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 EDITORIAL / 3 

Benvolgudes lectores, benvolguts lectors 

La farmàcia ha deixat de ser, ja fa molt de temps, només el lloc on 
es dispensen medicaments. Actualment, son un espai de coneixement, 
d’acompanyament i, sobretot, una disciplina científica rellevant per a la 
salut pública. Al darrere de cada fàrmac, de cada formulació magistral, 
de cada avenç terapèutic, hi ha anys de recerca rigorosa, sovint invisible, 
però imprescindible.

Aquest número especial està dedicat a donar visibilitat a aquesta re-
cerca. Les beques als 2 millors projectes que presentem finançats amb la 
convocatòria  2023 / 2024 són un reconeixement a la rellevant aportació 
científica que fa el nostre col·lectiu farmacèutic amb la voluntat de millorar 
la vida de les persones. Els Treballs de fi de Grau (TFG) premiats a la 
passada convocatòria posen de manifest la vitalitat i qualitat acadèmica 
de les noves generacions que surten de les facultats de Farmàcia. El pre-
mi al millor article publicat en una revista inclosa a DOAJ seguint les di-
rectrius Open Access (OA), alineades amb la Ciència Oberta que promou 
la Recerca i Innovació Responsable (RRI per les sigles en anglès) eviden-
cia la excel·lència del nostre col·lectiu a l’avantguarda del coneixement.

Des dels estudis in vitro en models animals, estudis de casos i controls, 
anàlisi d’ús de medicaments a la pràctica clínica habitual, i la innovació 
en sistemes d’alliberament, les aportacions guardonades reflecteixen la 
multidisciplinarietat del camp farmacèutic que combina el rigor científic 
amb una profunda responsabilitat social.

Aquest número vol ser més que un aparador de mèrits. És també una 
oportunitat per inspirar noves vocacions, que valorin la recerca com a bé 
comú. Amb aquesta publicació, volem fomentar la transferència de co-
neixement entre la recerca i la pràctica professional i recordar que darrere 
cada gran avenç hi ha sempre una pregunta, una passió i un compromís.

La recerca farmacèutica no s’atura, i com a revista compromesa amb el 
progrés del sector, ens sentim orgullosos de poder contribuir a fer visibles 
les fites assolides, i de donar veu a qui treballa perquè la farmàcia continuï 
sent una de les pedres angulars del sistema de salut. 

Gràcies per llegir-nos i per compartir amb nosaltres aquest reconeixe-
ment col·lectiu del poder transformador de la recerca. 

Editorial
M. Rosa Ballester

https://doaj.org/
https://www.crue.org/en/proyecto/comision-de-crue-para-open-science/
https://op.europa.eu/en/publication-detail/-/publication/2be36f74-b490-409e-bb60-12fd438100fe
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INTRODUCCIÓ
ANTECEDENTS

Les HDL són partícules de compo-
sició complexa i variable que poden 
experimentar grans canvis en funció 
de les característiques genètiques i 
ambientals individuals1. Les partícules 
HDL recullen el colesterol de diferents 
cèl·lules i lipoproteïnes i el transporten 
al fetge. Aquest procés es denomina 
transport revers de colesterol (TRC) i 
és el principal efecte protector de les 
HDL contra l’aterosclerosi. A més, les 
partícules HDL també tenen funcions 
antiinflamatòries, antioxidants i anti-
trombòtiques.

Els estudis epidemiològics han 
demostrat que les concentracions 
baixes de HDL-C s’associen a un ma-
jor risc de MCVA2 i que les concen-
tracions elevades de HDL-C tenen un 
efecte protector enfront de la MCVA3.

Així mateix, en diferents assajos 
clínics, no s’ha demostrat que l’ús de 
fàrmacs per a augmentar el HDL-C 
tingui un efecte preventiu enfront de 
la MCVA4. En diferents estudis pros-
pectius realitzats5, s’ha observat que 
els individus amb majors concentra-
cions en sèrum de HDL-C presenten 
una major incidència de MCVA i altres 
patologies. La relació entre HDL-C, 
risc de MCVA i mortalitat global pre-
senta una corba en forma de “U”. 
Els individus amb concentracions en 
sèrum de HDL-C en els extrems su-

perior i inferior de la distribució de la 
corba són els que presenten una ma-
jor incidència de MCVA5.

Finalment, alguns trastorns asso-
ciats a l’elevació del HDL-C, com l’al-
coholisme crònic, també s’associen a 
un major risc de MCVA i altres pato-
logies1.

Aquestes dades contradictòries 
es poden deure al fet que en situa-
cions patològiques com a malalties 
inflamatòries cròniques, les propie-
tats antiinflamatòries6 i antioxidants7 
i, per tant, la funcionalitat de les partí-
cules HDL podria veure’s comprome-
sa, causant mal endotelial5. Tot això, 
afectaria l’estructura i composició de 
les HDL en els pacients amb concen-
tracions en sèrum extremadament al-
tes de HDL-C.

Atès que l’estructura i funció de 
les HDL estan íntimament lligades, la 
composició de les HDL s’ha conver-
tit en un tema de gran interès, parti-
cularment la falta d’associació entre 
el HDL-C i el risc d’esdeveniments 
cardiovasculars en pacients amb 
malaltia coronària8. Atès que les fun-
cions antiaterogèniques de les HDL 
no són exercides per la seva càrrega 
de colesterol, les concentracions de 
HDL-C no reflecteixen la funcionali-
tat de les HDL1. L’apolipoproteïna A1 
(Apo A-1) tampoc reflecteix la funcio-
nalitat de les partícules HDL i no ha 
demostrat ser un millor predictor que 
el HDL-C per a la MCVA9. 

Impacte del perfil lipídic avançat 
en l’avaluació del risc de malaltia 
cardiovascular en pacients 
amb hiperalfalipoproteinèmia
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Per aquest motiu, nous biomar-
cadors que reflecteixin la funcio-
nalitat de les HDL han de substituir 
als marcadors indirectes.

Actualment, el TRC pot avaluar-se 
de manera directa mesurant la ca-
pacitat de eflux de colesterol dels 
macròfags (CEC)10. Donada la com-
plexitat de la tècnica, l’absència d’es-
tandardització i la difícil aplicació en 
la pràctica clínica en els laboratoris, 
la determinació de l’estructura i com-
posició de les HDL també pot contri-
buir a comprendre la funcionalitat de 
les HDL.

Les partícules HDL són molt he-
terogènies en estructura i composi-
ció i presenten dues subclasses: les 
HDL2, grans i menys denses (1,063 
g/mL-1,125 g/mL), enriquides en lí-
pids, i les HDL3, petites i denses 
(1,125 g/mL-1,210 g/mL), enriquides 
en proteïnes11.

La incorporació de colesterol a les 
HDL està mediat pel transportador 
ABC-A1, el qual reconeix la Apo A-I 
lliure. L’enzim Lecitina Colesterol Acil 
Transferasa (LCAT) esterifica aquest 
colesterol per a facilitar la incorpora-
ció de molècules addicionals de co-
lesterol. 

Diversos transportadors cel·lulars 
faciliten aquest procés (SR-BI, ABC-
AI i ABC-G1). Cadascun d’ells trans-
fereix colesterol a diverses subclas-
ses de HDL. Les HDL naixents inicien 
el seu procés de maduració per acció 
de la PTEC (Proteïna Transportadora 
d’Èsters de Colesterol) la qual impul-
sa una major transferència de trigli-
cèrids (TG) de les VLDL a les HDL, 
i a través de l’enzim LCAT, que este-
rifica el colesterol lliure. Inicialment, 
les molècules de HDL tenen forma 
de disc (anomenades HDL3) i es 
converteixen progressivament en for-
mes esfèriques (HDL2) en incorporar 
majors quantitats de colesterol i aug-
mentant la seva grandària12.

La grandària de les HDL vindrà 
també determinada pel metabolisme 

dels TG. En condicions de hipertrigli-
cridèmia, l’activitat de la PTEC està 
augmentada, la qual cosa provoca la 
formació intravascular de partícules 
HDL funcionalment deficients, enri-
quides en TG (HDL-TG)13, augmen-
tant la grandària d’aquestes.

De fet, en diversos estudis s’ha 
observat una forta relació entre l’in-
crement de les concentracions en 
sèrum de HDL-TG i MCVA14,15. Per 
aquest motiu, és important definir el 
paper de les proteïnes associades a 
les HDL que regulen la concentració 
de TG i la seva relació amb la MCVA.

Les proves actuals sobre els efec-
tes antiaterogènics o proaterogènics 
de subpoblacions específiques de 
HDL en humans són contradictòries 
i confuses11. Les HDL3 exerceixen 
un paper important en la protecció 
de les LDL enfront de l’oxidació11. 
Aquestes partícules presenten una 
major capacitat antioxidant i poden 
eliminar lípids d’altres lipoproteïnes 
millor que les HDL2. Això es deu al 
seu major contingut en proteïnes an-
tioxidants. Diversos estudis han de-
mostrat com les HDL3 s’associen a 
una major estabilitat de la placa, ja 
que són més resistents a l’oxidació11. 
D’altra banda, les HDL2 indueixen el 
eflux de colesterol a través de SR-BI 
i ABC- G1 més eficientment que les 
HDL3 que promouen el eflux de co-
lesterol a través de la interacció amb 
ABC-A111.

En aquest confús context, les sub-
classes d’HDL2 s’han caracteritzat 
per tenir efectes protectors, mentre 
que les subclasses d’HDL3 s’han as-
sociat amb un major risc de cardiopa-
tia coronària16. En un estudi prospec-
tiu de 5 anys de seguiment17 es va 
demostrar que tant HDL2 com HDL3 
són subfraccions protectores de 
HDL-C. En un seguiment de 9 anys 
de les cohorts de Caerphilly i Speed-
well18, les concentracions en sèrum 
d’HDL3 es van correlacionar signi-
ficativament amb un menor risc de 

MCVA, mentre que els d’HDL2 no es 
van correlacionar significativament 
amb esdeveniments cardiovasculars. 
Finalment, en un metaanàlisi19 entre 
l’estudi del Framingham Offspring 
(pacients predominantment caucà-
sics) i el Jackson Heart Study (pre-
dominantment pacients africans), es 
va observar que les concentracions 
d’HDL3-C en sèrum baixes són els 
principals responsables de l’associa-
ció inversa entre el HDL-C i la cardio-
patia coronària.

A causa de tot l’anterior, ens tro-
bem davant una situació d’incertesa 
en quant al significat clínic de les 
concentracions elevades de HDL-C. 
Tenint en compte que la concentració 
de HDL-C no explica la seva funcio-
nalitat, és necessari investigar quines 
característiques de les HDL poden aju-
dar a diferenciar les partícules de HDL 
potencialment protectores de les quals 
tindrien un efecte negatiu, neutre o fins 
i tot perjudicial sobre el risc de MCVA. 
Els assajos de CEC per a mesurar la 
funcionalitat de les HDL poden propor-
cionar proves directes de les funcions 
cardioprotectores específiques de les 
HDL; però aquests assajos no estan 

Les partícules HDL
són molt

heterogènies
en estructura 
i composició i

presenten dues 
subclasses:

les HDL2, grans i 
menys denses,

i les HDL3, petites 
i denses, enriquides 

en proteïnes.
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estandarditzats per a les proves diag-
nòstiques de rutina. Per tant, pot tenir 
major utilitat clínica l’estimació del risc 
cardiovascular basant-nos en el me-
surament de nous biomarcadors que 
determinin la composició, estructura, 
capacitat antioxidant i antiinflamatòria 
de les HDL.

OBJECTIUS
L’objectiu principal d’aquest estudi 

és identificar nous biomarcadors de 
laboratori que permetin  diferenciar les 
HDL que presentin una menor funcio-
nalitat i que s’associïn a un augment 
del risc cardiovascular (RCV). Per 
a això se va avaluar la composició i 
estructura, d’aquestes lipoproteïnes. 
Aquests marcadors ajudaran al diag-
nòstic precoç de MCVA en individus 
amb hiperalfalipoproteïnèmia.

El objectiu secundaris és, d’una 
banda, adaptar el mètode validat per 
Hirano et al. 200820 per a la separació 
de les concentracions en sèrum de les 
subfraccions HDL2 i HDL3. Posterior-
ment es verificarà aquest mètode.

METODOLOGIA
Es tracta d’un estudi transversal i re-

trospectiu, de casos i controls, d’un hos-
pital de referència. Es van reclutar dos 
grups de pacients menors de 75 anys:

•	Grup 1: Pacients amb MCVA i hipe-
ralfalipoproteïnèmia 

•	Grup 2: Pacients sense MCVA i hi-
peralfalipoproteïnèmia

Els pacients s’han seleccionat mi-
tjançant una base de dades del la-
boratori clínic amb resultats de pa-
cients amb concentracions en sèrum 
de HDL-C superior al percentil 90 de 
la població. Sobre la base d’això, es 
van seleccionar als pacients amb i 
sense MCVA.

Es van incloure als pacients amb 
MCVA si tenien antecedents d’hos-
pitalització prèvia per síndrome co-
ronària aguda, ictus aterotrombòtic 
o ateroesclerosi de les extremitats 
inferiors. L’accident isquèmic no s’ha 
d’haver produït en els últims 3 mesos 
previs a la inclusió en l’estudi.

