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Editorial

M. Rosa Ballester

Benvolgudes lectores, benvolguts lectors

La farmacia 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 cientifica rellevant per a la
salut publica. Al darrere de cada farmac, de cada formulacié magistral,
de cada aveng terapéutic, hi ha anys de recerca rigorosa, sovint invisible,
perd imprescindible.

Aquest numero especial esta dedicat a donar visibilitat a aquesta re-
cerca. Les beques als 2 millors projectes que presentem finangats amb la
convocatoria 2023 / 2024 son un reconeixement a la rellevant aportacio
cientifica que fa el nostre col-lectiu farmacéutic amb la voluntat de millorar
la vida de les persones. Els Treballs de fi de Grau (TFG) premiats a la
passada convocatoria posen de manifest la vitalitat i qualitat académica
de les noves generacions que surten de les facultats de Farmacia. El pre-
mi al millor article publicat en una revista inclosa a DOAJ seguint les di-
rectrius Open Access (OA), alineades amb la Ciéncia Oberta que promou
la Recerca i Innovacié Responsable (RRI per les sigles en anglés) eviden-
cia la excel-léncia del nostre col-lectiu a 'avantguarda del coneixement.

Des dels estudis in vitro en models animals, estudis de casos i controls,
analisi d’Us de medicaments a la practica clinica habitual, i la innovacio
en sistemes d’alliberament, les aportacions guardonades reflecteixen la
multidisciplinarietat del camp farmaceutic que combina el rigor cientific
amb una profunda responsabilitat social.

Aquest nimero vol ser més que un aparador de mérits. Es també una
oportunitat per inspirar noves vocacions, que valorin la recerca com a bé
comu. Amb aquesta publicacio, volem fomentar la transferéncia de co-
neixement entre la recerca i la practica professional i recordar que darrere
cada gran aveng hi ha sempre una pregunta, una passio i un compromis.

La recerca farmacéutica 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 perqué la farmacia continui
sent una de les pedres angulars del sistema de salut.

Gracies per llegir-nos i per compartir amb nosaltres aquest reconeixe-
ment col-lectiu del poder transformador de la recerca. m
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INTRODUCCIO
ANTECEDENTS

Les HDL son particules de compo-
sicid complexa i variable que poden
experimentar grans canvis en funcié
de les caracteristiques genétiques i
ambientals individuals'. Les particules
HDL recullen el colesterol de diferents
cél-lules i lipoproteines i el transporten
al fetge. Aquest procés es denomina
transport revers de colesterol (TRC) i
és el principal efecte protector de les
HDL contra I'aterosclerosi. A més, les
particules HDL també tenen funcions
antiinflamatories, antioxidants i anti-
trombotiques.

Els estudis epidemioldgics han
demostrat que les concentracions
baixes de HDL-C s’associen a un ma-
jor risc de MCVA? i que les concen-
tracions elevades de HDL-C tenen un
efecte protector enfront de la MCVAS3.

Aixi mateix, en diferents assajos
clinics, no s’ha demostrat que I'Us de
farmacs per a augmentar el HDL-C
tingui un efecte preventiu enfront de
la MCVA*. En diferents estudis pros-
pectius realitzats®, s’ha observat que
els individus amb majors concentra-
cions en sérum de HDL-C presenten
una major incidéncia de MCVAi altres
patologies. La relacié entre HDL-C,
risc de MCVA i mortalitat global pre-
senta una corba en forma de “U”.
Els individus amb concentracions en
sérum de HDL-C en els extrems su-
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perior i inferior de la distribucié de la
corba son els que presenten una ma-
jor incidéncia de MCVAS.

Finalment, alguns trastorns asso-
ciats a I'elevacié del HDL-C, com l'al-
coholisme cronic, també s’associen a
un major risc de MCVA i altres pato-
logies'.

Aquestes dades contradictories
es poden deure al fet que en situa-
cions patoldogiques com a malalties
inflamatories croniques, les propie-
tats antiinflamatories® i antioxidants’
i, per tant, la funcionalitat de les parti-
cules HDL podria veure’'s comprome-
sa, causant mal endotelial®. Tot aixo,
afectaria I'estructura i composicioé de
les HDL en els pacients amb concen-
tracions en sérum extremadament al-
tes de HDL-C.

Atés que l'estructura i funcié de
les HDL estan intimament lligades, la
composicié de les HDL s’ha conver-
tit en un tema de gran interes, parti-
cularment la falta d’associacio entre
el HDL-C i el risc d’esdeveniments
cardiovasculars en pacients amb
malaltia coronaria®. Atés que les fun-
cions antiaterogéniques de les HDL
no son exercides per la seva carrega
de colesterol, les concentracions de
HDL-C no reflecteixen la funcionali-
tat de les HDL". L'apolipoproteina A1
(Apo A-1) tampoc reflecteix la funcio-
nalitat de les particules HDL i no ha
demostrat ser un millor predictor que
el HDL-C per a la MCVA?®.
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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
macrofags (CEC)'°. Donada la com-
plexitat de la técnica, I'abséncia d’es-
tandarditzacié i la dificil aplicacié en
la practica clinica en els laboratoris,
la determinacio de I'estructura i com-
posicio de les HDL també pot contri-
buir a comprendre la funcionalitat de
les HDL.

Les particules HDL sén molt he-
terogénies en estructura i composi-
cio i presenten dues subclasses: les
HDL2, grans i menys denses (1,063
g/mL-1,125 g/mL), enriquides en li-
pids, i les HDL3, petites i denses
(1,125 g/mL-1,210 g/mL), enriquides
en proteines™.

La incorporacié de colesterol a les
HDL esta 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-
cio de molécules addicionals de co-
lesterol.

Diversos transportadors cel-lulars
faciliten aquest procés (SR-BI, ABC-
Al i ABC-G1). Cadascun d’ells trans-
fereix colesterol a diverses subclas-
ses de HDL. Les HDL naixents inicien
el seu procés de maduracio per accio
de la PTEC (Proteina Transportadora
d’Esters de Colesterol) la qual impul-
sa una major transferencia de trigli-
cérids (TG) de les VLDL a les HDL,
i a través de I'enzim LCAT, que este-
rifica el colesterol lliure. Inicialment,
les molecules de HDL tenen forma
de disc (anomenades HDL3) i es
converteixen progressivament en for-
mes esfériques (HDL2) en incorporar
majors quantitats de colesterol i aug-
mentant la seva grandaria'?.

La grandaria de les HDL vindra
també determinada pel metabolisme
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dels TG. En condicions de hipertrigli-
cridemia, l'activitat de la PTEC esta
augmentada, la qual cosa provoca la
formacioé intravascular de particules
HDL funcionalment deficients, enri-
quides en TG (HDL-TG)', augmen-
tant la grandaria d’aquestes.

De fet, en diversos estudis s’ha
observat una forta relacié entre l'in-
crement de les concentracions en
sérum de HDL-TG i MCVA™'S. Per
aquest motiu, és important definir el
paper de les proteines associades a
les HDL que regulen la concentracio
de TG ila seva relacié amb la MCVA.

Les proves actuals sobre els efec-
tes antiaterogénics o proaterogénics
de subpoblacions especifiques de
HDL en humans son contradictories
i confuses'. Les HDL3 exerceixen
un paper important en la proteccio
de les LDL enfront de l'oxidacio™.
Aquestes particules presenten una
major capacitat antioxidant i poden
eliminar lipids d’altres lipoproteines
millor que les HDL2. Aixd es deu al
seu major contingut en proteines an-
tioxidants. Diversos estudis han de-
mostrat com les HDL3 s’associen a
una major estabilitat de la placa, ja
que son més resistents a I'oxidacio™.
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 interaccio amb
ABC-A1",

En aquest confus 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 coronaria’®. En un estudi prospec-
tiu de 5 anys de seguiment' es va
demostrar que tant HDL2 com HDL3
son subfraccions protectores de
HDL-C. En un seguiment de 9 anys
de les cohorts de Caerphilly i Speed-
well'®, les concentracions en sérum
d’HDL3 es van correlacionar signi-
ficativament amb un menor risc de

Les particules HOL
son molt
heterogenies

en estructura

| COMPOSICIO |
presenten dues
subclasses:

les HOLZ, grans |
menys denses,

| les HDL3, petites
| denses, enriquides
en proteines.

MCVA, mentre que els d’'HDL2 no es
van correlacionar significativament
amb esdeveniments cardiovasculars.
Finalment, en un metaanalisi'® entre
lestudi del Framingham Offspring
(pacients predominantment cauca-
sics) i el Jackson Heart Study (pre-
dominantment pacients africans), es
va observar que les concentracions
d’HDL3-C en sérum baixes son els
principals responsables de 'associa-
cid inversa entre el HDL-C i la cardio-
patia coronaria.

A causa de tot I'anterior, ens tro-
bem davant una situacié d’incertesa
en quant al significat clinic de les
concentracions elevades de HDL-C.
Tenint en compte que la concentracio
de HDL-C no explica la seva funcio-
nalitat, és necessari investigar quines
caracteristiques de les HDL poden aju-
dar a diferenciar les particules 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 especifiques de les
HDL; perd aquests assajos no estan
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d'identificar una
signatura molecular
associada ala
distuncio de les HOL,
la implantacio de I3
tecnologia en l'ambit
clinic sera factible
a curt termini

estandarditzats per a les proves diag-
nostiques de rutina. Per tant, pot tenir
major utilitat clinica I'estimaci6 del risc
cardiovascular basant-nos en el me-
surament de nous biomarcadors que
determinin la composicio, estructura,
capacitat antioxidant i antiinflamatoria
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’associin a un augment
del risc cardiovascular (RCV).
a aixd se va avaluar la composicio i
estructura, d’aquestes lipoproteines.

Per

Aquests marcadors ajudaran al diag-
nostic precog de MCVA en individus
amb hiperalfalipoproteinémia.

El objectiu secundaris és, d’una
banda, adaptar el metode validat per
Hirano et al. 2008% per a la separacio
de les concentracions en serum de les
subfraccions HDL2 i HDL3. Posterior-
ment es verificara aquest metode.

METODOLOGIA

Es tracta d'un estudi transversal i re-
trospectiu, de casos i controls, d’'un hos-
pital de referéncia. Es van reclutar dos
grups de pacients menors de 75 anys:

* Grup 1: Pacients amb MCVA i hipe-
ralfalipoproteinémia
* Grup 2: Pacients sense MCVA i hi-
peralfalipoproteinémia
Els pacients s’han seleccionat mi-
tiancant una base de dades del la-
boratori clinic amb resultats de pa-
cients amb concentracions en sérum
de HDL-C superior al percentil 90 de
la poblacio. Sobre la base d’aix0, es
van seleccionar als pacients amb i
sense MCVA.

