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“Fuera utopismos. Ni victimas ni
supervivientes. Lo que tienes que
hacer para afrontar el cancer es
luchar para vivir.”

Assumpta Tarragg, lluitadora i guanyadora de la
batalla contra el cancer.



ABSTRACT

The term nanotechnology refers to a number of disciplines intended to study
materials and structures at the nanoscale. One of the most important areas of
nanotechnology is nanomedicine, which is focused in great extent on the design
and development of drug delivery systems. These drug delivery platforms can
display very sophisticated properties and unique features, and are considered as
the revolution of the conventional chemotherapies, specifically those to treat

cancer.

In this work we can find a theoretical framework that explains the most important
of this "Nanoscience", its applications and the way that is expected of it. Based
on this basis, | have focused my experimental part on the development of two
nanoparticles capable of entering tumor cells and liberating chemotherapy there,
reducing side effects and improving pharmaceutical efficacy. Finally, | have
deepened the current and future of cancer-applied Nanomedicine with two

interviews with three great scientists.
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Nanomedicina: un (r)evolucionari cami per combatre el cancer

1. INTRODUCCIO

La paraula cancer és una paraula que desperta a tothom sensacions de tota
mena: records, pors, moments durs, moments de fortalesa... perqué, alcapiala
fi, tothom té algun conegut o familiar que ha estat victima d’aquesta malaltia que
afecta un percentatge molt gran de la poblacio de totes les edats i regions del

7

mon.

Afortunadament, la ciéncia €s un camp que avanca a gran mesura dia rere dia
en tots els seus ambits. Pero, qué esta fent la ciencia per reduir la taxa de mor-
talitat de victimes del cancer? Qué ha aportat de nou? Ha trobat un nou tracta-

ment menys nociu?

Es aqui on es troba el motiu d’eleccié del meu treball. Considero que és important
coneéixer aquesta actualitat medica que incorpora nous métodes de tractament i

diagnostic per tal de millorar la vida del malalt i d’aquells que I'envolten.

Des de fa uns anys la nanotecnologia s'esta perfilant com una area emergent en

ciéncia i tecnologia que ens esta conduint a una nova revolucio industrial.

El més interessant d’aquesta no és la possibilitat de treballar amb materials de
reduides dimensions, sin6 el canvi sovint radical que pateixen les propietats fisi-
ques i quimiques de la matéria quan es treballa a aquesta escala: la conductivitat

eléctrica, el color, la resisténcia o l'elasticitat, entre altres propietats.

La irrupcio de la nanotecnologia en les ciéncies de la salut ha donat lloc a una
nova disciplina denominada nanomedicina, l'objectiu principal de la qual és el
desenvolupament d'eines per a diagnosticar, prevenir i tractar malalties quan es-

tan encara en estats poc avancats o en l'inici del seu desenvolupament.

La nanomedicina estudia interaccions a la nanoescala i per a aixo utilitza dispo-
sitius, sistemes i tecnologies que inclouen nanoestructures capaces d'interactuar
a escala molecular. Un dels grans reptes en aquest procés resideix en el desen-
volupament de «nanoterapies», dirigides especificament als teixits i organs ma-
lalts, evitant danyar a les cel-lules sanes i, per tant, evitant els temuts efectes

secundaris dels tractaments actuals.
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Arriba un moment del periode de tria del treball on a les meves ganes d’aprendre
i de coneixer més sobre la medicina actual, se li suma una proposta: el Projecte

Argd6 que ofereix la Universitat Autonoma de Barcelona.

Aqui, vaig trobar en I'ambit de les biociéncies un tema que s’adaptava als meus
gustos i que em motivava a iniciar un treball de recerca: “Qué és i com funciona

un nanofarmac?”

Se’'m va presentar I'oportunitat, vaig intentar-ho i ara, puc estar orgullos de la tria
del treball i de, com aquest, m’ha ajudat a ampliar els meus coneixements i a
obrir els meus ulls de cara a uns estudis posteriors relacionats amb aquesta

branca.

Finalment, per concloure la meva introduccid, vull agrair a tots aquells que d’'una

manera més directa o meés indirecta han format part d’aquest projecte:

En primer lloc i com a maxim agraiment, agrair la meva tutora per
donar-me l'oportunitat de realitzar una part practica en un entorn universitari amb
un seguit de maquinaria i estris de treball que mai hagués pensat que arribaria a
utilitzar, per ajudar-me en tot moment i acompanyar-me en aquesta aventura de

coneixer un petit mén amb un gran ventall de beneficis per a tota la poblacio.

A més a més, agrair també a la ,aen ial

per totes les hores dedicades durant I'estiu i per compartir amb mi el seu
coneixement i el seu dia a dia en un laboratori de recerca. Aquest agraiment va
junt amb tot I'equip del Programa Argd i en especial, als meus companys de
practiques, els quals també han format part d’aquesta gran i enriquidora ex-

periencia.

Tampoc puc deixar-me a tres grans cientifics que m’han obert els ulls i sempre
han estat disposats a ajudar-me i a dedicar-me unes hores: Esther Vazquez, Toni
Villaverde i Sim6 Schwartz Jr. Gracies per respondre sempre i per fer-me un forat

a unes agendes molt i molt ocupades.

Finalment, agrair a la meva familia, que sempre ha estat alla donant-me suport i

caminant al meu costat durant el meu procés d’elaboracio.
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2. HIPOTESIS | OBJECTIUS

Els objectius que m’he plantejat per aquest treball de recerca son els seglents:

()

Aprendre, conéixer i profunditzar en el mén nanoscopic i concretament en

el seu vessant farmacologic.
Profunditzar en la nanomedicina i trobar aplicacions i novetats en ella.

Coneéixer I'actualitat del mén de la nanomedicina, com s’hi treballa en ella

i el que s’espera en un futur d’aquesta branca cientifica.

Dur a terme un marc practic on aplicar tots els coneixements adquirits amb

la recerca bibliografica en un cas de cél-lules tumorals.

Treballar en un laboratori de recerca i aprendre técniques basiques, sofis-

ticades i innovadores relacionades amb la nanociéncia.

Ser capag d’endinsar-me en el mén actual de la nanomedicina aplicada al

cancer mitjancant entrevistes a cientifics especialitzats en el tema.

Avaluar la meva autonomia i independéncia per afrontar un treball d’in-

vestigacio.

| amb tot aquest seguit d'objectius, pretenc corroborar o desmentir dues hipote-

Sis:

La nanomedicina millora les propietats farmacologiques utilitzant nanotec-
nologia: encapsulant a escala nanometrica redueixo toxicitat i aconse-

gueixo millors resultats.

La nanomedicina podria arribar substituir els tractaments actuals contra el

cancer.

Treball de Recerca 3



Nanomedicina: un (r)evolucionari cami per combatre el cancer

3. METODOLOGIA

Per tal de corroborar les meves hipotesis primer de tot s’ha de conéixer més
exhaustivament la malaltia i les possibilitats d’'aquest “nanomon”. Per aquest mo-
tiu, el cos del treball se centra en I'aplicacié de la nanotecnologia en la societat,
I'ds i caracteristiques de nanoparticules, i finalment, de I'aplicacié directa de la

nanomedicina en cancer i en el seu impacte biologic.

Amb aquesta recerca bibliografica es busca obtenir una base teorica solida per
aixi, afrontar el tema amb la maxima evidéncia; seleccionant aquella informacié

que millor s’adaptava als objectius i que més reforgava les hipotesis.
Pel que fa al marc practic, esta dividit en dues parts ben diferenciades:

o En primer lloc es troba I'apartat de sintesi i caracteritzacié de nanoparticu-
les i el test d’aquestes en un model de cultiu de cél-lules tumorals de neu-
roblastoma. Es tracta d’'un seguit d’experiments realitzats al llarg de 3 set-
manes a I'Institut de Biotecnologia i de Biomedicina (IBB) de la Universitat
Autonoma de Barcelona. Aquestes practiques es troben dins del Projecte
Argo, on vaig tenir la sort de ser acceptat per poder endinsar-me al mon

de la recerca i la investigacio.

o A més a més, per acabar d’arrodonir tota la recerca, vaig posar-me en
contacte amb 3 grans cientifics que treballen en nanomedicina avui dia i
gue van ajudar-me a acabar d’entendre el concepte basic del treball i so-
bretot, van fer-me canviar el punt de vista de la nanomedicina, explicant-
me la veritable dificultat que té tirar endavant un projecte d’aquestes ca-
racteristiques i I'esperangador cami que s’espera d’aquesta en el cancer.
Les transcripcions d’aquestes entrevistes es troben recollides en forma de

revista.
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4. INTRODUCCIO A LA NANOCIENCIA: NANOTECNOLOGIA | NA-
NOMEDICINA

La ciencia i la tecnologia dels objectes de la hanoescala (nanoparticules, capes
fines i monomoleculars, petites fibres, etc.) van ser matéria d'estudi molt temps
abans de la instauracié dels termes "nanociéncia” i "nanotecnologia”, que van
sorgir a mitjans de la decada del 1970. Per ficar un exemple, el desenvolupament
i manipulacié de metalls i aliatges durant segles va involucrar tractaments me-
canics i de calor, generant propietats especials de resistencia a causa de la for-
macio de nanoestructures. Si els artesans metal-largics buscaven millorar els
seus productes a base de prova i error, i certament podien reproduir els seus
resultats, constituien una veritable tecnologia. Per una altra banda, les primeres
nocions de la ciencia a la nanoescala es poden relacionar amb els experiments
de Michael Faraday sobre les propietats optiques de I'or col-loidal, en els quals

relaciona els fendmens observats amb la mida del material.

Avui dia, el terme nanociéncia s’utilitza per descriure els camps interdisciplinaris
de la ciéncia que es dediquen a I'estudi de fenomens i estructures que Unicament
apareixen a escala nanomeétrica. La diversitat d’aplicacions i la complexitat dels
problemes abordats impliquen la participacio de fisics, quimics, biolegs, bioqui-
mics, farmaceutics i representants d’altres disciplines. La nanociéncia llavors,
consisteix en I'estudi de materials i sistemes amb dimensions que es troben entre
1i 100 nm a, com a minim, una direcci6. Les propietats dels sistemes na-
noscopics estan relacionades amb la seva composicio i estructura particular. Per
aguesta ra0, la nanotecnologia implica el desenvolupament i fabricacié d’aquests
nous materials i dispositius per una gran varietat d’aplicacions com la conversio
d’energia, 'emmagatzematge d’informacio, el desenvolupament de dispositius
electronics avancats, la seleccié de farmacs, i el treball amb sensors quimics i

biologics.

La primera menci6 d’alguns dels conceptes més caracteristics de la nanotecno-
logia van tenir lloc a “There’s plenty of room at the bottom” (“Hi ha molt lloc en el
fons”), una xerrada donada pel fisic Richard Feynman a ’American Physical So-

ciety en una trobada a Caltech el 29 de desembre de 1959.

Treball de Recerca 6



Nanomedicina: un (r)evolucionari cami per combatre el cancer

Feynman va descriure un procés amb el
qual amb I'ajuda d’habilitat per manipular
atoms i molécules individuals es podria
arribar a desenvolupar. El fet de canviar
d’escala variaria la magnitud de diferents

fenomens fisics: la gravetat seria menys

important, la tensié superficial i les forces
de Van der Waals* serien més importants, yaree 1. RICHARD FEYMAN A L’AMERICAN PHYSICAL SO-

etc CIETY A CALTECH EL 29 DE DESEMBRE DE 1959.

Les nanoparticules tenen capacitats molt diferents en comparacié a les que te-
nen a escala macroscopica i les podem distingir com a dos mons complementaris
perd amb una gran quantitat de diferencies. Trobem un clar exemple en l'or, que
€s quimicament inert a escales normals, pero pot ser un potent catalitzador dins

la nanoescala.

Pero el fet de plantejar aquesta visionaria proposta implica la qiestié de com
arribar a aconseguir la manipulacié i poder controlar I'organitzacié dels atoms i
molécules dins la preparacié de nous materials i dispositius. En aquest sentit, la
biologia ha constituit una font d’inspiracio: les cél-lules i els seus components es
construeixen per autoorganitzacié i autoensamblatge* de biomolécules com a
fosfolipids*, proteines, bases nitrogenades, etc. Es a dir, es pot trobar un vincle
entre els fendmens estudiats a sistemes biologics i els aprofitats a la nanotecno-
logia, ja que la cél-lula, la unitat fonamental de la vida, és essencialment, una

col-lecci6 de sofisticades nanomaquines.

Al mateix temps, el desenvolupament de les noves eines nanocientifiques ha
tingut un enorme impacte en el coneixement de la biologia, biotecnologia i la
medicina. De la mateixa manera, la comprensié de la biologia amb I'ajuda de la
nanotecnologia possibilitaria la produccio de materials amb una arquitectura a
nanoescala, sent aquests nanomaterials i els materials biologics, com els anti-
cossos™ i les proteines, de dimensions comparables, facilitant I'iUs d’aquests per

aplicacions biologiques i mediques.
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Els nanomaterials i nanodispositius s’estan desenvolupant de manera que dis-
posin de caracteristiques de disseny controlades a escala molecular i tinguin el

potencial d’interactuar directament amb les cél-lules i les macromolécules.

4.1. L’ESCALA NANOMETRICA

Comencaré definint 'escala nanomeétrica, ja que tot al que em referiré al llarg del

meu treball es troba dintre d’aquestes mesures.

La paraula nano té arrels gregues i significa molt, molt petit. A la ciéncia, nano
s’utilitza com a prefix i significa la mil milionésima part d’alguna cosa. Per exem-
ple, un nanosegon és la mil milionésima part d’'un segon i ho definim com a 10-°
segons 0 0.000 000 001 segons, el mateix passa amb un nanogram (10-° grams)
i per descomptat amb el nanometre, el qual es defineix com a la mil milionesima

part d’'un metre o 10 metres i s’expressa com a 1 nm.

Per fer-nos una idea del que significa fabricar, observar i manipular objectes a
escala nanomeétrica, vull proposar un exercici. L’exercici tracta en suposar que
teniu una tira de paper que mesura exactament un metre de llargada i que per
tant, ho dividiu en deu parts iguals, les quals mesuraran aleshores un decimetre
0 10'm. El seglient pas tracta de tallar amb unes tisores cadascuna d’aquestes
deu parts d’un decimetre (10'm) repetint el procediment de tallar cada tira en
deu parts iguals. Aleshores, obtenim 100 parts on cadascuna mesura un centi-
metre 0 102 metres. Repetiu aguest procediment un cop més fins a obtenir parts

equivalents a un mil-limetre o 102 metres.

Durant aquesta etapa, ja podem ser conscients que per arribar a lI'escala
nanometrica €s necessari repetir aquest procediment exactament 9 vegades.
Pero per continuar, ja no és suficient utilitzant unes tisores i una regla. Ara calen
instruments més precisos i exactes: una lent d’'augment, un micrometre per me-

surar i possiblement el suport de pinces per aguantar el petit tros de paper.
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D’aqui es pot intuir que per arribar a I'escala nanomeétrica es tenen una llarga
quantitat de reptes cientifics i tecnologics molt importants, ja que per continuar
amb el procediment proposat, seria indispensable obtenir les eines necessaries
per fabricar, mesurar, observar i manipular els objectes a escales menors a les

macroscopiques.

s/

RN T LY X3C8

Molécula
o ) y Linea de Cabello Glébulo . v Hemoglo- de >
Nino Hamster Hormiga Bacterias  Virus Atomo

[ e 1em

boligrafo  humano rojo bina azicar

G R

IMATGE 2. VALORS DE L’ESCALA NANOMETRICA

Per aquesta rad, no és d’estranyar que, tot i que existeixen moltes estructures a
la natura a escala nanometrica, no ha estat fins fa pocs anys que podem obser-
var-les i manipular-les, i aixi tenir una mena de control sobre elles. Per exemple,
'’ADN (acid desoxiribonucleic) dels éssers vius esta format de molécules que
formen ponts de mida nanométrica. De la mateixa manera se sap que la majoria

dels virus sén de mida nanometrica.

Per una altra banda, des de fa diversos segles que 'home ha estat capag¢ de
fabricar dispositius formats per estructures a escala nanometrica inconscient-
ment. Un d’aquests exemples son els colorits vitralls de les catedrals europees
construides a finals de I'Edat Mitjana i durant el Renaixement formats mitjancant

I'addicio de sals d’or, plata i/o coure durant la fabricacié del vidre.
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4.2. INTRODUCCIO DE LA NANOTECNOLOGIA A LA SOCIETAT

Des de sempre la raca humana ha intentat comprendre el complex funcionament
de la naturalesa i aplicar-lo als seus propis problemes. Hi ha moltes limitacions
tecnologiques que tenen solucio en I'ecosistema. La forma en que una estructura

natural les resol pot copiar-se utilitzant nanotecnologia.

Només fa aproximadament 20 anys que s'han comencat a utilitzar propietats dels
materials nanometrics per a diversos motius. Segons el Dr. Andrew Parker,

zooleg i investigador:

“Hemos detectado por primera vez en la historia que nosotros podemos, con la
ingenieria convencional, no solo reproducir las estructuras iridiscentes que se
encuentran en la naturaleza, sino también podemos cultivar células para que lo
hagan ellas para nosotros. Asi que, en lugar de elaborar complicadas y costosas
técnicas de ingenieria, podemos dejar que la naturaleza nos haga la parte mas

dura del trabajo.“

Per exemple, després d'estudiar detalladament com els taurons, nedant en els
oceans durant milions d'anys, no tenen cap problema amb I'acumulacié d'algues
i bacteris a la seva pell i en canvi, els sub-
marins, bucs i altres infraestructures sub-
mergides artificials sofreixen d'aixo tret
que se'ls apliqui una pel-licula d'una subs-
tancia quimica toxica, s'ha descobert que
la pell dels taurons esta formada per un

patr6 a escala nanométrica que no per-

met que organismes com a algues o bac-

IMATGE 3. PELL DE TAURO

teris s'adhereixin a la seva pell rugosa.