La hiperalfalipoproteïnèmia es va 
definir com una concentració en sèrum 
de HDL-C superior al percentil 90 de la 
població en almenys dues proves de la-
boratori prèvies a la inclusió en l’estudi. 
Aquest percentil s’ha obtingut a partir 
d’una base de dades de laboratori de 
concentracions en sèrum de HDL-C en 
població general. El percentil 90 obtin-
gut per als homes (n=155.486) va ser 
de 1,76 mmol/L (67,95 mg/dL) i per a 
les dones (n=193.294) va ser de 2,14 
mmol/L (82,63 mg/dL).

S’ha exclòs als pacients que pre-
sentin insuficiència renal (estimació 
del filtrat glomerular segons CKD-EPI 
2009 <60 mL/min), qualsevol malaltia 
greu, hipertrigliceridèmia >4,56 mmol/L 
(>400 mg/dL), abús d’alcohol, tracta-
ment amb fibrats (bezafibrato, fenofi-
brato o gemfibrozilo), consum de bar-
bitúrics o àcids grassos omega-3.

MÈTODES ANALÍTICS 
I VARIABLES A ANALITZAR:
1.	 Perfil lipídic convencional 
	 i separació de les subfraccions 
	 de HDL:

Es va realitzar el mesurament de 
un perfil bàsic on s’inclouen magni-
tuds com glucosa, creatinina, enzims 

hepàtics, hemograma i es va me-
surar un perfil lipídic complet de les 
concentracions sèriques de: coles-
terol total, colesterol HDL (HDL-C), 
colesterol HDL2 (HDL2-C), colesterol 
HDL3 (HDL3-C), triglicèrids HDL3 
(HDL3-TG), colesterol LDL (LDL-C), 
colesterol no HDL (no HDL-C) i tri-
glicèrids mitjançant mètodes espec-
trofotomètrics en l’analitzador Cobas 
c702 (Roche Diagnostics).

La concentració sèrica d’apoli-
poproteïna A, apolipoproteïna B i 
PCR ultrasensible es va mesurar 
mitjançant mètodes turbidimètrics 
en l’analitzador Cobas c702 (Roche 
Diagnostics). D’altra banda, la con-
centració sèrica d’Interleucina-6 mit-
jançant el mètode de electroquimio-
luminiscencia en l’analitzador Cobas 
e801 (Roche Diagnostics)

Per a realitzar la mesura de les 
concentracions d’HDL2-C, HDL3-C, 
HDL3-TG es va realitzar un pas pre-
vi de precipitació, aïllant sèrum amb 
únicament HDL3.

El procediment de separació de 
les subfraccions d’HDL es va realit-
zar utilitzant un reactiu per a preci-
pitar les lipoproteïnes que contenen 
apolipoproteïna-B i HDL2 tal i com es 
descriu per Hirano et al. 2008 (20).

Per a l’estudi de verificació, es 
va realitzar el mesurament (n=44) 
de diferents magnituds abans i des-
prés del procediment de precipitació: 
apolipoproteïna-A, apolipoproteï-
na-B, HDL-C, triglicèrids i colesterol 
en l’analitzador Cobas®c702 (Roche 
Diagnostics). Aquests mesuraments 
es van realitzar en diferents sèries 
durant 70 dies.

D’altra banda es va realitzar un 
estudi de repetibilitat (n=8) determi-
nant la imprecisió intraserial de les 
diferents magnituds exposades ante-
riorment. Es va calcular el coeficient 
de variació (CV) i es va comparar 
amb la imprecisió interserial acumu-
lada de controls interns del nostre la-
boratori (CVinter) i amb el CV màxim 

Si som capaços 
d’identificar una 
signatura molecular 
associada a la 
disfunció de les HDL, 
la implantació de la 
tecnologia en l’àmbit 
clínic serà factible 
a curt termini



BECA COL·LEGIAL / 7 

permès pel nostre laboratori (CVMP).
2.	 Perfil lipídic avançat i patró 
	 de N-glicosilació per RMN:

Es va obtenir el perfil de lipopro-
teïnes utilitzant la prova de RMN Li-
poscale®  (CE), com es va reportar 
prèviament. El protocol va avaluar 
les concentracions lipídiques (TG  i 
colesterol), la grandària i nombre de 
partícules de tres classes diferents 
de lipoproteïnes (VLDL, LDL, i HDL), 
i les subclasses (grans, mitjanes i pe-
tites VLDL, LDL, i HDL).

MÈTODES ESTADÍSTICS
Es va realitzar l’estudi de norma-

litat Shapiro-Wilk i el test de Levene 
per a avaluar la Homoscedasticitat 
de variàncies en cadascuna de les 
variables. En funció dels resultats, es 
va aplicar el test estadístic de compa-
ració de mitjanes corresponent:
•	T de Student: Es compleix la nor-

malitat de les variables en tots dos 
grups i les variàncies són homoce-
dàstics.

•	T de Student amb correcció de 
Welch: Es compleix la normalitat de 
les variables en tots dos grups i les 
variàncies són heterocedàstics.

•	U de Mann-Whitney: No es com-
pleix la normalitat de les variables 
en els dos grups.

La significació estadística de les va-
riables entre tots dos grups es va 
assumir amb valors de p<0,05. Els 
anàlisis és va realitzar amb el progra-
ma informàtic Rstudio.

LIMITACIONS DE L’ESTUDI
Les limitacions de l’estudi són que 

la hiperalfalipoproteïnèmia l’hem de-
finit com el mesurament d’una con-
centració en sèrum de HDL-C supe-
rior al percentil 90 de la població i, 
a causa de les característiques del 
HDL-C aquest pot variar per factors 
externs com a dieta, ingesta d’alco-
hol crònica, tractament amb fibrats, 
barbitúrics o suplements d’omega-3. 
És per això que en realitzar el me-

surament d’HDL-C, alguns pacients 
van passar de percentil 90 a percen-
til 80 o percentil 85. D’aquests pa-
cients vam obtenir els resultats per 
a futurs estudis per percentils, però 
no van ser tinguts en compte per a 
l’estudi estadístic de comparació de 
mitjanes/medianes entre les varia-
bles dels dos grups. 

En funció del comentat, la limita-
ció de l’estudi és la baixa grandària 
mostral que obre la porta a intentar a 
ampliar-lo i obtenir resultats més ex-
trapolables a la població general.

RESULTATS
Es va realitzar una verificació de la 

mesura de concentració de colesterol 
en les subfraccions HDL2 i HDL3 mi-
tjançant la precipitació d’apolipopro-
teïna B.

En totes les mostres, després de 
realitzar la precipitació, es va obtenir 
un resultat inferior al límit de detec-
ció d’apolipoproteïna B (<0,2 g/L). 
La imprecisió va ser inferior al CVMP 
(Taula 1).

A més, es va realitzar un estudi 
d’estabilitat del reactiu de precipi-
tació ja preparat observant-se que 
després de 70 dies de preparació de 
reactiu, aquest continuava mostrant 
resultats compatibles amb el bon fun-
cionament de la tècnica.

Respecte a l’estudi de RMN en els 
pacients, es van obtenir els següents 

resultats: En els pacients amb MCVA, 
les partícules HDL són de menor dià-
metre (p<0,01), la concentració de 
partícules HDL de grandària gran és 
menor (p<0,01) i la concentració de 
partícules HDL de grandària petita és 
major (p<0,01).

A més, les lipoproteïnes de molt 
baixa, intermèdia i alta densitat 
(VLDL, IDL i HDL) estan més carre-
gades en triglicèrids (p<0,01, p<0,01 
i p<0,01, respectivament) respecte al 
grup control.

DISCUSSIÓ
Els resultats aportats posen de 

manifest modificacions estructu-
rals que poden anar associades a 
pèrdua de funcionalitat en les par-
tícules  d’HDL en els pacients que 
han sofert una  MCVA. Aquest fet 
indueix que, malgrat  tenir  concen-
tracions de colesterol HDL elevades, 
les seves funcions  ateroprotecto-
res  (TRC, antiinflamatòries,  antioxi-
dants i  antitrombòtiques) es ve-
gin  alterades  exercint un efecte fins 
i tot proaterogènic sobre la paret en-
dotelial.

Els pacients amb hiperalfalipo-
proteïnèmia presenten vulnerabilitat 
diagnòstica ja que actualment exis-
teix un alt grau d’incertesa sobre el 
significat clínic de les concentracions 
molt elevades d’HDL-C. L’elevada 
freqüència de hiperalfalipoproteïnè-

Taula 1: Imprecisió intraserial en l’estudi de repetibilitat i la comparació 
amb el CVinter i el CV

MP
 per a les diferents magnituds.

Magnitut Imprecisió intraserial (CV) Imprecisió interserial (CVinter) CVMP

Srm—Colesterol;c.subst. 2,12% 1,79% 3,00%

Srm—Triglicèrids;c.subst.    1,87% 1,85% 5,00%

Srm—Colesterol HDL2;c.subst. 4,08% 3,77% 4,00%

Srm—Colesterol HDL3;c.subst. 1,77% 3,77% 4,00%

Srm—ApolipoproteÏna A-I;c.massa 1,16% 3,31% 9,10%

CV
inter

: Coeficiente de Variació interserial: CV
MP

: Coeficiente de Variació màxim permès.
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mia en la població general (7,9% se-
gons Márquez Contreras et al. (21)) 
fa necessari disposar de mètodes de 
laboratori per a avaluar la seva re-
lació amb el risc de MCVA. A través 
d’aquest estudi, hem pogut identifi-
car variables de laboratori que ajudin 
els clínics a conèixer el significat real 
de les concentracions molt elevades 
d’HDL-C de manera individualitzada. 
D’aquesta manera, podrem informar 
i tractar adequadament als pacients 
per a reduir el seu grau de risc de 
MCVA i millorar la seva qualitat de 
vida.

Actualment, mitjançant el perfil li-
pídic clàssic no es pot estimar el risc 
de MCVA en individus amb hiperalfa-
lipoproteïnèmia pel fet que el HDL-C 
i Apo-A1 no reflecteixen la funciona-
litat de les HDL. D’acord amb l’an-
terior, s’han de desenvolupar nous 
biomarcadors aplicables a la pràctica 
habitual del laboratori clínic com el 
perfil lipídic avançat determinat mit-
jançant ressonància magnètica nu-
clear (RMN).

La RMN és una tecnologia d’alt 
rendiment, reproduïble, escalable i 
rendible, compatible amb els requi-
sits clínics per a l’estratificació del 
risc de MCVA. Si els resultats del 
projecte són positius i som capaços 
d’identificar una signatura molecular 
associada a la disfunció de les HDL 

mitjançant espectroscòpia de RMN, 
la implantació de la tecnologia en 
l’àmbit clínic serà factible a curt ter-
mini.

El coneixement generat amb 
aquest estudi pot millorar la pràctica 
clínica relacionada amb els trastor-
ns del metabolisme de les partícules 
HDL, tant des del punt de vista de 
la prevenció, diagnòstic com a tera-
pèutic, i reduir així la incidència de 
MCVA i els costos sanitaris derivats 
d’això.

En el mateix sentit, les dades 
aportades per aquesta recerca ens 
han permès descobrir les caracte-
rístiques composicionals que podem 
detectar en les partícules HDL disfun-
cionals. Aquest patró de molècules 
HDL ajudarà als clínics que es trobin 
amb pacients amb concentracions 
d’HDL-C elevades, podent ampliar 
l’estudi i derivar al pacient a unitats 
de risc vascular, especialitzades en 
aquesta mena de pacients i ajustant 
medicació hipolipemiant així com 
altres factors de risc per a reduir la 
incidència de MCVA en aquests pa-
cients.

D’altra banda, pel fet que no hi 
ha teràpia farmacològica dirigida a 
aquests pacients, aquest estudi pot 
obrir un camí en el futur de la medi-
cina personalitzada a pacients amb 
hiperalfalipoproteïnèmia i partícules 
HDL disfuncionals.

Tenint en compte que la MCVA és 
la principal causa de mort i despesa 
sanitària en la població mundial, mi-
llorar el coneixement sobre la seva 
patogènia i prevenció pot conside-
rar-se una prioritat de salut pública.

JUSTIFICACIÓ DE LA GRANDÀRIA MOSTRAL
La grandària de la mostra s’ha cal-

culat a partir dels resultats del diàmetre 
de les partícules HDL, la qual ens ha 
semblat la magnitud estudiada més re-
llevant. En aquest estudi s’ha observat 
que els individus sense MCVA presen-
taven una grandària mitjana de 8,32 

nm. En l’estudi s’ha observat que la 
mitjana de grandària d’HDL disminuïa 
fins a 8,26 nm en els pacients amb 
MCVA. La desviació estàndard de tots 
dos grups és de 0,067 nm.

Amb una potència del 80% per a 
detectar diferències en la prova de 
la hipòtesi nul·la Ho:μo=μo utilitzant 
una prova T de Student de dues cues 
per a dues mostres independents, un 
nivell de significació del 5%, es pre-
cisen 33 subjectes en el primer grup 
i 16 en el segon per a detectar una 
diferència igual o superior al 0,06 
unitats. S’assumeix que la desviació 
estàndard comuna és de 0,067. S’ha 
estimat una taxa de pèrdues de se-
guiment del 10%.

CONCLUSIONS
La separació de la subfracció 

HDL3 mitjançant la precipitació 
d’apolipoproteïna B és una metodo-
logia aplicable en el laboratori clínic 
amb l’objectiu de determinar la con-
centració de HDL2-C i HDL3-C.

Els pacients amb hiperalfalipopro-
teïnèmia que han sofert una MCVA 
presenten partícules HDL més peti-
tes, més carregades en triglicèrids i 
amb menor capacitat de TRC.