Es van incloure als pacients amb
MCVA si tenien antecedents d’hos-
pitalitzacié prévia per sindrome co-
ronaria aguda, ictus aterotrombaotic
o ateroesclerosi de les extremitats
inferiors. L'accident isquémic no s’ha
d’haver produit en els Ultims 3 mesos
previs a la inclusié en I'estudi.

La hiperalfalipoproteinémia es va
definir com una concentracié en seérum
de HDL-C superior al percentil 90 de la
poblacio en almenys dues proves de la-
boratori prévies a la inclusio en 'estudi.
Aquest percentil s’ha obtingut a partir
d’'una base de dades de laboratori de
concentracions en sérum de HDL-C en
poblacio 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 exclos als pacients que pre-
sentin insuficiencia renal (estimacio
del filtrat glomerular segons CKD-EPI
2009 <60 mL/min), qualsevol malaltia
greu, hipertrigliceridemia >4,56 mmol/L
(>400 mg/dL), abus d’alcohol, tracta-
ment amb fibrats (bezafibrato, fenofi-
brato o gemfibrozilo), consum de bar-
biturics o acids grassos omega-3.

METODES ANALITICS
I VARIABLES A ANALITZAR:
1. Perfil lipidic convencional

i separacio de les subfraccions

de HDL:

Es va realitzar el mesurament de
un perfil basic on s’inclouen magni-
tuds com glucosa, creatinina, enzims
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hepatics, hemograma i es va me-
surar un perfil lipidic complet de les
concentracions seériques de: coles-
terol total, colesterol HDL (HDL-C),
colesterol HDL2 (HDL2-C), colesterol
HDL3 (HDL3-C), triglicérids HDL3
(HDL3-TG), colesterol LDL (LDL-C),
colesterol no HDL (no HDL-C) i tri-
glicérids mitjancant métodes espec-
trofotométrics en I'analitzador Cobas
c702 (Roche Diagnostics).

La concentracié sérica d’apoli-
poproteina A, apolipoproteina B i
PCR ultrasensible es va mesurar
mitjangant
en I'analitzador Cobas ¢702 (Roche
Diagnostics). D’altra banda, la con-
centracié serica d’Interleucina-6 mit-
jancant el métode de electroquimio-
luminiscencia en I'analitzador Cobas
€801 (Roche Diagnostics)

Per a realitzar la mesura de les
concentracions d’HDL2-C, HDL3-C,
HDL3-TG es va realitzar un pas pre-

metodes turbidimeétrics

vi de precipitacio, aillant serum amb
unicament HDL3.

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

Per a I'estudi de verificacio, es
va realitzar el mesurament (n=44)
de diferents magnituds abans i des-
prés del procediment de precipitacio:
apolipoproteina-A, apolipoprotei-
na-B, HDL-C, triglicérids i colesterol
en I'analitzador Cobas®c702 (Roche
Diagnostics). Aquests mesuraments
es van realitzar en diferents séries
durant 70 dies.

D’altra banda es va realitzar un
estudi de repetibilitat (n=8) determi-
nant la imprecisié intraserial de les
diferents magnituds exposades ante-
riorment. Es va calcular el coeficient
de variacio (CV) i es va comparar
amb la imprecisio interserial acumu-
lada de controls interns del nostre la-
boratori (CVinter) i amb el CV maxim
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permeés pel nostre laboratori (CVMP).
2. Perfil lipidic avangat i patré

de N-glicosilacio per RMN:

Es va obtenir el perfil de lipopro-
teines utilitzant la prova de RMN Li-
poscale® (CE), com es va reportar
préviament. El protocol va avaluar
les concentracions lipidiques (TG i
colesterol), la grandaria i nombre de
particules de tres classes diferents
de lipoproteines (VLDL, LDL, i HDL),
i les subclasses (grans, mitjanes i pe-
tites VLDL, LDL, i HDL).

METODES ESTADISTICS

Es va realitzar I'estudi de norma-
litat Shapiro-Wilk i el test de Levene
per a avaluar la Homoscedasticitat
de variancies en cadascuna de les
variables. En funcio dels resultats, es
va aplicar el test estadistic de compa-
racié de mitjanes corresponent:

*T de Student: Es compleix la nor-
malitat de les variables en tots dos
grups i les variancies son homoce-
dastics.

T de Student amb correccio de
Welch: Es compleix la normalitat de
les variables en tots dos grups i les
variancies son heterocedastics.

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

La significacié estadistica de les va-

riables entre tots dos grups es va

assumir amb valors de p<0,05. Els
analisis és va realitzar amb el progra-
ma informatic Rstudio.

LIMITACIONS DE L'ESTUDI

Les limitacions de I'estudi son que
la hiperalfalipoproteinémia I’hem de-
finit com el mesurament d’'una con-
centracié en sérum de HDL-C supe-
rior al percentil 90 de la poblacio i,
a causa de les caracteristiques del
HDL-C aquest pot variar per factors
externs com a dieta, ingesta d’alco-
hol cronica, tractament amb fibrats,
barbiturics o suplements d’'omega-3.
Es per aixd que en realitzar el me-
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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, pero
no van ser tinguts en compte per a
I'estudi estadistic de comparacié de
mitjanes/medianes entre les varia-
bles dels dos grups.

En funcié del comentat, la limita-
cio de I'estudi és la baixa grandaria
mostral que obre la porta a intentar a
ampliar-lo i obtenir resultats més ex-
trapolables a la poblacié general.

RESULTATS

Es va realitzar una verificacio de la
mesura de concentracié de colesterol
en les subfraccions HDL2 i HDL3 mi-
tjancant la precipitacié d’apolipopro-
teina B.

En totes les mostres, després de
realitzar la precipitacio, es va obtenir
un resultat inferior al limit de detec-
ci6 d’apolipoproteina B (<0,2 g/L).
La imprecisio va ser inferior al CVMP
(Taula 1).

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

Respecte a I'estudi de RMN en els
pacients, es van obtenir els seguents

resultats: En els pacients amb MCVA,
les particules HDL s6n de menor dia-
metre (p<0,01), la concentracio de
particules HDL de grandaria gran és
menor (p<0,01) i la concentracié de
particules HDL de grandaria petita és
major (p<0,01).

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

DISCUSSIO

Els resultats aportats posen de
manifest modificacions estructu-
rals que poden anar associades a
pérdua de funcionalitat en les par-
ticules 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, antiinflamatories, antioxi-
dants i antitrombotiques)
gin alterades exercint un efecte fins
i tot proaterogénic sobre la paret en-
dotelial.

Els pacients amb hiperalfalipo-
proteinémia presenten vulnerabilitat
diagnostica ja que actualment exis-
teix un alt grau d’incertesa sobre el
significat clinic de les concentracions
molt elevades d’HDL-C. L'elevada
freqiencia de hiperalfalipoproteine-

es Vve-

Taula 1: Imprecisio intraserial en I'estudi de repetibilitat i la comparacio
amb el CVinter i el CV, , per a les diferents magnituds.

Magnitut Imprecisid intraserial (CV)

Imprecisid interserial (CVinter) cump

Srm—Colesterol;c.subst. 210%

179% 3,00%

Srm—Triglicerids;c.subst. 187%

185% 500%

Srm—Colesterol HOL2;c.subst. 4,08%

377% 4,00%

Srm—Colesterol HOL3;c.subst. 177%

3.77% 4,00%

Srm—Apolipoproteina A-Lc.massa 6%

331% 910%

GV, . Coeficiente de Vartacid interserial: GV, ;: Cogficiente de Varfacid maxim permés.
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Lestudi ens
nan permes
descobrir les
caracteristigues
composicionals
que poder
detectar en les
particules HOL
distuncionals,

mia en la poblacio general (7,9% se-
gons Marquez Contreras et al. (21))
fa necessari disposar de métodes de
laboratori per a avaluar la seva re-
lacié amb el risc de MCVA. A través
d’aquest estudi, hem pogut identifi-
car variables de laboratori que ajudin
els clinics a coneixer 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, mitjangant el perfil li-
pidic classic no es pot estimar el risc
de MCVA en individus amb hiperalfa-
lipoproteinémia pel fet que el HDL-C
i Apo-A1 no reflecteixen la funciona-
litat de les HDL. D’acord amb I'an-
terior, s’han de desenvolupar nous
biomarcadors aplicables a la practica
habitual del laboratori clinic com el
perfil lipidic avangat determinat mit-
jancant ressonancia magnética nu-
clear (RMN).

La RMN és una tecnologia d’alt
rendiment, reproduible, escalable i
rendible, compatible amb els requi-
sits clinics per a l'estratificacio del
risc de MCVA. Si els resultats del
projecte son positius i som capagos
d’identificar una signatura molecular
associada a la disfuncié de les HDL

mitjangant espectroscopia de RMN,
la implantacid de la tecnologia en
I’ambit clinic sera factible a curt ter-
mini.

El coneixement generat amb
aquest estudi pot millorar la practica
clinica relacionada amb els trastor-
ns del metabolisme de les particules
HDL, tant des del punt de vista de
la prevencio, diagnostic com a tera-
peutic, i reduir aixi la incidéncia de
MCVA i els costos sanitaris derivats
d’aixo.

En el mateix sentit,
aportades per aquesta recerca ens
han permeés descobrir les caracte-
ristiques composicionals que podem
detectar en les particules HDL disfun-
cionals. Aquest patr6 de molécules
HDL ajudara als clinics que es trobin
amb pacients amb concentracions
d’HDL-C elevades, podent ampliar
'estudi i derivar al pacient a unitats
de risc vascular, especialitzades en
aquesta mena de pacients i ajustant
medicacié hipolipemiant aixi
altres factors de risc per a reduir la
incidéncia de MCVA en aquests pa-
cients.

D’altra banda, pel fet que no hi
ha terapia farmacologica dirigida a
aquests pacients, aquest estudi pot
obrir un cami en el futur de la medi-
cina personalitzada a pacients amb
hiperalfalipoproteinémia i particules
HDL disfuncionals.

Tenint en compte que la MCVA és
la principal causa de mort i despesa
sanitaria en la poblacié mundial, mi-
llorar el coneixement sobre la seva
patogénia i prevencio pot conside-
rar-se una prioritat de salut publica.

les dades

com

JUSTIFICACIO DE LA GRANDARIA MOSTRAL

La grandaria de la mostra s’ha cal-
culat a partir dels resultats del diametre
de les particules 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 grandaria mitjana de 8,32
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nm. En l'estudi s’ha observat que la
mitjana de grandaria d’HDL disminuia
fins a 8,26 nm en els pacients amb
MCVA. La desviaci6 estandard de tots
dos grups és de 0,067 nm.

Amb una poténcia del 80% per a
detectar diferéncies en la prova de
la hipotesi nul-la H_:p =y utilitzant
una prova T de Student de dues cues
per a dues mostres independents, un
nivell de significacio del 5%, es pre-
cisen 33 subjectes en el primer grup
i 16 en el segon per a detectar una
diferencia igual o superior al 0,06
unitats. S’assumeix que la desviacié
estandard comuna és de 0,067. S’ha
estimat una taxa de pérdues de se-
guiment del 10%.