Per a evitar problemes mediambientals a causa de la pel-licula toxica s'han co-
mencat a incorporar aquests patrons en aparells humans. Utilitzat ja pels vaixells
de I'O.S. Navy*, la companyia alemanya Lufthansa esta experimentant amb un

recobriment per als seus avions.
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Alguna cosa semblant passa amb algunes fulles de plantes. La seva superficie
esta formada per patrons a escala nanométrica. A més de tenir una superficie
rugosa, conté uns nanofilaments de cera que no permeten que la gota d'aigua
s'adhereixi a la fulla i pugui lliscar perfectament. No obstant aixo, particules peti-
tes de bruticia queden enganxades a la fulla, perdo amb una superficie de con-

tacte molt petita.

A causa d'aix0, quan una gota d'aigua entra en contacte amb la particula,
aquesta s'enganxara perque té més superficie de contacte amb la gota d'aigua
gue amb la mateixa fulla, generant I'acte de neteja de la planta. Aquest concepte
ja ha estat aplicat en telefons impermeables, parabrises o en la protecci6 de la

fusta, entre altres.

Els espectaculars colors de les ales de les papallones no son per la pigmentacio
d'aquestes, siné de nanoestructures distribuides sobre una membrana invisible,
creant un efecte de polaritzacié que només permet percebre la llum d'una longi-
tud d'ona (color) determinada. La creacié de colors de les papallones ha inspirat

uns nous metodes per a evitar la falsificacié de bitllets i documents d'identitat.

Una altra possible aplicacié nanotecnologica basada en la naturalesa és la repa-
racié de vasos sanguinis per coixinets adhesius a partir del métode d’agafar-se
que utilitzen els geckos*, entre altres réptils, per a escalar verticalment. En la
base dels seus dits tenen unes nanoestructures formades per milers de pels mi-
croscopis que li permeten adherir-se a les superficies mitjancant forces de
Van der Waals. Es confirma que és la geometria, no la quimica superficial, la
qual cosa permet a un gecko aguantar tot el seu cos amb un sol dit.

IMATGE 4. GECKO | NANOESTRUCTURES DELS SEUS DITS
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A part dels exemples explicats anteriorment hi ha hagut centenars de descobri-
ments nanotecnologics basats en la naturalesa com els nous sistemes d’adhe-
sius per a operacions ideats a partir del cap del cuc Pomphorhynchus laevis; la
reparacio de teixits humans a partir d'una proteina, la resilina*, treta de les puces
o de les ales de les libél-lules; el nou ciment organic basat en el nacre* de
mol-luscos o el que és actualment el material metal-lic més lleuger, format el
99,9% d'aire pero sent super resistent i ideat a partir de les estructures de les

dents de lled, entre altres.

Els métodes en que certs escarabats recullen les gotes de rosada* també han
estat imitats per a crear un adhesiu que podra ser utilitzat en zones on l'aigua és
escassa. La creacio d'estructures mecaniques per a crear protesis a partir dels
sistemes pels quals salta una llagosta, els quals no posseeixen masculsi la crea-
cio de sutures quirdrgiques a partir de les pues d'un porc espi sén també tecni-

gues que es preveuen que la nhanotecnologia aconseguira en un futur.

En I'ambit d'aquest treball, I's de la hanotecnologia aplicada a la medicina es va
iniciar perque per a malalties que causen un gran nombre de morts com podrien
ser el cancer, I'Alzheimer o el Parkinson no existeixen tractaments definitius i es
necessiten nous métodes de diagnostic meés rapids, eficacos i especifics i que
permetin reduir els costos implicats. Actualment la nanomedicina promet tenir to-
tes aguestes caracteristiques, per la qual cosa és necessari invertir en ella. El
punt 6 es dedicara en exclusiva a la nanomedicina aplicada al tractament del
cancer, tema central d'aquest treball.

4.2.1. BENEFICIS | RISCOS DE LA NANOTECNOLOGIA

En aquesta ciencia, al moment de buscar la seva aplicacio es podra trobar infini-
tat d'usos, solucions a molts problemes de la societat, especialment en lI'ambit

del medicinal.

Sempre trobarem aplicacions per a aquesta, no obstant aixdo no hem d'oblidar les

conseqlencies que ens pot portar les mateixes:
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4.2.1.1. BENEFICIS DE LA NANOTECNOLOGIA

BENEFICIS EN LA SOCIETAT

Nanotecnologia avancada pot arribar a resoldre molts problemes humans.

Els ordinadors i dispositius de visualitzacido serien increiblement

economics i accessibles per a totes les persones.

Els productes d'alta tecnologia poden permetre a la gent a viure amb molt

menys impacte ambiental.

Hivernacles barats per estalviar aigua, la terra i els aliments.

La nanotecnologia fa possible I'energia solar.

Els espais de vida podrien millorar molt.

Els ordinadors serien prou economics per a tots.

La nanotecnologia pot ajudar el medi ambient.

Millora de la medicina ampliament disponible.

Eliminacié de les causes d'angoixa per reduir el malestar social.

BENEFICIS EN L'AREA MEDICA
Les eines i el diagnostic quirdrgic seran més sofisticades i més economi-

ques.
La recerca i el diagnostic sera més eficient.

Petits dispositius medics es podrien implantar de forma permanent.
Més problemes medics es podrien prevenir.

Les noves malalties es podrien detenir rapidament.

El diagnostic i el tractament arribarien a ser semi-automatics.

Una millora de la salut i un augment de la vida util.

La fabricacié molecular facilitara la terapia genica
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Cadascun d'aquests punts té els seus beneficis, que estan sent investigats, es-

tudiats i desenvolupats per moltes universitats i centres de recerca a tot el mén,

amb una amplia aplicacio per a cada punt mostrat.

4.2.1.2. RISCOS DE LA NANOTECNOLOGIA

En el cas de la nanotecnologia I'enorme impacte es notara en qiestio d'uns pocs

anys, amb el perill de trobar la humanitat desprevinguda davant els riscos que

tal impacte comporta.

IMPACTES EN LA SOCIETAT

©

©

Importants canvis en l'estructura de la societat i el sistema politic.
Riscos personals d'Us criminal o terrorista.

Danys ambientals o riscos per a la salut dels productes no regulats.
Inestable carrera d'armaments.

Les armes nanotecnologiques serien extremadament poderoses i podrien

conduir a una carrera armamentista perillosament inestable.

La producci6 poc costosa i la duplicitat de dissenys podria portar a grans

canvis en l'economia.

La sobre explotacié de productes barats podria causar importants danys

al medi ambient.
Danys ambientals o riscos per a la salut dels productes no regulat.
El mercat negre en nanotecnologia.

Les solucions senzilles no tindran éxit. Es improbable trobar la resposta
adequada a aquesta situacio sense entrar abans en un proceés de planifi-

cacié meticulosa.
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IMPACTES A LA SALUT
» Al 1997 investigadors de la Universitat d'Oxford i la Universitat de Montreal
van mostrar que el dioxid de titani i I'0xid de zinc usats com a nanopar-
ticules en la majoria dels bloguejadors solars produeixen radicals lliures

en les cél-lules de la pell, danyant 'ADN.

» Al 2002, el Centre de Nanotecnologia Biologica i Ambiental de la Univer-
sitat de Rice, Houston, va informar que les nanoparticules s'acumulen en
els organs d'animals de laboratori (fetge i pulmons). Aixo podria donar ori-
gen a tumors, igual que el mal de I'ADN. Els nanotubs, similars a finissi-
mes agulles, podrien clavar-se en els pulmons amb efectes semblants al

qual provoca l'abscés*.

» Al 2003 en un estudi sol-licitat pel Grup ETC, el toxic-patoleg Vyvyan Ho-
ward va concloure que la grandaria de les nanoparticules, més que el ma-
terial que les constitueix, €s un risc en si mateix perqué augmenta expo-
nencialment el seu potencial catalitic* i el sistema immunologic no les de-

tecta.

» Al 2004, Howard va informar en una conferéncia mundial sobre nanotoxi-
citat que les nanoparticules es mouen de la mare al fetus per mitja de la
placenta. Es va mostrar que les nanoesferes de carboni dissoltes en ai-
gua, simulant un grau de contaminacié ambiental comuna, danyen el cer-

vell dels peixos i provoguen mortalitat en puces d'aigua.

5. NANOPARTICULES

Es defineix nanoparticula com a particula que és més petita que 100 nanometres
(mil milionésima part d'un metre). En el camp de la medicina, es poden usar na-
noparticules per a transportar anticossos, medicaments, elements per a les pro-
ves amb imatges i altres substancies fins a certes parts del cos. Les nanopar-

ticules estan en estudi per a la deteccio, el diagnostic i el tractament de cancer.
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Les nanoparticules elaborades per a I'alliberament de farmacs poden estar fabri-
cades de diferents materials: organics o inorganics. La seva grandaria oscil-la
entre 1-100 nm i presenten una amplia varietat de configuracions i estructures.
Les caracteristiques fisicoquimiques de les nanoparticules estan determinades
per la seva grandaria, forma, estructura, morfologia, propietats superficials, po-
rositat, carrega i la seva estabilitat en mitjans fisiologics. Davant tantes i diferents
propietats les nanoparticules adquireixen una amplia variabilitat entre elles que
fa dificil la seva caracteritzacio tant abans com després de la seva administracio.
Per a aconseguir monitorar-les i determinar-les son necessaris diferents metodes
analitics quantitatius. Un dels métodes més importants i més utilitzats per a acon-
seguir la seva determinacio és la polidispersitat* (PD), que es tracta d'una me-
sura de I'heterogeneitat* de les nanoparticules en funcié de la seva grandaria,
forma o massa. Es important aconseguir una correcta caracteritzacio d'aquests
sistemas, ja que petits canvis en la polidispersitat o en les caracteristiques fisi-
coquimiques dels mateixos poden generar una série de greus canvis en propie-

tats tan importants com la biocompatibilitat i toxicitat.

O
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IMATGE 5. IL-LUSTRACIO REPRESENTATIVA DE LES CARACTERISTIQUES D’UNA NANOPARTICULA
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5.1. TIPUS DE NANOPARTICULES CONTRA EL CANCER

En 1995 la FDA va aprovar la primera nanomedicina contra el cancer: Doxil™,
es tracta d'un liposoma carregat amb doxorrubicina*. A partir d'aquest any, la
publicacié d'articles cientifics relacionats amb “nanomedicina”, “nanociéncia” o
“nanotecnologia” han anat creixent exponencialment fins als nostres dies.
Els liposomes van ser els primers nanosistemas, encara que la seva rapida de-
gradacio en el torrent sanguini va donar lloc a I'aparicié de liposomes modificats,
aixi com una altra serie de nanoparticules com a nanoparticules polimériques,
micel-les, dendrimers, nanotubs de carboni o particules metal-liques i magneti-

ques:

LIPOSOMES
Els liposomes son vesicules compostes per lipids que tenen la capacitat d'acollir
un farmac tant en el seu compartiment hidrofilic* (interior) com en I'hidrofobic*
(dins la bicapa lipidica). L'arribada d'aquests liposomes al tumor es realitza prin-
cipalment pel que es coneix com “Targeting Passive”, és a dir, no consta de par-
ticules actives en la seva composicio que
els faci dirigir-se d'una manera especifica al
tumor. El seu alliberament en el tumor esta
basada en I'efecte de millora de la permea-
bilitat i retencié, que es coneix com a

efecte EPR*, en el qual les caracteristiques

fisiologiques del tumor tenen una gran im-

IMATGE 6. LIPOSOMA

portancia.

Aquests liposomes han anat evolucionant i actualment existeixen liposomes als
quals se'ls uneix molecules actives com és el cas del propi Doxil™
amb mAb 2C5* o Paclitaxel* amb anti-HER2*. Una altra varietat dels mateixos
son els liposomes coberts amb molécules de polietilenglicol* (PEG), els cone-
guts com a “liposomes silenciosos”, que fan que s'incrementi el temps de circu-

lacio.
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NANOPARTICULES POLIMERIQUES | MICEL-LES

En el cas de les nanoparticules polimeriques, el farmac que transporten pot estar
unit covalentment* al polimer o bé, estar encapsulat en el seu interior. Aquests
polimers poden ser tant d'origen natural com d'origen sintetic. Per a la seva fa-
bricacid, després de barrejar el polimer amb el farmac, pot ser que es formin
capsules espontaniament generant estructures conegudes com a micel-les* o bé
mitjancant tecniques d'emulsio* que donaran lloc a un altre tipus de nanoparticu-

les.

Aquests nanosistemes que formen nanoesferes tenen un
nucli solid que permet la carrega de farmacs hidrofobics en

el seu interior. S6n molt estables i uniformes quant a

grandaria es refereix i poden ser utilitzades per a l'allibera-

ment controlat del farmac

IMATGE 7. MICEL-LA

Igual que els liposomes, a aquestes micel-les també se'ls pot unir a la seva su-
perficie molécules actives per a millorar les seves propietats farmacocinéti-
ques* com és la incorporacié de PEG o d'acid polilactic (PLA) o polilactic-
glicolic (PLGA).

Una nanoparticula de polilactic-glicolic (PLGA), juntament amb una d’Eudragit,
forma part del conjunt de nanomolécules que vaig caracteritzar, sintetitzar i pro-
var contra cél-lules tumorals a I'lBB com a part practica del treball. A I'apartat
introductori del marc practic focalitzaré i ampliaré la informacié sobre aquestes
dues nanoparticules farmacéutiques capaces d’'incrementar la cura de diferents

tipus de cancers.

DENDRIMERS

Es tracta d'estructures globulars de polimers amb nombroses ramificacions. En
elles es troba un nucli ben definit i les ramificacions d'unitats que es repeteixen
al llarg de tota la seva estructura globular. En l'exterior d'aquesta estructura es
troba una capa de grups funcionals multivalents*. Aquests grups externs son ca-

pacos d'interactuar electroestaticament* amb molecules polars*.
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En el seu interior es podran carregar farmacs de naturalesa
hidrofobica. A part d'aquestes interaccions, els grups fun-
cionals externs també son responsables de l'alliberament
controlat del farmac mitjancant modificacions que es pro-

dueixen en el medi, bé sigui per canvis que afectin el pH o

per acci6 de certs enzims.

IMATGE 8. DENDRIMER

NANOTUBS DE CARBONI

Aquestes estructures sén capaces de penetrar en les cel-lules gracies a la seva
forma de “agulla” i alliberar el farmac en el citoplasma. Aquestes nanopatrticules
tenen una amplia superficie en la qual es poden unir un gran nombre de lli-
gands* actius. També posseeixen una cavitat interna on es pot carregar el far-
mac o I'agent terapéutic. Gracies a la seva composicio, els nanotubs de carboni
sén conductors eléctrics i termics, la qual cosa els fa molt utils per a certs tracta-

ments consistents en aplicacio de calor com la variacié térmica.

IMATGE 9. NANOTUB DE CARBONI

Un altre aspecte a tenir en compte son les seves dimensions: la longitud i el
diametre han de ser prou petits com per a escapar de l'activacié de I'efecte infla-
mogenic* que li portaria a la seva biodegradacio. També s'ha estudiat la seva
possible aplicacio com a agents de contrast en técniques d'imatge, pero no es

realitzen assajos clinics amb ells pel fet que generalment produeixen toxicitat.
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NANOPARTICULES METAL-LIQUES | MAGNETIQUES

Les nanoparticules d'or s6n una eina excel-lent per
a coneixer les diferents interaccions biologiques
que es donen entre les nanoparticules i el medi.
L'0s d'aquestes molecules és degut a la seva poca
o nul-la toxicitat. Posseeix una naturalesa biocom-

patible a causa de la seva superficie quimica espe-

cifica i a les seves propietats electriques i optiques )
IMATGE 10. NANOPARTICULA D’OR

aniques.

Els farmacs poden unir-se covalentment a la seva superficie 0 mitjancant en-
llacos ionics*, igual que el PEG que també es pot adherir a aquest tipus de na-
noparticules incrementant l'estabilitat i el temps de circulacié d'aquesta. D'altra
banda, també s'han sintetitzat nanoparticules supermagnetiques d'oxid de ferro
(FesOa4). Les nanoparticules amb aquesta propietat especial podran ser dirigides
cap a la zona tumoral mitjancant I'aplicacié d'un camp magnétic extern que es
focalitzi en un lloc concret del cos i aconseguir una localitzacié i alliberament

exacte del farmac.

5.2. APLICACIONS ACTUALS DE LES NANOPARTICULES

Les nanoparticules formen part del nostre entorn i constantment mantenim con-
tacte directe amb elles sense ser conscients. Entre les aplicacions més prome-

tedores en 'actualitat destaquen:

LLIURAMENT MES EFECTIU DE MEDICAMENTS

En els nanofarmacs, els medicaments s'encapsulen en una escala microscopica.
Seguint una espécie d'algoritme* molecular, el farmac es lliura en la seqiéncia
correcta, aixi es redueix els efectes col-laterals i concentra les dosis a les regions

malaltes.

En el tractament del cancer, la innovacié garanteix la transferéncia dels quimio-
terapics unicament a les cél-lules malaltes, evitant que les sanes siguin danya-

des i eliminades de manera permanent de I'organisme.
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MILLORA DE LA QUALITAT DELS EXAMENS D'IMATGE

Destaquen els sensors de grandaria semblant al dels atoms o molécules, capa-
ces de “llegir” cél-lules, enzims, anticossos i bacteris que reconeixen quan alguna
cosa esta malament. Els examens d'imatge han avancat molt, principalment en

la deteccio cada vegada més rapida i eficac de tumors.

CIRURGIES MENYS INVASIVES
Procediments intel-ligents i molt menys invasius. Per exemple, els adhesius qui-
rargics amb nanotecnologia, que sén capacos d'evitar els talls tradicionals i

també de proporcionar una cicatritzacio meés efectiva de la pell.

TRACTAMENT D'AIGUES
En I'area ambiental destaca el tractament d'aiglies per mitja de la técnica que

utilitza bombolles mindscules, molt menors que les que es veuen en les gasoses.

