En conclusi6 podem dir que per inhibir el creixement de cel-lules canceroses el
tractament més eficag és utilitzant mitomicina. Amb aquest tractament es redueix un 74%
aproximadament la proliferaci6 de cel-lules canceroses. No obstant, no cal despreciar el
tractament amb Mycobacterium, donat que malgrat que no ha inhibit el creixement de les
cel-lules canceroses a un nivell tan elevat com la mitomicina, ha provocat una reducci6 de

fins un 13 % en la seva proliferacio.

4.5.2 PRODUCCIO D'INTERLEUCINES

Com podem observar en el grafic 4 i en el grafic 5, quan no hi ha la Mitomicina tan a
I'E.coli com el Mycobacterium 2 incrementen significativament la secrecié de IL-6 i de
IL-8, sent més important la immunoestimulaci6 produida per 1'E.coli que pel
Mycobacterium. D'altra banda, quan afegim Mitomicina i Mycobacterium 2 a les T24,
aquestes no secreten més interleucines 6 que el control, ja que els valors no sén
estadisticament significatius. I quan afegim tan sols MMC a les cel-lules aquestes secreten
una mica menys interleucines 6. Per tant, podria ser que I'efecte immunoestimulador del
Mycobacterium es veiés inhibit per la Mitomicina. Aquest efecte inhibidor no és tan
evident amb E.coli i per aixo dona uns valors estadisticament més elevats que el control.
Pero en el cas de les IL-8, el valor obtingut de les cel-lules de la linia cel-lular T24 sense

infectar és molt més petit del d'aquestes infectades pel Mycobacterium; i a la vegada,
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també és forca diferent de la resta de valors (de la linia cel-lular amb: Mitomicina, amb
Mitomicina i Mycobacterium 2 i amb Mitomicina i E.coli; que entre ells no soén

estadisticament significatius).

4.5.3 RESULTATS GLOBALS

Si tenim en compte els resultats obtinguts respecte la proliferacio de les cél-lules T24 en
cada tractament i els obtinguts en la producci6 d'interleucines; el millor tractament és el
Mycobacterium 2. Ja que tal i com hem dit abans, la Mitomicina disminueix més la
proliferacié de les cel-lules tumorals del cancer de bufeta pero en canvi, no estimula el
sistema immunitari. I a més, tot i que I'E.coli immunoestimuli més les cel-lules T24 que el
Mycobacterium, cal tenir present que el Mycobacterium 2 redueix el creixement de les
cel-lules tumorals mentre que E.coli no. Per tant, el Mycobacterium 2 és millor tractament

que I'E.coli.

En conclusi6 el millor tractament, si tenim en compte els resultats de la proliferaci6 de les
cel-lules tumorals de bufeta, és la Mitomicina. Pero si no només tenim en compte aquests
resultats, sin6 que també tenim els de la produccio d'interleucines, tant IL-6 com IL-8 el
millor tractament és el Mycobacterium. Tot i aixi, ara caldria comprovar si és més eficient
la Mitomicina, que és capag d'inhibir el creixement i reproduccio de les cel-lules T24, o si la
producci6 de citocines al estimular les cel-lules del sistema immunitari, és més eficac
combatent les cel-lules de la bufeta cancerigenes. Perod en un laboratori, mitjancant una
placa, no és possible quantificar com les citocines estimulen el sistema immunitari. A més
a més, s'hauria de comprovar si la "cascada" immunologica en comptes de frenar la
proliferaci6 del cancer actua contra el Mycobacterium. Per tant, amb aquest protocol tan
sols podem afirmar que tant el Mycobacterium 2 com la Mitomicina sén efectius contra el

cancer de bufeta.
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5. CONCLUSIONS

El cancer de bufeta afecta al 2% de la poblacié que pateix alguna classe de cancer. I tot i
que tradicionalment afectava més als homes que a les dones, actualment aixo esta
canviant. Aquest canvi ha estat produit a causa de la integraci6 de les dones en el sector de
la indtstria i el transport; ja que certes substancies quimiques utilitzades en aquests
sectors poden provocar cancer de bufeta. Tot i aixi, hi ha altres factors, per exemple alguns
habits poc saludables com el consum de tabac o el consum alt de grasses i fregits, que

també l'afavoreixen.