CONCLUSIONS

La separacio de la subfraccio
HDL3 mitjancant la precipitacio
d’apolipoproteina B és una metodo-
logia aplicable en el laboratori clinic
amb l'objectiu de determinar la con-
centracié de HDL2-C i HDL3-C.

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

Les diferéncies observades en la
composicié i estructura de les HDL
en el grup-MCVA, podrien estar rela-
cionades amb una alteracio 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
hiperalfalipoproteinémia han de sot-
metre’s a una analitica complemen-
taria on s’estudii si les seves parti-
cules HDL presenten una composicio
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 farmacs

y/ |



dirigits a particules HDL disfuncio-
nals o a mecanismes etiopatogeénics
del metabolisme de les HDL.

Futurs estudis de proteomica i lipi-
domica en aquests grups de pacients
i amb una grandaria mostral major
sOn necessaris per a poder caracte-
ritzar correctament aquestes lipopro-
teines HDL disfuncionals.
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INTRODUCCIO

La diabetis tipus 2 (T2D) és una de
les malalties metaboliques més co-
munes a les societats occidentals
i es considera “I'epidémia del segle
XXI": afecta 1 de cada 11 persones
a Europa'. La retinopatia diabética
(RD) és una complicacié comuna de
la T2D i la principal causa de disca-
pacitat visual evitable en la poblacio
en edat laboral?, representant entre
el 15 i el 17% de la ceguesa total a
Europa®. Els tractaments actuals de
la RD, com la fotocoagulaci6 amb
laser, les injeccions intravitries 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 intravitries han demostrat una
eficacia limitada, un risc significatiu
d’efectes secundaris i son molt cos-
tosos. Per tant, noves estratégies te-
rapeutiques més efectives que limitin
I'escalada de la RD des de les seves
primeres etapes i aixi prevenen la ce-
guesa i la carrega social i econdmica
associada, son una necessitat urgent
per al sistema de salut global.

Actualment, la RD es considera una
malaltia neurovascular altament es-
pecifica en lloc d’'una malaltia mera-
ment microvascular®. Des d’'un punt
de vista fisiopatologic, s’ha donat una
importancia especial a la unitat neu-
rovascular retiniana (UNV)®, que esta
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formada per elements vasculars,
membrana basal, neurones, ceél-lu-
les glials (glia de Muller, astrocits) i
cél-lules immunes com la microglia
i els macrofags perivasculares. Es
ampliament acceptat que la inflama-
ci6 cronica és el principal factor pa-
togénic comu en el curs natural de
la T2D® i les seves complicacions,
la RD™. La

cronica de baix grau provoca un sis-

incloent-hi inflamacio
tema immune innat mal adaptat, con-
tribuint al desenvolupament de la RD
mitjangant la infiltracio de cél-lules
immunes circulants i proteines séri-
ques a la retina®'°. Aquesta infiltracié
immune desencadena una inflamacio
retiniana localitzada, mediada per mi-
croglia, cél-lules de Muller i cél-lules
endotelials, que al seu torn provoca
dany a la UNV i una neurodegenera-
cio posterior”®". L’activacio glial i la
posterior alliberacié de citocines pro-
inflamatories i apoptotiques i factors
angiogénics és un dels mecanismes
subjacents més importants d’aques-
ta neuroinflamacié prolongada, que
exacerba l'estrés oxidatiu i el dany
neurovascular retinia”'2,

Les cél-lules Treg s6n un component
clau del sistema immune adaptatiu i
juguen un paper vital en la tolerancia
immune gracies a les seves potents
propietats
Les cél-lules Treg migren als teixits i

immunosupressores'®15,

redueixen la inflamacio, suprimint al-
tres cél-lules immunes adaptatives o
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innates'. En els darrers anys, s’han
descobert noves funcions de les Treg
més enlla de les seves propietats re-
guladores immunes, amb una creixent
evidencia de les funcions regenerati-
ves i neuroprotectores de les Treg en
diversos teixits, incloent el sistema
nerviés central (SNC). Les cel-lules
Treg promouen la remielinitzacié en
models d’esclerosi multiple (EM)'S,
mentre que en la malaltia d’Alzhei-
mer (EA) i la malaltia de Parkinson
(MP), les Treg restauren ’lhomeostasi

i prevenen el deteriorament cognitiu
(DC) eliminant neuroimmunogens,
polaritzant la microglia, modulant els
astrocits i restaurant la funcié neuro-
nal normal™', A més, 'augment de
la produccio d’interleucina (IL)-2 per
part dels astrocits per expandir local-
ment el nombre de Treg al SNC pre-
vé danys inflamatoris i facilita la re-
paracié després d’'una lesié cerebral
traumatica i del deteriorament cogni-
tiu associat a I'edat'”'8.

Donades aquestes funcions neuro-
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A, Diagrama del régim 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, Quantificacio de cél-lules Treg FOXP3+ CD4+ en ratolins db/db i els seus homolegs dby/+, expressades com a percentatge del total de céllules CD4+ en

sang.

G, Cellules Treg FOXP3+ CD4+ mesurades en sang 4-5 setmanes després del primer tractament amb IL-2/anti-IL-2 o control isotip.

D, Quantificacio esplénica de céllules Treg FOXP3+ CD4+ al final de I'experiment.

E. Grafic citomgtric que mostra la proporcid de Treg Foxp3+ dins de les cél-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 poblacio CD4+ a la retina de ratolins de control db/+, ratolins db/db tractats amb

isotip, i ratolins diabétics amb expansio de Treg, amb dades de 4-7 animals.

G, Quantificaci de cel-lules FOXP3+ CD4+ a la retina de ratolins db/+ i db/db que van rebre IL-2/anti-IL-2 o l'sotip (mitjana + s.e.m., n=3-7, *p<0,05; ANOVA

d'una via després de conversid arcsin).

Figure 2: Efectes en I'estat de la diabetis derivats de I'expansio de Treg.

B

A-C, Mesures metaboliques en ratolins mascle.
A, Mesura dels nivells de glucosa en els diferents grups de ratolins mascle

B, Determinacid de I'HbA1C en la sang dels diferents grups de mascles estudiats.

C, Determinacio per ELISA de la insulina (ng/mL) en el plasma de ratolins db/+ mascles, db/db diabétics i db/dh que van rebre I'expansio de Treg. n=4-6. Dades
expressades com a mitjana + s.e.m. *p<0,06 ** p<0,01; *** p<0,006; **** p<0,001, ANOVA d'una via seguit de la prova de comparacié multiple de Tukey.
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protectores, pro-regeneratives i im-
munomoduladores, els efectes be-
neficiosos de I'expansio de les Treg
estan actualment sota investigacio
en nombrosos assajos clinics per a
EA, MP o EM'. Atés que la immuno-
modulacié juga un paper significatiu
en la patogénesi de la RD, és plau-
sible que I'expansié de les Treg tam-
bé pugui ser beneficiosa en aquesta
malaltia neurodegenerativa’™.

Aqui, proporcionem evidéncia experi-
mental que I'expansio de les Treg en
les primeres etapes de la T2D resca-
ta la patologia retiniana associada a
la T2D, prevenint la neurodegenera-
Cio retiniana i la gliosi reactiva, i re-
duint l'activacié de I'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 estrategia tera-
peutica per tractar aquesta greu com-
plicacié de la diabetis.

MATERIALS
| METODES UTILITZATS

L’expansié de Treg es va aconseguir
co-injectant IL-2 recombinat de rato-
li amb anticossos monoclonals an-
ti-IL-2 (19) o el seu isotip en ratolins
db/db, un model establert de T2D. Els
ratolins diabétics mascle db/db (BKS.
Cg-Dock7m +/+ Leprdb/J) i els seus
homolegs no diabétics de control
(db/+; BKS.Cg-Dock7m + Leprdb/+)
es van adquirir de Charles River La-
boratories (Calco, Italia) a les 6 set-
manes d’edat per a les experiéncies.
El receptor de leptina mutat que pre-
senten els ratolins db/db doéna lloc a
un fenotip de T2D induit per I'obe-
sitat. Aquest model és el més uti-
litzat per a T2D a causa de la seva
semblangca amb les caracteristiques
cliniques en humans. L’expansio de
Treg es va confirmar mitjangant ci-
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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 I'efecte de les
Treg sobre les neurones retinals i la
unitat neurovascular (NVU), es va
utilitzar immunohistoquimica contra
Cone-Arrestin (CA), PKCa, sinapto-
fisi; ChAT (colina acetiltransferasa) i
TH (tirosina hidroxilasa), per detectar
neurones amacrines colinérgiques i
dopaminérgiques respectivamente;
GFAP, Iba-1, calbindina, Brn3a (per
cél-lules ganglionars), isolectina B4 i
albumina (per a la filtracié en la vas-
culatura). Els nivells de VEGF retinal
es van mesurar mitjangcant un assaig
immunologic basat en beads magne-
tics, i es van analitzar NLRP3, Casp1
i IL-18 mitjangant Western Blot en ho-
mogenats retinals.

RESULTATS

Els ratolins db/db tenen una

disminucid sistémica i retiniana

en les proporcions de Treg que

es recuperen després de I'expansio
sistemica.

A causa de la manca de consens so-
bre l'alteraciéo del nombre de cél-lu-
les Treg en pacients amb T2D-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 cel-lules
Foxp3+CD4+ dins dels seus limfocits
CD4+T en comparacié amb els seus
homolegs de control, els animals db/+
(Figura S1B). Per superar aquesta
disminucié, vam expandir sistémica-
ment les Treg endogenes seguint el
protocol de Webster et al.’®, amb mo-
dificacions menors (Figura 1A). Vam
confirmar I'expansio de les Treg des-
prés del tractament amb IL-2/mAb
IL-2 en sang, 4-5 setmanes després
de la injeccio inicial (a meitat del
tractament) (Figura 1C) i 9 setmanes

després de I'’experiment (punt final de
I'experiment) (Figura 1D).

Tenint en compte que els nivells de
Treg en la retina sana sén molt bai-
x0s?%, vam determinar si I'impacte de
’expansié de les Treg era detectable
en la retina. Tal com es va descriure
per ales Treg perifériques, els ratolins
db/db van mostrar una disminucié de
la proporcié de Treg i del nombre de
Treg dins de la poblacié de cél-lules
T CD4+ alaretina. De manera similar
a la sang i la melsa, malgrat que es
troben en nombre reduit, tal com s’ha
descrit anteriorment?, I'expansié sis-
témica de Treg mediada per IL-2 tam-
bé va ser efectiva a la retina?* (Figura
1E-G).