Les anomenades nanobombes alliberen un corrent estatic capac¢ d'atreure bac-
teris i metalls. Els radicals* lliures també s'alliberen i ajuden a destruir els virus

presents en I'ambient.

MILLORA DE LA CAPACITAT DE CONVERSIO DEL CO2

Els estudis per a la produccié de plantes bioniques* també han avancat en els
altims temps. A més d'expandir la capacitat de fotosintesi dels vegetals, perme-
tent una conversié meés gran de CO:2 en oxigen, aquests poden ajudar a detectar

la preséncia de gasos nocius i contaminants en |I'ambient.

MENOR US DE PLAGUICIDES EN L'AGRICULTURA
Encapsular les propies pesticides en una escala nano és una cosa prometedora

per a l'agricultura i per a la mateixa naturalesa.

Aix0 perqué una quantitat diminuta de la substancia garanteix la mateixa funcio-
nalitat, reduint I'is de I'aigua i oferint més seguretat a les persones que treballen

en la seva aplicacio.
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NANOPARTICULES EN EL MEDI AMBIENT
La forma en qué les nanoparticules es comporten en el medi ambient és extre-
madament complexa i encara no s'han recollit dades experimentals sistemati-

ques per a ajudar a comprendre aquest procés de forma exhaustiva.

Aquesta és la conclusio d'un equip de I'Escola Politecnica Federal (ETH), en ale-
many Eidgendssische Technische Hochschule, de Zuric, a Suissa. Després de
realitzar una gran revisio de la literatura cientifica sobre el tema, afirmen que
només quan els cientifics adoptin un enfocament més estandarditzat sera possi-
ble comprendre els efectes que les nanoparticules tenen sobre I'ambient, in-

cloent-hi els éssers humans.

| aix0 és essencial perqué la industria de la nanotecnologia esta creixent vertigi-
nosament. Cada any, milers de tones de nanoparticules fabricades per I'home

s'industrialitzen a tot el mon i tard o d'hora acabaran arribant a l'aigua i al sol.

D'acord amb I'equip, fins i tot els especialistes involucrats en els estudis cientifics
troben dificil dir exactament el que succeeix a les nanoparticules una vegada que

arribin a l'aigua o al sol.

Es una qiiesti6 complexa, no

(APPLICATIONS OF NANOPARTICLES )

S e wwwee  NOMES perquée existeixen
s P e——— v | molts tipus diferents de nano-
—— .‘ . a 'E i gy particules artificials,  sin6
= = Q_:,,,’ma( R == | també perqué es comporten
i 124 ,:‘.‘/M @ «H_\wm— == %= de forma diferent en l'ambient
T \ ‘m/ . depenent de les condicions
= . o R P R

— A A prevalents en cada lloc. Fins i
tot el seu comportament fisic
€S una incognita, ja que les
nanoparticules solides poden

arribar a deformar-se i canviar

IMATGE 11. ESQUEMA REPRESENTATIU DE LES APLICACIONS DE LES NANO- propietats com si fossin un li-
PARTICULES

quid.
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Exemples d’aplicacions de nanoparticules metal-liques, ceramiques i

Medicina

Higiene

Esports

polimeriques
Gases per cremades greus o ferides croniques, desenvo-
lupades i creades per la companyia canadenca Weistmer.
Conté nanoparticules de plata. La plata és una bacteri-
cida*, que en forma de nanoparticula incrementa la seva
area superficial millorant aquesta eficiencia antibacte-
riana contra 150 tipus de microbis, incloent-hi els resis-
tents a drogues i medicaments. S'utilitza actualment en
més de 100 dels 120 hospitals per a cremades de Nord
Ameérica
Crema per a dolors musculars i articulacions “Flex Po-
wer”. Utilitza liposomes de 90 nm.
Adhesiu dental de 3M. “Adper Single Bond Plus Adhe-
sive”, adhesiu amb nanoparticules de silici per formar
unions més fortes amb I'esmalt i les corones* en treballs
de restauracié dental, endodoncies* o incrustacions de
porcellana. Avui dia al mercat hi ha disponible la pasta de
dents amb nanohydroxiapatita*, un material utilitzat per a
la regeneracio de I'és i cirurgia periodontal*.
Desinfectants militars, utilitzat als avions per tal de com-
batre el problema del SARS (sindrome respiratori agut se-
ver) a base de nanoemulsions.
Pilotes de golf produides per

i

NanoDynamics, que corregeixen L Ny
vibracions canalitzant I'energia W)
rebuda pel pal de golf, millor que

les pilotes convencionals. Porten

, . IMATGE 12. PILOTA DE GOLF
a la venta des de I'estiu de 2005. nanobynamics

Pilotes de tenis de la famosa marca Wilson. Recobertes

de nanoparticules per allargar la seva duracio.
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Us domeéstic Recobriments superhidrofobics repel-lents de bruticia,

Cuidats personals

creada per BASF. S'utilitza com a recobriment de maons
i guix dins la industria téxtil i automotriu*. Es un additiu a
base de nanoparticules utilitzat per reforcar I'efecte hi-
drofobic en materials de construccio, reduint 'adhesié de
'aigua i particules de terra al minim. Les particules de
bruticia es netegen amb I'aigua de la pluja.

Rentadores creades per Samsung. Amb nanoparticules
de plata incorporades a la tina*, conegudes pel seu poder
bactericida.

Great American Knitting Mills, Inc (New York City), Guoxin
Hosieryn Series i Fibra Antibacterial (Hyosung de Korea
del Sur). Téxtil amb nanoparticules de plata per a I'elabo-
racié de mitjons i altres productes de vestir. Mpan Nano-
Magic Silver: 99,9% efectives per prevenir infeccions com

peu d’atleta i altres causades per fongs.

5.3. NANOPARTICULES DIRIGIDES

L'avanc de la nanotecnologia en I'Gltima década ha impulsat el desenvolupament

de nombroses aplicacions mediques; perd cap tan prometedora com la de I'Us

de nanoparticules dirigides per a millorar el tractament del cancer, que té greus

efectes secundaris.

Les nanoparticules dirigides sén com un sofisti-
cat “cavall de Troia”: aprofiten els processos fi-
sics i quimics del cos huma per a arribar camu-
flades fins a l'interior de les cél-lules cancero-
ses, on alliberen el seu arsenal anticanceros. A

meés, amb aquesta “estrategia de guerra cel-lu-

lar” les nanoparticules eviten a les defenses de

IMATGE 13. NANOPARTICULA DIRIGIDA

I'organisme i disminueixen els danys col-laterals

en els teixits sans.
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El benefici sera una quimioterapia més efectiva i menys toxica, si aquesta nano-

tecnica supera la fase d'assajos clinics.

Fins ara els resultats sén esperancadors en la fase 1 dels assajos, que indiquen

una regressio dels tumors encara utilitzant unes dosis de medicaments antican-

cerigens menors que en la quimioterapia convencional.

Investigadors del MIT (Massachusetts Institute of Technology) i del Brigham and

Women’s Hospital de Boston van dissenyar unes nanoparticules capaces de

complir per primera vegada simultaniament amb aquests requisits:

Q

Circulaci6 prolongada: gracies a un revestiment de polietilenglicol (PEG),

des de fora les nanoparticules semblen diminutes gotes d'aigua. Aixo des-
pista durant un temps a les defenses del cos huma: les nanoparticules es
gueden molt més temps en la sang i tenen més possibilitats d'arribar a un

tumor abans de ser eliminades.

Dirigides al tumor: amb una grandaria de 50 a 100 nanometres, son massa

grans per a arribar a teixits sans a travées dels seus finissims capil-lars
sanguinis. Pero els tumors creixen molt rapidament i els seus vasos san-
guinis sén defectuosos, amb buits pels quals si que poden colar-se les
nanoparticules. A meés, les nanoparticules “reconeixen” a les cél-lules can-
ceroses pergue porten incrustades unes molecules especifiques que
s'uneixen a una proteina (PSMAY*), abundant en la superficie de les cél-lu-
les de diversos tipus de tumors.

Lliurament controlat del medicament: les nanoparticules sén capsules bui-

des que transporten en el seu interior molécules de docetaxel, un medi-
cament usat habitualment en quimioterapia per a tractar el cancer de
mama, el de pulmaé o el de prostata. Les nanoparticules estan “programa-
des” per a alliberar la seva carrega dins les cel-lules canceroses i a una

velocitat adequada.
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El gran repte d'aquesta tecnica €s donar amb la combinacioé adequada d'aques-
tes tres propietats. Per a superar la fase d'assajos clinics, els investigadors han
d'afinar el disseny de les nanoparticules, buscant una situacio6 ideal. | és que, en
la practica, I'equilibri de factors és complicat. Per exemple, augmentar la
grandaria de les nanoparticules dificulta que afectin els teixits sans, pero arriba
una grandaria en qué sdn massa grans per a poder atacar a les cel-lules cance-

roses o per a evitar a les defenses del cos huma.

Encara queda un llarg cami per recérrer. Encara que en les primeres proves la
quimioterapia amb nanopatrticules ja s'hagi mostrat més especifica que la con-
vencional, encara succeeix que en alguns casos no arriba suficient medicament
al tumor o que el medicament afecta massa a teixits sans. En la practica, les
nanoparticules dirigides encara no distingeixen tan bé entre cel-lules sanes i can-

ceroses.

Per a reduir més aquests efectes secundaris en teixits sans es poden dissenyar
nanoparticules més dirigides cap a cél-lules canceroses. Tanmateix, aixo les fa
menys viables técnicament i més cares de produir. Controlar la toxicitat de les
restes €s un altre dels reptes dels assajos clinics, que es prolongaran durant
aquesta década, abans que la gran promesa de les nanoparticules contra el can-

cer es converteixi en una realitat.

6. NANOMEDICINA APLICADA AL CANCER

Quan la nanotecnologia s'aplica a la salut sorgeix la nanomedicina. Es a dir,
la nanomedicina és la branca de la nanotecnologia que permet curar malalties
des de dins del cos a escala cel-lular i molecular, aplicant técniques que permetin
el disseny de farmacs. L'objectiu de la nanomedicina és el diagnostic, la terapia
i la prevencio de malalties poc avancades dirigint els tractaments al teixit malalt,
evitant danyar les cel-lules sanes i reduir els efectes secundaris; aixi com el

desenvolupament d'una medicina meés personalitzada a cada individu.
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La nanomedicina pot dividir-se en tres arees: nanodiagnostic, que consisteix a
detectar una malaltia o mal funcionament cel-lular a partir de nanodispositius, en
aquest cas, la localitzacio del cancer; la nanoterapia, és a dir, I'alliberament con-
trolat de farmacs i la nanomedicina regenerativa, la regeneracio dels teixits i or-

gans danyats a partir de la terapia genica.

6.1. NANODIAGNOSTIC

Com he mencionat anteriorment, el nanodiagnostic consisteix en la deteccio de

malalties des dels seus inicis.

En I'Ultima década s'ha descobert que la mem-
brana cel-lular pot ser utilitzada com un indica-
dor de la malaltia, ja que aquesta és responsa-
ble d'una gran quantitat de funcions de regula-
cio cel-lular i de processos metabaolics on es po-
den manifestar algunes de les alteracions del
cancer. Una rapida deteccid permet una rapida
capacitat de resposta i aplicacio del tractament

adequat facilitant la seva cura. La localitzacio

del cancer es fa mitjangant nanodispositius, ge- |\aree 14. NANODISPOSITIU CAPAC DE CAPTAR

neralment nanopartlfcules. IMATGES DE L'INTERIOR DEL COS

Els sistemes de nanodiagnostic es poden emprar in vitro* o in vivo*: el nanodiag-
nostic in vivo requereix que els dispositius puguin entrar en el cos huma per a
determinar la preséncia de cél-lules canceroses. Per a aix0, el material ha de ser
biocompatible amb I'organisme huma i tenir un detallat disseny per ser eficag i
reduir els efectes secundaris. D'altra banda, el nanodiagnostic in vitro brinda una
major tolerancia de disseny, ja que els nanodispositius no han de ser biocompa-
tibles i sobn capacos de detectar amb gran rapidesa i precisio la preséncia de
defectes en I'ADN a partir de mostres de fluids corporals o de teixits molt re-

duides.
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Actualment hi ha dues principals arees de treball dins del nanodiagnostic: els na-

nosistemes d'imatge i els nanobiosensors, encara que es preveu per a un futur

la utilitzacio de laboratoris en un xip (Lab-on-a-xip):

o]

Nanosistemes d'imatge: S'utilitzen nanoparticules metal-liques, magneti-

gues o semiconductores per a marcar l'area identificada, és a dir actuen
com a marcadors biologics permetent aixi augmentar la precisié i donar
un major contrast en les técniques de creacié d'imatge. Els punts quan-
tics*, han estat un dels primers nanosistemes que s'han utilitzat per a rea-
litzar aguest marcatge i identificacié de les zones danyades amb tumors.
Com tenen caracteristiques de fluorescéncia, emeten diferents longituds
d'ona en funcié de la seva grandaria, per la qual cosa son molt efectius
com a marcadors biologics. A més a més, amb un Unic feix de llum es
poden excitar punts quantics de diferents grandaries, i per tant, de dife-
rents colors, deixant aixi realitzar diversos marcatges en un mateix mo-

ment.

Propietats molt semblants tenen les nanoparticules metal-liques, com l'or,
i magnetiques, com el ferro, on el seu caracter magneétic podria facilitar el
seu transport a través de l'organisme mitjangant l'ajuda d'un camp

magnetic extern.

Per a poder detectar la malaltia desitjada, en aquest cas cancer, les na-
noparticules porten en la seva superficie anticossos davant de la proteina
de la cél-lula que es vol localitzar i, per a evitar que el nanodispositiu sigui
captat per les cél-lules del sistema immune, es recobreixen de substan-
cies presents en l'organisme. En arribar a la cel-lula desitjada, les nano-
particules s'adhereixen a la seva membrana creant mapes tridimensionals

dels teixits i permetent detectar les zones en les quals s‘han acumulat.

Nanobiosensors: Dispositius que no necessiten marcadors fluorescents o

radioactius que poden identificar amb molta precisio principis biologics i

quimics al moment.

Treball de Recerca 28



Nanomedicina: un (r)evolucionari cami per combatre el cancer

Estan formats per un sensor que determina la reaccié metabolica d'una
cel-lula o molecula i la tradueix en informacio i per un receptor biologic
que detecta una substancia en concret. En trobar-se unides aquestes

dues estructures, els biosensors son molt més sensibles i selectius.

Els nanobiosensors poden realitzar I'analisi de la substancia a determinar
de forma directa i a temps real a més de fer-ho de manera molt precisa i
detallada. Aix0 permet que aquestes estructures analitzin qualitativa i
quantitativament diverses reaccions de l'organisme a més de poder estu-
diar el comportament del cos huma. El fet de tenir una grandaria d'es-
cala nanometrica possibilita la seva introduccié en el cos huma oferint da-
des més reals de la salut del pacient i que la quantitat de mostra ne-
cessaria sigui molt petita.

o Sistemes “laboratori-en-un-xip”: S6n plataformes a escala nanométrica

gue incorporen nanobiosistemes 0 nhanocanals, entre altres, on tenen lloc

complicades reaccions quimiques i bioquimiques.

Aquests dispositius presenten els avantatges d'una analisi rapida pel fet
qgue la mostra és molt reduida, sébn molt autonoms, poden realitzar les
analisis sense la participacio de I’'huma, i a més a més son portatils i d'un
sol Us. Es creu que en el futur un simple nanosistema amb nanosensors
podria, a partir de mostres de sang, realitzar un diagnostic a través del
reconeixement de l'activitat molecular permetent aixi poder fer aquestes

analisis de manera ambulatoria.

IMATGE 15. MODEL DE LAB-ON-A-CHIP
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6.2. NANOTERAPIA | NANOSISTEMES D’ALLIBERACIO DE FARMACS

Es basa en la utilitzacio de nanoparticu-
& les que poden utilitzar-se com a agents
terapéutics.

A l'interior de la nanoparticula es troba el

farmac que actuara nomeés en les cél-lu-

les malaltes, les cel-lules diana*, perme-
tent reduir la dosi.

IMATGE 16. REPRESENTACIO DE L’ALLIBERAMENT FARMA-

COoLOGIC

Per a aix0 és essencial la prévia encapsulaci6 i desactivacio del farmac perqué
no actui durant el seu trajecte pel cos. Una vegada la nanoparticula arribi a la
seva destinacio gracies a l'accio d'antigens i anticossos que dirigeixen la nano-
particula al teixit desitjat, es pot induir el seu alliberament, a una velocitat apro-

piada perque sigui efectiu, com a resposta a diferents estimuls.

L'activacio del farmac és deguda a la vibracié de les nanoparticules mitjancant
I'aplicacié d'un camp magnetic de baixa intensitat o per irradiacié amb llum infra-
roja que fa possible que la nanoparticula es desintegri deixant actiu el farmac.
L'escalfament produit provoca la destruccié de la nanoparticula per hipertermia,
sense afectar les cél-lules sanes que les envolten. També es pot donar el cas
gue el contacte directe amb la cel-lula tumoral permeti que la nanoparticula entri
en aquesta cel-lula per endocitosi i que a l'interior d'un lisosoma es produeixi la

destruccio de la membrana de la nanopatrticula.

La utilitzacié d'aquesta tecnologia per al tractament del cancer evitaria els efectes

secundaris dels actuals tractaments de quimioterapia o radioterapia.

6.3. NANOMEDICINA REGENERATIVA

S'encarrega de la reconstruccié d'organs i teixits danyats a partir de la terapia
genica, de la terapia cel-lular i de I'enginyeria de teixits per a estimular els meca-
nismes que té el cos huma per a reparar els errors del seu organisme i regenerar-

se.
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Per a poder realitzar aquest procés és indispensable crear motlles
nanometrics compatibles amb I'organisme huma, que siguin porosos per a per-
metre la circulacio de liquids, i dotar-los de caracteristiques que puguin afavorir
el creixement de teixit en una zona en concret mitjancant la colonitzacié per
cel-lules mare adultes del pacient i una série de molécules que iniciin la regene-

racio.