Les diferències observades en la 
composició i estructura de les HDL 
en el grup-MCVA, podrien estar rela-
cionades amb una alteració de la fun-
cionalitat de les HDL i amb el desen-
volupament de la MCVA en aquests 
pacients.

Els resultats d’aquest estudi po-
sen de manifest que els pacients amb 
hiperalfalipoproteïnèmia han de sot-
metre’s a una analítica complemen-
tària on s’estudiï si les seves partí-
cules HDL presenten una composició 
alterada i que, per tant pugui compro-
metre a la seva funcionalitat, incre-
mentant el risc de sofrir una MCVA.

A més, aquest treball obre la porta 
al futur de la medicina personalitzada 
amb el desenvolupament de fàrmacs 

L’estudi ens 
han permès 
descobrir les 
característiques 
composicionals 
que podem 
detectar en les 
partícules HDL 
disfuncionals.
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dirigits a partícules HDL disfuncio-
nals o a mecanismes etiopatogènics 
del metabolisme de les HDL.

Futurs estudis de proteòmica i lipi-
dòmica en aquests grups de pacients 
i amb una grandària mostral major 
són necessaris per a poder caracte-
ritzar correctament aquestes lipopro-
teïnes HDL disfuncionals.
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INTRODUCCIÓ
La diabetis tipus 2 (T2D) és una de 
les malalties metabòliques més co-
munes a les societats occidentals 
i es considera “l’epidèmia del segle 
XXI”: afecta 1 de cada 11 persones 
a Europa1. La retinopatia diabètica 
(RD) és una complicació comuna de 
la T2D i la principal causa de disca-
pacitat visual evitable en la població 
en edat laboral2, representant entre 
el 15 i el 17% de la ceguesa total a 
Europa3. Els tractaments actuals de 
la RD, com la fotocoagulació amb 
làser, les injeccions intravítries de 
corticosteroides o d’agents anti-fac-
tor de creixement endotelial vascular 
(VEGF), estan enfocats en les etapes 
tardanes de la malaltia. A més, els 
agents intravítries han demostrat una 
eficàcia limitada, un risc significatiu 
d’efectes secundaris i són molt cos-
tosos. Per tant, noves estratègies te-
rapèutiques més efectives que limitin 
l’escalada de la RD des de les seves 
primeres etapes i així prevenen la ce-
guesa i la càrrega social i econòmica 
associada, són una necessitat urgent 
per al sistema de salut global.
Actualment, la RD es considera una 
malaltia neurovascular altament es-
pecífica en lloc d’una malaltia mera-
ment microvascular4. Des d’un punt 
de vista fisiopatològic, s’ha donat una 
importància especial a la unitat neu-
rovascular retiniana (UNV)5, que està 

formada per elements vasculars, 
membrana basal, neurones, cèl·lu-
les glials (glia de Müller, astròcits) i 
cèl·lules immunes com la microglia 
i els macròfags perivasculares. És 
àmpliament acceptat que la inflama-
ció crònica és el principal factor pa-
togènic comú en el curs natural de 
la T2D6 i les seves complicacions, 
incloent-hi la RD7-9. La inflamació 
crònica de baix grau provoca un sis-
tema immune innat mal adaptat, con-
tribuint al desenvolupament de la RD 
mitjançant la infiltració de cèl·lules 
immunes circulants i proteïnes sèri-
ques a la retina8-10. Aquesta infiltració 
immune desencadena una inflamació 
retiniana localitzada, mediada per mi-
croglia, cèl·lules de Müller i cèl·lules 
endotelials, que al seu torn provoca 
dany a la UNV i una neurodegenera-
ció posterior7,8,11. L’activació glial i la 
posterior alliberació de citocines pro-
inflamatòries i apoptòtiques i factors 
angiogènics és un dels mecanismes 
subjacents més importants d’aques-
ta neuroinflamació prolongada, que 
exacerba l’estrès oxidatiu i el dany 
neurovascular retinià7,12.
Les cèl·lules Treg són un component 
clau del sistema immune adaptatiu i 
juguen un paper vital en la tolerància 
immune gràcies a les seves potents 
propietats immunosupressores13-15. 
Les cèl·lules Treg migren als teixits i 
redueixen la inflamació, suprimint al-
tres cèl·lules immunes adaptatives o 
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innates13. En els darrers anys, s’han 
descobert noves funcions de les Treg 
més enllà de les seves propietats re-
guladores immunes, amb una creixent 
evidència de les funcions regenerati-
ves i neuroprotectores de les Treg en 
diversos teixits, incloent el sistema 
nerviós central (SNC). Les cèl·lules 
Treg promouen la remielinització en 
models d’esclerosi múltiple (EM)16, 
mentre que en la malaltia d’Alzhei-
mer (EA) i la malaltia de Parkinson 
(MP), les Treg restauren l’homeòstasi 

i prevenen el deteriorament cognitiu 
(DC) eliminant neuroimmunògens, 
polaritzant la microglia, modulant els 
astròcits i restaurant la funció neuro-
nal normal14,15. A més, l’augment de 
la producció d’interleucina (IL)-2 per 
part dels astròcits per expandir local-
ment el nombre de Treg al SNC pre-
vé danys inflamatoris i facilita la re-
paració després d’una lesió cerebral 
traumàtica i del deteriorament cogni-
tiu associat a l’edat17,18.
Donades aquestes funcions neuro-

protectores, pro-regeneratives i im-
munomoduladores, els efectes be-
neficiosos de l’expansió de les Treg 
estan actualment sota investigació 
en nombrosos assajos clínics per a 
EA, MP o EM14. Atès que la immuno-
modulació juga un paper significatiu 
en la patogènesi de la RD, és plau-
sible que l’expansió de les Treg tam-
bé pugui ser beneficiosa en aquesta 
malaltia neurodegenerativa7-9.
Aquí, proporcionem evidència experi-
mental que l’expansió de les Treg en 
les primeres etapes de la T2D resca-
ta la patologia retiniana associada a 
la T2D, prevenint la neurodegenera-
ció retiniana i la gliosi reactiva, i re-
duint l’activació de l’inflamasoma. Els 
nostres resultats mostren que les co-
negudes funcions immunomodulado-
res i neuroprotectores de les Treg es 
poden utilitzar per prevenir el dany en 
les fases inicials de la RD, i podrien 
representar una nova estratègia tera-
pèutica per tractar aquesta greu com-
plicació de la diabetis.

MATERIALS 
I MÈTODES UTILITZATS
L’expansió de Treg es va aconseguir 
co-injectant IL-2 recombinat de rato-
lí amb anticossos monoclonals an-
ti-IL-2 (19) o el seu isotip en ratolins 
db/db, un model establert de T2D. Els 
ratolins diabètics mascle db/db (BKS.
Cg-Dock7m +/+ Leprdb/J) i els seus 
homòlegs no diabètics de control 
(db/+; BKS.Cg-Dock7m + Leprdb/+) 
es van adquirir de Charles River La-
boratories (Calco, Itàlia) a les 6 set-
manes d’edat per a les experiències. 
El receptor de leptina mutat que pre-
senten els ratolins db/db dóna lloc a 
un fenotip de T2D induït per l’obe-
sitat. Aquest model és el més uti-
litzat per a T2D a causa de la seva 
semblança amb les característiques 
clíniques en humans. L’expansió de 
Treg es va confirmar mitjançant ci-

Figura 1.

A, Diagrama del règim de tractament i grups de recerca: Treg - Animals que reben el complex IL-2/anti-IL-2; Isotip - Animals que reben IL-2/IgG2a de rata; 
db/db - Animals no injectats; i db/+, grup de control d’animals heterozigots. 
B, Quantificació de cèl·lules Treg FOXP3+ CD4+ en ratolins db/db i els seus homòlegs db/+, expressades com a percentatge del total de cèl·lules CD4+ en 
sang. 
C, Cèl·lules Treg FOXP3+ CD4+ mesurades en sang 4-5 setmanes després del primer tractament amb IL-2/anti-IL-2 o control isotip. 
D, Quantificació esplènica de cèl·lules Treg FOXP3+ CD4+ al final de l’experiment. 
E. Gràfic citomètric que mostra la proporció de Treg Foxp3+ dins de les cèl·lules CD4+T a la retina, amb dades agregades de 4-7 animals. Dades expressades 
com a mitjana ± s.e.m. A-D, *p<0,05; **p<0,01, test t no aparellat.
F, Histograma que mostra el nombre total de Treg Foxp3+ dins de la població CD4+ a la retina de ratolins de control db/+, ratolins db/db tractats amb 
isotip, i ratolins diabètics amb expansió de Treg, amb dades de 4-7 animals.
G, Quantificació de cèl·lules FOXP3+ CD4+ a la retina de ratolins db/+ i db/db que van rebre IL-2/anti-IL-2 o l’isotip (mitjana ± s.e.m., n=3-7, *p<0,05; ANOVA 
d’una via després de conversió arcsin).

Figure 2: Efectes en l’estat de la diabetis derivats de l’expansió de Treg.

A-C, Mesures metabòliques en ratolins mascle.
A, Mesura dels nivells de glucosa en els diferents grups de ratolins mascle.
B, Determinació de l’HbA1C en la sang dels diferents grups de mascles estudiats.
C, Determinació per ELISA de la insulina (ng/mL) en el plasma de ratolins db/+ mascles, db/db diabètics i db/db que van rebre l’expansió de Treg. n=4-6. Dades 
expressades com a mitjana ± s.e.m. *p<0,05 ** p<0,01; *** p<0,005; **** p<0,001, ANOVA d’una via seguit de la prova de comparació múltiple de Tukey.
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tometria de flux en sang, melsa i re-
tina. Es va realitzar una angiografia 
de fons en animals de 17 setmanes 
d’edat, i estudis ex-vivo a les 18 set-
manes. Per estudiar l’efecte de les 
Treg sobre les neurones retinals i la 
unitat neurovascular (NVU), es va 
utilitzar immunohistoquímica contra 
Cone-Arrestin (CA), PKCα, sinaptò-
fisi; ChAT (colina acetiltransferasa) i 
TH (tirosina hidroxilasa), per detectar 
neurones amacrines colinèrgiques i 
dopaminèrgiques respectivamente; 
GFAP, Iba-1, calbindina, Brn3a (per 
cèl·lules ganglionars), isolectina B4 i 
albúmina (per a la filtració en la vas-
culatura). Els nivells de VEGF retinal 
es van mesurar mitjançant un assaig 
immunològic basat en beads magnè-
tics, i es van analitzar NLRP3, Casp1 
i IL-18 mitjançant Western Blot en ho-
mogenats retinals.

RESULTATS
Els ratolins db/db tenen una 
disminució sistèmica i retiniana 
en les proporcions de Treg que 
es recuperen després de l’expansió 
sistèmica.
A causa de la manca de consens so-
bre l’alteració del nombre de cèl·lu-
les Treg en pacients amb T2D20-22, el 
nostre objectiu inicial era determinar 
si les Treg estan alterades en rato-
lins db/db amb T2D. En sang, els 
animals db/db presenten gairebé la 
meitat del percentatge de cèl·lules 
Foxp3+CD4+ dins dels seus limfòcits 
CD4+T en comparació amb els seus 
homòlegs de control, els animals db/+ 
(Figura S1B). Per superar aquesta 
disminució, vam expandir sistèmica-
ment les Treg endògenes seguint el 
protocol de Webster et al.19, amb mo-
dificacions menors (Figura 1A). Vam 
confirmar l’expansió de les Treg des-
prés del tractament amb IL-2/mAb 
IL-2 en sang, 4-5 setmanes després 
de la injecció inicial (a meitat del 
tractament) (Figura 1C) i 9 setmanes 

després de l’experiment (punt final de 
l’experiment) (Figura 1D).
Tenint en compte que els nivells de 
Treg en la retina sana són molt bai-
xos23, vam determinar si l’impacte de 
l’expansió de les Treg era detectable 
en la retina. Tal com es va descriure 
per a les Treg perifèriques, els ratolins 
db/db van mostrar una disminució de 
la proporció de Treg i del nombre de 
Treg dins de la població de cèl·lules 
T CD4+ a la retina. De manera similar 
a la sang i la melsa, malgrat que es 
troben en nombre reduït, tal com s’ha 
descrit anteriorment20, l’expansió sis-
tèmica de Treg mediada per IL-2 tam-
bé va ser efectiva a la retina24 (Figura 
1E-G).
Un cop confirmada l’expansió local i 
sistèmica de les Treg, vam voler de-

terminar si l’expansió sistèmica de 
Treg en ratolins db/db tenia alguna 
conseqüència en el control meta-
bòlic, incloent hiperglucèmia, HbA1c 
i nivells d’insulina a la sang. L’ex-
pansió de Treg no va canviar signi-
ficativament aquests paràmetres en 
ratolins mascle (Figura 2A-C, respec-
tivament).
Aquests resultats suggereixen ferma-
ment que els efectes observats a la 
retina dels ratolins mascle són inde-
pendents de qualsevol canvi en l’es-
tat diabètic dels animals. En canvi, 
es poden atribuir als papers immuno-
supressors i neuroprotectors de les 
cèl·lules Treg a la retina. Tot i això, 
no podem descartar que un règim de 
tractament diferent o un altre enfo-
cament amb Treg pugui influir en el 

Figura 3: L’expansió de Tregs limita la neurodegeneració en la RD

A-B: Anàlisi d’hematoxilina-eosina del gruix retinal en ratolins db/+, db/db no injectats i db/db amb IL-2/mAb IL o control. Barra d’escala: 50 µm. n = 4-6 ratolins. 
C-E: Immunotinció dels fotoreceptors a l’ONL (C). Quantificació de nuclis DAPI+ (D) i fotoreceptors cons (E). Barra d’escala = 25 µm. n = 4-5 ratolins.
F-H: Immunotinció de cèl·lules amacrines ChAT+ (verd) i TH+ (porpra).
G-H: Quantificació de somes ChAT+ (B) i TH+ (C) per mm de retina.
I-J: Immunotinció i anàlisi de les RGC. n = 4-7 ratolins. Dades com a mitjana ± s.e.m. ANOVA d’una via, prova de Tukey. * P<0,05; **P<0,01; ***P<0,005; ****P<0,001.
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control metabòlic o fins i tot en el curs 
de la T2D i les seves complicacions 
associades.