Pero no tots els cancers de bufeta son iguals, segons el grau d'afectacio6 a les parets de la
bufeta n'hi ha quatre tipus diferents: carcinoma de les ceél-lules de transicio,
andeocarcinoma, sarcoma i invasi6 limfatica. I tot i que actualment no se'n coneix la cura
definitiva hi ha diversos tractaments per curar-lo. Com en altres tipus de cancer és cura
mitjancant cirurgia (n'hi ha de dues classes: la reseccié transuteral és utilitzada quan el
cancer és superficial i la cistectomia utilitzada si és invasor), radioterapia (s'utilitza quan el
pacient no vol sotmetre's a la cirurgia, també com a tractament pal-liatiu en casos extrems i
per evitar la recaiguda en el cancer) o quimioterapia (s'utilitzen farmacs, com la
Mitomicina, per evitar la recaiguda). Tot i aixi hi ha altres tractaments nous i utilitzats

només en aquesta classe de cancer. Aquests son la fototerapia i la immunoterapia.

La immunoterapia és un tractament nou basat en la utilitzaci6 d'un bacil anomenat BCG
per estimular el sistema defensiu del pacient per tal que aquest pugui lluitar contra el
cancer. Normalment s'utilitza per evitar la recaiguda després que al pacient se li hagi dut a
terme una resecci6 transuteral. Actualment s'esta investigant aquesta terapia ja que té
I'avantatge de no perjudicar a les cel-lules sanes del pacient que pateix el cancer ja que no
és necessiten productes quimics ni radiacions per dur-la a terme. Concretament, s'estan
investigant bacteris del genere Mycobacterium ja que pertany a aquest genere el bacil

utilitzat actualment.
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La part experimental d'aquest treball s'ha basat en la recerca d'un nou tractament pel
cancer de bufeta. Concretament, esta centrat en l'estudi de la barreja de tractaments
quimioestatics (la Mitomicina) i d'estimuladors del sistema immunitari (el Mycobacterium
2). Per valorar la seva efectivitat s'han tingut en compte la seva capacitat de matar a les
cel-lules tumorals i la producci6 de interleucines 6 i 8. Després de dur a terme I'estudi, s'ha
arribat a la conclusié que la mescla de tractaments quimioestatics i d'estimuladors del
sistema immunitari no és factible; ja que d'una banda, en preséncia de Mitomicina, el
Mycobacterium 2 no afecta a la proliferaci6 de les ceél-lules T24(cel-lules tumorals de
bufeta humana) i d'altra banda, la Mitomicina inhibeix I'estimulaci6 de producci6
d'interleucines 6 i 8 per part del Mycobacterium. En canvi si tenim en compte els
tractaments per si sols, la Mitomicina és el millor tractament per disminuir la proliferacio
de les ceél-lules tumorals i el Mycobacterium 2 és el millor per estimulat el sistema
immunitari. Perd si tenim en compte els resultats obtinguts en la proliferacié i en
I'estimulacid, sembla ser que el Mycobacterium 2 és el millor tractament. Tot i aixi, aixo no
ho podem assegurar ja que no sabem si la producci6 d'interleucines és més eficag
combatent les cel-lules de la bufeta cancerigenes o si ho és més a Mitomicina, que és capag

d'inhibir el creixement i reproduccio de les cel-lules T24.