Un cop confirmada I'expansio local i
sistémica de les Treg, vam voler de-

terminar si I'expansio sistémica de
Treg en ratolins db/db tenia alguna
consequéncia en el control meta-
bolic, incloent hiperglucémia, HbA1c
i nivells d’insulina a la sang. L'ex-
pansié de Treg no va canviar signi-
ficativament aquests parametres en
ratolins mascle (Figura 2A-C, respec-
tivament).

Aquests resultats suggereixen ferma-
ment que els efectes observats a la
retina dels ratolins mascle soén inde-
pendents de qualsevol canvi en l'es-
tat diabétic dels animals. En canvi,
es poden atribuir als papers immuno-
supressors i neuroprotectors de les
cél-lules Treg a la retina. Tot i aixo,
no podem descartar que un régim de
tractament diferent o un altre enfo-
cament amb Treg pugui influir en el

Figura 3: L'expansio de Tregs limita la neurodegeneracié en la RD

€ PHOTORCCOPTORS

F  AMACRINE CELLS

T RETINAL GANGLION CELLS

A-B: Analisi 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 pm. n = 4-6 ratolins
C-E: Immunotincié dels fotoreceptors a I'ONL (C). Quantificacio de nuclis DAPI+ (D) i fotoreceptors cons (E). Barra d'escala = 26 ym. n = 4-5 ratolins.

F-H: Immunotincié de cél-lules amacrines ChAT+ (verd) i TH+ [porpra).
G-H: Quantificacio de somes ChAT+ (B) i TH+ (C) per mm de retina

I-J; Immunotincid i analisi 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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Figura 4: Animals amh expansid de Treg presenten caracteristiques inflamatories reduides relacionades amb la RD.

B

ba 1"

PL

NFL/GCL

P erumn
s

[
am
Isatype
Treg

A
c
l - .

A-D: Analisi de cél-lules microglials IBA-1+ i cél-lules de Miller GFAP+ mitjancant immunofluorescencia. Imatge representativa de cél-lules microglials

(A) (IBA-1+, vermell) i cél-lules de Miller gliotiques (fibres GFAP+, vermell) (barres d'escala = 50 pm)

B: Anlisi quantitativa del nombre total de cél-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 multiples de Tukey.

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

Fundus Flucrescein

Angiography images

db/db ISOTYPE

NFL/GCL

G = D -
£ P ™
2 4 £ A
H 5 1w : "
#° ¥
i g 100 3
i ;.5” ' =
2 LI 5
i §8 F
2

A: Imatge de fons amb fluoresceina (fluoresceina sodica) de db/+, db/dbi db/db tractats amb IL-2/anti-IL-2 0 el seu isotop, amb una imatge ampliada en groc
que indica la tortuositat vascular en animals db/db.

B-D: Imatge i quantificacid de la filtracio de la barrera retiniana mitjangant tincid d'isolectina 4 (verd) i albimina (vermell). Quantificacid del nombre de punts de
filtracio per mm de retina (C) i la mida mitjana dels punts de filtraci (D). Barres d'escala: 25 um. n=4-8 (B) i n=3-6 (C)

E: Quantificacid de la concentracid de VEGF a la retina, normalitzada al total de proteina. n=4-5. Dades presentades com a mitjana  s.e.m. *P < 0,05; **P < 0,01
ANGVA unidireccional seguida de la prova de comparacions multiples de Tukey.

L\

control metabodlic o fins i tot en el curs
de la T2D i les seves complicacions
associades.

L'expansid de Treg prevé la
neurodegeneracid retiniana

en ratolins db/db

A continuacid, vam intentar deter-
minar si I'expansio de Treg recupe-
rava els canvis en la patologia reti-
niana caracteristics dels ratolins db/
db. Com s’ha descrit anteriorment?®,
I’'analisi histoldogica amb hematoxili-
na-eosina va identificar una disminu-
ci6 significativa del gruix total de la
retina en ratolins db/db no injectats
i en els seus controls/isotips, pero
aquesta disminucié no es va obser-
var en els animals que van sotme-
tre’s a I'expansio de Treg. Els canvis
en el gruix retini dels ratolins db/db
semblaven deure’s principalment a
una disminucié del gruix de la capa
plexiforme interna (IPL) i la capa nu-
clear interna (INL) en els animals no
injectats i els diabétics isotip, men-
tre que en els ratolins db/db que van
passar per I’expansié de Treg no hi
va haver una pérdua significativa del
gruix de I'lPL o de I'INL, i les capes
retinianes apareixien similars a les
dels ratolins no diabétics db/+ (Figu-
ra 3 A-B).

Esta ben establert que la visio alte-
rada associada a la RD en ratolins
db/db esta relacionada amb patolo-
gia neurodegenerativa, incloent la
perdua de fotoreceptors, ceél-lules
amacrines i cel-lules ganglionars
retinianes (RGC) . Aixi, per deter-
minar I'efecte de I'expansio de Treg
en aquestes poblacions neuronals
retinianes definides, vam examinar
els canvis en el nombre total de fo-
toreceptors (files de cel-lules DAPI+)
en I'ONL i el Cone Arrestin (CA) (Fi-
gura 3C-E). Vam observar una dis-
minucio significativa en el nombre
total de fotoreceptors tant en els
animals diabétics no injectats com
en els injectats amb isotip, que no
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es va observar en els animals que
van passar per I'expansio de Treg.
En observar els fotoreceptors en
con, vam notar una reduccio lleu
pero 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 I'expansio de Treg.
Aquests resultats suggereixen que
la reduccié dels fotoreceptors obser-
vada en animals diabétics, tant no
injectats com injectats amb isotip, i
absent en animals amb expansio de
Treg, pot estar més relacionada amb
els fotoreceptors en basto.

Per abordar possibles canvis cel-lu-
lars vinculats a la neurodegeneracio
en la RD, a continuaci6 vam exa-
minar les interneurones retinianes.
Les alteracions eren evidents en les
cél-lules amacrines dels animals db/
db (Figura 3F-H). Vam observar una
disminucio en el nombre de somes
ChAT+ (Figura 3F, panell superior, i
3G) i TH+ (Figura 3F, panell inferior, i
3H), que representen respectivament
les cél-lules amacrines colinergiques
i dopaminérgiques. Els animals dia-
bétics que van passar per I'expan-
si6 de Treg van mostrar un nombre
significativament més alt de cél-lules
amacrines ChAT+ i TH+, similar als
numeros observats en els ratolins
db/+ (Figura 3A-C).

Finalment, vam examinar les alte-
racions en la capa de cel-lules gan-
glionars retinianes (GCL) a causa
de I’expansio endogena de Treg en
animals amb T2D (Figura 3l, J). Tal
com es va descriure anteriorment,
els ratolins db/db no injectats pre-
sentaven menys RGC Brn3a+ en
comparacio amb els ratolins db/+ no
diabétics. Aquesta disminucié tam-
bé es va observar en els ratolins db/
db tractats amb isotip, mentre que
’expansio de Treg va mostrar un
augment significatiu en el nombre
de RGC Brn3a+, portant els nume-
ros fins als dels ratolins db/+ no dia-
betics (Figura 31, J).

L'expansié de Treg redueix la gliosi

A continuacio, vam estudiar les con-
sequéncies de I'expansié de Treg
en la microglia i les cél-lules de Mu-
ller, que sén responsables d'iniciar i
perpetuar la inflamacié en la RD%*?%7,
Com s’esperava, vam trobar un nom-
bre augmentat de cél-lules micro-
glials IBA-1+ en els animals diabétics
no injectats i tractats amb isotip, en
comparacié amb els controls no dia-
bétics. L'expansio de Treg va reduir
significativament les cél-lules micro-
glials IBA-1+ a la retina db/db, fins a
nivells comparables als controls no
diabétics (Figura 4A-B).

L’augment de I'expressid de la pro-
teina acida fibril-lar glial (GFAP) com
a resposta a la gliosi reactiva és un
dels signes més primerencs i promi-
nents de I'activacio de les ceél-lules
de Miller en la RD. Els ratolins db/
db sotmesos a I’expansié de Treg van
mostrar una reduccio significativa en
el nombre de filaments GFAP+ que
creuaven la IPL, en comparaciéo amb
els animals db/db no injectats o trac-
tats amb isotip (Figura 4C-D).

L'expansio periférica de Treg

millora la vasculopatia de

la retinopatia diabética

Dany vascular és una caracteristica
distintiva de la RD. Per investigar-ho,
vam realitzar angiografia de fons d’ull
in vivo amb fluoresceina sdédica, 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 caracteristica reflecteix
la patologia vasodegenerativa de la
RD?8, perd va estar absent en els ra-
tolins db/db que van passar per I'ex-
pansio de Treg (Figura 5A).

Per determinar si es veia afectada la
barrera hemato-retiniana interna, tal
com es va descriure préviament en
ratolins db/db'22°, vam realitzar im-
munotincions amb isolectina B4 i al-
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bumina, seguides de la quantificacié
del nombre i la mida de les arees de
fuga, que reflecteixen zones on l'albu-
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 I'isotip mostraven diverses arees
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 arees de
fuga. Aquests resultats indiquen que
'expansié de Treg millora la ruptura
de la barrera hemato-retiniana indui-
da per la diabetis.

DISCUSSIO | CONCLUSIONS

Aquest estudi va revelar una reducci6
significativa de les Tregs en ratolins
db/db, un model de T2D caracteritzat
per hiperglucémia, resisténcia a la
insulina i etapes primerenques de la
RD. L’'expansio sistémica de Tregs va
incrementar la seva preséncia a la re-
tina i va prevenir de manera efectiva
caracteristiques clau de la RD, com
la pérdua neuronal, l'activacié glial
i la fuga vascular. Cal destacar que
aquests efectes protectors eren inde-
pendents de qualsevol millora meta-
bolica, cosa que subratlla el potencial
dels Tregs com a estratégia immuno-
moduladora per mitigar la disfuncié
de la unitat neurovascular i el dany
retinés associat a la RD.

La inflamacié de baix grau és un fac-
tor clau en la patogénesi de la T2D,
cosa que ha motivat investigacions
sobre el paper dels Tregs. Si bé es-
tudis anteriors indiquen una disminu-
ci6 dels Tregs en pacients amb T2D,
alguns suggereixen un desbalance
entre les cel-lules Tregs i les cél-lu-
les Th17 o una funcionalitat reduida
dels Tregs. En el nostre estudi, els
ratolins db/db presentaven menys
cél-lules Tregs periferiques CD4+C-
D25+Foxp3+ en comparaci6 amb
els ratolins no diabétics, reforgant la
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rellevancia d’aquest model per a la
T2D humana. L'expansié6 de Tregs
va prevenir I'adelgament retinds, la
perdua neuronal i la neuroinflamacio
mitjancant la disminucié de la gliosi
de la microglia i cél-lules de Miiller i
per tant, de les possibles respostes
inflamatories derivades de I'activa-
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INTRODUCCIO
MIGRANYA | TRACTAMENT

La migranya és una cefalea primaria
incapacitant comu i el motiu neurologic
de consulta més frequient amb una pre-
valenca l'any 2019 de 14.500 casos
per 100.000 habitants arreu del moén 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 dones™.