L’expansió de Treg prevé la 
neurodegeneració retiniana 
en ratolins db/db
A continuació, vam intentar deter-
minar si l’expansió de Treg recupe-
rava els canvis en la patologia reti-
niana característics dels ratolins db/
db. Com s’ha descrit anteriorment25, 
l’anàlisi histològica amb hematoxili-
na-eosina va identificar una disminu-
ció significativa del gruix total de la 
retina en ratolins db/db no injectats 
i en els seus controls/isotips, però 
aquesta disminució no es va obser-
var en els animals que van sotme-
tre’s a l’expansió de Treg. Els canvis 
en el gruix retini dels ratolins db/db 
semblaven deure’s principalment a 
una disminució del gruix de la capa 
plexiforme interna (IPL) i la capa nu-
clear interna (INL) en els animals no 
injectats i els diabètics isotip, men-
tre que en els ratolins db/db que van 
passar per l’expansió de Treg no hi 
va haver una pèrdua significativa del 
gruix de l’IPL o de l’INL, i les capes 
retinianes apareixien similars a les 
dels ratolins no diabètics db/+ (Figu-
ra 3 A-B).
Està ben establert que la visió alte-
rada associada a la RD en ratolins 
db/db està relacionada amb patolo-
gia neurodegenerativa, incloent la 
pèrdua de fotoreceptors, cèl·lules 
amacrines i cèl·lules ganglionars 
retinianes (RGC) 25. Així, per deter-
minar l’efecte de l’expansió de Treg 
en aquestes poblacions neuronals 
retinianes definides, vam examinar 
els canvis en el nombre total de fo-
toreceptors (files de cèl·lules DAPI+) 
en l’ONL i el Cone Arrestin (CA) (Fi-
gura 3C-E). Vam observar una dis-
minució significativa en el nombre 
total de fotoreceptors tant en els 
animals diabètics no injectats com 
en els injectats amb isotip, que no 

Figura 4: Animals amb expansió de Treg presenten característiques inflamatòries reduïdes relacionades amb la RD.

A-D: Anàlisi de cèl·lules microglials IBA-1+ i cèl·lules de Müller GFAP+ mitjançant immunofluorescència. Imatge representativa de cèl·lules microglials
(A) (IBA-1+, vermell) i cèl·lules de Müller gliòtiques (fibres GFAP+, vermell) (barres d’escala = 50 µm). 
B: Anàlisi quantitativa del nombre total de cèl·lules IBA-1+ en totes les capes de la retina. 
D, Nombre de fibres GFAP+ que travessen la capa plexiforme interna per mm. n=4-8. Dades presentades com a mitjana ± s.e.m. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 
0,005; ANOVA unidireccional seguida de la prova de comparacions múltiples de Tukey.

Figura 5: L’expansió de Treg redueix danys vasculars associats a la diabetis i altera el gruix.

A: Imatge de fons amb fluoresceïna (fluoresceïna sòdica) de db/+, db/db i db/db tractats amb IL-2/anti-IL-2 o el seu isòtop, amb una imatge ampliada en groc 
que indica la tortuositat vascular en animals db/db.
B-D: Imatge i quantificació de la filtració de la barrera retiniana mitjançant tinció d’isolectina 4 (verd) i albúmina (vermell). Quantificació del nombre de punts de 
filtració per mm de retina (C) i la mida mitjana dels punts de filtració (D). Barres d’escala: 25 μm. n=4-8 (B) i n=3-6 (C).
E: Quantificació de la concentració de VEGF a la retina, normalitzada al total de proteïna. n=4-5. Dades presentades com a mitjana ± s.e.m. *P < 0,05; **P < 0,01; 
ANOVA unidireccional seguida de la prova de comparacions múltiples de Tukey.
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es va observar en els animals que 
van passar per l’expansió de Treg. 
En observar els fotoreceptors en 
con, vam notar una reducció lleu 
però significativa en el nombre en 
els ratolins db/db injectats amb iso-
tip, que no es va observar en els que 
van sotmetre’s a l’expansió de Treg. 
Aquests resultats suggereixen que 
la reducció dels fotoreceptors obser-
vada en animals diabètics, tant no 
injectats com injectats amb isotip, i 
absent en animals amb expansió de 
Treg, pot estar més relacionada amb 
els fotoreceptors en bastó.
Per abordar possibles canvis cel·lu-
lars vinculats a la neurodegeneració 
en la RD, a continuació vam exa-
minar les interneurones retinianes. 
Les alteracions eren evidents en les 
cèl·lules amacrines dels animals db/
db (Figura 3F-H). Vam observar una 
disminució en el nombre de somes 
ChAT+ (Figura 3F, panell superior, i 
3G) i TH+ (Figura 3F, panell inferior, i 
3H), que representen respectivament 
les cèl·lules amacrines colinèrgiques 
i dopaminèrgiques. Els animals dia-
bètics que van passar per l’expan-
sió de Treg van mostrar un nombre 
significativament més alt de cèl·lules 
amacrines ChAT+ i TH+, similar als 
números observats en els ratolins 
db/+ (Figura 3A-C).
Finalment, vam examinar les alte-
racions en la capa de cèl·lules gan-
glionars retinianes (GCL) a causa 
de l’expansió endògena de Treg en 
animals amb T2D (Figura 3I, J). Tal 
com es va descriure anteriorment, 
els ratolins db/db no injectats pre-
sentaven menys RGC Brn3a+ en 
comparació amb els ratolins db/+ no 
diabètics. Aquesta disminució tam-
bé es va observar en els ratolins db/
db tractats amb isotip, mentre que 
l’expansió de Treg va mostrar un 
augment significatiu en el nombre 
de RGC Brn3a+, portant els núme-
ros fins als dels ratolins db/+ no dia-
bètics (Figura 3I, J).

L’expansió de Treg redueix la gliosi 
A continuació, vam estudiar les con-
seqüències de l’expansió de Treg 
en la microglia i les cèl·lules de Mü-
ller, que són responsables d’iniciar i 
perpetuar la inflamació en la RD26,27. 
Com s’esperava, vam trobar un nom-
bre augmentat de cèl·lules micro-
glials IBA-1+ en els animals diabètics 
no injectats i tractats amb isotip, en 
comparació amb els controls no dia-
bètics. L’expansió de Treg va reduir 
significativament les cèl·lules micro-
glials IBA-1+ a la retina db/db, fins a 
nivells comparables als controls no 
diabètics (Figura 4A-B).
L’augment de l’expressió de la pro-
teïna àcida fibril·lar glial (GFAP) com 
a resposta a la gliosi reactiva és un 
dels signes més primerencs i promi-
nents de l’activació de les cèl·lules 
de Müller en la RD. Els ratolins db/
db sotmesos a l’expansió de Treg van 
mostrar una reducció significativa en 
el nombre de filaments GFAP+ que 
creuaven la IPL, en comparació amb 
els animals db/db no injectats o trac-
tats amb isotip (Figura 4C-D).

L’expansió perifèrica de Treg 
millora la vasculopatia de 
la retinopatia diabètica
Dany vascular és una característica 
distintiva de la RD. Per investigar-ho, 
vam realitzar angiografia de fons d’ull 
in vivo amb fluoresceïna sódica, que 
va revelar vasos retinans notable-
ment tortuosos en els ratolins db/db, 
tant en els no injectats com en els 
tractats amb isotip (fletxes, Figura 
5A). Aquesta característica reflecteix 
la patologia vasodegenerativa de la 
RD28, però va estar absent en els ra-
tolins db/db que van passar per l’ex-
pansió de Treg (Figura 5A). 
Per determinar si es veia afectada la 
barrera hemato-retiniana interna, tal 
com es va descriure prèviament en 
ratolins db/db12,29, vam realitzar im-
munotincions amb isolectina B4 i al-

búmina, seguides de la quantificació 
del nombre i la mida de les àrees de 
fuga, que reflecteixen zones on l’albú-
mina present en la sang havia filtrat al 
neuropile (Figura 5B). Com es mostra 
a les Figures 5B-D, els animals db/db 
no injectats o els ratolins que van re-
bre l’isotip mostraven diverses àrees 
de fuga de gran mida (indicades amb 
fletxes, Figura 5B), mentre que els ra-
tolins db/db amb Treg expandit mos-
traven menys i més petites àrees de 
fuga. Aquests resultats indiquen que 
l’expansió de Treg millora la ruptura 
de la barrera hemato-retiniana induï-
da per la diabetis.

 DISCUSSIÓ I CONCLUSIONS
Aquest estudi va revelar una reducció 
significativa de les Tregs en ratolins 
db/db, un model de T2D caracteritzat 
per hiperglucèmia, resistència a la 
insulina i etapes primerenques de la 
RD. L’expansió sistèmica de Tregs va 
incrementar la seva presència a la re-
tina i va prevenir de manera efectiva 
característiques clau de la RD, com 
la pèrdua neuronal, l’activació glial 
i la fuga vascular. Cal destacar que 
aquests efectes protectors eren inde-
pendents de qualsevol millora meta-
bòlica, cosa que subratlla el potencial 
dels Tregs com a estratègia immuno-
moduladora per mitigar la disfunció 
de la unitat neurovascular i el dany 
retinós associat a la RD.
La inflamació de baix grau és un fac-
tor clau en la patogènesi de la T2D, 
cosa que ha motivat investigacions 
sobre el paper dels Tregs. Si bé es-
tudis anteriors indiquen una disminu-
ció dels Tregs en pacients amb T2D, 
alguns suggereixen un desbalance 
entre les cèl·lules Tregs i les cèl·lu-
les Th17 o una funcionalitat reduïda 
dels Tregs. En el nostre estudi, els 
ratolins db/db presentaven menys 
cèl·lules Tregs perifèriques CD4+C-
D25+Foxp3+ en comparació amb 
els ratolins no diabètics, reforçant la 
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rellevància d’aquest model per a la 
T2D humana. L’expansió de Tregs 
va prevenir l’adelgament retinós, la 
pèrdua neuronal i la neuroinflamació 
mitjançant la disminució de la gliosi 
de la microglia i cèl·lules de Müller i 
per tant, de les possibles respostes 
inflamatòries derivades de l’activa-

ció d’aquestes cèl·lules. A més, els 
Tregs van reduir el dany vascular 
mitjançant l’ameliorament de la fuga 
vascular. Donat l’efecte limitat dels 
tractaments actuals de la RD que 
s’adrecen a etapes avançades de 
la malaltia, els nostres resultats su-
ggereixen que l’expansió de Tregs 

presenta un enfocament terapèutic 
prometedor per a les etapes prime-
renques de la RD. No obstant això, 
els riscos potencials de la immunosu-
pressió perifèrica i la necessitat d’es-
tratègies terapèutiques dirigides en 
entorns clínics segueixen sent consi-
deracions importants.  
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INTRODUCCIÓ 
MIGRANYA I TRACTAMENT

La migranya és una cefalea primària 
incapacitant comú i el motiu neurològic 
de consulta més freqüent amb una pre-
valença l’any 2019 de 14.500 casos 
per 100.000 habitants arreu del món i 
de 18.400 casos  per 100.000 habitants 
a Espanya. La migranya afecta aproxi-
madament al 5-8% dels homes i al 15-
20% de les dones1-4.  

Segons la classificació de la IHS 
(International Headache Society)1, la 
migranya es pot dividir principalment 
en 3 subtipus, tot i que se’n deriven 
moltes més classificacions: la migran-
ya sense aura, la migranya amb aura 
(aquestes dues catalogades com mi-
granyes esporàdiques) i la migranya 
crònica.

El dolor migranyós s’origina per 
l’activació del sistema trigeminovascu-
lar (STV) que allibera pèptids vasoac-
tius, com el pèptid relacionat amb el 
gen de la calcitonina (CGRP), espe-
cialment rellevant per la seva acció 
vasodilatadora i facilitadora de la noci-
cepció, amb nivells elevats tant durant 
les crisis, com entre elles, en el cas de 
la migranya crònica5,6. 

El tractament de la migranya es 
basa en la detecció de factors des-
encadenants, tractament simptomà-

tic, tractament preventiu i control de 
la cronificació. El tractament simp-
tomàtic redueix la intensitat del dolor 
i altres símptomes amb AINEs, anal-
gèsics com  metamizol  i  triptans  per 
a crisis lleus o moderades. El trac-
tament preventiu busca disminuir 
la freqüència de crisis i millorar la 
resposta al tractament, utilitzant me-
dicaments com  antiepilèptics  (topi-
ramat),  betablocadors (propranolol, 
metroprolol),  antidepressius (ami-
triptilina) o  toxina botulínica, d’entre 
altres, per a la migranya crònica7,8,9. 
Recentment s’han incorporat els an-
ticossos monoclonals erenumab, fre-
manezumab i galcanezumab, auto-
ritzats en el tractament preventiu de 
la migranya en adults amb almenys 
4 dies de migranya al mes. Pel que 
fa al seu mecanisme d’acció, l’erenu-
mab, actua unint-se al receptor del 
CGRP, de manera que hi competeix 
de forma potent i específica. En can-
vi, el fremanezumab i el galcanezu-
mab, s’uneixen directament al pèptid 
CGRP, inhibint així la seva activitat 
biològica6,8.