Finalment, m'agradaria dir que gracies a aquest treball he apres moltes coses sobre el
cancer. A més, aquest treball de recerca ha tingut per a mi un aspecte orientatiu pel que fa
a la futura carrera que vull estudiar ja que m'ha fet decidir estudiar una carrera dins de
I'ambit biosanitari amb la qual en un futur em pugui dedicar a la recerca. I per ltim, dir
que haver fet una estada a la UAB ha estat una experiéncia inoblidable, amb la qual he
pogut conéixer a professionals, aprendre a utilitzar certes técniques i instruments de
laboratori, entre moltes altres coses. Per aquesta rad, aconsello a futurs estudiants aquesta

estada.
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6. GLOSSARI

1 Polisacarid: molecula formada per la uni6 de molts monosacarids, és a dir, de molts
glacids simples.

2 Tim: Glandula endocrina dels vertebrats, situada darrere de 1'estern que té un paper
essencial a les funcions immunitaries i que desapareix o esdevé sense us en els individus
adults.

3 Apoptosi: és una de les classes de mort cel-lular programada ja que esta regulada
geneticament. Quan una cél-lula mor per apoptosi, fragmenta el nucli i empaqueta el seu
contingut plasmatic en forma de vesicules. D'aquesta forma mitjancant la fagocitosi poden
ser reutilitzades per altres cel-lules o macrofags.

4 Enzim: molécula de naturalesa proteica que faciliten i acceleren les reaccions quimiques
que es duen a terme en els éssers vius.

5 Antigen: és una molecula, normalment una proteina o polisacarid, estranya a
I'organisme que s'uneix a una anticos especific. Poden produir una resposta al sistema
immunitari ja que aquest el reconeix com a una amenaca. De vegades 1'antigen pot unir-se
a l'anticos pero no generar resposta immune.

® Polipéptid: és una molécula formada per la unié de més de 10 aminoacids.

7 Glucoproteina: és una moléecula composta per una proteina unida a un o més d'un
hidrat de carboni.

8 Fase aguda: reacci6 inflamatoria local que consisteix en provocar febre, en augmentar
els factors humorals inflamatoris i augmentar la sintesi de proteines o glucoproteines que
es troben normalment en el plasma, per part de les cel-lules del fetge (els hepatocits).

° Antiinflamatori: els seus mecanismes d'accié que impedeixen o inhibeixen la sintesi de
prostaglandines, unes hormones que participen en els processos de regulacié del sistema
immunitari.

19 proinflamatoria: significa que promou la inflamaci6 sistémica.

11 Necrosi: és la mort d'una o varies cel-lules provocada per un agent nociu que ha
provocat una lesi6 tant greu que no es pot reparar ni curar.

12 Metilcolantre: hidrocarbur cancerigen que crema compostos organics.

13 Singenics: bessons homozigotics.

14 Esfinter: és un muscul amb forma d'anell que al dilatar-se permet el pas d'una
substancia cap a un altre organ; pero a la vegada també té com a funci6 impedir que la

substancia torni a entrar
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15 Gangli limfatic: és una estructura nodular que forma part del sistema limfatic que
ajuda al cos a reconeixer i combatre germens, infeccions i altres substancies estranyes al
cos. Actua com a filtre.

1 Reseccid: extirpacio total o parcial d'un organ.

17 Cistoscopi:Instrument utilitzat per visualitzar la uretra i la bufeta

18 Sonda vesical: és un instrument medi, d'un sol as, que s'utilitza per evacuar la orina
continguda en l'interior de la bufeta o bé per omplir-la d'alguna substancia amb finalitat
terapeutica.

12 Sérum: és una dissolucié amb substancies compatibles amb els organismes vius a
causa de les seves caracteristiques com el pH. Esta compost per aigua, substancies amb
electrons lliures i a vegades de substancies com la glucosa.

20 Fol-licle pilés: és la part de la pell que dina creixement al cabell a causa de la
preséncia de cel-lules mare.

21 Caréter o caréter de Foley: és un dispositiu que permet la injecci6 de farmacs, el
drenatge de liquids i I'accés d'altres instruments medics; mitjancant la

seva introducci6 a un teixit o a una vena.

22 Streptomices: és un genere d'actionbacteris del qual pertanyen més de 500 especies.
Sén gram positius i produeixen dos tercos dels antibiotics d'origen natural utilitzats.
Rarament aquest genere és patogen per I'ésser huma, tot i aixi pot provocar infeccions.