Segons la classificacio de la IHS
(International Headache Society)', 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 esporadiques) i la migranya
cronica.

El dolor migranyos s’origina per
I'activacio del sistema trigeminovascu-
lar (STV) que allibera peptids vasoac-
tius, com el péptid relacionat amb el
gen de la calcitonina (CGRP), espe-
cialment rellevant per la seva accid
vasodilatadora i facilitadora de la noci-
cepcid, amb nivells elevats tant durant
les crisis, com entre elles, en el cas de
la migranya cronica®.

El tractament de la migranya es
basa en la deteccio de factors des-
encadenants, tractament simptoma-
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tic, tractament preventiu i control de
la cronificacié. El tractament simp-
tomatic redueix la intensitat del dolor
i altres simptomes amb AINEs, anal-
gesics com metamizol i triptans per
a crisis lleus o moderades. El trac-
tament preventiu busca disminuir
la freqiencia de crisis i millorar la
resposta al tractament, utilitzant me-
dicaments com antiepiléptics (topi-
ramat), betablocadors (propranolol,
metroprolol), antidepressius (ami-
triptilina) o toxina botulinica, d’entre
altres, per a la migranya cronica’8°.
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’accio, I'erenu-
mab, actua unint-se al receptor del
CGRP, de manera que hi competeix
de forma potent i especifica. En can-
vi, el fremanezumab i el galcanezu-
mab, s’uneixen directament al péptid
CGRP, inhibint aixi la seva activitat
biologica®®.

Programa d’Harmonitzacio
Farmacoterapéutica

El Programa d’Harmonitzacié Far-
macoterapéutica (PHF), creat per
garantir 'accés equitatiu als medica-
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ments dins el Sistema Sanitari Integral
d’Utilitzacio Publica de Catalunya (SIS-
CAT), gestionat pel CatSalut, avalua
I'eficacia, la seguretat i l'impacte
econodmic dels medicaments, redac-
ta recomanacions i estableix criteris
d’ds harmonitzats. També promou
mesures per a la implementacio
optima i en fa el seguiment pressu-
postari, aixi com del compliment cli-
nic i dels criteris establerts, retroali-
mentant el procés'". Per gestionar
i implementar el PHF, es van crear
tres entitats principals: la Comissio
Farmacoterapéutica per al SISCAT
(CFT-SISCAT), el Consell Assessor
de Medicacio Hospitalaria (CAMH) i
el Consell Assessor de Medicacié de
I’Atencio Primaria i Comunitaria i Es-
pecialitzada (CAMAPCE)".

El Registre de Pacients i Tracta-
ments dels Medicaments Hospitalaris
de Dispensacio Ambulatoria (RPT-MH-
DA) es va crear el 2011 per mesurar els
resultats en salut mitjangant la recollida
de dades sobre I'efectivitat i seguretat
dels tractaments. Les dades es recu-
llen en tres nivells: informacié basica
del pacient, variables cliniques d'inici
i de seguiment fins a la finalitzacio del
tractament. Aquestes variables son
consensuades dins PHF per assegurar
una avaluacié adequada' 2. En el cas
del tractament profilactic de la migranya,
el PHF inclou els anticossos erenumab,
fremanezumab i galcanezumab, definint
els criteris d’inici, seguiment i disconti-
nuacié del tractament, aixi com les va-
riables cliniques requerides’®.

OBJECTIUS

Aquest treball t¢ com a princi-
pal objectiu caracteritzar la utilitza-
cio dels medicaments bioldgics en
els pacients amb diagnostic de mi-
granya cronica o episodica d'alta
freqiéncia a la practica clinica ha-
bitual a un hospital de tercer nivell.
Aixi, es pretén:

L\

» Descriure les caracteristiques dels
pacients amb tractament aixi com
I'efectivitat en la practica clinica habi-
tual de dades relativa a les variables
d’inici i seguiment clinic requerides
pel registre de pacients i tractaments
MHDA del CatSalut amb relacio a I'is
d’erenumab, fremanezumab i galca-
nezumab per al tractament profilactic
de la migranya.

* Analitzar el compliment dels criteris
clinics d'inici i seguiment d’erenumab,
fremanezumab i galcanezumab per al
tractament profilactic de la migranya
establerts pel CatSalut.

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

» Comparar els resultats obtinguts en
'us d’erenumab, fremanezumab i
galcanezumab procedents dels as-
sajos clinics amb la practica clinica
habitual.

MATERIALS | METODES

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

Es van incloure tots els pacients
amb diagnostic de migranya que, en
el moment de I'estudi, tenien prescrit
activament un medicament biologic a
la unitat d’atencié farmacéutica. Tam-
bé es van considerar dades sobre els
tractaments finalitzats per analitzar les
discontinuacions.

Les variables de l'estudi es van
classificar en sociodemografiques
(edat, sexe, i numero de pacient); re-
latives a la malaltia (diagnostic de mi-
granya, data del diagnostic, dies de
migranya al mes durant els 3 mesos
previs, i risc cardiovascular); relacio-
nades amb els medicaments biologics
(informacié sobre el tractament (codi
ATC, indicacid, data d’inici i fi, metge
prescriptor), tractaments profilactics

Figura 1. Flux de pacients subjectes a estudi.
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previs i concomitants (propranolol,
metoprolol, topiramat, amitriptilina, to-
xina botulinica, altres), adheréncia a
tractaments previs, risc cardiovascular
aterotrombotic (REGICOR), esdeveni-
ments cardiovasculars o cerebrovas-
culars previs i escala HIT-6 (escala per
mesurar I'impacte de la migranya en la
vida diaria)).

Pel tractament de les dades va
dissenyar una base de dades amb
el programa Excel per al registre de
la informacio. A la base de dades els
pacients van tenir assignat un numero
correlatiu que va quedar descrit com a
numero d’estudi. Les caracteristiques
basals del pacient es van descriure en
termes de nombre i percentatge per a
les variables categoriques i de mitjana
i desviacié estandard, o mitjana i rang
interquartilic, per a les variables con-
tinues, depenent de les distribucions.

RESULTATS

Es van analitzar les dades extre-
tes el 30 de gener de 2023 sobre I'is
d’erenumab, fremanezumab i galcane-
zumab per al tractament profilactic de
la migranya, seguint els criteris del Re-
gistre MHDA i I'acord de la CFT-SIS-
CAT™. 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 I'estudi
de variables cliniques 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 profilactic previ i con-
comitant més freqlient va ser la toxi-
na botulinica en un 81,2% (n=242) i
26,8% (n=80), respectivament. L'ad-
heréncia a tractaments previs va ser
del 89,9% (n=268) .

En l'estudi del risc cardiovascular
aterotrombotic calculat amb REGI-
COR un 98,3% (n=246) van presentar
un risc cardiovascular baix (inferior a
5%). E1 95,9% (n=282) no van presen-
tar esdeveniments cardiovasculars o
cerebrovasculars previs.

La mitjana de les puntuacions en
'escala HIT-6 va ser de 67,0 (6,0). El
95,7% (n=243), va patir un impacte im-
portant amb una puntuacié 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 diferencia de -6,3 (6,5) mi-
granyes/mes. Ameés, 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
'escala HIT-6 al seguiment al cap de
3 mesos va ser de 58,9 (8,5), si es
compara amb linici, que va ser de
66,2 (6,3), la diferéncia és de -7,3
(9,8) punts. El 67,2% (n=80), va patir
un impacte important amb una puntua-
Cio 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 discontinuacid

Els motius principals de dis-
continuacid van ser la pérdua de
resposta  (67,7%),
ceptable (9,0%) i la decisié del pa-
cient (5,3%). Altres causes inclouen

toxicitat inac-

Taula 1. Compliment dels criteris clinics d'inici segons tipus d'anticos.

Fremanezumah Erenumah Galcanezumah

[n=214) [n=48) [n=25)
Igual o més de 8 migranyes/mes 168 (78,6%) 41(85.4%) 20(80,0%)
No han respost a almenys 3 classes ) ) 0
diferents de tractaments profilactics 126 (56,5%) 3B(79.2%) 17168.0%)
Han estatadhe‘rentsavtracta— 193 (90.2%) 14917%) 22(88,0%)
ments preventius previs
Total complidors de I'acord 104 (48,6%) 30 (62,5%) 12(48,0%)

Taula 2. Compliment dels criteris clinics de seguiment segons tipus d’anticos.

Anticossos monaclonals (n=107)

Fremanezumah

Erenumah Galcanezumah

(n=85) [n=18) [n=4)
Complidors (Reduccid ; ; ’
migranya =50%) Si No Si No Si No
61(718%) 24(282%) 11(611%) 7(389%) 1(25,0%) 3(75,0%)
(n=24) (n=7) [n=3)
Complidors (Reduccid migranya ’ ’ ’
= 50%i disminucid HT-6) S o S o ’ o
3(12,5%) 21(875%) 0(0,0%) 7(100,0%) 0(0,0%) 3(100,0%)
Total complidors de I'acord 64 (75,3%) 21(24,7%) 11(61,1%) 7(38,9%) 1(25,0%) 3(75,0%)
y/ |

18 / Circ. Farm. 2025 vol. 83 Especial Premis i Beques 2024 / Col-legi de Farmacgutics de Barcelona



la pérdua de seguiment (4,2%), em-
baras i trasllat (3,2% cadascun), man-
ca d’adherencia (1,6%) i comorbiditats
o interaccions (0,5%). També es van
registrar altres motius (5,3%), com
la remissio (experimentada per 5 pa-
cients), empitjorament de la malaltia,
mala tolerancia i un cas d’anemia he-
molitica amb insuficiéncia renal aguda.

Compliment dels criteris de I'acord

Un 50,9% (n=146) dels pacients
complia els criteris d’inici de tracta-
ment. Un 79,8% (n=287) presentava
migranya episodica o cronica amb
més de 8 migranyes/mes. Un 90,2%
(n=259) complia el criteri d’adherén-
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-
tractats amb fremanezumab,
el 62,5% (n=30) amb erenumab, i el
48,0% (n=12)
complien aquests criteris. Cap pacient

cients

amb galcanezumab

presentava un risc cardiovascular ele-
vat amb una puntuacié 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 son 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%
0 més els dies de migranya al mes i
disminueixen la discapacitat amb al-
menys una categoria en I'escala HIT-
6. Aixi, un 71,1% (n=76) dels pacients
avaluats va presentar una resposta
adequada al tractament.