IMATGE 17. REGENERACIO DE CEL-LULES EPITELIALS

Aquests motlles s'implanten en el pacient i, quan el teixit estigui parcialment re-
generat, es reemplacen per teixit normal, amb nervis i vasos sanguinis.
Es preveu que en un futur es podran desenvolupar nanoestructures capaces de
detectar i reparar errors en el cos huma sense haver de ser supervisades. Ac-
tualment es pretén crear nanoestructures per a substituir 'hemoglobina (proteina

transportadora d'oxigen pels vasos sanguinis), els respirocits.

6.4. NANOROBOTS

En el camp de material médic també s'estan fent avancos. El quimic organic
holandés Ben Feringan va rebre un Premi Nobel de Quimica en 2016 per crear
les, actualment, maquines més petites del mon. S'estan intentant crear musculs
artificials i interruptors en els medicaments per a encendre'ls i apagar-los quan
interessi mitjancant llum, entre altres. Convencut de la possible aplicacié
de nanométodes, Feringan va dir: “La meva prediccié és que en 30 o 40 anys un
metge podra injectar-te un diminut nanosubmari en la sang que podra anar a
buscar una cel-lula tumoral, o reparar alguna cosa, o transportar un medicament.
Jo he fet la boja afirmacié que potser en 50 anys podrem injectar un cirurgia en

el cos, perque aquest cirurgia sera un nanorobot”.
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6.4.1. NANOROBOTS D’ADN PER COMBATRE EL CANCER

Potser no son els robots que ens vénen a la ment en pensar en les lleis de la
robotica d'lsaac Asimov. Pero estan dissenyats per a complir ordres: impedir
I'aportaci6é de sang als tumors per a frenar el seu creixement. Parlem dels nano-
robots d'’ADN desenvolupats contra el cancer per investigadors de I'Académia

Xinesa de Ciencies i la Universitat de I'Estat d'Arizona.

IMATGE 18. NANOROBOT D’ADN

6.4.1.1. PER QUE UTILITZAR NANOROBOTS CONTRA EL CANCER?

En els Ultims anys la nanomedicina o aplicacié de la nanotecnologia a les cién-
cies de la salut, s'ha convertit en una de les arees més emergents de la medicina.
La nanomedicina té com a objectius prevenir, diagnosticar i tractar malalties, a
través de, per exemple el desenvolupament de nanoparticules programades per
a detectar la preséncia d'una patologia o dissenyades per a transportar farmacs
al teixit afectat.

Dins del camp de l'oncologia, des de fa un temps els investigadors s'han plantejat
com desenvolupar nanoparticules que permetessin rastrejar i destruir les cél-lu-
les tumorals sense atacar les cel-lules normals de I'organisme. Com en qualsevol
guerra, els conceptes de “rastrejar i destruir a I'enemic” o “combatre a I'enemic”
son molt amplis i per a dur a terme accions efectives pot ser més util definir una

estrategia d'accidé concreta.
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Els investigadors van plantejar un objectiu simple i concret per a atacar al cancer:
bloquejar I'aportacio de nutrients i “matar de fam” al tumor. Com? Induint la coa-
gulacid de la sang en els vasos sanguinis del tumor mitjancant nanoparticules
basades en ADN que portessin agents coagulants a aquesta zona. Si la sang,
encarregada entre altres funcions de transportar nutrients i oxigen a les cel-lules,
no pot accedir al tumor, aquest no rep reforgos per a dur a terme el seu metabo-
lisme. En termes militars, seria alguna cosa aixi com iniciar un setge a la ciutat a

conquistar i evitar qualsevol arribada de reforcos des de I'exterior.

6.4.1.2. US DE LA NANOTECNOLOGIA PER ATACAR EL TUMOR

Per a dur a terme un “atac” a escala microscopica els investigadors necessitaven
dissenyar nanoparticules que complissin dues caracteristiques principals. En pri-
mer lloc, havien de reconeixer els vasos sanguinis que nodreixen al tumor i dife-
renciar les seves cél-lules de les cel-lules normals. En segon lloc, les nanopar-
ticules havien de ser capaces d'alliberar un agent coagulant* una vegada en la
seva destinacio. Els nanorobots basats en ADN que han desenvolupat els inves-

tigadors reuneixen totes dues condicions.

L'ADN esta compost per unitats que permeten crear formes diverses amb capa-
citat per a plegar-se. La creacié d'aquestes formes nanoscopiques és denomi-
nada “origami d'ADN". | les seves propietats poden ser aprofitades per a dissen-
yar estructures amb agents terapéeutics en el seu interior que es despleguen i

alliberen aquests agents quan arriben a la seva diana.

L'equip d’investigadors va desenvolupar un tipus de nanorobot constituit per una
fulla rectangular d'ADN de 90 nanometres per 60 nanometres que en la seva
superficie tenia unides quatre molécules de trombina*, un enzim coagulant.
Aquesta lamina d'ADN, a més, presentava la caracteristica de poder plegar-se
de forma autdonoma en un tub, de manera que les molecules de trombina que-

dessin en el seu interior.
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Per a assegurar que els nanorobots exercissin la seva funcidé Unicament en els
tumors, els investigadors van afegir a la lamina d'ADN unes molécules denomi-
nades aptamers* d'ADN. Aquestes molécules reconeixen a la proteina nucleo-
lina* que és produida en grans quantitats per les cél-lules endotelials dels tu-
mors. A més, el reconeixement entre els aptamers d'ADN i la nucleolina serveix

com a interruptor d'activacio per als nanorobots.

Aixi, el mecanisme és el seguent: en primer lloc s’injecten nanorobots d'ADN ca-
rregats amb trombina en el torrent sanguini d'animals model per al cancer; en
arribar els vasos sanguinis que nodreixen al tumor, els nanorobots detecten la
presencia de la nucleolina gracies
als aptamers d'ADN i s'activen, passant
de la forma cilindrica a la forma desple-
gada gque deixa exposades les molécu-

les de trombina; finalment, la trombina

inicia un procés de coagulaci6 que

IMATGE 19. NANOROBOT D’ADN EN SANG

acaba bloquejant el flux de sang cap al

tumor.

6.4.1.3. RESULTATS PROMETEDORS EN MODELS ANIMALS

El tractament amb nanorobots no va mostrar signes de toxicitat en els animals
model tractats. A més, I'equip va comprovar que 24 hores després de la injeccid
la concentracio de nanorobots en I'organisme havia disminuit, la qual cosa signi-
ficava que les nanoparticules podien ser degradades o eliminades per I'orga-
nisme de forma natural. Una altra dada a favor seu va ser que no es van detec-
tar nanorobots en el cervell, la qual cosa podria ocasionar efectes inesperats. La
seguretat dels nanorobots també va ser confirmada en porcs, que mostren major

similitud als humans que els ratolins pel que fa a anatomia i fisiologia.

A més, per a avaluar la seva eficacia enfront de tumors en situacio in vivo, els
investigadors van tractar diversos models animals de cancer amb els nanoro-
bot d'ADN.
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Passades 24 hores després del tractament, I'equip va observar la produccio de
trombosi en els vasos sanguinis tumorals i en tres dies, tots els vasos sanguinis

dels tumors analitzats havien estat bloquejats.

La coagulacio dels vasos sanguinis com a tractament antitumoral va mostrar ma-
jor efectivitat en els tumors amb elevat grau de vascularitzacié, com és el cas del
melanoma*. Tres dels vuit ratolins model per a aquest tipus de cancer van mos-
trar una regressié completa dels tumors. En aquests animals el tractament
amb nanorobots també va frenar la metastasi. També van frenar el creixement

tumoral en altres tipus de cancer, com el cancer de pulmoé.

6.4.2. EL FUTUR DELS NANOROBOTS A LA BRANCA DE L’'ONCOLOGIA

El rendiment dels nanorobots basats en ADN com a eina per a combatre el can-
cer mostra I'avanc del camp de la nanomedicina. A la llum dels resultats obtin-
guts, publicats en I'Gltim nimero de Nature Biotechnology, els investigadors res-
ponsables busquen en l'actualitat col-laboradors clinics amb els quals poder fer

avancar la tecnologia.

“‘Hem desenvolupat el primer sistema robotic d’ADN completament autonom per
a dissenyar un farmac molt precis i una terapia contra el cancer dirigida® in-
dica Hao Yan, investigador de la Universitat de I'Estat d'Arizona i un dels direc-
tors del treball. “A més, aquesta tecnologia és una estratégia que pot ser uti-
litzada en molts tipus de cancer, ja que tots els vasos sanguinis que alimenten

als tumors solids son practicament els mateixos.”

Els prometedors resultats dels nanorobots d'’ADN podrien inspirar el disseny de
nous tractaments contra el cancer utilitzant diferents molecules modificades per

a intervenir l'administracié dels agents terapéutics.

La combinacié de diferents nanorobots de disseny que transportin agents variats
podria ajudar a eliminar els tumors solids i les metastasis derivades. | fins i tot,
assenyalen els investigadors, l'estrategia podria ser modificada com una plata-

forma d'administracié de tractaments per a altres malalties.
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7. NANOTOXICITAT EN ELS TEMPS DE LA NANOTECNOLOGIA

El comengament del segle XXI va obrir les portes als productes basats en nano-
materials. Indiscutibles avantatges com la possibilitat de dissenyar eines de tre-
ball per a I'escala nanometrica, poder modificar la superficie d'una nanoparticula
amb una determinada molécula, explotar les noves propietats optiques i magneti-
gues que apareixen en un material nanoestructurat o el benefici de I'elevada re-
lacié area superficial/volum van constituir el motor impulsor d'un mercat creixent
per als productes i eines nanotecnologiques. S'espera un continu creixement glo-
bal en el mercat dels nanomaterials on es veuran xifres de valor bilionari. No
obstant aixo, I'explotaciéo comercial de la nanotecnologia porta amb ella impor-
tants interrogants relacionats amb la seguretat en I's i maneig d'aquests. Els
seus efectes recaurien sobre la salut tant del treballador exposat durant el procés
productiu, com del consumidor amb accés a aquest producte, juntament amb les

possibles consequéncies mediambientals.

Aleshores la pregunta inicial per als treballadors, consumidors o agents regula-
dors seria si aquests materials nanoparticulats son segurs o no, i quines serien
les propietats i els mecanismes a través dels quals produeixen toxicitat. La pre-
gunta constitueix en si un gran repte: I'estudi de la toxicitat dels nanomaterials no

és possible afrontar-lo utilitzant nicament els métodes de la toxicologia classica.

Encara queda molta recerca per realitzar, com posen de manifest les previsions
del Nanosafety Cluster de la Unié Europea, que no situa fins a 2025 la consecu-
ci6 d'alguns objectius imprescindibles, com sén la disponibilitat de méetodes per
a la caracteritzacio fisicoquimica de nanomaterials complexos, la validacio i es-
tandarditzacié de nous models biologics per a la caracteritzacié toxicologica
i ecotoxicologica, i la disseminacié del coneixement més enlla de la comunitat

cientifica, la industria, agents reguladors, etcétera.
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La recerca en nanotoxicologia requereix un enfocament multidisciplinari (toxico-
logia, ciéncia dels materials, medicina, biologia molecular, bioinformatica, entre
altres) per a establir correlacions entre captacid, transformacié i impacte
dels nanomaterials una vegada que entren en contacte amb ceél-lules o organis-

mes, que permeti arribar a proposar un model genéric de nanotoxicitat.

Avui dia, I'evidéncia cientifica disponible sobre la interaccié de les nanoparticu-
les i els nanomaterials en els sistemes vius i en particular sobre la salut humana,
és suficient per a adoptar el principi de precaucio i considerar-los com potencial-

ment perillosos (Savolainen 2013).

Els diferents materials nanoestructurats poden ser incorporats a l'organisme

mitjancant diferents formes d'exposicio:

» Nanomaterials basats en carboni en forma de nanoparticules o nano-
tubs aixi com particules d'oxids metal:lics com el zinc, alumini o coure po-

den incorporar-se per exposicio ambiental.

> Nanoparticules dissenyades per a determinats tipus d'aplicacions en pro-

ductes alimentaris, cosmétics o farmaceutics.

Exposicion ambiental Aplicacion biomédica
[ P O Y
Q u L “
A i F4
o _ Nanoesfera "
Nanotubos de carbono Nanoparticulas Liposomas polimérica Nanoparticulas

IMATGE 20. IL-LUSTRACIO ESQUEMATICA DELS DIFERENTS MATERIALS NANOESTRUC-
TURATS QUE PODEN SER INCORPORATS A L'ORGANISME

7.1. COM ENTREM EN CONTACTE AMB LES NANOPARTICULES?

Importants estudis sobre la caracteritzacio toxicologica de diferents nanoparticu-
les s’han dut a terme en I'Ultima década, prestant especial atenci6 als efectes en
el tracte respiratori a causa de I'historial de malalties respiratories associades a
I'exposicié d'aerosols*. nanoparticules dispersades en forma d'aerosol poden
arribar fins als alveols pulmonars i diferents publicacions han descrit com poden

passar a la zona intersticial* i, a través de la sang, aconseguir organs secundaris.
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Exemple d'aixd son els nanotubs de carboni dels quals s’ha descrit que induei-
xen fibrosi intersticial*, i especificament estudis amb nanotubs multilaminars han
mostrat com aquests poden induir el desenvolupament del cancer. A través d'a-
questa via també s'ha descrit I'acumulacié de nanoparticules en el sistema ner-
vios central després del seu pas pel bulb olfactori*. La inhalacié es considera la
principal via de penetracio, ja que particules insolubles no solen travessar la pell

tret que existeixi un mal en aquesta.

No obstant aix0, nanoparticules liposolubles* presents en cremes o altres pro-
ductes topics poden transitar per I'espai intercel-lular de la capa cornia de la pell,
passar a través dels fol-licles capil-lars* o de les glandules sudoripares, i una
vegada absorbides poden aconseguir el torrent sanguini. Una vegada en el sis-
tema circulatori les nanopatrticules es poden acumular en diferents organs com
el fetge, melsa*, ronyo, cor i cervell o en ganglis limfatics. Els estudis de toxicitat
també s'han centrat a avaluar possibles danys o alteracions provocats per nhano-

particules administrades per via intravenosa.

Aquesta forma d'exposicio és fonamental per a nanomaterials dissenyats per a
aplicacions biomédiques, com és el cas de les nanoparticules d'oxid de ferro.
Aquestes nanoparticules han estat aprovades per les agéncies reguladores de
medicaments per al seu Us en humans com a agents de contrast per a ressonan-
cia magnética nuclear o per al tractament de determinats tipus de cancer mitja-
ncant hipertérmia*. També existeixen nombroses formulacions farmacéutiques
basades en nanoparticules lipidiques (ex. Liposomes) o polimériques l'objectiu
de les quals és l'alliberament controlat de farmacs en determinats organs o tei-

Xits.
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S Cervell

IMATGE 21. IL-LUSTRACIO ESQUEMATICA DE DIFERENTS MATERIALS NANOESTRUCTURATS
QUE PODEN SER INCORPORATS A L'ORGANISME AMB DIFERENTS FORMES D’EXPOSICIO

7.2. COM AVALUEM LA NANOTOXICITAT?

Amb l'impacte de la nanotecnologia en la biomedicina, es fa cada vegada més
necessaria I'aprofundiment en estudis associats a la toxicitat d'aquests materials,
aixi com l'estandarditzacié d'aquests assajos. Una de les eines més utilitzades
per a l'estudi de la toxicitat de nanoparticules, abans de la seva aplicacio in vivo,
son els cultius cel-lulars (in vitro). Aquests posseeixen una série d'avantatges
respecte als estudis in vivo: menor complexitat, costos i quiestions étiques. D'altra
banda presenten un major control sobre I'ambient que envolta a les cél-lules i
homogeneitat tant a escala morfoldogica com de composicid, permetent aprofun-
dir més facilment en la comprensio dels processos biologics i bioquimics que

tenen lloc durant els tractaments.
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El desavantatge fonamental dels assajos in vitro radica que les dosis d'estudi
sén puntuals i elevades en comparacié a una dosi cronica a baixes concentra-

cions, més similar a la que podriem estar sotmesos de forma natural.

Les nanoparticules poden interactuar de diferents formes amb les cél-lules de-
penent de les seves propietats fisicoquimiques, de manera que les tecniques que
s'utilitzen per a avaluar la toxicitat estudien des de la produccié d'especies reac-
tives de l'oxigen (ROS, de les seves sigles en anglés), la integritat de I'estructura
cel-lular tant de membranes com organuls, els possibles danys en el material
genetic o el desencadenament de senyals bioquimics com és l'estimulacié de la

resposta inflamatoria.

sy it
- Dafo en la membrana i
lisosomal « Pérdida de La integridad de la

membrana por efecto surfactante
del nanomaterial

- Desestabdlizacion debido a la liberacidn
de iones toxicos

« Peroxidacion lipidica

Mitocondria
- Dafio mitocondrial y
desacople de ka cadena
respiratoria

Niclkeo o . ’ . Nanoparticulas

- Dafio del ADN

Aparato de Golgl
- Oxidacion proteica
- Pérdida de plegomi

Vesicula
- Peroxidacion lipidica

IMATGE 22. POSSIBLES EFECTES CITOTOXICS DERIVATS DE LA INTERACCIO ENTRE CEL-LULES | NANOPARTICULES
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MARC PRACTIC
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8. SINTESI DE NANOPARTICULES, CARACTERITZACIO | TEST EN

MODELS DE CULTIUS CEL-LULARS TUMORALS

8.1. INTRODUCCIO

La meva part practica forma part d’'una de les estades
a la Universitat Autonoma de Barcelona dins de la
branca de I'ambit de biociéncies que ofereix el Pro-

grama Argé. Es tracta d’'una part experimental reali-

tzada als laboratoris de I'IBB (Institut de Biotecnologia
i de Biomedicina) al llarg de 50 hores globals distri-

IMATGE 23. ELABORACIO DE LA PART
buides des del 25 de juny fins al 12 de juliol. EXPERIMENTAL A L'IBB-UAB AMB EL

MICROSCOPI DE FLUORESENCIA
Ha estat una gran experiéncia que m’ha permés entrar en contacte amb I'entorn
universitari, treballar amb professionals del tema i sobretot coneixer més a fons

el funcionament i tot el que hi ha darrere d’'una elaboracié de nanofarmacs.

