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INTRODUCCIO

Avui dia podem parlar sense por a equivocar-nos del fet de viure en una societat
marcada per I'evolucié constant en medicina i la seva creixent tecnologitzacié que
ha permés, entre altres avencos, desenvolupar noves técniques d’exploracid
biologica. Per aixd, no hauria de sorprendre’ns el fet de plantejar-nos objectius que
fins fa ben poc eren inabastables com, per exemple, la regeneracié o reparacié de

teixits malmesos a causa de lesions o malalties de diversos tipus.

En aquesta linia de pensament i buscant inspiracié per al meu treball de recerca,
vaig llegir larticle «Properties and behaviour of carbon nanomaterials when
interfacing neuronal cells: How far have we come?» publicat a la revista

Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine."

Arran de la lectura d’aquest article vaig continuar cercant articles ja no relacionats
amb els nanomaterials en general sind amb els nanotubs de carboni en especial, i
va ser aquest el moment quan vaig trobar I'article «Sculpting neurotransmission
during synaptic development by 2D nanostructured interfaces» publicat a la revista

Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine.?

Aquest article explica com les caracteristiques que tenen els nanotubs de carboni
poden ajudar a fomentar [lactivitat neuronal. Precisament, aquest grup
d’'investigadors que ha publicat I'anterior article, en el qual es troba Maurizio Prato
(professor lkerbasque en CIC biomaGune), ha estat investigant els possibles efectes
que poden tenir els nanotubs de carboni sobre les cél-lules neuronals i com
aquestes es comporten quan entren en contacte amb aquests nanomaterials. Prato,
en col-laboracié amb la neurofisidloga Laura Ballerini de la Universitat de Trieste, ha
utilitzat nanotubs de carboni com a substrats per al creixement neuronal. Els

cientifics han demostrat que aquests sistemes estructurals nanomeétrics poden

' Larticle ha estat publicat el maig de 2019 i té com a autors o cientifics principals a Rossana Rauti i Maurizio Prato.
2 L’article ha estat publicat el maig de 2017 i té com a autors o cientifics principals a Maurizio Prato i Laura Ballerini.



intervenir en la formacié de sinapsis® i modular mecanismes biologics, com ara el
creixement de les neurones com a part d'un procés autoregulat. Els nanotubs de
carboni s’han convertit en una plataforma biomaterial intrigant i prometedora per a la
regeneracié i la reparacio funcional dels teixits nerviosos danyats. A més, les seves
propietats eléctriques, estructurals i mecaniques uniques, i la seva penetracié
cel-lular fan que siguin utils suports implantables per al lliurament de molécules
terapéutiques. El procés d’adaptar aquest nanomaterial a I'aplicacié que busquem
(és a dir, la funcionalitzacid) consisteix, basicament, a envoltar aquests nanotubs
amb molécules bioldgicament rellevants i efectives. En aquest sentit, aquesta
esdevé una esperangadora estratégia per aportar una millor biocompatibilitat per a

la regeneracio neuronal.

He de destacar que trobar biomaterials que puguin utilitzar-se com a matrius
artificials pel seu Us en lI'enginyeria de teixits suposa un gran repte, ja que aquests
materials han d’interactuar amb els sistemes biologics i han de tenir caracteristiques
que els facin biocompatibles i biologicament acceptables. En afegit, és evident que
aquests materials han de ser avaluables i han de mantenir les seves prestacions

durant tot el temps que hagin de fer la seva funcio.

A més a més, a causa de la complexitat de I'anatomia del sistema nervios, tant la
reparacio de nervis malmesos com la recuperacio de la seva funcionalitat s6n un
gran repte per a la medicina actual. No cal dir que trobar el biomaterial idoni per
restaurar la funcionalitat nerviosa és fonamental per tal d’aconseguir aquest objectiu

i d’obrir aixi un cami d’esperanga cap a noves linies d’investigacio.

De fet, és per aquest motiu que vaig decidir enfocar el meu treball de recerca cap a

I'is de nanomaterials de carboni i regeneracioé neuronal.

3 Sinapsis: estructures especialitzades a través de les quals les neurones es comuniquen.



La meva experiéncia s’ha vist complementada amb I'ajut per part de la meva tutora
del treball de recerca, Maite Garcia. A més, el seu ajut no es va limitar unicament al
desenvolupament del treball com a document (constituint una porcié fonamental en
aquest) sin6 també informant-me de propostes. Amb la intencié de poder realitzar la
part practica del meu treball de recerca, la meva tutora em va suggerir d’aplicar al
programa Batx2Lab, del Parc Cientific de Barcelona (PCB). D’aquesta manera, la
tutoria va ser compartida entre la meva tutora a linstitut i el meu tutor del PCB,
Adrian Loépez Canosa, investigador de [I'IBEC (Institut de Bioenginyeria de
Catalunya) que és un centre d’investigacio interdisciplinar dedicat a la bioenginyeria

i a la nanomedicina amb seu a Barcelona.

Va ser alla (en el PCB) on em van informar de la impossibilitat de treballar amb
neurones i nanotubs de carboni a causa del fet de ser dificils d’aconseguir. Pero,
malgrat aixd, em van oferir 'oportunitat d’experimentar amb fibroblasts de rata (un

altre tipus cel-lular) i acid polilactic (un altre material).