DISCUSSIO

Un 89,6% dels pacients amb mi-
granya en I'RPT eren dones, una dada
esperada ja que la migranya afecta
més les dones (16%) que els homes
(7%)*. A més, I'edat mitjana dels pa-
cients inclosos era de 48,1 anys, que
coincideix amb I'edat on la malaltia és
més prevalentt.El fremanezumab va
ser el més utilitzat (72,5%) degut pro-
bablement a la seva posologia trimes-
tral més comode per al pacient®®.

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-

Taula 3. Paral-lelismes de I'RPT amb els assajos clinics segons anticos monoclonal

Fremanezumah

Erenumah Galcanezumab

HALO EM HALO RPT
K]

20120295 RPT REGAIN RPT

Dosi (mg/mes) 225/ 675/ 675/ 675/
205/ PBO/ 225/ PBO/
225 PBO 225 PBO

70 140 - 120 240

290 291 39 376 1221

Pacients (n) 852

903

182 42

Edat (anys) 18-70 1870 1870 18-70

18-76

18-65 1865 2778 18-65 18-65 22-69

Reduccid DMM 1 37 34 - - 62

-66 66 -16 48 -46 37

Reduccié = 477 444 376 408 78
50% migranya/
mes (%) 2

399 412 611 216 215 250

Reduccié HIT-6 - - 64 68 74
(punts) 3

L\

glients van ser la toxina botulinica, el
topiramat i I'amitriptilina, que sén els
que presenten una eficacia superior
en la reduccié del nombre de cefalees/
mes® que és de -2 (-2,8 a -1,1), -1,1
(-1,9a-0,7)i-1,2(-1,7 a -0,8), respec-
tivament.

L'adheréncia als tractaments va
ser positiva en un 89,9% (n=298) dels
casos, i el risc cardiovascular moderat
només es va observar en I'1,3% (n=5)
dels pacients mentre que el 4,2%
(n=12) havia patit
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 puntuacio
inferior a 55, i d’aquests, 10 pacients
havien estat tractats préviament amb
un altre anticds monoclonal, cosa que

esdeveniments

podria explicar les seves puntuacions
més baixes.

Les dades de seguiment dels pa-
cients s’han analitzat Unicament des-
prés de 3 mesos de tractament amb
fremanezumab, erenumab o galcane-
zumab, observant-se una reduccié mi-
tjana de 6,3 dies de migranya al mes i
una disminucio de 7,3 punts en la dis-
capacitat mesurada per I'escala HIT-6.
Un 62,4% (n=102) dels pacients podria
considerar la discontinuacié del tracta-
ment per remissio de la migranya se-
gons els criteris de I'acord®. Un total de
5 pacients van experimentar una remis-
si6 completa. EI compliment dels crite-
ris de I'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 'asma
greu no controlada™, sent en aquest
cas del 63,5% (n=255) i del 61,6%
(n=168) segons el tipus d’anticos.

La comparacio entre els resultats del
RPT i els assajos clinics aleatoritzats
(ACA) per fremanezumab, erenumab i
galcanezumab s’ha basat en els estudis
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inclosos en linforme técnic del PHFS.

Fremanezumab i erenumab van regis-
trar una reduccio superior en els dies de
migranya al mes (DMM) en el RPT (-6,2
i -7,6, respectivament) en comparacio
amb els ACA (-3,7 i -3,4 per al fremane-
zumab, -6,6 per a 'erenumab). Tanma-
teix, el galcanezumab va obtenir una re-
duccié menor en el RPT (-3,7) comparat
amb els ACA (-4,8 i -4,6). Pel que faa la
reduccid de la migranya 250%, el frema-
nezumab i 'erenumab també van mos-
trar millors resultats en el RPT (71,8% i
61,1%, respectivament) en comparacié
amb els ACA (47,7% i 44% pel fremane-
zumab i 39,9% i 41,2% per 'erenumab),
mentre que el galcanezumab va obtenir
un resultat inferior (25,0%) respecte als
ACA (27,6% i 27,5%). Quant a la reduc-
ci6 en l'escala HIT-6, el fremanezumab
va presentar una disminucio superior en
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Tractament del cancer de mama en
pacients embarassades mitjancant
la utilitzacié de doxorubicina
encapsulada en nanoparticules

INTRODUCCIO

S’estima que el cancer afecta 1
de cada 1000 a 1500 embarassos.
No obstant, aquesta incidéncia esta
creixent donat 'augment d’edat ges-
tacional de les dones'. A causa de la
potencial toxicitat dels tractaments ac-
tuals per al fetus, les pacients emba-
rassades experimenten una limitacio
important de les seves opcions tera-
peutiques. D’entre totes, la cirurgia és
I’dnic tractament recomanat durant tot
'embaras?. La quimioterapia només
esta indicada entre el segon trimestre
i les setmanes prévies al part. S’admi-
nistra Unicament a pacients que pa-
teixen una progressioé agressiva, on el
benefici és superior al risc d’exposicio
del fetus als farmacs?®. En cas contrari,
es prefereix retardar el tractament far-
macologic fins després del part. Aixo
exposa a les pacients a una lliure pro-
liferacio del tumor fins a etapes més
avancades de la malaltia, fent que el
tractament hagi perdut efectivitat en
el moment que s’administra®4. A part
de la toxicitat intrinseca d’aquests far-
macs, un altre risc associat és el retras
del creixement intrauteri®. Aixo 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 futur®. Per aixo, és
d’alta importancia la recerca de tracta-
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ments dirigits, que siguin més eficagos
sense causar toxicitat ni al fetus ni a
la mare.

Els sistemes d’administracié de far-
macs es presenten com a una solucio
per a reduir els efectes secundaris de
la quimioterapia. Al llarg dels anys,
han demostrat ser eficagos en millorar
la seguretat i I'eficacia dels farmacs,
dirigint-los cap a la diana terapéeutica
i evitant la seva acumulacié en teixits
sans’. En terapies oncoldgiques, les
nanoparticules polimériques (NP) son
un dels possibles sistemes a utilitzar
per a I'encapsulacié dels farmacs. Es
constitueixen de polimers biocompa-
tibles i biodegradables, que poden ser
metabolitzats i eliminats completament
per l'organisme, prevenint-ne la seva
acumulacié i evitant qualsevol toxici-
tat associada. A més, l'augment de
permeabilitat capil-lar en la regié tu-
moral permet 'acumulacié d’aquestes
terapies en el tumor sense la necessitat
d’incorporar una vectoritzacié especi-
fica”®. S’han descrit diversos sistemes
d’alliberament de la doxorubicina (DOX)
en bibliografia incloent liposomes, exo-
somes i NP, entre d’altres®. 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 embarassades’®. Davant aquest
paradigma, l'objectiu d’aquest treball
ha sigut desenvolupar i implementar
una estratégia efectiva i segura per es-
tablir les bases de futurs tractaments
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S'ha demostrat per
orimera vegada lefecte de
diferents concentracions
delectrolits sobre
les propietats de
nanoparticules formulades
mitjancant el sistema de
doble nana-emulsio.

del cancer durant 'embaras, basats en
sistemes d’alliberament controlat del
farmac quimioterapéutic, amb I'objectiu
d’'optimitzar l'eficacia dels tractaments
mentre s’assegura el desenvolupament
sa dels nounats.

EXPERIMENTAL

Materials i linies 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 cel-lules 4T1 i IMAECs es van
adquirir d’ATCC i d’'un col-laborador?,
respectivament. Ambdues es van man-
tenir en DMEM suplementat amb 10%
(viv) de FBS, 1% (v/v) de Penicilli-
na-Estreptomicina i 1% (v/v) de L-gluta-
mina. Es van cultivar a 37 °C, amb 5%
de CO2 i 95% d’aire atmosferic fins al

80% de confluéncia.

Métodes
Estudi de la solubilitat
i dimeritzacic de la DOX:

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

solucio i es va analitzar visualment. La
DOX dissolta en solucions aquoses amb
diferents concentracions d’electrolits es
va mesurar amb un dispersor de llum
dinamic (DLS, ZetaSizer NanoZS, de
Malvern Co. Ltd., Regne Unit), equipat
amb un laser de llum vermella He—Ne
(A =633 nm). La taxa de recompte deri-
vada es va representar com a intensitat
(unitats arbitraries), a 90°, i 25°C.

Preparacio de nano-emulsions i NP po-
limériques:

Les emulsions plantilla d’aigua,-en-
oli-en-aigua, (W,/O/W,) es van formular
mitjancant el metode d’homogeneitza-
ci6 a alta velocitat seguit del métode de
composicio per inversio de fases (PIC).
Primer, es va formar la nanoemulsi6 in-
versa W,/O [DOX en solucié aquosa (W,
10%pv) / 1%pv Pluronic F-127® com a
tensioactiu (S,) i 4%pv PLGA en acetat
d’etil (O, 90%pv)] amb un homogeneit-
zador de rotor-estator a alta velocitat. La
DOX es va dissoldre a la concentracio
maxima de solubilitat. Ambdues fases
(W, i O) es van homogeneitzar durant 2
minuts a 30.000 rpm utilitzant I'Ultra-Tu-
rrax® T-10 Basic (IKA, Alemanya). Im-
mediatament, es va barrejar 'emulsio
amb Tween 809, preparant 'emulsié O/
W, [7,78% (W./O) / 0,88% Tween 80®
(S,) / en solucio aquosa 91,34% (W.,)]
afegint gota a gota W,,. Les nanoemul-
sions es van preparar amb set concen-
tracions diferents d’electrolits. Un cop
preparades, es va deixar evaporar el dis-
solvent organic durant 24 h a temperatu-
ra ambient (25 °C) amb agitacio constant
(200 rpm), permetent la formacio de NP
mitjangant el métode d’evaporacio del
dissolvent.

Determinaci del diametre hidrodinamic
i I'index de polidispersid i la carrega
superficial:

El diametre hidrodinamic mitja de
les gotes de nanoemulsio i de les NP
es va determinar mitjangant DLS (Ze-
taSizer NanoZS, de Malvern Co. Ltd.,
Regne Unit), equipat amb un laser de
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llum vermella He— Ne (A = 633 nm). Les
mesures es van realitzar sense diluir les
mostres (70 pL), a un angle de disper-
si6 de 173° a una temperatura cons-
tant de 25 °C, i amb 30 repeticions per
réplica. Les dades es van tractar amb
analisi de cumulants. El potencial zeta
(C) es va calcular a partir de la mobili-
tat electroforética aplicant I'equacio de
Smoluchowski'?'?2, Les mostres es
van diluir 1:1 amb solucions aquoses
que presentaven la mateixa concentra-
ci6 d’electrolits.

Determinacio estructural per Cryo-TEM:

La microscopia electronica de trans-
missio per criogenitzacié (cryo-TEM) es
va utilitzar per caracteritzar la mida i la
forma de la dispersié de NP en la condi-
cié més representativa (2,5 mM de PBS
tant per a NP carregades com no carre-
gades) usant un Jeol 1400.