Per comprendre el motiu de la utilitzacié d’aquests hem de centrar-nos en les
limitacions de la medicina: biodistribuci6 inespecifica, pics de dosi als quals es
pot arribar i I'eliminacié no desitjada de farmac. Tot aquest conjunt causa activitat
terapeutica reduida i efectes secundaris indesitjats; que, per altra banda, reben
les solucions a aquestes limitacions de la nanotecnologia a la nanomedicina com

podria ser I'Us de nanofarmacs:
> L’encapsulacié protegeix de I'eliminacio del fetge i dels ronyons.
> L’alliberacié controlada des de les capsules estabilitza els pics de dosi.

> Les nanoparticules es poden vectorialitzar per tal que vagin a un objectiu

especific.

Pero, el que s’ha d’entendre basicament és el fet de com aquestes solucions

ajuden a la cura de malalties. Una d’elles, del cancer.
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Pel que fa a la metodologia, consta del procés d’elaboracié de dues nanoparticu-
les carregades de rodamina isotocianat, un analeg de la doxorrubicina (quimio-
terapic), la caracteritzacio i test d’'aquestes en un cultiu de cél-lules canceroses
de neuroblastoma, per a després observar els resultats a través d’'un microscopi

de fluorescencia i un microscopi electronic de rastreig.
Aquestes dues nanoparticules sén: PLGA i EUDRAGIT L 100-55.

El PLGA (Poly(lactic-co-glycolic acid)) és un polimer 50% acid lactic i 50% acid
glicolic que destaca per la seva alta biodegradabilitat i biocompatibilitat amb qual-

sevol mena de cancer practicament tractat per via venosa.

L’Eudragit L 100-55 és un altre tipus de polimer, aquest més nou i innovador,
gue basant-se en els canvis de pH del medi que I'envolta i de la biodegradabilitat
de la seva particula, és capac¢ de millorar els resultats amb cancer de colon i

d’intesti i que per tant, no son tractats per via venosa sin6 via oral.

Perd aquest procés va acompanyat, a més a més, de diferents mostres control
per comprovar que la presencia de fluorescéncia a les cél-lules en el resultat final
realment era deguda a la preséncia de les nanoparticules de PLGA amb roda-

mina isotiocianat.

o Nanoparticules de PLGA sense rodamina isotiocianat sin6 amb aigua a la
part interna (per demostrar que la presencia de fluorescencia no era pro-

vocada per les nanoparticules de PLGA en si).

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

la preséncia de fluorescéncia no era provocada per les cel-lules).
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8.2. OBJECTIUS

Abans de comencar I'Estada als laboratoris, com a tot treball d’'investigacio, s’han
de plantejar un seguit d’objectius que, un cop amb els resultats obtinguts a partir
de l'elaboracioé de les nanoparticules, I'encapsulacio i eficacia d’aquestes, po-
drem concloure si s’han complert satisfactoriament o per altra banda, no tots ells

s’han assolit. Aquests objectius son els seguents:
o Aprendre a treballar en un laboratori de recerca.
o Aprendre com es dissenya, fabrica i funciona un nanofarmac.
o Comprovar si s’encapsula correctament el farmac.

o Observar la internalitzacié de les nanoparticules en ceél-lules tumorals.

Totes les imatges que apareixen a continuacio sén propies i van ser realitzades

al llarg de les Estades Argé 2019: “Qué és i com funciona un nanofarmac?”
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8.3. PROCEDIMENT DE SINTESI DE NANOPARTICULES: PLGA

PREPARACIO MATERIAL

>

v

vV vV VvV VvV VvV VvV VvV VY

Vials de vidre.

Vasos de precipitacié de 100 mL. |\
Gel. g

e
i =y
.

Tubs de centrifuga.
Tub eppendorf.

Aigua mil-li-Q.

NaCl 2M.

PVA 4% massa volum.

SPAN-80 i diclorometa.

IMATGE 24. MATERIAL SINTESI PLGA
Pipeta de desplacament positiu.

PREPARACIO FASES
FASE W1

1. Afegim 75 pL d’aigua mil-li-Q a un 2. Diluim la rodamina a 100 pL a

tub eppendorf. 1mg/mL a una proporcio 1:10. Guar-

dem els 25 pL de rodamina que no
hem utilitzat per després poder efec-

tuar el control de fluorescéncia.

IMATGE 25. PAS 1 FASE W1 PLGA

IMATGE 26. PAS 2 FASE W1 PLGA
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RESULTAT:

IMATGE 27. RESULTAT FASE W1 PLGA IMATGE 28. RESULTAT FASE W1 PLGA

3. Comprovem amb un fluorescent ul- 4. Ho deixem en gel.
traviolat la capacitat colorant de la ro-

damina.

IMATGE 29. PAS 3 FASE W1 PLGA IMATGE 30. PAS 4 FASE W1 PLGA
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FASE O
1. Netejar vials de vidre amb etanol 70%.

2. Pesar 25 ug de PLGA. Hem de tenir en compte que necessitarem dues
mostres per poder fer el control, amb I'objectiu de mesurar la fluorescéncia del
compost i saber si té fluorescencia propia i si per tant, interferira en la imatge

de la rodamina.

IMATGE 31. PAS 2 FASE O PLGA

3. Dissoldre el PLGA en diclorometa 4 Afegim una mosca magnética als
utilitzant una pipeta de desplacament  vials per remenar mitjancant magne-
positiu amb una quantitat de 750 L. tisme a un agitador magnétic_

IMATGE 32. PAS 3 FASE O PLGA IMATGE 33. PAS 4 FASE O PLGA
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5. Finalment per acabar aquesta
fase, afegim 30 pL del surfactant
SPAN-80 mentre aquests s’agiten.

IMATGE 34. PAS 5 FASE O PLGA

FASE W2
1. Barregem dues vegades 4,7 mL de 2. Distingir els 2 pots:
PVA 4% amb 4,7 mL de NaCl 2M per
obtenir 9,4 mL finals de polivinilalcohol
1M 2%.

« Rodamina.

» Aigua mil-li-Q.

IMATGE 35. PAS 1 FASE W2 PLGA IMATGE 36. PAS 2 FASE W2 PLGA
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EMULSIONS: SONICADOR

1. Tenim la Fase O en gel i afegim els
75 uL d’aigua de la W1. Els deixem
dins del sonicador a un 25% d’ampli-

tud d’ona durant 90 segons.

2. Un cop passats els 90 segons, afe-
gim I'emulsié obtinguda a la W2. Dei-
xem el vial en gel i tornem a sonicar

durant 90 segons a 25% d’amplitud

d’ona.

IMATGE 37. PAS 1 EMULSIONS PLGA
3. Fem el mateix procés que amb l'ai-
gua de laW1, pero en aquest cas amb
els 75 pg de rodamina. Afegim
aquesta a l'altre vial de la Fase O, ho
deixem en gel, i ho deixem sonicant
durant 90 segons a un 25% d’amplitud

\ |

d’ona. \3\& 3

&

W

=

0

A\
IMATGE 39. PAS 3 EMULSIONS PLGA

IMATGE 38. PAS 2 EMULSIONS PLGA

4. Per ultim, afegim aquesta emulsio
amb rodamina al vial restant de W2 i
tornem a repetir el procés del sonica-
dor durant 90 segons a 25% d’ampli-

tud d’ona.

IMATGE 40. PAS 4 EMULSIONS PLGA
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5. Nanoparticules formades.

RESULTAT:

) Rodamina

IMATGE 41. RESULTAT EMULSIONS

Per acabar la sintesi, cal evaporar el diclorometa.

EVAPORACIO

La rodamina és fotosensible, és a dir, en contacte amb la llum perd intensitat.
Per aquest fet, 'emboliqguem amb paper de plata durant I'evaporacio per tal que

la llum no I'afecti.

Per tant, deixem les dues emulsions agitant durant 3:30h-4:00h a l'agitador

magnétic fins que s’hagi evaporat tot el diclorometa de manera homogeénia.

NETC

.r.ﬂ"Dov%
IMATGE 42. EVAPORACIO DEL DICLOROMETA IMATGE 43. EMBOLCALL
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8.4. PROCEDIMENT DE SINTESI DE NANOPARTICULES: EUDRAGIT L 100-

55

PREPARACIO MATERIAL

>

v

vV vV VvV VvV VYV VvV YV

Bomba d’injeccio.

Agitador multiplaca o magnetic.
Xeringues de 10 mL.

Agulles llargues.

Tubs de 20 mL.

Tires de pH.

Mosques magnetiques.

Pipetes.

Sonicador amb bany d’ultrasons.

PREPARACIO REACTIUS

>

vV V VvV V

Eudragit L 100-55.
PVA.
Rodamina.

Aigua mil-li-Q.

IMATGE 44. MATERIAL SINTESI EUDRAGIT L-100-55

Mcllvaine buffer: Format per acid citric i hidrogen fosfat disodic.
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1. Preparacio buffers.

Primera soluci6 a pH 8: Segona solucié a pH 2:
o 4862 mL de fosfat. @ 1 mL de fosfat.
= 1’38 mL d’acid citric. = 49 mL d’acid citric.

IMATGE 45. PRIMERA SOLUCIO PAS 1
EUDRAGIT L 100-55

IMATGE 46. SEGONA SOLUCIO PAS 1 EUDRAGIT L 100-55

2. Comprovacio6 pH.

PH BAS|C PH AC|D

IMATGE 47. PH BASIC PAS 2 EUDRAGIT L 100-55 IMATGE 48. PH ACID PAS 2 EUDRAGIT L 100-55
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3. Pesar 'Eudragit.

50 mg

IMATGE 49. PAS 3 EUDRAGIT L 100-55

Necessitarem dues, cadascuna per treballar amb diferent pH.

4. Dissolem 50 mg d’Eudragit en 5 mL de buffer pH 8 i de buffer pH 2.

N ) "

IMATGE 50. PAS 4 EUDRAGIT L 100-55

5. Sonicador amb bany d’ultrasons.

Utilitzat per tal que I'Eudragit es dissolgui i tren-
qui les bombolles formades a causa de I'agita-
cio, ja que dintre d’aquestes bombolles podria
quedar el polimer i causar polidispersié i agre-
gats macroscopics.

IMATGE 51. PAS 5 EUDRAGIT L 100-55
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RESULTAT:

IMATGE 52. EUDRAGIT TOTALMENT DISSOLT

6. Preparacio tercera solucio.

Agafem 20 mL de PVA al 0’'5% i diluim 8 vegades en
el pH 2.

Acabem obtenint 17°5 mL de buffer pH 2 + 2'5 mL de
PVA.

o ‘
Lol L

IMATGE 53. TERCERA SOLUCIO PAS 6
EUDRAGIT L 100-55

7. Distingim l'aigua i la rodamina que afegir a I'Eudragit.

100 PL de rodamina

IMATGE 54. PAS 7 EUDRAGIT L 100-55

Aquests els injectarem més tard amb la pipeta a la solucié d’Eudragit.
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8. Deixem solucions amb Eudragit a I'agitador magnétic.

Per fer-ho, utilitzarem les mosques magnetiques.

S’ha de mantenir sempre en maxima agitacioé per tenir a 'Eudragit sempre ho-

mogeni i tenir les nanoparticules del mateix tamany.

IMATGE 55. PAS 8 EUDRAGIT L 100-55

9. Bomba d’injeccié.

» VOLUM: 8 mL de solucio 3.
» CAUDAL: 1 mL per minut.
» DIAMETRE: 13’75 mm.

1. Aigua mil-li-Q 2. Rodamina
Aquesta mostra sera la control La rodamina actuara com a colorant
= Agafem 8 mL de la solucio 3 fluorescent.
amb la xeringa. = Agafem 8 mL de la soluci6 3

= Afegim 1 mL d’aigua mil-li-Q a amb la xeringa.

o

la solucié d’Eudragit.

Afegim 1 mL de rodamina a la

solucié d’Eudragit.

IMATGE 57. PAS 9: AIGUA MIL-LI-Q EUDRAGIT L 100-55 IMATGE 58. PAS 9: RODAMINA EUDRAGIT L 100-55
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COMPARACIO DESPRES DE LA PRIMERA INJECCIO:

IMATGE 59. DIFERENCIA DE COLOR DESPRES DE
PASSAR PER LA BOMBA D’INJECCIO

RESULTAT:

IMATGE 60. NANOPARTICULES D’EUDRAGIT L 100-55 CREADES
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8.5. CARACTERITZACIO | TEST EN CEL-LULES TUMORALS

Esterilitzacié dels cobreobjectes a la flama:
1. Banyem el cobreobjectes amb alcohol.
2. Licalem foc.

3. Posem un cobreobjectes esterilitzat dins

de cada pou a la placa multipou.
Després de I'esterilitzacio:

4. Agafem les plaques de Petri que contenen

.4 E tﬂ‘ Ky b
cultiu amb una bomba de buit per tal que MATGE 61. PAS 2 CARACTERITZACIO DE NANO-
PARTICULES | TEST EN CEL-LULES TUMORALS

les cél-lules i eliminem/espirem el medi de

aquest no inhibeixi la tripsina.
5. Netegem les restes amb 4 mL de la solucié tamp6* de PBS.

Com hem de treballar amb nanoparticules que no sén esteérils, preparem un medi

amb antibiotic per tal que la minima concentraci6 de les nanoparticules no afecti.

6. Afegim a la placa de Petri 2 mL de tripsina, d’aquesta manera desen-

ganxem les cel-lules de la placa.

7. Barregem el medi habitual amb antibiotic i antimitotic*. EI medi conté nu-
trients (glucosa i piruvat), indicadors del pH (roig de fenol), serum fetal

bovi (conjugat de proteines i factors de creixement), antibiotic i antimitotic.

8. Retirem els 6 mL que hi ha a la placa de Petri (2 de tripsina i 4 de PBS) i

que contenen cél-lules. D’aquests 6 mL:
> 1 mL el deixem ala placa per tal que les cél-lules continuin creixent.
» 4,5 mL els guardem.

> Als 0,5 mL restants, els hi afegim 9,5 mL de medi amb antibiotic

gue hem preparat anteriorment. Fem una solucio 1/20 en volum.
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9. Agafem la dissolucio i la posem a cada
pou de la placa multipou assegurant-nos
que tots els cobreobjectes queden ben co-

berts.
10.Afegim una mica mes de medi.

11.Finalment, afegim les nanopatrticules i les

deixem reposant.

12.Traiem el medi amb una pipeta i amb el

" N
IMATGE 62. PAS 9 CARACTERITZACIO DE NANO-
PARTICULES | TEST EN CEL-LULES TUMORALS

lleixiu matem les restes biologiques, és a
dir, queden les cel-lules enganxades al co-
breobjectes.

13.Fixem les cél-lules amb 1 mL de metanol congelat per cada pou.

14.Figuem el DAPI* al PBS i ho emboliquem per tal que no perdi fluorescen-
cia.

15.Agafem les cél-lules de neuroblastoma amb metanol i les deixem al con-
gelador durant 15 minuts amb I'objectiu de fixar les estructures.

16.Traiem el metanol.

17.Les tornem a sotmetre a un procés de 15 minuts pero en aquest cas, a la
campana de flux laminar, fent aixi que s’assequin. A més a més, les dei-
xem amb la tapa oberta perqué s’acabi d’evaporar el metanol que hagi

pogut quedar.
18.Afegim el DAPI+PBS (pas 14) als pous perque vagin tenyint els nuclis.

Un cop ja hem arribat a aquest punt, les cel-lules ja estan preparades per a la

seguent fase: preparacio per al microscopi de fluorescencia.

19.Amb I'ajuda d’'una agulla que actua com a palanca, traiem el cobreobjec-

tes.
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20.L’agafem amb unes petites pinces i assegurem que no hi ha excés d’hu-

mitat.
21.Preparem 5 portaobjectes:
o Control (C)
o PLGA

o PLGA amb rodamina
(PLGA-Rho0)

IMATGE 63. PAS 21 CARACTERITZACIO DE NANOPARTICU-
o Eudragit (EU) LES | TEST EN CEL-LULES TUMORALS

o Eudragit amb rodamina (EU-Rho)

22.Tornem a agafar el cobreobjectes i el deixem caure de costat perqué no
es facin bombolles i les cel-lules quedin tocant el medi de muntatge, el

qual fara d’espai entre el cobreobjectes i el portaobjectes.
23.Segellem amb laca d'ungles.

24.Deixem les preparacions 24 h aproximadament a les fosques perque aca-

bin d’assecar-se i no perdin fluorescencia.

IMATGE 64. PAS 23 CARACTERITZACIO DE NANOPARTICU- IMATGE 65. PAS 24 CARACTERITZACIO DE NANOPAR-
LES | TEST EN CEL-LULES TUMORALS TICULES | TEST EN CEL-LULES TUMORALS
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8.6. DISCUSSIO DE RESULTATS

Una vegada feta la sintesi i caracteritzacio de nanoparticules, i un cop afegides
a models de cél-lules tumorals de neuroblastoma, hem d’interpretar tot aquest

seguit de resultats obtinguts de I'experiment.

EFICIENCIA D’ENCAPSULACIO

L'eficiencia d'encapsulacio es calcula en el cas particular de la rodamina, amb
un fluorimetre, que ens permet mesurar la fluorescéncia d'aquesta, ja que la fluo-
rescencia és directament proporcional a la concentracié del compost. Vam me-
surar dues mostres:

@ La rodamina abans d'encapsular, a la mateixa concentracié que utilitzem
en preparar les nanoparticules. Aquesta mesura ens marca el 100%.