Programa d’Harmonització 
Farmacoterapèutica

El  Programa d’Harmonització Far-
macoterapèutica (PHF), creat per 
garantir l’accés equitatiu als medica-

Erenumab, fremanezumab i 
galcanezumab pel tractament 
de la migranya: anàlisi d’ús en 
la pràctica clínica habitual d’un 
hospital de tercer nivell
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ments dins el Sistema Sanitari Integral 
d’Utilització Pública de Catalunya (SIS-
CAT), gestionat pel CatSalut, avalua 
l’eficàcia, la seguretat i l’impacte 
econòmic dels medicaments, redac-
ta recomanacions i estableix criteris 
d’ús harmonitzats. També promou 
mesures per a la implementació 
òptima i en fa el seguiment pressu-
postari, així com del compliment clí-
nic i dels criteris establerts, retroali-
mentant el procés10,11. Per gestionar 
i implementar el  PHF, es van crear 
tres entitats principals: la Comissió 
Farmacoterapèutica per al SISCAT 
(CFT-SISCAT), el Consell Assessor 
de Medicació Hospitalària (CAMH) i 
el Consell Assessor de Medicació de 
l’Atenció Primària i Comunitària i Es-
pecialitzada (CAMAPCE)11. 

El Registre de Pacients i Tracta-
ments dels Medicaments Hospitalaris 
de Dispensació Ambulatòria (RPT-MH-
DA) es va crear el 2011 per mesurar els 
resultats en salut mitjançant la recollida 
de dades sobre l’efectivitat i seguretat 
dels tractaments. Les dades es recu-
llen en tres nivells: informació bàsica 
del pacient, variables clíniques d’inici 
i de seguiment fins a la finalització del 
tractament. Aquestes variables són 
consensuades dins PHF per assegurar 
una avaluació adequada11,12. En el cas 
del tractament profilàctic de la migranya, 
el PHF inclou els anticossos erenumab, 
fremanezumab i galcanezumab, definint 
els criteris d’inici, seguiment i disconti-
nuació del tractament, així com les va-
riables clíniques requerides13.

OBJECTIUS
Aquest treball té com a princi-

pal objectiu caracteritzar la utilitza-
ció dels medicaments biològics en 
els pacients amb diagnòstic de mi-
granya crònica o episòdica d’alta 
freqüència a la pràctica clínica ha-
bitual a un hospital de tercer nivell. 
Així, es pretén:

•	Descriure les característiques dels 
pacients amb tractament així com 
l’efectivitat en la pràctica clínica habi-
tual de dades relativa a les variables 
d’inici i seguiment clínic requerides 
pel registre de pacients i tractaments 
MHDA del CatSalut amb relació a l’ús 
d’erenumab, fremanezumab i galca-
nezumab per al tractament profilàctic 
de la migranya.

•	Analitzar el compliment dels criteris 
clínics d’inici i seguiment d’erenumab, 
fremanezumab i galcanezumab per al 
tractament profilàctic de la migranya 
establerts pel CatSalut.

•	Analitzar els principals motius de 
discontinuació pels tractaments amb 
erenumab, fremanezumab i galcane-
zumab.

•	Comparar els resultats obtinguts en 
l’ús d’erenumab, fremanezumab i 
galcanezumab procedents dels as-
sajos clínics amb la pràctica clínica 
habitual.

MATERIALS I MÈTODES 

Es tracta d’un estudi transversal 
unicèntric dins d’un projecte més am-
pli multicèntric. La data de recollida de 
dades va ser el 30 de gener de 2023. 
L’estudi es va fer en l’àmbit hospitala-
ri a l’Hospital Santa Creu i Sant Pau, 
Barcelona.

Es van incloure tots els pacients 
amb diagnòstic de migranya que, en 
el moment de l’estudi, tenien prescrit 
activament un medicament biològic a 
la unitat d’atenció farmacèutica. Tam-
bé es van considerar dades sobre els 
tractaments finalitzats per analitzar les 
discontinuacions.

Les variables de l’estudi es van 
classificar en sociodemogràfiques 
(edat, sexe, i número de pacient); re-
latives a la malaltia (diagnòstic de mi-
granya, data del diagnòstic, dies de 
migranya al mes durant els 3 mesos 
previs, i risc cardiovascular); relacio-
nades amb els medicaments biològics 
(informació sobre el tractament (codi 
ATC, indicació, data d’inici i fi, metge 
prescriptor), tractaments profilàctics 

Figura 1.  Flux de pacients subjectes a estudi.
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previs i concomitants (propranolol, 
metoprolol, topiramat, amitriptilina, to-
xina botulínica, altres), adherència a 
tractaments previs, risc cardiovascular 
aterotrombòtic (REGICOR), esdeveni-
ments cardiovasculars o cerebrovas-
culars previs i escala HIT-6 (escala per 
mesurar l’impacte de la migranya en la 
vida diària)).

Pel tractament de les dades va 
dissenyar una base de dades amb 
el programa Excel per al registre de 
la informació. A la base de dades els 
pacients van tenir assignat un número 
correlatiu que va quedar descrit com a 
número d’estudi. Les característiques 
basals del pacient es van descriure en 
termes de nombre i percentatge per a 
les variables categòriques i de mitjana 
i desviació estàndard, o mitjana i rang 
interquartílic, per a les variables con-
tínues, depenent de les distribucions.

RESULTATS
Es van analitzar les dades extre-

tes el 30 de gener de 2023 sobre l’ús 
d’erenumab, fremanezumab i galcane-
zumab per al tractament profilàctic de 
la migranya, seguint els criteris del Re-
gistre MHDA i l’acord de la CFT-SIS-
CAT13. Es van incloure 489 tracta-
ments de 357 pacients, excloent-ne 1 
per edat inferior a 18 anys. 58 pacients 
havien discontinuat el tractament, i 298 
tractaments eren actius per a l’estudi 
de variables clíniques d’inici i de se-
guiment . D’aquests, el 89,6% (n=267) 
eren dones, amb una mitjana d’edat de 
48,1 anys. El 72,5% (n=216) estaven 
en tractament amb fremanezumab, el 
18,8% (n=56) amb erenumab i el 8,7% 
(n=26) amb galcanezumab.

Dades d’inici
La mitjana de dies de migranya/

mes durant els 3 mesos previs a l’inici 
del tractament considerant una n=298 
pacients va ser d’ 11,6 (5,8). El 80,2% 
(n=239) dels pacients va patir més de 

8 migranyes al mes, els 3 mesos pre-
vis a l’inici del tractament. 

El tractament profilàctic previ i con-
comitant més freqüent va ser la toxi-
na botulínica en un 81,2% (n=242) i 
26,8% (n=80), respectivament. L’ad-
herència a tractaments previs va ser 
del 89,9% (n=268) . 

En l’estudi del risc cardiovascular 
aterotrombòtic calculat amb REGI-
COR un 98,3% (n=246) van presentar 
un risc cardiovascular baix (inferior a 
5%). El 95,9% (n=282) no van presen-
tar esdeveniments cardiovasculars o 
cerebrovasculars previs. 

La mitjana de les puntuacions en 
l’escala HIT-6 va ser de 67,0 (6,0). El 
95,7% (n=243), va patir un impacte im-
portant amb una puntuació superior a 
55 punts. Pels pacients tractats amb 
fremanezumab, erenumab i galcane-
zumab aquest percentatge va ser del 
96,9%, 93,8% i 95,5%, respectivament. 

Dades de seguiment
La mitjana de dies migranya al mes 

al cap de 3 mesos des del primer regis-
tre va ser de 5,4 (4,8), si es compara 

amb el de l’inici que va ser d’11,7 (5,9), 
s’obté una diferència de -6,3 (6,5) mi-
granyes/mes. A més, el 75,6% dels pa-
cients (n=124) va presentar menys de 
8 migranyes/mes. Pels pacients trac-
tats amb fremanezumab, erenumab i 
galcanezumab aquest percentatge va 
ser de 76,2% (n=93), 75,8% (n=25) i 
66,7% (n=6), respectivament. 

La mitjana de les puntuacions de 
l’escala HIT-6 al seguiment al cap de 
3 mesos va ser de 58,9 (8,5), si es 
compara amb l’inici, que va ser de 
66,2 (6,3), la diferència és de -7,3 
(9,8) punts. El 67,2% (n=80), va patir 
un impacte important amb una puntua-
ció superior a 55 punts. Pels pacients 
tractats amb fremanezumab, erenu-
mab i galcanezumab aquest percen-
tatge va ser del 71,1% (n=64), 52,2% 
(n=12) i 60,0% (n=3), respectivament. 

Motius de discontinuació
Els motius principals de dis-

continuació van ser la  pèrdua de 
resposta  (67,7%),  toxicitat inac-
ceptable  (9,0%) i la  decisió del pa-
cient  (5,3%). Altres causes inclouen 

Taula 1.  Compliment dels criteris clínics d’inici segons tipus d’anticòs.

Fremanezumab
(n=214)

Erenumab
(n=48)

Galcanezumab
(n=25)

Igual o més de 8 migranyes/mes 168  (78,5%) 41 (85,4%) 20(80,0%)

No han respost a almenys 3 classes 
diferents de tractaments profilàctics

126 (58,9%) 38 (79,2%) 17(68,0%)

Han estat adherents a tracta-
ments preventius previs

193 (90,2%) 44 (91,7%) 22(88,0%)

Total complidors de l’acord 104 (48,6%) 30 (62,5%) 12(48,0%)

Taula 2.  Compliment dels criteris clínics de seguiment segons tipus d’anticòs.

Anticossos monoclonals (n=107)

Fremanezumab Erenumab Galcanezumab

(n=85) (n=18) (n=4)

Complidors (Reducció 
migranya ≥50%)

Sí No Sí No Sí No

61 (71,8%) 24 (28,2%) 11 (61,1%) 7 (38,9%) 1 (25,0%) 3 (75,0%)

(n=24) (n=7) (n=3)

Complidors (Reducció migranya 
≥ 50% i disminució HIT-6)

Sí No Sí No Sí No

3 (12,5%) 21 (87,5%) 0 (0,0%) 7 (100,0%) 0 (0,0%) 3(100,0%)

Total complidors de l’acord 64 (75,3%) 21 (24,7%) 11 (61,1%) 7 (38,9%) 1 (25,0%) 3 (75,0%)
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la  pèrdua de seguiment  (4,2%),  em-
baràs i trasllat (3,2% cadascun), man-
ca d’adherència (1,6%) i comorbiditats 
o interaccions  (0,5%). També es van 
registrar altres motius (5,3%), com 
la  remissió (experimentada per 5 pa-
cients), empitjorament de la malaltia, 
mala tolerància i un cas d’anèmia he-
molítica amb insuficiència renal aguda.

Compliment dels criteris de l’acord
Un 50,9% (n=146) dels pacients 

complia els criteris d’inici de tracta-
ment. Un 79,8% (n=287) presentava 
migranya episòdica o crònica amb 
més de 8 migranyes/mes. Un 90,2% 
(n=259) complia el criteri d’adherèn-
cia als tractaments previs, i un 63,1% 
(n=181) no havia respost a almenys 
tres classes de tractaments preven-
tius. En termes de tractament amb 
anticossos, el 48,6% (n=104) dels pa-
cients  tractats amb fremanezumab, 
el 62,5% (n=30) amb erenumab, i el 
48,0% (n=12) amb galcanezumab 
complien aquests criteris. Cap pacient 
presentava un risc cardiovascular ele-
vat amb una puntuació al REGICOR 
superior al 10%, tot i que 11 pacients 
amb antecedents cardiovasculars van 
rebre tractament inadequadament. 

Pel que fa als criteris de seguiment, 
el 68,2% (n=73) va reduir els dies de 

migranya en un 50% o més. 
Segons l’acord, els pacients que 

no compleixen aquest primer criteri, 
que són un total de n= 34 (31,8%), es 
pot considerar també que presenten 
resposta al tractament si pateixen una 
migranya amb impacte important, amb 
un HIT-6>55, i redueixen en un 30% 
o més els dies de migranya al mes i 
disminueixen la discapacitat amb al-
menys una categoria en l’escala HIT-
6. Així, un 71,1% (n=76) dels pacients 
avaluats va presentar una resposta 
adequada al tractament. 

DISCUSSIÓ
Un 89,6% dels pacients amb mi-

granya en l’RPT eren dones, una dada 
esperada ja que la migranya afecta 
més les dones (16%) que els homes 
(7%)4. A més, l’edat mitjana dels pa-
cients inclosos era de 48,1 anys, que 
coincideix amb l’edat on la malaltia és 
més prevalent6.El fremanezumab va 
ser el més utilitzat (72,5%) degut pro-
bablement a la seva posologia trimes-
tral més còmode per al pacient6,8.

Un 80,2% dels pacients patia més 
de 8 dies de migranya al mes abans 
del tractament, i un 3,02% ja havia 
provat altres anticossos monoclonals. 
Els tractaments concomitants més fre-

qüents van ser la toxina botulínica, el 
topiramat i l’amitriptilina, que són els 
que presenten una eficàcia superior 
en la reducció del nombre de cefalees/
mes6 que és de -2 (-2,8 a -1,1), -1,1 
(-1,9 a -0,7) i -1,2 (-1,7 a -0,8), respec-
tivament. 