El meu treball de recerca té, doncs, dues parts. Una primera part bibliografica que
em va permetre coneixer les propietats dels nanotubs de carboni i la fisiologia de les
neurones per tal d’intuir una opinié sobre la idoneitat d’aquests materials per a la
reparacié neuronal. D’aquesta manera, he pogut mantenir la meva idea inicial
(entendre perqué aquests nanomaterials poden ser revolucionaris en I'ambit de la
bioenginyeria de teixits) i, al mateix temps, valorar els possibles efectes negatius del

seu us.

D’altra banda, en la part experimental, vaig poder comprovar com interfereix el
substrat en el creixement i la funcionalitat cel-lulars. Aquest era un primer pas per tal
d’entendre la importancia de seleccionar un bon biomaterial com a bastida (o base).
Vaig treballar amb fibroblasts* de rata i vaig utilitzar com a bastida el polimer acid

polilactic®, fent una comparativa per veure si hi havia diferéncies pel que fa a la

* fibroblasts: tipus de cél-lula que forma part del teixit conjuntiu.
5 acid poli-lactic: polimer (=complex) amb una molt baixa toxicitat, derivat de la polimeritzaci6 de 'acid lactic.



disposicio espaial de les cel-lules depenent de la preséncia o absencia del polimer.

Aixd em va permetre entendre la importancia de la interaccio substrat-cél-lula.

Quan vaig comengar la realitzacio del treball de recerca no vaig tenir gens clar com
seria el resultat, em van dominar les situacions de desanim, unes situacions que
nomeés em van portar a tornar a plantejar-me el sentit del treball. No obstant aix0, a
mesura que avangava en el desenvolupament del treball, més esperanga adquiria

en el seu triomf.

Objectius

En aquest treball de recerca, pretenc estudiar: la interaccié entre biopolimers,
utilitzats com a bastida, i el comportament cel-lular. Per aixd, m'he plantejat els
seguents objectius:

-Caracteritzar (a nivell documental) les propietats dels nanotubs de carboni.

-Analitzar les propietats dels nanotubs de carboni i determinar la seva

idoneitat com a substrats per a la regeneracié neuronal.

-Comprovar experimentalment la interaccié entre un tipus de substrat i una

activitat cel-lular determinada (sinapsi).

-Valorar la importancia de la caracteritzacid dels substrats emprats en

experimentacié pel que fa a la biocompatibilitat i la toxicitat .

-Valorar la investigacié cientifica com a un procés que requereix la

cooperacié entre diferents disciplines.

-Aprendre métodes i técniques experimentals en I'estudi de teixits.
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PART TEORICA

En aquesta seccio6 del treball es dura a terme un estudi Unica i exculsivament teoric
del treball. Tots els aspectes exposats i plantejats es refereixen a aspectes

purament conceptuals o exemplificats (quan s’exposen altres experiments).

1. Qué son els nanotubs de carboni o CNTs?

Avui dia hi ha diversos tipus de nanomaterials que es presenten com a quelcom que
exerceix papers fonamentals en la constitucié d’altres macroestructures (com ara
superficies) que faciliten el funcionament d’altres construccions. Una década
sencera d’investigaci6 en nanotubs de carboni (des d’aquest moment els
anomenarem CNTs a causa de I'acronim anglés Carbon Nanotubes) ha marcat el
cami per difondre I'is d’aquests nanomaterials unics i fer que esdevinguin una gran
font de diverses aplicacions. Al relativament nou ambit de la nanobiotecnologia, les
diverses aplicacions dels CNTs van des de I'is de biosensors miniaturitzats fins
I'aprofitament d’6rgans de regeneracio. No obstant aix0, la complexitat dels sistemes
biologics planteja un repte significatiu en el desenvolupament d'aplicacions
d’enginyeria de teixits basades en els CNTs. Aquesta perspectiva se centra en el
desenvolupament recent de I'enginyeria de teixits formats per CNTs, on la interaccio

entre les cél-lules vives i els nanotubs s'ha transformat en diverses técniques noves.

Imatge 1. Interior d’'un nanotub de carboni. Font: https://www.shutterstock.com

/pt/video/clip-10953341-inside-rotating-carbon-nanotube-on-dark-background
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Els CNTs tenen una alta resisténcia mecanica®, acompanyada d’un pes ultralleuger,
unes propietats riques en electrons i una excel-lent estabilitat quimica i térmica.
Aquestes propietats fan que els CNTs siguin molt prometedors en diferents camps:
s’han utilitzat en compodsits conductors, per a dispositius d’emmagatzematge
d’energia i de conversié d’energia, sensors, pantalles d’emissié de camp i fonts de
radiacio, suports d’emmagatzematge d’hidrogen i dispositius semiconductors de
mida nanomeétrica, sondes i interconnexions. En general, I'inic que ens interessa
saber dels seus usos és que s’han estés per diferents ambits que s’allunyen de la
biologia. No obstant aix0, la seva potencial toxicitat ha estat discutida pero alhora
solucionada parcialment en la darrera década mitjangant, per exemple, la
funcionalitzacié (o millora) de la superficie dels CNTs, entre altres. Aquesta
funcionalitzacié esdevé I'adaptacié de la superficie dels CNTs a la funcié que ens
interessa. Aquestes funcionalitzacions estan destinades a augmentar la solubilitat i

seguretat del disseny per tal de promoure aplicacions biomediques.