@ Un cop sintetitzades les nanoparticules, quan centrifuguem per fer el pri-
mer rentat, el liquid que ens queda (sobrenedant) conté tota la rodamina
que no s'ha encapsulat. Si mesurem la fluorescencia, tenim el valor de
concentracié del que no s'ha encapsulat; si restem del total (mesurat
abans), tenim la que si que s'ha encapsulat. La féormula de I'eficiencia

d’encapsulacié seria:

Absorbancia Rho total — Absorbancia Rho no encapsulada
Absorbancia Rho total

x 100 = % rodamina encapsulada

Rho: rodamina

RESULTAT FINAL

PLGA EUDRAGIT L 100-55 Major eficiencia d’encap-

sulacié de rodamina a na-

46,409% 99,934% ~  noparticules d’Eudragit L
100-55.

Pel que fa a les cel-lules M17, és a dir, de neuroblastoma, el que fem és cultivar-
les i exposar-les a les nanoparticules durant unes hores, amb l'objectiu de com-

provar si les cél-lules internalitzen les nanoparticules (és a dir, s’internalitzen).
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Com que el compost és fluorescent, podem veure si les nanoparticules queden
dins o fora de la cél-lula segons si en mirar-ho al microscopi de fluorescéncia
veiem pics de fluorescéncia vermella dins la cél-lula. Amb el microscopi de fluo-
rescencia, per tant, mirem les nanoparticules que han entrat en contacte amb les
cel-lules i s'han internalitzat (o han quedat enganxades a la membrana depenent
dels casos). Normalment, per mirar nanoparticules sense cél-lules fem servir mi-

croscopi electronic, DLS o microscopi de fluorescéncia.

DYNAMIC LIGHT SCATTERING (DLS)

El DLS és una técnica que serveix per mesurar la mida del radi hidrodinamic de
les nanoparticules: tecnica fisicoquimica utilitzada per a la determinacié de la
distribucio de grandaries de particules en suspensié, o macromolecules en solu-

ci6 com proteines o polimers.

FUNCIONAMENT

o Un feix de llum impacta amb una mostra liquida on estan les particules en
suspensio.
La llum rebota quan intercepta una particula i va al detector.
Es genera llavors, una llum que crea una imatge definida com al reflex de
totes les particules del camp.
El que fa per tant, és agafar el camp de nanoparticules i esperar que aquest
canvii completament el camp de llum: quan es mouen i la imatge és totalment
dferent, cap pixel es superposara i es creara la imatge.
La mida dependra de com de rapid es moguin les particules.

> A major mida, es redueix la velocitat i per tant, trigaran més a moure’s.

SISTEMA

= Temperatura: 25 °C.

o Duracio: 60 segons per a les d’Eudragit, 90 segons per a les de PLGA.
@ Posicié de mesura: 5,50 mm.

o Ritme de contada: 301,9 kcps (Eudragit) i 110,9 kcps (PLGA).
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NANOPARTICULES D’EUDRAGIT L 100-55 BLANQUES

Size Distribution by Intensity

Intensity { Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

|7 Record 1: Nanos Blanc ELD 1
|—— Record 3: Nanos Blanc EUD 3

Record 2- Nanos Blanc EUD 2

IMATGE 66. GRAFICA DLS NANOPARTICULES D’EUDRAGIT L 100-55 BLANQUES
Diametre: 112,4 nm.

index de polidispersi6 (Pdl): 0,181.
Interceptacio: 0, 945.

NANOPARTICULES D’EUDRAGIT L 100-55 AMB RODAMINA

Size Distribution by Intensity

Intensity {Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 4: Nanos Rho EUD 1
Record 6: Nanos Rho EUD 3

Record 5: Nanos Rho EUD 2

IMATGE 67. GRAFICA DLS NANOPARTICULES D’EUDRAGIT L 100-55 AMB RODAMINA

Diametre: 131,1 nm.
index de polidispersi6 (Pdl): 0,204.
Interceptacio: 0,929.
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NANOPARTICULES DE PLGA BLANQUES

Size Disfribuficn by Intensity
14 .
T S
g8 1 ;
i B ;
£ a4t :
i} , B ﬁ—'
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
—— Record 7: Nanos Blanc PLGA 1 Record 8: Manos Blanc PLGA 2
—— Record 9: Nanos Blanc PLGA 3

IMATGE 68. GRAFICA DLS NANOPARTICULES DE PLGA BLANQUES

Diametre: 216,3 nm.
index de polidispersi6 (Pdl): 0,240.
Interceptacio: 0'954.

NANOPARTICULES DE PLGA AMB RODAMINA

Size Distribution by Intensity
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Intensity { Percent)
=

51
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

I Record 10: Nanos Rho PLGA 1
|—— Record 12: Nanos Rho PLGA 3

Record 11: Nanos Rho PLGA 2

IMATGE 69. GRAFICA DLS NANOPARTiICULES DE PLGA AMB RODAMINA
Diametre: 236,1 nm.
index de polidispersi6 (Pdl): 0,256.
Interceptacio: 0,957.
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A partir de les grafiques podem treure com a conclusio el fet de 'augment de la
mida de les nanoparticules amb la presencia de rodamina i com les nanoparticu-
les de PLGA representen aproximadament 100 nm més de diametre que les
d’Eudragit: Les d’Eudragit 112-131 nm, i les de PLGA 216-236 nm.

MICROSCOPI DE FLUORESCENCIA

Al microscopi de fluorescencia no només vam mirar la fluorescencia de les na-
noparticules, també vam tenyir els nuclis amb DAPI (un compost fluorescent que
tenyeix els nuclis de blau). En mirar les céel-lules pel microscopi, vam fer una foto
composta: amb llum visible blanca véiem les cél-lules, amb fluorescéncia blava
els nuclis i amb fluorescéncia vermella les nanoparticules. Amb un programa in-

formatic superposem els 3 canals i ens queda la foto final:

NANOPARTICULES DE CONTROL

CEL-LULES NucCLIS

IMATGE 70. CEL-LULES NANOPARTICULES DE CONTROL IMATGE 71. NUCLIS NANOPARTICULES DE CONTROL

FLUORESCENCIA RESULTAT FINAL

Gdie
S

IMATGE 72. FLUORESCENCIA NANOPARTICULES DE CONTROL  IMATGE 73. RESULTAT FINAL NANOPART{CULES DE CONTROL
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NANOPARTICULES D'EUDRAGIT L 100-55 BLANQUES

CEL-LULES NucCLIS

100 pm
ey

IMATGE 74. CEL-LULES NANOPARTICULES D’EUDRAGIT L IMATGE 75. NUCLIS NANOPARTICULES D’EUDRAGIT L 100-55
100-55 BLANQUES BLANQUES

FLUORESCENCIA RESULTAT FINAL

100 pm

R

IMATGE 76. FLUORESCENCIA NANOPARTICULES D’EUDRA-  IMATGE 77. RESULTAT FINAL NANOPARTICULES D’EUDRA-
GIT L 100-55 BLANQUES GIT L 100-55 BLANQUES

NANOPARTICULES D’EUDRAGIT L 100-55 AMB RODAMINA

CEL-LULES NucCLIS

100 pm

Py

IMATGE 78. CEL-LULES NANOPARTICULES D’EUDRAGIT L IMATGE 79. NUCLIS NANOPARTICULES D’EUDRAGIT L 100-55
100-55 AMB RODAMINA AMB RODAMINA
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FLUORESCENCIA RESULTAT FINAL

100 pm

—

IMATGE 80. FLUORESCENCIA NANOPARTICULES D’EUDRA- IMATGE 81. RESULTAT FINAO NANOPARTiCULES D’EUDRA-
GIT L 100-55 AMB RODAMINA GIT L 100-55 AMB RODAMINA

NANOPARTICULES DE PLGA BLANQUES

CEL-LULES NuUCLIS

¢

100 pm
—

IMATGE 82. CEL-LULES NANOPARTICULES DE PLGA BLAN-  IMATGE 83. NUCLIS NANOPARTICULES DE PLGA BLANQUES
QUES

FLUORESCENCIA RESULTAT FINAL

100 pym

—

IMATGE 84. FLUORESCENCIA NANOPARTICULES DE PLGA IMATGE 85. RESULTAT FINAL NANOPARTICULES DE PLGA
BLANQUES BLANQUES
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NANOPARTICULES DE PLGA AMB RODAMINA

CEL-LULES NucCLIS

IMATGE 86. CEL-LULES NANOPARTICULES DE PLGA AMB RO-  IMATGE 87. NUCLIS NANOPARTICULES DE PLGA AMB RODA-
DAMINA MINA
FLUORESCENCIA RESULTAT FINAL

IMATGE 88. FLUORESCENCIA NANOPARTICULES DE PLGA IMATGE 89. RESULTAT FINAL NANOPARTICULES DE PLGA
AMB RODAMINA AMB RODAMINA

A les nanoparticules al microscopi, els hi passa el seglent:

> Les nanoparticules buides serveixen com a controls. En principi no
veiem fluorescencia (que és el que s'espera). Serveix per comprovar
gue ni el PLGA ni les nanoparticules d'Eudragit tenen fluorescéncia
propia que es pugui confondre amb la fluorescencia de la rodamina.

> Les nanoparticules de PLGA amb rodamina, quan entren a la cél-lula
els costa dies de dissoldre's, per aixo veiem fluorescencia agregada
en puntets petits, que s6n acumulacions de nanoparticules, encara in-
tactes.

> Les nanoparticules d'Eudragit, com que al pH del citosol es destruei-
xen, quan hi arriben alliberen el seu contingut, que es difon i en com-

ptes de veure més punts mostra un vermell més difuminat.
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SCANNING ELECTRONIC MICROSCOPY (SEM)
El microscopi electronic de rastreig és una técnica de microscopia electronica
capac de produir imatges d'alta resolucio de la superficie d'una mostra utilitzant
les interaccionis electro-matéeria. Utilitza un feix d'electrons en lloc d'un feix de
llum per a formar una imatge.
Per observar les nanoparticules al microscopi electronic de rastreig cal:
1. Rentar les nanoparticules perqué quedin amb aigua destil-lada (si tenen
aigua normal, les sals dissoltes cristal-litzen i tapen les nanoparticules).
2. En un suport especial de microscopi electronic de rastreig, recobert amb
alumini (ha de conduir I'electricitat) posem 3 gotes de les nanoparticules
diluides, de manera que no es toquin. Ho deixem assecar en un desseca-
dor fins que s'evapori tota l'aigua.
3. Un cop seques els suports s'introdueixen en un metal-litzador, que difu-
mina plati en pols sobre les nanoparticules creant una capa conductora

que fa que les puguem veure bé al microscopi.
Un cop metal-litzades s'introdueixen al microscopi, que fa el buit (perqué les

molecules d'aire no absorbeixin o desviin els electrons) i ja es poden observar.

NANOPARTICULES D’EUDRAGIT L 100-55 BLANQUES

IMATGE A 2 pM IMATGE A 1 pm

HV  spot/mag @ WD mode| HFW | 1
10.00 kV_3.0 8mm SE |4.42pum ICN2 SEM Qu

IMATGE 90. IMATGE SEM A 2 puM NANOPARTICULES IMATGE 91. IMATGE SEM A 1 uM NANOPARTICULES
D’EUDRAGIT L 100-55 BLANQUES D’EUDRAGIT L 100-55 BLANQUES
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NANOPARTICULES D’EUDRAGIT L 100-55 AMB RODAMINA

IMATGE A 5 pM IMATGE A 2 pM

P

-
mode HF
SE

IMATGE 92. IMATGE SEM A 5 uM NANOPARTICULES D’EUDRA- IMATGE 93. IMATGE SEM A 2 uM NANOPARTICULES D’EUDRA-
GIT L 100-55 AMB RODAMINA GIT L 100-55 AMB RODAMINA

NANOPARTICULES DE PLGA BLANQUES

IMATGE A 2 uM

HV p mode | HFW —_—2
10.00 kV| 3.0 |50 062 x/10.1 mm| SE |5.96 ym ICN2 SEM Quanta 650 FEG

IMATGE 94. IMATGE SEM A 2 uM NANOPARTICULES DE PLGA BLANQUES
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NANOPARTICULES DE PLGA AMB RODAMINA

IMATGE A 1 pm

103‘6{ KV Sspgt %n:a ¥ ’IOV\;/Ewm EM gafgta 650 FEG
IMATGE 95. IMATGE SEM A 1 uM NANOPART{CULES DE PLGA AMB RODAMINA
Amb el SEM, a més a més, també hem pogut observar la cristal-litzacié de la
rodamina que no ha estat encapsulada correctament i ha precipitat adoptant

aquestes formes:

é.pbth rﬁag Oo| WD ;ﬁode HFW | — ——— 30 pm-
10.00 kV[ 3.0 [4175x | 9.8 mm ICN2 SEM Quanta 650 FEG

IMATGE 96. IMATGE SEM A 30 uM D’EUDRAGIT L 100-55 QUE MOSTRA LA FORMA DE LA
RODAMINA QUE NO HA ESTAT ENCAPSULADA | HA AGREGAT
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9. ACTUALITAT NANOMEDICA | NANOFARMACOLOGICA

Investigadors del CIBER de Bioenginyeria, Biomaterials i Nanomedicina (ClI-
BER-BBN) en [Institut de Recerca Biomedica de Sant Pau, la Universitat
Autonoma de Barcelona i el CSIC (Consell Superior d’Investigacions Cientifi-
gues) han creat un nanofarmac que elimina selectivament les cél-lules mare cau-
sants de metastasi en models animals de cancer de colon. Els resultats s'han
publicat en la revista EMBO Molecular Medicine.

El farmac actua solament sobre les cél-lules iniciadores de metastasi a través de
la seva interaccid especifica entre un péptid present en la nanoparticula proteica
que el transporta i el receptor cel-lular CXCR4 que es troba sobreexpresat en les

cel-lules tumorals.

A B D
Buffer Free oligo-FdU

T22-GFP-H6-FdU ﬂ
22-GFP-H6-FdU

Buffer Free oligo-Fdl

& e

AMD3100 +T22-

DNA

Payload Drug damage
Delivery 4

GFP H6-FdU
T22-GFP-H "

T22-GFP-H6-FdU

Cell death
CXCR4' MetSCs

DA

IMATGE 97. IL-LUSTRACIO QUE MOSTRA L'ESTRUCTURA DEL NANOFARMAC | L’EFICACIA D’AQUEST EN CEL-LULES TUMORALS

Aix0 permet atacar solament a les cél-lules tumorals, bloquejant la seva disse-
minacié en estadis primerencs, de manera que prevé l'apariciéo de metastasi al-

hora que evita els efectes adversos derivats dels tractaments habituals.

Els investigadors assenyalen que el receptor esta sobreexpresat en 20 tipus di-
ferents de cancer "com a minim”, entre ells els de prostata, mama, ovari i uns

altres no tan comuns com el de pancrees.

Actualment, no existeixen farmacs en el mercat que eliminin selectivament les
cel-lules mare metastatiques El descobriment podria tenir un alt impacte clinic
després que s'hagin realitzat els assajos necessaris per a aplicar-se a pacients
humans, ja que afirmen que es tracta del primer farmac en el mén que bloqueja

la disseminacié metastatica, la principal causa de mort en pacients oncologics.
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Els liders del projecte d’en concret, la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB),
son Toni Villaverde i Esther Vazquez, dos grans investigadors amb els quals vaig
tenir el plaer de passar unes hores i realitzar una entrevista per tal d’aprofundir
una mica meés en el seu camp de treball i més concretament, en el projecte de

caire mundial de I'elaboracié d’un nanofarmac capag de bloquejar la metastasi.

L’entrevista es troba a un annex a part en forma de revista; elaborada a partir de
la transcripcid literal de les paraules d’en Dr. Toni Villaverde i la Dra. Esther Vaz-
quez. En ella, podem diferenciar tres apartats per tal de dividir el contingut de les
respostes: preguntes generals, preguntes referides al nanofarmac de prevencio
de la metastasi en el cancer colorectal i preguntes relacionades amb el cancer i

I'aplicacié de la nanomedicina en aquest.

A més de trobar aquest contingut, la revista també inclou I'entrevista al Dr. Simo
Schwartz Jr., un dels millors investigadors de I'aplicacié de la nanomedicina al
cancer i a altres malalties no només a escala nacional, sin6 a escala mundial,
que ha fet possible que La Vall d’Hebron s’hagi convertit en el referent europeu

en nanomedicina.

Per primera vegada el Campus Vall d'Hebron compta amb un projecte FET In-
novation (Future and Emerging Tecnologies) que ha estat concedit en el marc
del programa Horitz6 2020 al grup de recerca CIBBIM-

L. Vall d'Hebron

Hospital

Nanomedicina, liderat pel Dr. Sim6 Schwartz Jr.,
gue pretén desenvolupar un simulador virtual, anome-
nat NanoDoc, que permetra assajar el comportament
de les nanoparticules dins d'un tumor i amb altres na- 'MATGE 98. LOGOTIP HOSPITAL LA

VALL D'HEBRON
noparticules.

Es tracta d'un projecte multidisciplinari que desenvolupara una comunitat de cen-
tres de recerca europeus amb I'objectiu de crear una plataforma a l'abast de tot
el mén i a l'avantguarda de la Nanomedicina que faciliti el rapid desenvolupa-

ment i testatge de nous tractaments contra el cancer.
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"Es convertira una plataforma evolutiva capac d'oferir de manera autonoma so-
lucions innovadores, eficients i adaptades que també es puguin traslladar a altres
reptes biomédics complexos”, explica el Dr. Schwartz Jr.

Fins ara, es desconeix com és el comportament de les nanoparticules quan s'in-
jecten en gran volum i entren en contacte, per exemple, amb el torrent sanguini.
No se sap si fruit de les interaccions entre elles en diferents medis tindran una
millor o pitjor eficacia terapéutica. De la mateixa manera, tampoc es coneix la
seva distribucio en un entorn tumoral, si afecten més una mena de cel-lules que

a uns altres, el seu comportament davant les cel-lules mare de cancer, etc.