L’adherència als tractaments va 
ser positiva en un 89,9% (n=298) dels 
casos, i el risc cardiovascular moderat 
només es va observar en l’1,3% (n=5) 
dels pacients mentre que el 4,2% 
(n=12) havia patit esdeveniments 
cardiovasculars o cerebrovasculars 
previs. El 95,7% (n=243) va mostrar 
un impacte significatiu de la migran-
ya segons l’escala HIT-6, amb pun-
tuacions superiors a 55. En canvi, el 
4,3% (n=11) va obtenir una puntuació 
inferior a 55, i d’aquests, 10 pacients 
havien estat tractats prèviament amb 
un altre anticòs monoclonal, cosa que 
podria explicar les seves puntuacions 
més baixes.

Les dades de seguiment dels pa-
cients s’han analitzat únicament des-
prés de 3 mesos de tractament amb 
fremanezumab, erenumab o galcane-
zumab, observant-se una reducció mi-
tjana de 6,3 dies de migranya al mes i 
una disminució de 7,3 punts en la dis-
capacitat mesurada per l’escala HIT-6. 
Un 62,4%  (n=102) dels pacients podria 
considerar la discontinuació del tracta-
ment per remissió de la migranya se-
gons els criteris de l’acord6. Un total de 
5 pacients van experimentar una remis-
sió completa. El compliment dels crite-
ris de l’acord del PHF va ser del 50,9% 
(n=146)per als criteris d’inici i del 71,0% 
(n=76) per als criteris de seguiment, 
valors similars als observats en altres 
tractaments del PHF, com el de l’asma 
greu no controlada14, sent en aquest 
cas del 63,5% (n=255) i del 61,6% 
(n=168) segons el tipus d’anticòs.

La comparació entre els resultats del 
RPT i els assajos clínics aleatoritzats 
(ACA) per fremanezumab, erenumab i 
galcanezumab s’ha basat en els estudis 

Taula 3.  Paral·lelismes de l’RPT amb els assajos clínics segons anticòs monoclonal

Fremanezumab Erenumab Galcanezumab

HALO EM HALO 
CM

RPT 20120295 RPT REGAIN RPT

Dosi (mg/mes) 225/
225/
225

675/
PBO/
PBO

675/
225/
225

675/
PBO/
PBO

- 70 140 - 120 240 -

Pacients  (n)

290 291 379 376 122 1 191 190 33 1 278 277 9 1

85 2 18 2 4 2

90 3 - -

Edat (anys) 18-70 18-70 18-70 18-70 18-76 18-65 18-65 27-78 18-65 18-65 22-69

Reducció DMM 1 -3,7 -3,4 - - -6,2 -6,6 -6,6 -7,6 -4,8 -4,6 -3,7

Reducció ≥ 
50% migranya/
mes (%) 2

47,7 44,4 37,6 40,8 71,8 39,9 41,2 61,1 27,6 27,5 25,0

Reducció HIT-6 
(punts) 3

- - -6,4 -6,8 -7,4 - - - - - -

http://prevalent6.El
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inclosos en l’informe tècnic del PHF6. 
Fremanezumab i erenumab van regis-
trar una reducció superior en els dies de 
migranya al mes (DMM) en el RPT (-6,2 
i -7,6, respectivament) en comparació 
amb els ACA (-3,7 i -3,4 per al fremane-
zumab, -6,6 per a l’erenumab). Tanma-
teix, el galcanezumab va obtenir una re-
ducció menor en el RPT (-3,7) comparat 
amb els ACA (-4,8 i -4,6). Pel que fa a la 
reducció de la migranya ≥50%, el frema-
nezumab i l’erenumab també van mos-
trar millors resultats en el RPT (71,8% i 
61,1%, respectivament) en comparació 
amb els ACA (47,7% i 44% pel fremane-
zumab i 39,9% i 41,2% per l’erenumab), 
mentre que el galcanezumab va obtenir 
un resultat inferior (25,0%) respecte als 
ACA (27,6% i 27,5%). Quant a la reduc-
ció en l’escala HIT-6, el fremanezumab 
va presentar una disminució superior en 

el RPT (-7,4) en comparació amb els 
ACA (-6,4 i -6,8).

CONCLUSIONS
•		Dels 298 pacients en tractament 

actiu, el fàrmac més utilitzat va ser 
el fremanezumab en el 72,5% dels 
casos, majoritàriament dones de 48 
anys de mediana.

•		Els anticossos monoclonals van ser 
efectius, amb una reducció de -6,3 
migranyes/mes i -7,3 punts a l’esca-
la HIT-6 en els 3 mesos posteriors a 
l’inici de l’estudi.

•	58 pacients havien discontinuat el 
tractament en el moment de l’extrac-
ció de les dades sent la pèrdua de res-
posta el motiu més freqüent (67,7%).

•		El compliment dels criteris clínics 
d’inici i de seguiment establerts ha 

estat del 50,9% i del 71,0%, respecti-
vament. 

•		La reducció dels DMM i  la reducció ≥ 
50% migranya/mes ha estat superior 
en l’RPT comparada amb l’ACA en el 
cas de fremanezumab i erenumab. 

•		La reducció de l’escala HIT-6 ha es-
tat superior en l’RPT en comparació 
amb l’ACA en fremanezumab. 

•		Caldria un període de seguiment més 
ampli per acabar de confirmar les da-
des d’efectivitat dels fàrmacs estu-
diats i la possibilitat d’augmentar la 
discontinuació dels tractaments amb 
criteris de remissió.

•		Seria d’interès conèixer els percen-
tatges de seguiment de l’acord glo-
bals a nivell de Catalunya per valorar 
la necessitat d’accions dirigides per 
millorar l’ús d’aquests fàrmacs en el 
centre estudiat. 
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INTRODUCCIÓ
S’estima que el càncer afecta 1 

de cada 1000 a 1500 embarassos. 
No obstant, aquesta incidència està 
creixent donat l’augment d’edat ges-
tacional de les dones1. A causa de la 
potencial toxicitat dels tractaments ac-
tuals per al fetus, les pacients emba-
rassades experimenten una limitació 
important de les seves opcions tera-
pèutiques. D’entre totes, la cirurgia és 
l’únic tractament recomanat durant tot 
l’embaràs2. La quimioteràpia només 
està indicada entre el segon trimestre 
i les setmanes prèvies al part. S’admi-
nistra únicament a pacients que pa-
teixen una progressió agressiva, on el 
benefici és superior al risc d’exposició 
del fetus als fàrmacs3. En cas contrari, 
es prefereix retardar el tractament far-
macològic fins després del part. Això 
exposa a les pacients a una lliure pro-
liferació del tumor fins a etapes més 
avançades de la malaltia, fent que el 
tractament hagi perdut efectivitat en 
el moment que s’administra3,4. A part 
de la toxicitat intrínseca d’aquests fàr-
macs, un altre risc associat és el retràs 
del creixement intrauterí5. Això repre-
senta un risc significatiu per al fetus, ja 
que sovint provoca un part prematur o 
un baix pes en néixer. Dues condicions 
que, a la vegada, augmenten la pro-
babilitat de desenvolupar malalties no 
transmissibles en el futur6. Per això, és 
d’alta importància la recerca de tracta-

ments dirigits, que siguin més eficaços 
sense causar toxicitat ni al fetus ni a 
la mare.

Els sistemes d’administració de fàr-
macs es presenten com a una solució 
per a reduir els efectes secundaris de 
la quimioteràpia. Al llarg dels anys, 
han demostrat ser eficaços en millorar 
la seguretat i l’eficàcia dels fàrmacs, 
dirigint-los cap a la diana terapèutica 
i evitant la seva acumulació en teixits 
sans7. En teràpies oncològiques, les 
nanopartícules polimèriques (NP) són 
un dels possibles sistemes a utilitzar 
per a l’encapsulació dels fàrmacs. Es 
constitueixen de polímers biocompa-
tibles i biodegradables, que poden ser 
metabolitzats i eliminats completament 
per l’organisme, prevenint-ne la seva 
acumulació i evitant qualsevol toxici-
tat associada. A més, l’augment de 
permeabilitat capil·lar en la regió tu-
moral permet l’acumulació d’aquestes 
teràpies en el tumor sense la necessitat 
d’incorporar una vectorització especí-
fica7,8. S’han descrit diversos sistemes 
d’alliberament de la doxorubicina (DOX) 
en bibliografia incloent liposomes, exo-
somes i NP, entre d’altres9. Tanmateix, 
molt pocs estudien el seu pas transpla-
centari, fet que cal avaluar per a garantir 
la seguretat en el tractament de les pa-
cients embarassades10. Davant aquest 
paradigma, l’objectiu d’aquest treball 
ha sigut desenvolupar i implementar 
una estratègia efectiva i segura per es-
tablir les bases de futurs tractaments 
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del càncer durant l’embaràs, basats en 
sistemes d’alliberament controlat del 
fàrmac quimioterapèutic, amb l’objectiu 
d’optimitzar l’eficàcia dels tractaments 
mentre s’assegura el desenvolupament 
sa dels nounats.

EXPERIMENTAL
Materials i línies cel·lulars

Resomer® RG 502H, acetat d’etil, 
Tween 80, TritonX100, Pluronic F127®, 
DOX, DMEM, L-glutamina, Penicil·lina/
estreptomicina, Trypsin-EDTA, saca-
rosa, DMSO, NBF, Fluoromount® (Sig-
ma-Aldrich). DPBS 10X, DAPI, Red Cell 
Mask®(Thermo-Fischer). FBS (Avan-
tor). MTT (Gibco).

Les cèl·lules 4T1 i iMAECs es van 
adquirir d’ATCC i d’un col·laborador20, 
respectivament. Ambdues es van man-
tenir en DMEM suplementat amb 10% 
(v/v) de FBS, 1% (v/v) de Penicil·li-
na-Estreptomicina i 1% (v/v) de L-gluta-
mina. Es van cultivar a 37 ºC, amb 5% 
de CO2 i 95% d’aire atmosfèric fins al 
80% de confluència.

Mètodes
Estudi de la solubilitat 
i dimerització de la DOX:

Quantitats conegudes de DOX es 
van pesar en una balança analítica 
(Sartorius®). A cadascuna d’elles, es va 
afegir el volum mínim necessari de dife-
rents solucions salines fins a la seva dis-

solució i es va analitzar visualment. La 
DOX dissolta en solucions aquoses amb 
diferents concentracions d’electròlits es 
va mesurar amb un dispersor de llum 
dinàmic (DLS, ZetaSizer NanoZS, de 
Malvern Co. Ltd., Regne Unit), equipat 
amb un làser de llum vermella He–Ne 
(λ = 633 nm). La taxa de recompte deri-
vada es va representar com a intensitat 
(unitats arbitràries), a 90º, i 25ºC.

Preparació de nano-emulsions i NP po-
limèriques:

Les emulsions plantilla d’aigua1-en-
oli-en-aigua2 (W1/O/W2) es van formular 
mitjançant el mètode d’homogeneïtza-
ció a alta velocitat seguit del mètode de 
composició per inversió de fases (PIC). 
Primer, es va formar la nanoemulsió in-
versa W1/O [DOX en solució aquosa (W1, 
10%pv) / 1%pv Pluronic F-127® com a 
tensioactiu (S1) i 4%pv PLGA en acetat 
d’etil (O, 90%pv)] amb un homogeneït-
zador de rotor-estator a alta velocitat. La 
DOX es va dissoldre a la concentració 
màxima de solubilitat. Ambdues fases 
(W1 i O) es van homogeneïtzar durant 2 
minuts a 30.000 rpm utilitzant l’Ultra-Tu-
rrax® T-10 Basic (IKA, Alemanya). Im-
mediatament, es va barrejar l’emulsió 
amb Tween 80®, preparant l’emulsió O/
W2 [7,78% (W1/O) / 0,88% Tween 80® 
(S2) / en solució aquosa 91,34% (W2)] 
afegint gota a gota W2. Les nanoemul-
sions es van preparar amb set concen-
tracions diferents d’electròlits. Un cop 
preparades, es va deixar evaporar el dis-
solvent orgànic durant 24 h a temperatu-
ra ambient (25 ºC) amb agitació constant 
(200 rpm), permetent la formació de NP 
mitjançant el mètode d’evaporació del 
dissolvent11.

Determinació del diàmetre hidrodinàmic 
i l’índex de polidispersió i la càrrega 
superficial:

El diàmetre hidrodinàmic mitjà de 
les gotes de nanoemulsió i de les NP 
es va determinar mitjançant DLS (Ze-
taSizer NanoZS, de Malvern Co. Ltd., 
Regne Unit), equipat amb un làser de 

llum vermella He– Ne (λ = 633 nm). Les 
mesures es van realitzar sense diluir les 
mostres (70 μL), a un angle de disper-
sió de 173º, a una temperatura cons-
tant de 25 ºC, i amb 30 repeticions per 
rèplica. Les dades es van tractar amb 
anàlisi de cumulants. El potencial zeta 
(ζ) es va calcular a partir de la mobili-
tat electroforètica aplicant l’equació de 
Smoluchowski11,21,22. Les mostres es 
van diluir 1:1 amb solucions aquoses 
que presentaven la mateixa concentra-
ció d’electròlits.

Determinació estructural per Cryo-TEM:
La microscòpia electrònica de trans-

missió per criogenització (cryo-TEM) es 
va utilitzar per caracteritzar la mida i la 
forma de la dispersió de NP en la condi-
ció més representativa (2,5 mM de PBS 
tant per a NP carregades com no carre-
gades) usant un Jeol 1400.