23 Dany tissular: dany en els teixits.

24 Rash cutani: erupcio de la pell que pot apareixer a causa d'una substancia (intoxicacid
o al-lergia).

25 Bacil: classe de bacteri que té una forma allargada.

2° Antigen 85: es un complexe produit per tres proteines. L'antigen 85 s'activa com una
resposta al mal produit al bacil. Les 3 proteines per les quals esta compost, son essencials
per la sintesi de la paret bacteriana.

27 Uroepiteli: és una barrera protectora que permet I'emmagatzematge de 1'orina.

28 Granulocit o cel-lula polimorfonuclear: és una cel-lula de la sang. Aquest terme
inclou tres tipus: neutrofils, eosinofils i basofils. S'anomenen granulocits perque estan
compostos de petits granuls que contenen proteines. En general ajuden al cos a combatre
infeccions causades per bacteris.

29 Cél-lula mononuclear de sang periférica: és una classe de cél-lules del sistema

immunitari, que tenen un nucli rod6 i tenen com a funcié combatre les infeccions.
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3% Polimorfisme: sén els diferents al-lels d'un gen d'una poblaci6 en concret, per tant la
variacid de la seqiiéncia en un punt concret de ' ADN.

31 Cistitis: és una infecci6 de la bufeta urinaria.

32 Infeccio sistémica: és aquella infeccio, en la qual el patogen esta distribuit per tot
I'organisme, en comptes de centrar-se en una zona.

33 Peptidoglica: component de paret cel-lular dels bacteris, el qual li proporciona
rigidesa i resisténcia. Es un polimer de sucres i aminoacids.

34 Lugol: és una dissoluci6 de iode (I2) i iodur de potassi amb aigua destil-lada.

35 Safranina alcoholica: és un colorant biologic utilitzat a la tinci6 de Gram. També en
altres protocols pot colorar el nucli de vermell.

3° Linia cel-lular T24: son cél-lules epitelials de la bufeta humana cancerigenes.

37 Control: una mostra que saps que sortira 100% el que esperes. Hi ha dues classes de
control: el positiu i el negatiu.

38 Flora intestinal: conjunt de bacteris que viuen a l'intesti, la gran majoria dels quals
no son perjudicials per 1'organisme, al contrari, son beneficiosos. Moltes espécies depenen
de la seva flora intestinal, per exemple les vaques o els termits. Entre les funcions d'aquests
bacteris destaquen la sintesi de determinats compostos o I'ajuda en 1'absorcié de nutrients.

39 Tripsina: és un enzim peptidassa que trenca mitjancant hidrolisi trenca els enllacos
peptidics de les proteines (concretament els enllacos formats per carboxil dels aminoacids
arginina i lisina) per formar aminoacids i peptids més petits. Cal dir que el tall és du a
terme al mig de la cadena. El pancrees produeix aquest enzim pero inactiu i és activat en
l'intesti prim. El seu pH optim és 8 i la temperatura 37°C.

4% PBS: és una dissolucié amortidora, és a dir, és una dissolucié que ajuda a mantenir un
pH constant utilitzada en la recerca biologica. Conté aigua destil-lada, clorur de sodi, di-
Sodi Hidrogenfosfat, Potassi di-Hidrogen Fosfat i Potassi Clorur. Les dissolucions
amortidores també sén anomenades dissolucions tampd.

41 Blau tripa: és un colorant que s'utilitza per diferenciar les cel-lules vives de les mortes.

42 cfu (unitats formadores de colonies): és una mesura indirecta de la quantitat de
bacteris o fongs que hi ha en una mostra. Primer de tot cal semblar una mostra en una
placa de Petri que contingui un medi de cultiu i a continuaci6é s'ha d'incubar la placa a la
temperatura optima pel microorganisme que hem cultivat. Un cop han crescut les colonies
en la placa es procedeix al seu recompte ja que es suposa que cada colonia prové d'una

unica cel-lula de les presents a la part que es sembra de la mostra inicial.
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Analisi de varianca de la proliferaci6
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ANNEX 3

Analisi de varianca dels tractaments
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