"Aquest simulador ajudara a entendre com interaccionen entre si i en un medi
biologic les nanoparticules quan s'injecten en gran volum, en un tumor o en qual-
sevol part de I'organisme”, afegeix el Dr. Schwartz Jr. | aixi es podran aconseguir
dissenys de nanoparticules que tinguin un comportament optim que després
s'estudiaran i validaran en models biologics in vitro i in vivo en cél-lules mare de

cancer de mama i de colon.

Aquesta entrevista també reflecteix una transcripcio literal de les paraules del Dr.
Simo i esta dividida en quatre parts: preguntes personals, generals, referides al
campus de La Vall d’Hebron com a referent europeu i preguntes relacionades

amb el cancer, 'aplicacio i el cami de la nanomedicina en aquest.
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9.1. ENTREVISTA DRA. ESTHER VAZQUEZ | DR.TONI VILLAVERDE
El missatge que jo considero que €s més impor-
tant i caracteristic de la primera entrevista, és el
fet que la nanofarmacologia no es basa en encap-
sular un farmac, siné que tracta d’unir de forma
quimica o covalent una estructura de mida
nanometrica amb un farmac, donant propietats
que els fan estar entre liquid i solid produint un
fenomen especific en el cancer, capac de fer que

els farmacs entrin dintre del tumor i no surtin, de-

finint la penetrabilitat en els teixits, la qual varia

SegonS |a mlda de |es partl’cules IMATGE 99. AMB LA DRA. ESTHER VAZQUEZ |
) EL DR. TONI VILLAVERDE

Basicament es vol reproduir la mobilitat i penetrabilitat dels virus, els quals sén
d’escala nanomeétrica. Expliquen també que la mida nanométrica en si no com-
porta el risc, i el problema esta en el fet que moltes nanoparticules que es fan
contenen materials intrinsecament toxics. Pero remarquen: “El fet de ser nano

no és toxic”.

Pel que fa a la referéncia al seu treball, els doctors s’encarreguen de fer nano-
terapia, i més concretament, transportar farmacs antitumorals a través de nano-

particules.

Tal com diu la Dra. Esther: “Cualquier enfermedad es susceptible de ser tratada
mediante la nanomedicina”, ja que aquesta déna I'oportunitat que el farmac an-
titumoral vagi directament a les cel-lules diana, no alliberi el seu material citotoxic

a la resta de cél-lules del cos i redueixi els efectes secundaris.

Insisteixen que tot pot acabar dintre de I'escala nanometrica, perd que en el camp
de la nanomedicina no es talla fins a aconseguir aguesta mida, siné que es fa un
disseny racional dintre de I'escala nanométrica per tal que tingui una funcié con-

creta i vagi a un lloc determinat.
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Ens expliquen que la sortida al mercat d’'un nou farmac requereix molts estudis,
molts anys de fases cliniques i precliniques, de molta experimentacio i sobretot,
de molts criteris de controls de qualitat forga estrictes.

Confien que s’obtindran farmacs més eficients que faran possible les terapies
personalitzades i que I'objectiu terapéutic es complira amb millor estadistica i

amb un menor percentatge d’efectes secundaris.

Referit al seu nanofarmac de prevencié de metastasi, expliquen interessos, es-

tudis, funcionament i capacitat d’actuacié que caracteritzen el seu estudi.

El més important que jo trec és el fet que el seu disseny podria combatre 20 tipus
de tumors i que sense un finangament privat extern, no hi ha res a fer. Els diners
tenen molta importancia al desenvolupament i arribada d’un nou farmac al mer-
cat. Amb el financament public es pot comencar i avancar en un cert projecte,
pero les ultimes fases necessaries per a poder provar-ho amb pacients humans

no es poden arribar a desenvolupar.

En definitiva, s’augmentara I'efectivitat farmacologica, es reduiran a la vegada
els efectes secundaris i el cancer acabara sent derrotat: “La cura del cancer evi-
dentment, encara esta lluny, pero jo crec que €s la direccio i cami correcte. Que

ningu tingui por a les innovacions” conclou el Dr. Toni Villaverde.
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9.2. ENTREVISTA DR. SIMO SCHWARTZ JR.

En la segona entrevista, podem situar
I'interés del Dr. Sim6 en fer recerca a molts
anys enrere, quan no hi havia tanta varietat
de carreres cientifigues per especialitzar-se.
Perd el veritable interés que I’ha portat al lloc
on es troba actualment, el marquem aproxi-
madament fa uns 10 anys, un moment on es
comencava a plantejar el possible Us de la na-
notecnologia en el camp del tractament i diag-
nostic de malalties. Va afrontar-se llavors a tot

un seguit de reptes, ja que en aquell moment

la tecnologia no es trobava tan avancada;
N . IMATGE 100. AMB EL DR. SIMO SCHARTZ JR.
perd van ser aquests anys tan complicats els
essencials per a portar el seu equip i el Campus de La Vall d’Hebron com a centre

sanitari capdavanter mundial.

L’entorn familiar i els estudis als Estats Units, I'han portat a ocupar grans carrecs
com son ser el director del CIBBIM-Nanomedicina i el president de I'European
Society of Nanomedicine (ESNAM), d’entre altres, dels quals ens explica el seu

paper.

Ha aportat també grans projectes relacionats amb el cancer i amb nanoconjugats
terapéutics capacos de destruir per exemple, cél-lules mare tumorals, les princi-
pals responsables del fet que el cancer estigui i sigui capa¢ de fer metastasi i

matar al malalt.

A més a més, ha estat capac de resoldre un punt que era clau per identificar
aguestes cel-lules canceroses i poder treballar amb elles, gracies a un sistema

genetic artificial que fa que aquestes cel-lules emetin llum i fluorescencia.
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Ens explica amb detall el concepte de nanomedicina, els interessos per a treba-
llar amb ella i els clars avantatges respecte a la idea convencional d’administrar
el farmac en sang: un farmac en via intravenosa arriba al tumor en un 0,1%, en
un fet que vol dir que el 99,9% del farmac injectat va a on no toca. La hanomedi-
cina fent servir transportadors especifics ha experimentat entre un 5 i un 15%
d’efectivitat, el que vol dir que si parléssim d’'un 10%, voldria dir un augment de

100 vegades més.

Compara el nanofarmac amb un camié a I'hora de transportar un farmac amb
I'ajuda d’uns transportadors com per exemple péptids, que ajuden a dirigir-los a
les cél-lules afectades. Ens parla d’un funcionament quimic i espontani a I'hora
de fer nanomedicina i rebutja la idea d’utilitzar unes mini pinces per muntar les

estructures.

L’estructura especial dels tumors, sobretot vascular, és la que afavoreix I'is de
les nanomedicines i ens parla de com el rapid creixement del tumor deixa espais

al teixit per on entren els quimioterapics.

Parla de benéeficis en el tractament i de I'eficacia dels estudis en models animals
per evitar imprevistos, i aprofundeix en les 3 branques de les quals es divideix la
nanomedicina, en I'explicacié i el concepte de nanoparticules i nanoparticules

dirigides, i en I'impacte dels nanorobots, tant actual com futur.

Agraeix I'alarma social que s’ha creat amb el concepte de nanotoxicitat, ja que
les coses s’han de fer amb cap, i aprova una possible distinci6 amb etiquetes
d’adverténcia, pel fet que tenim dret de saber el que posem i deixem de posar en

contacte amb el nostre cos.

En aquesta entrevista, també podem apreciar la importancia dins de la recerca
biomédica tant dels diners, com dels controls clinics i preclinics. Confia que en
els proxims anys veurem molts més farmacs al mercat basats en nanomedicines
i que efectivament, faran el que estan demostrant que poden fer. augmentar

I'eficacia terapéutica disminuint els efectes secundaris indesitjables.
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Ens demostra I'impacte que té treballar en un campus referent a Europa: una
quantitat de projectes de recerca molt més grans que qualsevol altra institucio i
moltes aportacions cientifiques que donen un prestigi que fa que els cientifics

d’arreu del moén segueixin els seus passos.

Trobem I'explicacio i funcionament dels projectes europeus dels quals forma part
i de I'esperangador cami que s’espera amb aquests projectes i més concreta-

ment, amb I'Us de la nanomedicina aplicada al cancer.

Per acabar, situa Catalunya com a capdavantera en coneixement, descobriment
de nous materials i en moviment de publicacions de patents: en articles cientifics
de nanociéncia, Barcelona és la segona ciutat del mén en importancia després

de Boston, un fet que dona una potencia i capacitat mundial molt gran.

| finalment, ens especifica la situacié actual de la nanomedicina aplicada al can-
cer i de com aquesta hauria de millorar la seva cura amb nous instruments i nous

farmacs més efectius que ajudaran a salvar més vides.

“La previsi6 de futur de la nanomedicina en aquests moments és molt bona i és
una oportunitat terapéutica nova que s’ha d’acabar d’explotar. No s’ha de tenir

por als termes nano”, afegeix per concloure el Dr. Simé Schwartz.
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10. CONCLUSIONS

Un cop acabada la investigacio realitzada al llarg de tot el treball, tant biblio-
grafica com experimental, he pogut reflexionar sobre les dues hipotesis planteja-

des, les quals puc dir amb total certesa, que son certes.

La primera d’elles feia referéncia a la possibilitat de millora de les propietats de
farmacologiques mitjancant I'is de nanotecnologia aplicada a la salut. Es tracta
d’una afirmacié que bé es podia arribar a corroborar amb la recerca més aviat
bibliografica, pero que ha estat amb les entrevistes on he vist el veritable efecte:
encapsulant a escala nanomeétrica es redueix la toxicitat i s’aconsegueixen mi-

llors resultats.

La nanomedicina déna una oportunitat que és molt bona: dirigir el farmac a cel-lu-
les d’un teixit en particular. Aixd €s molt important en el cas del cancer perque
els farmacs antitumorals son citotoxics i maten totes les cél-lules, quan I'tinic que
es vol és que acabi amb les cel-lules diana. Per aixo els farmacs antitumorals

tenen tants efectes secundaris.

Un es pren un farmac com podria ser un antiinflamatori o un quimioterapic i
aguest es difon per tot el cos, pero sense anar a aquells teixits que concretament
estan inflamats. Llavors la nanomedicina podria arribar a permetre en un futur

que els farmacs vagin i actuin on han d’actuar.

La millora de resultats va lligada a la possibilitat d’elaborar un disseny racional
on poder afegir a una nanoparticula tot allo que es consideri necessari perque
allo que es transporta resulti funcional, arribi a un lloc concret i faci la seva funcié.
En la terapia del cancer més concretament, el que fa la nanomedicina és “dir-li”
a un farmac a quina cel-lula en concret ha d’entrar, assegurant-se que tots aque-
lls antitumorals que presenten tants efectes secundaris es redueixin i la resta de

cél-lules sanes no es vegin afectades.
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| és a causa de tot el que he esmentat que la nanomedicina es presenta com a
una ciéncia amb un seguit de possibilitats que fan que la meva segona hipotesi
es corrobori, i per tant, la nanomedicina sigui un possible substitut als tracta-

ments actuals contra el cancer.

Actualment els antitumorals no sén suficientment eficacos pel fet que en tenir
tants efectes secundaris, s’obliga a reduir les dosis fins a unes xifres on no sén
suficientment eficaces: “quan un farmac s’injecta via intravenosa, la quantitat de
farmac que injectada que arriba al tumor, més o menys, és un 0,1%. Un fet que
vol dir que el 99,9% del que has injectat va on no toca”, afirma el Dr. Simé Sch-

wartz Jr.

Per tant, tots els tractaments actuals del cancer resulten insuficients i la nano-
medicina presenta una millora que es veu molt clara mitjangcant 'exemple del Dr.
Simo, on explica que si parléssim d’'una millora d’'un 10%, passariem d’un 0,1%

a un 10%, aconseguint una efectivitat 100 vegades major.

Amb la qual cosa, dirigint el farmac fem que aquest sigui menys toxic per a les
cel-lules sanes i per tant, pugui permetre augmentar les dosis fins a poder atacar

directament les cél-lules mare tumorals, les principals causants de la metastasi.

A més a més, m’agradaria esmentar el fet que desgraciadament la nanomedi-
cina, com tot en aquesta vida, no deixa de ser un negoci. Aquest fet implica que
la subvencio publica arribi a uns limits de finangament de projectes i que per tant,

per avancar en estudis, faci falta una inversié privada.

Pero aquests inversors miren abans el benefici de la seva inversié a curt termini,
que el fet de curar a la gent, un fet que m’entristeix i que possiblement, hagi

deixat a molta gent sense cura o sense una millora en la seva salut.

Per arribar a aquestes conclusions, he anat assolint a poc a poc i detingudament

tot i cadascun dels objectius proposats en un principi.

Gracies a tot el seguit d’apartats i subapartats del marc tedric he aprés, conegut

i profunditzat en un molt petit i a la vegada molt ampli mon, el nanoscopic.
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D’aquest he assolit la seva existéncia a la natura i més especificament, el seu

impacte en la salut mitjangat tecniques innovadores i sofisticades.

Aquestes técniques, juntament amb tots els coneixements adquirits amb la re-
cerca bibliografica, les he pogut acabar d’entendre gracies a la primera part del
meu marc practic, on he pogut treballar autbonomament seguint uns protocols per
realitzar una sintesi i caracteritzacioé de nanoparticules mitjangant técniques d’en-

capsulacio, fluorescencia i microscopiques.

Aquestes nanoparticules van fer-se de manera correcta i totes dues van penetrar

les cel-lules tumorals de neuroblastoma per dur la seva funcio corresponent.

A més a més, a part d’endinsar-me en el que és I'experimentacio en la nanocién-
cia i de viure en primera persona com s’hi treballa en ella, tres grans cientifics
m’han demostrat el motiu pel qual a Catalunya som punters en el camp de la
nanomedicina i sobretot, han arrodonit les meves idees sobre les aplicacions,

novetats i el futur que s’espera de la nanomedicina.

Per acabar aquest treball, el missatge que més m’agradaria transmetre a tots
aquells que tenen en el seu interior aguesta preocupacié i aquesta por davant el
cancer, és que s’esta anant pel bon cami i que encara que aquest pugui ser llarg

i fosc, cada vegada despren més llum al seu final.

Estic segur que la lluita contra el cancer finalment, acabara sent una realitat i el

cancer sera derrotat.
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12. GLOSSARI

Abscés: L'abscés pulmonar, en medicina, fa referéncia a una lesio a teixit pul-
monar plena de pus i amb simultania inflamaci6 de teixits. Generalment, €s oca-
sionada per una infeccio.

Aerosols: Col-loide de particules solides o liquides suspeses en un gas.

Agent coagulant: Que produeix coagulaciod, és a dir, que ajuda a la separacié o

a la obtenci6 d’'una fase solida gelatinosa insoluble.

Algoritme: Conjunt d'instruccions o regles definides i no-ambigues, ordenades i
finites que permet, tipicament, solucionar un problema, realitzar un comput, pro-

cessar dades i dur a terme altres tasques o activitats.

Anticossos: Proteina sintetitzada per les cel-lules plasmatiques en resposta a
I'estimulacié exercida per un antigen, amb el qual interacciona de forma especi-

fica.

anti-HER2: Que frena les reaccions canceroses del HER2.
L'HER2 és aquell que presenta resultats positius en la prova de deteccio d'una
proteina denominada receptor del factor de creixement epidérmic 2, que afavo-

reix el creixement de les cél-lules canceroses.

Antimitotic: Tipus de medicament que blogueja el creixement cel-lular en impe-

dir la mitosi (divisio cel-lular). Els antimitotics s'usen per a tractar el cancer.

Aptamers: Acids nucleics de cadena senzilla, aillats de conjunts de gens de oli-
gonucleotids per seleccid in vitro, mitjancant enriquiment exponencial en preséen-

cia del lligant, denominats anticossos quimics.

Autoensamblatge: L’autoensamblatge molecular és el fenomen d'organitzacio
de diverses molécules per a adquirir una distribucid espacial no aleatoria entre

elles mitjancant interaccions no covalents.

Bactericida: Efecte que produeix la mort a un bacteri i esta provocat per alguna
substancia secretada pels organismes com a mitjans defensius contra els bacte-

ris.
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Bulb olfactori: Estructura nerviosa del nas implicada en la percepci6 d’olors.

Cél-lules diana: Cel-lula en la qual una hormona s'uneix al seu receptor, s'hagi

determinat 0 no una resposta bioquimica o fisiologica.

Cirurgia periodontal: Tractament necessari en molts pacients que sofreixen pe-

riodontitis, la fase cronica de la malaltia de les genives.

Covalentment: Un enllag covalent entre dos atoms es produeix quan aquests
atoms s'uneixen per compartiment d'electrons, per a aconseguir 'octet estable,

compartint electrons de I'Gltim nivell.

DAPI: Marcador fluorescent que s'uneix a regions enriquides en adenina i timina
en sequiéncies d'ADN. Es utilitzat en la microscopia de fluorescéncia, ja que s'uti-

litza per a tenyir céel-lules.

Doxorrubicina: Farmac ampliament utilitzat en la quimioterapia del cancer. Es

un antibiotic que s'administra mitjangant injeccio.

Efecte EPR: “Enhanced permeability and retention effect”. Concepte que ens
mostra quines molecules (liposomes, nanoparticules i drogues macromoleculars)
tendeixen per acumular-se al teixit tumoral amb un major percentatge que al que

s’emmagatzemen al teixit normal.

Electroestaticament: De manera electrostatica. L'electrostatica és la branca de
la fisica que analitza els efectes mutus que es produeixen entre els cossos com

a consequencia de les seves carregues electriques.

Emulsié: Mescla de dos liquids immiscibles de manera més o menys ho-

mogenia. Un liquid és dispersat en un altre.

Endodoncies: Tipus de tractament que es realitza en odontologia. Consisteix en
I'extirpacio de la polpa dental i el posterior farcit i segellat de la cavitat pulpar amb

un material inert.
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Enllacos ionics: L'enllac ionic és un dels tres tipus d'enllag quimic habituals.
Correspon a la unié d'ions de signe oposat per atraccié electrostatica i sempre

ve format per un metall (catio) i un no-metall (anio).