Determinació de l’eficiència 
d’encapsulació:

L’eficiència d’encapsulació (EE) de 
la DOX en les NP (NPs) es va deter-
minar mitjançant el mètode d’ultrafiltra-
ció, utilitzant Amicon® Ultra de 0.5 mL 
- 50K (Merck Millipore, EUA). A conti-
nuació, les mostres es van mesurar per 
espectrofotometria utilitzant el lector de 
plaques Infinity® M Plex (Tecan), a la 
longitud d’ona d’excitació de la DOX (λ = 
485 nm),. Els resultats es van expressar 
com el percentatge %pv de la quantitat 
total de DOX carregada per a l’eficiència 
d’encapsulació (EE), aplicant la fórmula: 
EE(%) = [(DOXtotal – DOXlliure) / DOX-
total] · 100%

Determinació de la citotoxicitat 
per anàlisi MTT:

La viabilitat cel·lular es va ava-
luar mitjançant l’assaig colorimètric de 
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetra-
zoli (MTT) (protocol modificat dels pro-
tocols GTA-1/2 de la cascada d’assa-
jos NCL)23. Es van avaluar dues línies 
cel·lulars: 4T1 i iMAECs, seguint els 
protocols habituals de la bibliogra-

S’ha demostrat per 
primera vegada l’efecte de 
diferents concentracions 
d’electròlits sobre 
les propietats de 
nanopartícules formulades 
mitjançant el sistema de 
doble nano-emulsió.
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fia16.
Determinació de la hemòlisi:

La hemocompatibilitat es va ava-
luar mitjançant un assaig de hemòli-
si amb glòbuls vermells, proporcio-
nats amablement pel Banc de Sang i 
Teixits (protocols ètics aprovats CER_
URL_2019_2020_016 i 200039) se-
guint protocol habitual16.

Estudis de localització subcel·lular:
La captació de DOX i de NPs carre-

gades amb DOX es va avaluar aprofi-
tant les propietats fluorescents de DOX 
(λexcitació = 485 nm; λemissió = 590 
nm) en la línia cel·lular 4T1. Les cèl·lu-
les es van fixar amb solució de forma-
lina (10%vv) i es va permeabilitzar la 
membrana cel·lular amb 0,1%vv de 
Triton-X durant 20 minuts. Per tenyir la 
membrana cel·lular, es van treure els 
portaobjectes i es va afegir una gota de 
DAPI (1:10.000) per tenyir els nuclis, 
juntament amb una gota de Red Cell 
Mask (1:1.000) per tenyir la membrana 
cel·lular. Es van aplicar tres esbandides 
amb tampó i finalment, es van fixar els 
cobreobjectes amb Fluoromount®. Les 
cèl·lules es van observar amb un mi-
croscopi de fluorescència confocal de 
làser (Leica SP8) amb làsers d’Argon 
i He-Ne acoblats al microscopi invertit 
DMI 6000. La localització subcel·lular 
de la DOX es va calcular comparant la 
determinació del senyal fluorescent en-
tre els nuclis i el citoplasma (n=6/cèl·lu-
la). A continuació, els resultats es van 
comparar amb la citometria de flux i es 
va establir el coeficient de Pearson.

RESULTATS I DISCUSSIÓ
La  concentració  d’electròlits  en  el  medi  
influeix  en  les  propietats fisicoquímiques 
de les NPs

Les NP preparades amb DOX i 
sense, van presentar un diàmetre hi-
drodinàmic entre 200 i 350 nm, excep-
te per a una concentració d’electròlits 
0.5 mM, que van resultar en mides mi-
cromètriques. El diàmetre real, estu-

diat per Cryo-TEM, va resultar menor 
(Figura 1). Un altre fenomen observat 
va ser l’augment de l’índex de polidis-
persitat (PdI), que reflecteix l’índex 
d’heterogeneïtat de la població, per a 
les NP carregades amb DOX a eleva-
des concentracions d’electròlits. Per 
tant, amb les excepcions esmentades, 
les NP es van considerar com a bones 
candidates pels estudis de biocompa-
tibilitat.

L’avaluació de la càrrega superficial 
va revelar un valor negatiu per a totes 
les NP no carregades, tal i com s’espe-
rava degut a les terminacions carboxíli-
ques del PLGA.

A més, es va observar un augment 
de càrrega amb l’augment de concen-
tració d’electròlits en el medi, fet que ja 
s’havia observat per a les NP prepara-
des a partir d’una emulsió simple11. La 
incorporació de DOX també va resultar 
en un augment de la càrrega. D’aquesta 
manera, les NP carregades amb DOX, 
preparades a una elevada concentració 
d’electròlits, van presentar una càrrega 
propera a 0, adequada per a poder con-
trolar selectivament la seva interacció 
cel·lular.

Totes les NP carregades amb 
DOX van mostrar una eficàcia d’en-
capsulació igual o superior al 50%, 
amb un valor màxim del 66.5% per 
a les NP preparades a concentració 
0 mM d’electròlit. Així doncs, la efi-
càcia d’encapsulació obtinguda en 
aquest estudi va ser similar a la d’al-
tres estudis encapsulant DOX mit-
jançant el mètode de la doble nano- 
emulsió12-15.

L’avaluació de les propietats fisi-
coquímiques de les NP va permetre 
validar el mètode de la doble nanoe-
mulsió com a adequat per a la prepa-
ració de NP polimèriques carregades 
amb DOX a diferents concentracions 
d’electròlits. A més, estudis comple-
mentaris van demostrar que les NP 
mantenien les seves propietats des-
prés de ser liofilitzades per al seu em-
magatzematge16.

Les NP polimèriques prevenen la dimeritza-
ció de la DOX

Durant l’estudi de solubilitat de la 
DOX a diferents concentracions d’elec-
tròlits, es va observar que la solubilitat 
disminuïa dràsticament a major con-
centració d’electròlits (Figura 2). Aquest 
fenomen ja s’havia descrit prèviament 
en literatura, i s’atribuïa a la formació 
de dímers de DOX a concentracions fi-
siològiques d’electròlits que resultaven 
en la precipitació del fàrmac17,18. L’estu-
di de dimerització es va realitzar basat 
en l’equació Rayleigh-Gans-Debye per 
a cada una de les dissolucions19. Utilit-
zant tècniques de dispersió de la llum, 
es va analitzar la intensitat del senyal 
emesa per cada mostra, que augmenta 
proporcionalment amb la dimerització. 
L’anàlisi es va fer per a la DOX lliure i 
les NP carregades amb fàrmac, a cada 
una de les concentracions d’electròlit.

Els valors de l’anàlisi van revelar que 
la intensitat del senyal, tant del fàrmac 
lliure com les NP, augmentava amb la 
concentració d’electròlits NP. Revelant 
així que la dimerització era directament 
proporcional a la concentració d’elec-
tròlits. Tanmateix, es va observar que la 
proporció de DOX dimeritzada a mateixa 
concentració d’electròlits era menor en 
les mostres de NP. Indicant que la formu-
lació de DOX en NP era eficaç per a pre-
venir la seva dimerització. Aquest fet pot 
tenir gran repercussió en la clínica ja que 
la formació de dímers i per tant, d’agre-
gats, impedeix la internalització cel·lular 
del fàrmac disminuint la seva eficàcia18.

Figura 1. Micrografies de Cryo-TEM  
d’una nanopartícula no carregada 

amb doxorubicina (A - 173 nm) i una nanopartícula 
carregada amb doxorubicina (B - 188 nm). 

Escala = 200 nm
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Les NP carregades amb DOX són biocom-
patibles i aptes per a l’administració in-
travenosa

La determinació de la concentra-
ció mínima inhibitòria (IC50) va re-
velar que la DOX era més tòxica per 
a les cèl·lules tumorals (4T1, com a 

model de càncer de mama) que per 
a les cèl·lules control (iMAEC, com 
a model de cèl·lules epitelials). Fet 
que es pot explicar pel major meta-
bolisme de les cèl·lules tumorals i 
conseqüentment, de la major interna-
lització de fàrmac. Es va demostrar 
biocompatibilitat per a les NP prepa-

rades a concentracions baixes i mit-
ges d’electròlits (0 mM a 5 mM). En 
canvi, les NP preparades a concen-
tracions de 7.5 mM i 10 mM van re-
sultar tòxiques degut a la gran quan-
titat de polímer introduït per arribar a 
la dosi de DOX establerta. Tenint en 
compte aquest factor, es van consi-
derar les NP com a generalment se-
gures i es va procedir a l’avaluació de 
la hemocompatibilitat.

 Ambdós tipus de NP, amb i sense 
DOX, preparades a concentracions 
d’electròlit de 0 mM a 5 mM van re-
sultar hemocompatibles a concentra-
cions terapèutiques (0.01 μM) (Figura 
3). Les NP preparades a concentra-
cions 7.5 mM i 10 mM van resultar en 
condicions hiperosmòtiques, causant 
toxicitat (>2%). De la mateixa mane-
ra, les NP a concentracions superiors 
que la terapèutica (0.1 μM, 1 μM), 
van causar hipersomolalitat.

Tot plegat, les proves de biocom-
patibilitat van demostrar que les NP 
carregades amb DOX, preparades a 
concentracions d’electròlits de 0 mM 
a 5 mM, són biocompatibles i hemo-
comptabiles. Per tant, són aptes per 
a l’administració intravenosa en fu-
turs estudis preclínics.

	
Les NP permeten augmentar 
l’eficàcia d’internalització 
cel·lular de la DOX

El darrer pas de validació de la 
teràpia va ser avaluar la eficàcia d’in-
ternalització de les NP carregades 
amb DOX respecte el fàrmac lliure. 
Els resultats de la microscòpia con-
focal van revelar que les NP carrega-
des amb DOX aconseguien acumu-
lar fàrmac principalment en el nucli 
(Figura 4). En canvi, el fàrmac lliure 
tendia a acumular-se en el citoplas-
ma. Els resultats de la citometria de 
flux van demostrar que l’acumulació 
nuclear era major per a les NP que 
el fàrmac lliure, sent les condicions 
a concentració d’electròlit 0 mM, les 
que presentaven major diferència 

Figura 2. Aspecte visual de les dissolucions de DOX i NP carregades 
amb DOX a diferents concentracions d’electròlit.

Figura 3. Imatges representatives de l’hemòlisi.

Figura 4. Micrografies de microscòpia confocal de internalització de doxorubicina lliure 
i en NP a concentració d’electròlits 0.0 mM en cèl·lules 4T1. Escala = 20 μm.
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d’internalització. A més, ambdós tèc-
niques van demostrar un augment de 
la internalització a major concentra-
ció d’electròlits.

CONCLUSIÓ
En conclusió, es demostra per 

primera vegada l’efecte de diferents 
concentracions d’electròlits en les 
fases aquoses dels sistemes de do-
ble nano-emulsió sobre les propie-
tats de les NP formulades. En con-
junt, s’observa un efecte sobre la 
capacitat de càrrega i solubilitat del 

fàrmac, així com la biocompatibilitat 
i la capacitat d’internalització nu-
clear. Les NP preparades a concen-
tracions d’electròlits 0 mM, 2.5 mM 
i 5 mM presenten la major biocom-
patibilitat, hemocompatibilitat i ca-
pacitat d’internalització. En resum, 
s’ha aconseguit desenvolupar una 
prova de concepte satisfactòria per 
a NP carregades amb DOX, que cal-
drà validar a través de subseqüents 
estudis preclínics amb models de 
barrera placentària abans de poder 
arribar a les pacients oncològiques 
embarassades.
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INTRODUCCIÓ
El càncer és un dels principals pro-
blemes de salut a nivell mundial1. Tot 
i que els tractaments existents com 
la quimioteràpia són efectius, en al-
guns casos tenen efectes secundaris 
importants i poden provocar resis-
tència a les teràpies. Els compostos 
naturals, com l’Apigenina (APG), han 
mostrat un gran potencial en la lluita 
contra el càncer gràcies a les seves 
propietats antitumorals2. No obstant 
això, la baixa solubilitat d’aquest 
compost limita el seu ús en terapèu-
tica. Per superar aquest problema 
es van desenvolupar els sistemes 
lipídics nanoestructurats (NLC), per 
transportar fàrmacs amb baixa dis-
ponibilitat com l’APG de manera més 
efectiva cap a les cèl·lules cancero-
ses. Aquests NLC poden millorar la 
solubilitat dels compostos liposolu-
bles i dirigir-los cap a les cèl·lules 
tumorals, reduint així els efectes se-
cundaris3. 
En aquest estudi s’ha creat una 
nova formulació de NLC que, a més 
d’APG, conté oli de rosa mosque-
ta. Aquest oli natural pot augmentar 
l’eficàcia del tractament gràcies a les 
seves propietats antiinflamatòries i 
antioxidants4. Es van estudiar la seva 
caracterització fisicoquímica i mor-
fològica, les interaccions dels com-
ponents i el seu perfil d’alliberament 
in vitro. A més, es van avaluar les 
seves propietats antiangiogèniques i 
la internalització cel·lular. També es 

va investigar la seva potencial activi-
tat antiproliferativa en diferents línies 
cel·lulars tumorals.

MATERIALS I MÈTODES
Preparació
dels APG-NLC
La producció dels APG-NLC es va 
dur a terme utilitzant el mètode 
d’homogeneïtzació en calent d’alta 
pressió (Homogeniser FPG 12800, 
Stansted, Regne Unit). Es va pre-
parar una emulsió primària amb una 
barreja d’una fase aquosa contenint 
el tensioactiu i una fase lipídica 
que contenia els lípids i el fàrmac, 
utilitzant un Ultraturrax® T10 bàsic 
(IKA, Alemanya) durant 30 segons. 
Les condicions de producció van 
ser una temperatura de 85 °C, 3 ci-
cles d’homogeneïtzació i 900 bar de 
pressió5. 