Determinacid de l'eficiéncia
d’encapsulacio:

L'eficiencia d’encapsulacié (EE) de
la DOX en les NP (NPs) es va deter-
minar mitjangant el metode d'ultrafiltra-
cio, utilitzant Amicon® Ultra de 0.5 mL
- 50K (Merck Millipore, EUA). A conti-
nuacio, les mostres es van mesurar per
espectrofotometria utilitzant el lector de
plagues Infinity® M Plex (Tecan), a la
longitud d’'ona d’excitacié de la DOX (A =
485 nm),. Els resultats es van expressar
com el percentatge %pv de la quantitat
total de DOX carregada per a I'eficiéncia
d’encapsulacio (EE), aplicant la formula:
EE(%) = [(DOXtotal — DOXlliure) / DOX-
total] - 100%

Determinacid de la citotoxicitat
per analisi MTT:

La viabilitat cellular es va ava-
luar mitjangant I'assaig colorimétric 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)%. Es van avaluar dues linies
cel-lulars: 4T1 i IMAECs, seguint els
protocols habituals de la bibliogra-
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fia'e,
Determinacié de la hemalisi:

La hemocompatibilitat es va ava-
luar mitjangant un assaig de hemoli-
si amb globuls vermells, proporcio-
nats amablement pel Banc de Sang i
Teixits (protocols étics aprovats CER_
URL_2019_2020_016 i 200039) se-
guint protocol habitual®.

Estudis de localitzacié subcel-lular:

La captacié de DOX i de NPs carre-
gades amb DOX es va avaluar aprofi-
tant les propietats fluorescents de DOX
(Aexcitacié = 485 nm; Aemissio = 590
nm) en la linia cel-lular 4T1. Les cél-lu-
les es van fixar amb solucié 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 tamp¢ i finalment, es van fixar els
cobreobjectes amb Fluoromount®. Les
cel-lules es van observar amb un mi-
croscopi de fluorescéncia confocal de
laser (Leica SP8) amb lasers d’Argon
i He-Ne acoblats al microscopi invertit
DMI 6000. La localitzacio subcel-lular
de la DOX es va calcular comparant la
determinacio del senyal fluorescent en-
tre els nuclis i el citoplasma (n=6/cel-lu-
la). A continuacid, els resultats es van
comparar amb la citometria de flux i es
va establir el coeficient de Pearson.

RESULTATS I DISCUSSIO

La concentracié d'electrolits en el medi
influeix en les propietats fisicoquimiques
de les NPs

Les NP preparades amb DOX i
sense, van presentar un diametre hi-
drodinamic entre 200 i 350 nm, excep-
te per a una concentracié d’electrolits
0.5 mM, que van resultar en mides mi-
cromeétriques. El diametre real, estu-
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diat per Cryo-TEM, va resultar menor
(Figura 1). Un altre fenomen observat
va ser 'augment de 'index de polidis-
persitat (Pdl), que reflecteix I'index
d’heterogeneitat de la poblacid, per a
les NP carregades amb DOX a eleva-
des concentracions d’electrolits. Per
tant, amb les excepcions esmentades,
les NP es van considerar com a bones
candidates pels estudis de biocompa-
tibilitat.

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

A més, es va observar un augment
de carrega amb l'augment de concen-
tracio d’electrolits en el medi, fet que ja
s’havia observat per a les NP prepara-
des a partir d’'una emulsié simple'. La
incorporacio de DOX també va resultar
en un augment de la carrega. D’aquesta
manera, les NP carregades amb DOX,
preparades a una elevada concentracio
d’electrolits, van presentar una carrega
propera a 0, adequada per a poder con-
trolar selectivament la seva interaccio
cel-lular.

Totes les NP carregades amb
DOX van mostrar una eficacia d’en-
capsulacié igual o superior al 50%,
amb un valor maxim del 66.5% per
a les NP preparades a concentracié
0 mM d’electrolit. Aixi doncs, la efi-
cacia d’encapsulacié obtinguda en
aquest estudi va ser similar a la d’al-
tres estudis encapsulant DOX mit-
jancant el metode de la doble nano-
emulsio’?1s,

L'avaluacio de les propietats fisi-
coquimiques de les NP va permetre
validar el metode de la doble nanoe-
mulsié com a adequat per a la prepa-
racio de NP polimériques carregades
amb DOX a diferents concentracions
d’electrolits. A més, estudis comple-
mentaris van demostrar que les NP
mantenien les seves propietats des-
prés de ser liofilitzades per al seu em-
magatzematge®.

Les NP polimériques prevenen la dimeritza-
cio de la DOX

Durant l'estudi de solubilitat de la
DOX a diferents concentracions d’elec-
trolits, es va observar que la solubilitat
disminuia drasticament a major con-
centracio d’electrolits (Figura 2). Aquest
fenomen ja s’havia descrit préviament
en literatura, i s’atribuia a la formacio
de dimers de DOX a concentracions fi-
siologiques d’electrolits que resultaven
en la precipitacié del farmac'”'®. L'estu-
di de dimeritzacio es va realitzar basat
en l'equacié Rayleigh-Gans-Debye per
a cada una de les dissolucions’®. Utilit-
zant técniques de dispersié de la llum,
es va analitzar la intensitat del senyal
emesa per cada mostra, que augmenta
proporcionalment amb la dimeritzacio.
L'analisi es va fer per a la DOX lliure i
les NP carregades amb farmac, a cada
una de les concentracions d’electrolit.

Els valors de I'analisi van revelar que
la intensitat del senyal, tant del farmac
lliure com les NP, augmentava amb la
concentracié delectrolits NP. Revelant
aixi que la dimeritzacio era directament
proporcional a la concentracié d’elec-
trolits. Tanmateix, es va observar que la
proporcié de DOX dimeritzada a mateixa
concentracié d’electrolits era menor en
les mostres de NP. Indicant que la formu-
lacié de DOX en NP era eficag per a pre-
venir la seva dimeritzacié. Aquest fet pot
tenir gran repercussio en la clinica ja que
la formacio de dimers i per tant, d’agre-
gats, impedeix la internalitzacio cel-lular
del farmac disminuint la seva eficacia®.

Figura 1. Micrografies de Cryo-TEM
d’una nanoparticula no carregada
amh doxorubicina (A - 173 nm) i una nanoparticula
carregada amh doxorubicina (B - 188 nm).
Escala =200 nm
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Les NP carregades amb DOX son hiocom-
patibles i aptes per a I'administracio in-
travenosa

La determinacié de la concentra-
cié minima inhibitoria (IC50) va re-
velar que la DOX era més toxica per
a les céllules tumorals (4T1, com a

model de cancer de mama) que per
a les cél-lules control (iIMAEC, com
a model de cél-lules epitelials). Fet
que es pot explicar pel major meta-
bolisme de les cél-lules tumorals i
consequentment, de la major interna-
litzacié de farmac. Es va demostrar
biocompatibilitat per a les NP prepa-

Figura 2. Aspecte visual de les dissolucions de DOX i NP carregades
amh DOX a diferents concentracions d'electrolit.
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Figura 4. Micrografies de microscopia confocal de internalitzaci de doxorubicina lliure
i en NP a concentracio d'electrolits 0.0 mM en cél-lules 4T1. Escala = 20 pm.
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rades a concentracions baixes i mit-
ges d’electrolits (0 mM a 5 mM). En
canvi, les NP preparades a concen-
tracions de 7.5 mM i 10 mM van re-
sultar toxiques degut a la gran quan-
titat de polimer introduit 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 'avaluacio de
la hemocompatibilitat.

Ambdods tipus de NP, amb i sense
DOX, preparades a concentracions
d’electrolit de 0 mM a 5 mM van re-
sultar hemocompatibles a concentra-
cions terapéutiques (0.01 uM) (Figura
3). Les NP preparades a concentra-
cions 7.5 mM i 10 mM van resultar en
condicions hiperosmotiques, causant
toxicitat (>2%). De la mateixa mane-
ra, les NP a concentracions superiors
que la terapeutica (0.1 yM, 1 pM),
van causar hipersomolalitat.

Tot plegat, les proves de biocom-
patibilitat van demostrar que les NP
carregades amb DOX, preparades a
concentracions d’electrolits de 0 mM
a 5 mM, sén biocompatibles i hemo-
comptabiles. Per tant, son aptes per
a l'administracioé intravenosa en fu-
turs estudis preclinics.

Les NP permeten augmentar
I'eficacia d’internalitzacio
cel-lular de la DOX

El darrer pas de validacié de la
terapia va ser avaluar la eficacia d’in-
ternalitzacio de les NP carregades
amb DOX respecte el farmac lliure.
Els resultats de la microscopia con-
focal van revelar que les NP carrega-
des amb DOX aconseguien acumu-
lar farmac principalment en el nucli
(Figura 4). En canvi, el farmac lliure
tendia a acumular-se en el citoplas-
ma. Els resultats de la citometria de
flux van demostrar que I'acumulacio
nuclear era major per a les NP que
el farmac lliure, sent les condicions
a concentracio d’electrolit 0 mM, les
que presentaven major diferéncia

y/ |



d’internalitzacié. A més, ambdds téc-
niques van demostrar un augment de
la internalitzacié6 a major concentra-
cio d’electrolits.

CONCLUSIO

En conclusio, es demostra per
primera vegada l'efecte de diferents
concentracions d’electrolits en les
fases aquoses dels sistemes de do-
ble nano-emulsié sobre les propie-
tats de les NP formulades. En con-
junt, s’observa un efecte sobre la
capacitat de carrega i solubilitat del
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INTRODUCCIO

El cancer és un dels principals pro-
blemes de salut a nivell mundial®. Tot
i que els tractaments existents com
la quimioterapia sén efectius, en al-
guns casos tenen efectes secundaris
importants i poden provocar resis-
téncia a les terapies. Els compostos
naturals, com I’Apigenina (APG), han
mostrat un gran potencial en la lluita
contra el cancer gracies a les seves
propietats antitumorals?. No obstant
aixd, la baixa solubilitat d’aquest
compost limita el seu Us en terapeu-
tica. Per superar aquest problema
es van desenvolupar els sistemes
lipidics nanoestructurats (NLC), per
transportar farmacs amb baixa dis-
ponibilitat com 'APG de manera més
efectiva cap a les cel-lules cancero-
ses. Aquests NLC poden millorar la
solubilitat dels compostos liposolu-
bles i dirigir-los cap a les cél-lules
tumorals, reduint aixi els efectes se-
cundaris®.