Fibrosi intersticial: Grup de trastorns pulmonars en els quals els teixits pulmo-

nars resulten inflamats i després danyats.

Fol-licles capil-lars: Part de la pell que dona creixement al cabell en concentrar

cel-lules mare, formant-se a partir d'una invaginacio tubular.

Forces de Van der Waals: Forces atractives i/o repulsives febles entre molecu-
les diferents a aquelles degudes a un enlla¢ intermolecular o a la interacci6 elec-

trostatica d'ions amb molécules neutres.

Fosfolipids: Lipid complex que conté acid fosforic i és constituent de les mem-

branes cel-lulars.

Geckos: Petits llangardaixos rapids i agils caracteritzats per tenir ulls i peus re-
lativament grans, en particular els dits dels peus. Es distribueixen en totes les

zones calides del moén.

Heterogeneitat: Cosa heterogenia, és a dir, que els elements que ho componen

son diferenciables entre si i formen, al seu torn, part del mateix conjunt, mescla

o grup.

Hidrofilic: Substancia que té afinitat per I'aigua. En una solucié o col-loide, les

molécules hidrofiles no es poden barrejar amb lipids o greixos.

Hidrofobic: Terme aplicat a aquelles substancies que son repel-lides per I'aigua
0 que no es poden barrejar amb ella. Un exemple de substancies hidrofobes sén

els olis.

Hipertérmia: Procediment per al tractament del cancer mitjangant el qual s'ex-
posa el teixit corporal a temperatures extremes per a danyar i eliminar les céel-lu-
les canceroses o tornar-les més sensibles a I'efecte de la radiacio i alguns medi-

caments contra el cancer.
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IndUstria automotriu: Conjunt de companyies i organitzacions relacionades en
les arees de disseny, desenvolupament, manufactura, marqueting i vendes d'au-

tomobils.

Inflamogenic: Inflamacié dels gens capac de portar una nanoparticula a la seva

biodegradacio.

In vitro: Técnica per a realitzar un determinat experiment en un tub d'assaig, o
generalment en un ambient controlat fora d'un organisme viu. La fecundacio in

vitro €s un exemple ampliament conegut.

In vivo: Experimentacio feta dins o en el teixit viu d'un organisme viu, per oposi-
cié a un parcial o mort. Proves amb animals i els assajos clinics sén formes de

recerca in vivo.
Liposolubles: Que és soluble en greixos o olis.

Lligands: Es un i6 o molécula que s'uneix a un atom de metall central per a

formar un complex de coordinacio.

mADb 2C5: Anticds monoclonal, produit per un Unic clon de limfocits B reconegut

per la cél-lula tumoral.

Melanoma: Tipus més greu de cancer de pell que es forma en les cel-lules (me-

lanocits) que produeixen melanina, el pigment que li déna color a la pell.

Melsa: Organ de I'abdomen, la funcié del qual és la destruccio d'eritrocits vells i

servir de reservori de sang.

Micel-les: Es denomina micel-la al conjunt de moléecules que constitueix una de
les fases dels col-loides. Es el mecanisme pel qual el sabd solubilitza les molécu-

les insolubles en aigua, com els greixos.
Molecules polars: Molécules neutres amb separacio de carregues neta.

Multivalents: Que té el poder de combinar-se amb més de dos atoms univalents.
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Nacre: Substancia dura, blanca, iridescent, que forma la capa interior de certes

conquilles, usada en la fabricacié de botons i d’altres articles.

Nanohydroxiapatita: Versido modificada reduida de la hidroxiopatita, que s'ad-
hereix de manera natural en les dents, penetrant en els tibuls dentaris, reduint
la sensibilitat, al mateix temps que remineralitzen i reparen qualsevol defecte de

I'esmalt.
0.S. Navy: Armada o Marina dels Estats Units.

Paclitaxel: Farmac utilitzat per al tractament del cancer. Presenta bons resu-
tats més concretament amb cancer de pulmé, ovari, mama i formes avancades

del sarcoma de Kaposi. Es ven amb el nom comercial de Taxol.

Plantes bioniques: Plantes modificades de manera que s’incorporen nanotubs
de carboni als seus cloroplasts, millorant aixi alguns dels parametres de la foto-

sintesi.

Polidispersitat: La polidispersitat indica, matematicament el grau de variacio, o
amplitud d'una campana gaussiana que representa els pesos moleculars d'un

polimer.

Polietilenglicol: Polieter ampliament emprat en la indastria que procedeix de la
interaccié d'oxid d'etilé amb aigua. La seva estructura quimica pot representar-
se com HO-(CH2-CH2-O-)n-H.

Potencial catalitic: Poder d'accelerar o retardar una reaccio quimica sense par-
ticipar en ella.

Propietats farmacocinétiques: La farmacocinética és la branca de la farmaco-
logia que estudia els processos als quals un farmac és sotmeés a través del seu
pas per I'organisme. Intenta comprendre que succeeix amb un farmac des del

moment en el qual és administrat fins a la seva total eliminacio del cos.

Proteina nucleolina: Proteina codificada en humans pel gen NCL que esta im-

plicada en la sintesi i maduracio dels ribosomes.
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PSMA: Glutamat carboxipeptidasa Il. Proteina.

Punts quantics: Particula de material semiconductor de dimensions de només
diversos nanometres on els electrons de la banda de conduccié i els forats de
la banda de valencia, queden confinats i es comporten con si es tractés d'un

sol atom.

Radicals: Especie quimica (organica o inorganica), caracteritzada per posseir

un o meés electrons desaparellats.

Resilina: La resilina és una proteina elastomerica que es troba en molts insectes
i altres artropodes. Proporciona elasticitat de goma suau a organs i teixits me-

canicament actius.

Rosada: Gotes petites d’aigua que es formen per condensacio directa del vapor

d’aigua sobre els objectes refredats durant la nit.

Solucié tamp6: Sén aquelles que davant I'addicié d'un acid o base son capaces
de reaccionar oposant la part de component basica o acida per a mantenir fix el
pH.

Tina: Atuell gran de fang cuit, i a vegades vidre, molt més ampla en la seva part
central, encaixada en un peu o cercol o encastada en el sol, que s'usa per a

guardar aigua, oli o altres liquids.

Zona intersticial: Zona entre ceél-lules o entre teixits.
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13. PROTOCOLS DE SINTESI. MARC PRACTIC

13.1. SINTESI DE NANOPARTICULES DE PLGA

PROTOCOL PLGA
1. EPI (Equips de primera intervencio). Son barreres de seguretat primaries: ele-
ments que s’interposen entre nosaltres i els productes perillosos. En el nostre

cas son bata i guants.

També hi ha barreres de seguretat secundaries com detectors de gasos, sensors

varis... pero nosaltres Unicament treballarem amb els primaris.
2. Preparar tot el material.

REACTIUS

Els reactius han de ser el maxim de purs possibles sense soluts que interfereixin
W1

o Rodamina isotiocianat. Analeg de la doxorubicina, el qual és
menys toxic, més facil de treballar i fa la funcié de colorant. Treba-

llarem amb 10mg/mL.

e Aigua mil-li-Q. Aigua molt pura, que ha estat filtrada i purificada
per osmosi inversa per a treballar a laboratoris. Aquesta passa per

un filtre 0’2um.
Fase O

o SPAN-80. Surfactant amb el qual treballarem amb una concentra-

ci6 4% volum volum.
e PLGA. Polimer amb el qual treballarem amb proporcié 50:50.

@ Diclorometa.
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w2

e PVA. 4% massa volum.

e NaCl. 2M.
RENTATS
@ Aigua mil-li-Q.

PBS. Solucié tampé: Tampo fosfat sali. Es tracta d’un acid o base feble
amb el seu conjugat (reacci6 reversible) que serveix per compensar va-

riacions de pH, mantenir I'equilibri quimic i estabilitzar.

Per qué rentem? La rodamina és un colorant vermell; amb el rentat aconse-

guim reduir la intensitat del vermell fins a un rosa claret que no molesta a

I'nora de mirar pel microscopi.

Per dur a terme el rentat, centrifuguem.

APARELLS

=]

Sonicador. Sonicar és l'acte d'aplicacio de I'energia del so (generalment
ultrasons) per a agitar les particules d'una mostra. Hi ha sonicadors de 2

tipus: agulla i amb bany.

Agitador magnétic. Consisteix en una petita barra magnetica (anome-
nada barra d'agitacié) la qual esta normalment coberta per una capa de
plastic i una placa davall, de la qual es té un magnet rotatori o una serie
d'electromagnets disposats en forma circular a fi de crear un camp

magnetic rotatori.

Centrifugues. Fan Us de la for¢ca centrifuga que es genera en els movi-
ments de rotacio, per tal de separar els elements constituents d'una mes-

cla.
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MATERIAL

Poden ser fungibles (1 sol Us) o inventariables (els que s’acostumen a fer servir).
> Vials de vidre (tubs d’assaig amb tap de rosca i cul pla).
> Vasos de precipitacio de 100mL.

» Gel. El sonicador és tan energétic que escalfa la mostra. El PLGA es fon

i perd I'estructura a uns 55 graus i per tant volem el gel per evitar-ho.
> Tubs de centrifuga per aguantar la pressié d’aquesta.

» Tub eppendorf.

PAS PER PAS
PRIMERA PART: PREPARACIO

W1. Per comencar, hem de fer dos controls per estudiar com és el sistema
amb el qual treballarem sense la variable. L’objectiu és distingir alld que
volem estudiar d’alldo que ja contenia la cél-lula. Per tant, hem de mirar

exactament el mateix sistema sense el compost fluorescent.

Primer control. Mirar cél-lules sense res.

Segon control. Mirar cel-lules amb nanoparticules sense rodamina.

Quan nosaltres sintetitzem les nanoparticules de rodamina, en farem
dues: unes amb rodamina encapsulada i les altres amb aigua; obtenint
d’aquesta manera unes nanoparticules fluorescents i unes que no ho son.
D’aquesta manera ens assegurem que no hi ha cap compost del sistema

gue anul-li la rodamina en algun punt.
Per tant, amb aquest doble control ens assegurem de:
1. Que no hi ha res fluorescent a la cél-lula.

2. No hi ha res fluorescent a la capsula.
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En el cas que trobéssim fluorescéncia a la cél-lula, hauriem de mirar la
intensitat de fluorescéncia hi ha a la cel-lula sola, i quina hi ha amb nano-

particules.

La rodamina la tenim guardada a 10mg/mL, dissolta en aigua mil-li-Q. Vo-
lem treballar amb una concentracié final de 1mg/mL i per tant farem dilucio
1:10 amb aigua: posarem 90um d’aigua i 10um de rodamina i ens queda-

ran llavors 100 um a 1mg/mL.

Per fer la sintesi necessitem 75um de rodamina 1mg/mL i ho prepararem

en tubs d’eppendorf.

Fase Organica. En un vial de vidre, posarem 750um de diclorometa. A
més a més, li posarem 25mg de PLGA i 30um d’SPAN-80.

Tot seguit, posarem una mosca magneética petita (imant) i ho deixarem

agitant.

W2. Utilitzarem 9,4mL per sintesi i per tant, com farem dues sintesis, ne-
cessitarem 18,8mL. Com volem que ens sobri una mica, treballarem amb
20mL.

Barrejarem 10mL PVA 4% i 10mL del NaCl 2M. En tubs de vidre més

grans posarem 9,4mL de la mescla.

Un cop tenim totes les fases preparades, comencem la sintesi de les nanopar-

ticules.

SEGONA PART: SINTESI DE NANOPARTICULES

L’ordre de la sintesi de les nanoparticules sempre sera:
Control: 75um d’aigua mil-li-Q.

Rodamina: 75um.
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Com s’enganxa bastant, i fent servir rodamina, el material podria quedar tenyit,

primer fem la nanoparticula de rodamina i després el control, ja que hi ha la

possibilitat que una mica de rodamina acabi al control. Perd d’aquesta manera,

el pas del control a la mostra, com que és exactament el mateix, no exigeix una

neteja tan estricta.

1.

Hem de tenir en compte que a la fase organica la mostra s’esta agitant, i
hem de treure I'imant. Tot seguit, barregem W1 amb la Fase Organica i

soniquem 90 segons a 25% d’amplitud.

. Aquesta mescla, la qual rep el nom de W1/O, 'aboquem a sobre de W2 i

tornem a sonicar a 90 segons 25% d’amplitud.

. Un cop tenim el resultat final, al mateix pot afegim I'agitador magnetic i

deixem evaporar el diclorometa durant 3 o 4 hores.

Rentats. Basicament s’afegeix tot el contingut en una maquina centrifuga
i es fan 3 rentats durant 1 hora cadascu a 30.000G: vol dir centrifugar a
una velocitat que simuli una gravetat 30.000 vegades superior a la de la
Terra.

Per tant, es duen a terme 3 rentats que impliquen 4 centrifugacions.

Rentats: Eliminem el liquid aplicant gravetat i fent que les nanoparticules
precipitin soles quedant d’aquesta manera les nanoparticules a sota i el

liquid a sobre.

Primera centrifugacio: Encara no és el primer rentat, €s una precipitacio
on baixem les nanoparticules i eliminem el liquid sobrant que conté PVA,

NaCl i la rodamina que no s’ha encapsulat.

Primer rentat: Afegim 10mL de PBS i ho agitem amb agitacié mecanica
(si no és suficient, fem servir un sonicador amb bany: ultrasons a l'aigua
que individualitzen agregats i separen coses unides per forces febles). Per
tant, posem un liquid nou, homogeneitzem i tornem a dispersar les nano-

particules.
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Aquests rentats els reproduirem 3 vegades: redispersarem, posarem els
10mL, dispersarem i centrifugarem, retirarem el liquid sobrant, tornarem
a posar 10mL, agitarem i finalment, tornarem a centrifugar. Tot aixo fins
que a resuspendre tot en 1mL de PBS i ho aconseguir una maxima con-

centracio.

A l'dltim rentat, afegim 1mL de PBS, tornem a homogeneitzar la solucid i
dispersem les nanoparticules i fins a obtenir el material amb el qual treba-

llarem.

PARAMETRES

Eficiencia d’encapsulacio—% rodamina encapsulada.

Per saber-ho, guardem els 25um que no agafem i el liquid descartat precipitat
de la primera centrifugacié que queda al primer rentat. Aleshores, mirem la in-

tensitat de fluorescéncia d’'un i de I'altre al fluorimetre: mirem el %.
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13.2. SINTESI DE NANOPARTICULES D’EUDRAGIT L-100 55

L’Eudragit L-100 55 és un polimer que basicament té una part hidrofobica i una
part acida. Els grups acids tenen la tendéencia de protonar-se o desprotonar-se

en funcio del pH.

Quan tu tens aquest polimer en un medi basic aquest és soluble perque tots els
seus grups acids estan desprotonats i per tant, les carregues negatives fan que
siguin més soluble. Pero quan el tens en medi acid, aquest polimer és insoluble
perqué les carregues de I'acid es protonen i llavors pot fer ponts d’hidrogen amb

els surfactants que li posem.

Per tant, la idea que hem d’extreure d’aixo0 és, que amb els canvis de pH, canvien

les propietats quimiques del polimer que el fan soluble o insoluble.

METODE

Fem servir una precipitacio, és a dir, canviem el pH. Si precipitem el polimer, fara
agregats grans d’1mm o 2mm que es poden veure a simple vista; per tant el que
fem és afegir amb una bomba d’injeccié (xeringa) el liquid a poc a poc, aconse-
guint un procés lent de canvi de solubilitat que permet que el polimer precipiti
amb certes molécules del seu voltant. Per tant, no fa un agregat, fa coses més

petites.

Llavors, aquest polimer es pot controlar fent aquest canvi de pH. En el cas de

I'Eudragit, canviem de pH 8 (totalment soluble) a pH 2 (totalment insoluble).

Perqué aquest polimer faci les nanoparticules que volem aconseguir sense agre-

gats, farem dos controls:
1. Control del temps.
2. Afegir un surfactant. Dona els grups OH per fer els ponts d’hidrogen.

Aleshores utilitzem dues substancies: surfactant (polivinil alcohol) i Eudragit.
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El que fem en aquest cas és un hidrogel. Basicament tota la hanoparticula té un
90% d’aigua dintre. Es formen miniporus que poden deixar sortir substancies de
mida petita com la rodamina i per tant, no hi ha res que asseguri que s’encapsu-

lara correctament.

MATERIAL
» Bomba d’injeccio. » Tires de pH.
» Agitador multiplaca o magnetic. » Mosques magnétiques.
» Xeringues de 10 mL. » Pipetes.
»> Agulles llargues. » Tubs de 20 mL.
» Bomba per empenyer lenta- » Sonicador amb bany d’ul-
ment la xeringa. trasons.
AVANTATGE

> No utilitzem cap solvent organic, els quals no son facils de treballar amb

proteines.

> Fem servir 2 medis aquosos que fan que hi hagi certa proteccié de I'acti-

vitat de les proteines.

Per fer les nanoparticules amb algun element dintre, ho fem amb una xeringa, ja
gue si no, es fan microbombolles pel fet que si juntes dos medis, aquests neces-
siten un temps perque es solubilitzin. Si no es fa lentament no se solubilitzen i es

fan aquestes bombolles.

o Afegirem 1mL de rodamina en els 5mL d’Eudragit.

RENTATS
Com soén tan solubles, no es poden centrifugar com fem amb les de PLGA, i per

tant les treballem amb amicons.
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Els amicons son uns filtres que funcionen com una centrifuga on el liquid passa
amb les coses més petites de mida de porus, mentre que les que sén més grans
es queden a dalt. Amb aquesta mida de porus, separem coses grans de l'aigua
perd que no son prou solubles com per a precipitar com les sals, el PVA i la

rodamina no encapsulada.

Van molt rapidament i el funcionament es basa en posar liquid al filtre i utilizar el

que té la maxima mida de porus: 100 kDa.
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