Optimització
dels APG-NLC
Es va realitzar un disseny factorial 
central compost utilitzant el progra-
mari Statgraphics Centurion® 18 
(Virginia, EUA). Es van analitzar 
quatre variables independents, la 
concentració d’APG, la concentra-
ció de tensioactiu, la concentració 
de fase lipídica i la concentració de 
lípids sòlids, per determinar el seu 
efecte sobre les propietats fisicoquí-
miques dels NLC. Les variables de-
pendents estudiades van ser la mida 
mitjana de la partícula (Zav), l’índex 

Sistemes lipídics nanoestructurats 
duals d’apigenina per al 
tractament del càncer
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de polidispersió (PDI), el potencial 
zeta (ZP) i l’eficiència de l’encapsu-
lació (EE)6.

Caracterització
fisicoquímica
dels APG-NLC
El Zav i el PDI van ser avaluats mit-
jançant la tècnica de dispersió dinà-
mica de la llum amb el ZetaSizer 
Nano ZS (Malvern Instruments, Mal-
vern, Regne Unit). Per avaluar el ZP 
es va utilitzar l’estudi de la mobilitat 
electroforètica. Les formulacions es 
van diluir amb aigua Milli-Q7. L’EE 
es va mesurar indirectament mit-
jançant la quantificació de l’APG no 
encapsulada en els APG-NLC, amb 
un sistema de filtració/centrifugació. 
L’APG no encapsulada va ser quan-
tificada utilitzant cromatografia de lí-
quids d’alt rendiment (HPLC) de fase 
inversa. 

Estudis d’interacció 
i morfologia
La calorimetria diferencial d’escom-
brat (DSC) es va realitzar en un 
sistema DSC 823e (Mettler-Toledo, 
Barcelona, Espanya). Els termogra-
mes dels APG-NLC i els seus com-
ponents purs es van obtenir utilitzant 
una rampa d’escalfament de 25 a 105 
°C a una velocitat de 10 °C/min. Els 
espectres d’infraroig de transformada 
de Fourier (FTIR) dels APG-NLC i els 
seus components es van determinar 
utilitzant un espectròmetre Thermo 
Scientific Nicolet iZ10 acoblat a un 
cristall ATR de diamant i un detector 

DTGS (Barcelona, Espanya). També 
es va avaluar el perfil de difracció de 
raigs X (XRD) dels APG-NLC i els 
seus components col·locant les mos-
tres entre dues capes de polièster de 
3,6 mm i exposant-les a la radiació 
CuK8.
La microscòpia electrònica de trans-
missió (TEM) es va utilitzar per de-
terminar la morfologia dels APG-NLC 
utilitzant un microscopi Jeol 1010 
(Jeol USA, Massachusetts, EUA). En 
primer lloc les reixetes de coure es 
van activar amb llum UV i els APG-
NLC es tenyien negativament amb 
acetat d’uranil (2 %)6.

Estudis d’estabilitat
Els APG-NLC es va emmagatzemar 
a 3 temperatures diferents (4, 25 i 37 
°C) durant uns mesos. L’estudi es va 
dur a terme mitjançant l’anàlisi dels 
perfils de retrodispersió de la llum 
(BS) mitjançant l’equip Turbiscan Lab 
Lab (Formulation Inc, Worthington, 
EUA). Es van obtenir dades BS i els 
valors de Zav, PDI, ZP i EE es van 
mesurar cada 15-30 dies simultània-
ment9. 

Comportament
biofarmacèutic
L’estudi d’alliberament d’APG in vitro 
es va dur a terme utilitzant cèl·lules 
de difusió de tipus Franz (Permegear, 
Alemanya). Les formulacions es van 
comparar amb l’APG lliure. L’assaig 
es va dur a terme a 37.0 ± 0.5 °C 
durant 48 h. El contingut d’APG es 
va mesurar mitjançant HPLC. Cada 
mostra es va analitzar per triplicat i 
es va calcular la quantitat d’APG acu-
mulada10.

Capacitat
antiangiogènica
Per determinar els efectes antiangio-
gènics dels APG-NLC es va utilitzar 
un test de membrana corioal·lantoi-
ca (CAM) modificat, utilitzant ous de 
gallina fertilitzats. Per a fer l’assaig 

es va obrir una finestra lateral a la 
closca dels ous i es van inocular les 
mostres a la CAM. Posteriorment, la 
membrana va ser segellada i incuba-
da durant 48 h. Un cop avaluada la 
CAM, les membranes es van fixar i 
posteriorment es van quantificar3.

Estudis biològics
Determinació de l’activitat 
antiproliferativa
Per a determinar la capacitat anti-
proliferativa, es van sembrar cèl·lu-
les de diferents línies tumorals en 
plaques de 96 pous. Es va estudiar 
la capacitat antiproliferativa a quatre 
concentracions diferents després de 
24 i 72 hores d’exposició. Els efectes 
citotòxics es van examinar mitjançant 
assajos MTT (MV4-11) o SRB i es va 
calcular l’IC50 (concentració inhibi-
dora 50 %)11. 

Determinació de l’acumulació 
en cèl·lules per citometria de flux
Els APG-NLC es van marcar fluo-
rescentment amb Nile Red (NR) per 
determinar la seva acumulació a les 
cèl·lules. Concretament es van fer 
servir cèl·lules de leucèmia, que van 
ser incubades durant 5, 15, 30 minuts 
i 1, 2 i 4 hores. La fluorescència mitja-
na de les cèl·lules incubades amb els 
compostos marcats amb NR va ser 
analitzada per citometria de flux, uti-
litzant un citòmetre BD LSR Fortessa 
(BD Bioscience, San Jose, USA)11. 

RESULTATS I DISCUSSIÓ 
Caracterització i
optimització dels APG-NLC
El Zav de les formulacions va ser ma-
joritàriament inferior a 200 nm, amb 
valors de PDI al voltant de 0.2, indi-
cant així una distribució unimodal de 
nanopartícules. Els APG-NLC des-
envolupats van mostrar una càrrega 
superficial negativa de −20 mV. En 
tots els casos l’EE era superior al 95 
%, el que significa que l’APG estava 

L’encapsulació 
de l’APG en NLC 
augmenta la 
biodisponibilitat 
i la bioactivitat 
del flavonoide
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completament encapsulada. Tenint 
en compte tots els paràmetres ava-
luats i les tendències, es va obtenir 
una formulació optimitzada que con-
tenia 0,1 % d’APG, 7,5 % de fase li-
pídica, 65 % de lípid sòlid i 3,5 % de 
tensioactiu.

Estudis d’interacció dels APG-NLC
El DSC es va utilitzar per estudiar 
les variacions en la cristal·linitat i 
la temperatura de fusió (Tm) de les 
mescles de lípids en comparació als 
APG-NLC. La Tm de la barreja de 
lípids era lleugerament inferior a la 
de la barreja de lípids amb l’APG. A 
més, la Tm dels APG-NLC era lleuge-
rament inferior al de la barreja físi-
ca, probablement a causa de la seva 
petita mida i incorporació del ten-
sioactiu. Els valors d’entalpia (ΔH) 
menors dels APG-NLC van indicar 
tenien una estructura més amor-
fa que la mescla de lípids. L’anàlisi 
FTIR es va utilitzar per investigar 
les interaccions entre l’APG, el ten-
sioactiu i la matriu lipídica. Els es-
tudis van confirmar que no es van 
formar enllaços covalents entre el 
fàrmac i la matriu lipídica, de manera 
que els enllaços d’hidrogen i les for-
ces hidròfobes podrien ser les forces 
principals entre ells, facilitant l’aco-
modació de l’APG dins dels NLC i 
promovent el seu alliberament. En 
els perfils de XRD es van observar 
pics intensos i aguts per a l’APG i la 
barreja sòlida de lípids, el que indica 
que aquests components tenen una 
estructura cristal·lina. El perfil dels 
APG-NLC va mostrar un pic molt in-
tens, atribuït a una forma molt esta-
ble dels triacilglicerols, indicant una 
bona estabilitat de la formulació3.

Estudis morfològics
Utilitzant el TEM es va confirmar que 
es van obtenir nanopartícules rodo-
nes gairebé esfèriques amb valors 
de Zav inferiors a 200 nm. Aquests va-
lors van coincidir amb els trobats per 

dispersió dinàmica de la llum. A més, 
com prediuen els valors ZP obtinguts 
(−20 mV), no es va observar l’agre-
gació de partícules.

Estabilitat dels APG-NLC
La formulació dels APG-NLC va ser 
estable a 4 °C durant un període d’11 
mesos, mantenint constants els parà-
metres fisicoquímics, mentre que a 
25 °C l’estabilitat va durar 3 mesos i 
a 37 °C va ser estable durant només 
15 dies. Les altes temperatures van 
accelerar la desestabilització de les 
partícules en disminuir el ZP, promo-
vent fenòmens d’agregació11. 

Comportament 
biofarmacèutic
El perfil d’alliberació in vitro de l’APG 
des dels NLC en comparació a l‘APG 
lliure va demostrar que la formulació 
lipídica tenia un perfil cinètic carac-
terístic de formulacions d’allibera-
ment prolongat de fàrmacs. Durant 
les primeres 2 hores es va observar 
un alliberament inicial de l’APG des 
dels NLC ràpid, seguit d’un allibera-
ment lent. L’APG lliure va mostrar un 
alliberament ràpid, aconseguint un 
100 % abans de les 24 hores, men-
tre que els APG-NLC van alliberar 
menys del 30 %. 

Capacitat
antiangiogènica
Els APG-NLC van ser capaços de 
reduir la densitat vascular de mane-
ra significativa (p < 0,01) en compa-
ració amb el control negatiu (NaCl). 
L’APG lliure i els NLC buits no van 
tenir cap efecte en la vasculatura 
de la CAM. Aquests resultats indi-
quen que l’encapsulació de l’APG en 
NLC augmenta la biodisponibilitat i la 
bioactivitat del flavonoide. A més, ja 
que l’angiogènesi és un procés que 
aporta oxigen i nutrients als tumors, 
la seva inhibició podria proporcionar 
una eina eficaç per a la teràpia anti-
cancerígena3.

Estudis de l’activitat
antiproliferativa
Els estudis de citotoxicitat van demos-
trar que mentre que l’APG només tenia 
activitat antiproliferativa en les cèl·lu-
les de leucèmia, els APG-NLC van ser 
actives contra totes les línies cel·lulars 
cancerígenes estudiades, fins i tot en 
una línia de càncer de mama triple ne-
gatiu, que és un càncer normalment 
més agressiu, més difícil de tractar i 
més probable que hi hagi recaigudes 
que els càncers que són hormonals12. 
Per altra banda, els NLC buits van 
mostrar una gran activitat antiprolife-
rativa contra totes les línies cel·lulars 
tumorals i una alta selectivitat, demos-
trant una excel·lent seguretat i eficà-
cia. Aquest efecte va ser principalment 
atribuït a l’oli de rosa mosqueta que 
portava la formulació, que a més de 
l’ús medicinal tradicional tòpic, en els 
últims anys els investigadors han estat 
reportant noves característiques far-
macològiques antitumorals13. 

Acumulació dels APG-NLC
en cèl·lules tumorals
Les cèl·lules de la leucèmia MV4-11 
es van incubar amb una formulació 
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d’APG-NLC-NR. Els resultats obtin-
guts confirmen que les formulacions 
de NLC són un mètode eficaç per 
lliurar substàncies biològicament ac-
tives dins de les cèl·lules. La intensi-
tat mitjana de fluorescència (MFI) de 
les cèl·lules després de la incubació 
amb els APG-NLC-NR es va com-

parar amb la del control (cèl·lules 
no marcades). Després de 5 minuts 
d’incubació amb els APG-NLC-NR, 
es va observar una fluorescència 
significativament més alta. Durant 
tot l’experiment, es va obtenir una 
MFI significativament més alta que 
la del control (p < 0,05). A més, 
l’acumulació dels APG-NLC a les 
cèl·lules va ser ràpida i estable, i 
després de 5 minuts es van obtenir 
diferències significatives comparant 
amb el control. Després de 240 mi-
nuts d’incubació, es van mantenir 
els valors MFI. Demostrant així la 
ràpida i mantinguda internalització 
cel·lular dels APG-NLC.

CONCLUSIÓ
L’APG es va encapsular amb èxit en 
NLC que contenia oli de rosa mos-
queta amb una mida de partícula in-

ferior a 200 nm i una elevada EE. Els 
APG-NLC van mostrar una estabilitat 
adequada durant gairebé un any, així 
com un alliberament prolongat. En els 
assajos in ovo i in vitro en cèl·lules 
tumorals es va confirmar que l’APG 
augmentava la seva activitat quan 
era encapsulada en els NLC. Els 
APG-NLC van disminuir la formació 
de nous vasos sanguinis, destacant 
la seva activitat antiangiogènica. A 
més, els assajos antiproliferatius van 
confirmar la selectivitat dels APG-
NLC contra les cèl·lules tumorals i la 
citotoxicitat en les cèl·lules de càncer 
de leucèmia, pulmó i mama. 
En conclusió, els APG-NLC s’han 
desenvolupat amb èxit i s’han carac-
teritzat fisicoquímicament, mostrant 
un alliberament prolongat, propietats 
antiangiogèniques i activitat antipro-
liferativa contra les línies cel·lulars 
tumorals. 
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