En aquest estudi s’ha creat una
nova formulacié de NLC que, a més
d’APG, conté oli de rosa mosque-
ta. Aquest oli natural pot augmentar
I'eficacia del tractament gracies a les
seves propietats antiinflamatories i
antioxidants®. Es van estudiar la seva
caracteritzacioé fisicoquimica i mor-
fologica, les interaccions dels com-
ponents i el seu perfil d’alliberament
in vitro. A més, es van avaluar les
seves propietats antiangiogéniques i
la internalitzaci6 cel-lular. També es
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va investigar la seva potencial activi-
tat antiproliferativa en diferents linies
cel-lulars tumorals.

MATERIALS | METODES

Preparacio

dels APG-NLC

La produccié dels APG-NLC es va
dur a terme utilitzant el meétode
d’homogeneitzacio en calent d’alta
pressio (Homogeniser FPG 12800,
Stansted, Regne Unit). Es va pre-
parar una emulsié primaria amb una
barreja d’'una fase aquosa contenint
el tensioactiu i una fase lipidica
que contenia els lipids i el farmac,
utilitzant un Ultraturrax® T10 basic
(IKA, Alemanya) durant 30 segons.
Les condicions de produccié van
ser una temperatura de 85 °C, 3 ci-
cles d’homogeneitzacié i 900 bar de
pressio®.

Optimitzacio

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
concentraci6 d’APG, la concentra-
ci6 de tensioactiu, la concentracid
de fase lipidica i la concentracio de
lipids solids, per determinar el seu
efecte sobre les propietats fisicoqui-
miques dels NLC. Les variables de-
pendents estudiades van ser la mida
mitjana de la particula (Z_), I'index

av
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L'encapsulacio
de 'APG en NLC
augmenta [a
biodisponibilitat
| la bioactivitat
del flavonoide

de polidispersié (PDI), el potencial
zeta (ZP) i I'eficiéncia de I’'encapsu-
lacié (EE)®.

Caracteritzacio

fisicoguimica

dels APG-NLC

El Z, i el PDI van ser avaluats mit-
jancant la técnica de dispersio dina-
mica de la llum amb el ZetaSizer
Nano ZS (Malvern Instruments, Mal-
vern, Regne Unit). Per avaluar el ZP
es va utilitzar I'estudi de la mobilitat
electroforética. Les formulacions es
van diluir amb aigua Milli-Q". L'EE
es va mesurar indirectament mit-
jancant la quantificacié de 'APG no
encapsulada en els APG-NLC, amb
un sistema de filtracié/centrifugacio.
L’APG no encapsulada va ser quan-
tificada utilitzant cromatografia de li-
quids d’alt rendiment (HPLC) de fase
inversa.

Estudis d'interaccid

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 espectrometre Thermo
Scientific Nicolet iZ10 acoblat a un
cristall ATR de diamant i un detector
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DTGS (Barcelona, Espanya). També
es va avaluar el perfil de difraccio de
raigs X (XRD) dels APG-NLC i els
seus components col-locant les mos-
tres entre dues capes de poliéster de
3,6 mm i exposant-les a la radiacié
CukKe.

La microscopia electronica de trans-
missio (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 %)°®.

Estudis d’estabilitat

Els APG-NLC es va emmagatzemar
a 3 temperatures diferents (4, 251 37
°C) durant uns mesos. L'estudi es va
dur a terme mitjangant I'analisi dels
perfils de retrodispersio de la Illum
(BS) mitjangant I'equip Turbiscan Lab
Lab (Formulation Inc, Worthington,
EUA). Es van obtenir dades BS i els
valors de Z_, PDI, ZP i EE es van
mesurar cada 15-30 dies simultania-
ment®.

Comportament

biofarmacéutic

L’estudi d’alliberament d’APG in vitro
es va dur a terme utilitzant cél-lules
de difusié de tipus Franz (Permegear,
Alemanya). Les formulacions es van
comparar amb I'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 mitjangant HPLC. Cada
mostra es va analitzar per triplicat i
es va calcular la quantitat d’APG acu-
mulada®.

Capacitat

antiangiogeénica

Per determinar els efectes antiangio-
genics dels APG-NLC es va utilitzar
un test de membrana corioal-lantoi-
ca (CAM) modificat, utilitzant ous de
gallina fertilitzats. Per a fer I'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 quantificar?.

Estudis biologics

Determinacio de I'activitat
antiproliferativa

Per a determinar la capacitat anti-
proliferativa, es van sembrar cél-lu-
les de diferents linies tumorals en
plaques de 96 pous. Es va estudiar
la capacitat antiproliferativa a quatre
concentracions diferents després de
24 172 hores d’exposicio. Els efectes
citotoxics es van examinar mitjangant
assajos MTT (MV4-11) o SRB i es va
calcular I'IC50 (concentracio inhibi-
dora 50 %)™.

Determinacio de I'acumulacié

en cél-lules per citometria de flux

Els APG-NLC es van marcar fluo-
rescentment amb Nile Red (NR) per
determinar la seva acumulacié a les
cél-lules. Concretament es van fer
servir cél-lules de leucémia, que van
ser incubades durant 5, 15, 30 minuts
i 1, 2i 4 hores. La fluorescéncia mitja-
na de les cél-lules incubades amb els
compostos marcats amb NR va ser
analitzada per citometria de flux, uti-
litzant un citdmetre BD LSR Fortessa
(BD Bioscience, San Jose, USA)".

RESULTATS 1 DISCUSSIO

Caracteritzacio i

optimitzacio dels APG-NLC

El Z,, de les formulacions va ser ma-
joritariament inferior a 200 nm, amb
valors de PDI al voltant de 0.2, indi-
cant aixi una distribucié unimodal de
nanoparticules. Els APG-NLC des-
envolupats van mostrar una carrega
superficial negativa de —-20 mV. En
tots els casos I'EE era superior al 95
%, el que significa que I'APG estava
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completament encapsulada. Tenint
en compte tots els parametres ava-
luats i les tendéncies, es va obtenir
una formulacié optimitzada que con-
tenia 0,1 % d’APG, 7,5 % de fase li-
pidica, 65 % de lipid solid i 3,5 % de
tensioactiu.

Estudis d’interaccid dels APG-NLC

El DSC es va utilitzar per estudiar
les variacions en la cristal-linitat i
la temperatura de fusio (T ) de les
mescles de lipids en comparacio als
APG-NLC. La T _ de la barreja de
lipids era lleugerament inferior a la
de la barreja de lipids amb I'APG. A
més, laT_dels APG-NLC era lleuge-
rament inferior al de la barreja fisi-
ca, probablement a causa de la seva
petita mida i incorporacié del ten-
sioactiu. Els valors d’entalpia (AH)
menors dels APG-NLC van indicar
tenien una estructura més amor-
fa que la mescla de lipids. L’analisi
FTIR es va utilitzar per investigar
les interaccions entre 'APG, el ten-
sioactiu i la matriu lipidica. Els es-
tudis van confirmar que no es van
formar enllagos covalents entre el
farmac i la matriu lipidica, de manera
que els enllagos d’hidrogen i les for-
ces hidrofobes podrien ser les forces
principals entre ells, facilitant I'aco-
modacié de I'APG dins dels NLC i
promovent el seu alliberament. En
els perfils de XRD es van observar
pics intensos i aguts per a 'APG i la
barreja solida de lipids, el que indica
que aquests components tenen una
estructura cristal-lina. El perfil dels
APG-NLC va mostrar un pic molt in-
tens, atribuit a una forma molt esta-
ble dels triacilglicerols, indicant una
bona estabilitat de la formulacié®.

Estudis morfologics

Utilitzant el TEM es va confirmar que
es van obtenir nanoparticules rodo-
nes gairebé esfériques amb valors
de Z_ inferiors a 200 nm. Aquests va-
lors van coincidir amb els trobats per

dispersio dinamica de la llum. A més,
com prediuen els valors ZP obtinguts
(=20 mV), no es va observar I'agre-
gacio de particules.

Estabilitat dels APG-NLC

La formulacio dels APG-NLC va ser
estable a 4 °C durant un periode d’11
mesos, mantenint constants els para-
metres fisicoquimics, 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 desestabilitzacié de les
particules en disminuir el ZP, promo-
vent fenomens d’agregacié’.

Comportament

biofarmacéutic

El perfil d’alliberacid in vitro de 'APG
des dels NLC en comparacio a I'APG
lliure va demostrar que la formulacio
lipidica tenia un perfil cinétic carac-
teristic de formulacions d’allibera-
ment prolongat de farmacs. Durant
les primeres 2 hores es va observar
un alliberament inicial de 'APG des
dels NLC rapid, seguit d’un allibera-
ment lent. L'APG lliure va mostrar un
alliberament rapid, aconseguint un
100 % abans de les 24 hores, men-
tre que els APG-NLC van alliberar
menys del 30 %.

Capacitat

antiangiogeénica

Els APG-NLC van ser capagos de
reduir la densitat vascular de mane-
ra significativa (p < 0,01) en compa-
racié6 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 I’encapsulacio de I'APG en
NLC augmenta la biodisponibilitat i la
bioactivitat del flavonoide. A més, ja
que l'angiogénesi és un procés que
aporta oxigen i nutrients als tumors,
la seva inhibicié podria proporcionar
una eina eficac per a la terapia anti-
cancerigena®.
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FIs APG-NLC

van ser actius
contra totes

les linies cel-lulars
cancerigenes
estudiades,
finsitot enuna
linia de cancer

de mama triple
negatiu

Estudis de I'activitat

antiproliferativa

Els estudis de citotoxicitat van demos-
trar que mentre que 'APG només tenia
activitat antiproliferativa en les cél-lu-
les de leucemia, els APG-NLC van ser
actives contra totes les linies cel-lulars
cancerigenes estudiades, fins i tot en
una linia de cancer de mama triple ne-
gatiu, que és un cancer normalment
més agressiu, més dificil de tractar i
més probable que hi hagi recaigudes
que els cancers que s6n hormonals'?,
Per altra banda, els NLC buits van
mostrar una gran activitat antiprolife-
rativa contra totes les linies cel-lulars
tumorals i una alta selectivitat, demos-
trant una excel-lent seguretat i efica-
cia. Aquest efecte va ser principalment
atribuit a I'oli de rosa mosqueta que
portava la formulacié, que a més de
I'ds medicinal tradicional topic, en els
ultims anys els investigadors han estat
reportant noves caracteristiques far-
macologiques antitumorals’.

Acumulacio dels APG-NLC

en cél-lules tumorals

Les cél-lules de la leucémia MV4-11
es van incubar amb una formulacié
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FIs APG-NLC

s'han desenvolupat
amb exit i shan
caracteritzat
fisicoquimicament,
mostrant un
alliberament
prolongat

d’APG-NLC-NR. Els resultats obtin-
guts confirmen que les formulacions
de NLC so6n un meétode eficag per
lliurar substancies bioldogicament ac-
tives dins de les cél-lules. La intensi-
tat mitjana de fluorescencia (MFI) de
les cel-lules després de la incubacié
amb els APG-NLC-NR es va com-
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