Entre el nombre d’aplicacions biologiques possibles dels CNTs, la interficie’ i
'enginyeria de teixits (és a dir, les macroestructures que interactuaran amb el teixit
neuronal) son les més interessants. A causa de les seves caracteristiques peculiars,
els CNTs semblen adequats per a la interacci6 amb els drgans d’activitat eléctrica
(com el cervell). En particular, molts estudis han demostrat que els substrats dels
CNTs son capagos de mantenir la supervivencia neuronal i de promoure el
creixement de les neurones. La major part dels nostres coneixements sobre
interficies neuronals s'han obtingut estudiant estructures i dispositius en un sol pla
(2D), més recentment els bidlegs han explorat I'is de complexos topografics en tres
dimensions (3D) que recorden I'entorn fisiologic extracel-lular en qué les cél-lules

funcionen de manera rutinaria in vivo (és a dir, en éssers vius).

El 2009, un grup d’investigadors dirigits per Ghibaudo va informar sobre diferéncies

en les interaccions cel-lulars entre els substrats 2D i 3D mitjancant el seu article

® resisténcia mecanica: capacitat que té un material o cos per no trencar-se davant de grans forces.
" interficie: una mena de interaccié entre els nanotubs i neurones.
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«Substrate topography induces a crossover from 2D to 3D behavior in fibroblast
migration» publicat a la revista Biophysical Journal. Les cél-lules connectades a
medis 3D van mostrar formes més allargades i ramificades. L’estructura esponjosa
obtinguda era molt estable, mostrant una excel-lent compressibilitat i capacitat de
recuperacio de volum mitjangant I'expansio lliure. D’aqui podem deduir que el
comportament dels CNTs en conformacions 3D fa que tinguin la capacitat
d’adaptar-se i expandir-se en el medi en qué es troben. També es van poder fabricar
bastides® en 3D. Aquestes bastides 3D realitzades amb un polimer del CNT i amb
CNTs purs es van aplicar per estudiar l'activitat de les neurones. Els components
basats en CNTs poden contribuir al desenvolupament de dispositius neuroprosteétics
robustos i biocompatibles, amb l'objectiu de restaurar habilitats a pacients que han
perdut alguna funcié sensorial o motora a causa d’'una malaltia o d’'una lesi6. Per
tant, el que es busca essencialment amb la investigacié a I'ambit dels CNTs és
poder reparar o, simplement, substituir una funcié o capacitat que hagi perdut un
individu. Especificament, el que buscarem sera la substitucié d’aquestes capacitats

pero a nivell neuronal.

1.1. Descobriment dels CNTs

En aquest apartat parlaré una mica sobre I'origen dels nanotubs de carboni, per tal
de situar-nos en el context historic. Malgrat que molts experts i persones
influenciades per aquests estableixen que els nanotubs de carboni es van evidenciar
per primera vegada el 1991 (gracies a Sumio Lijima), de fet, aquests nanomaterials
van sortir a la llum abans. Des de finals del segle XIX es coneix que la
descomposicié térmica (amb calor) d'hidrocarburs® gasosos produeix filaments o
fibres de carboni. Controlant les condicions de la sintesi es va disminuir I'extensié
d'aquests filaments o fibres fins a obtenir nanofibres de carboni, que sén estructures
carbonoses amb planols grafitics ordenats de diferents formes. La barrera entre el

que és una nanofibra de carboni i el que és un nanotub de carboni és forca difusa,

8 bastides: una mena de base formada per un polimer.
® Hidrocarburs: molécules formades per carboni i hidrogen.
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tot i que actualment es consideren nanofibres aquells materials els planols grafitics
dels quals no son parallels a l'eix central i es consideren nanotubs els que
presenten una disposicio paral-lela a aquest eix. Perd, abans de disposar de
microscopis d'alta resolucio (els primers microscopis electronics de transmissié es

van comercialitzar el 1939), aixd no era senzill d'observar.

1.1.1. La controvérsia del descobriment

Es creu que la primera evidéncia de la naturalesa tubular d'alguns filaments de
carboni es va publicar el 1952 al Journal of Physical Chemistry i, a més, en rus. Aixo
va dificultar sensiblement la seva transmissié a altres investigadors, en part, per
l'idioma i, en part, per la dificultat d'accés a la revista que no estava indexada. En
aquest article es demostra inequivocament que hi havia una cavitat a l'interior dels
filaments.

El 1958, es va descriure l'existéncia de CNTs amb textura concéntrica o de tipus
bambu, juntament amb altres morfologies. En qualsevol cas, la questié va romandre
en debat fins als anys 70, en qué el
TEM' va adquirir suficient resolucio.
Aixi, el grup d'Agnés Oberlin el 1976,
va mostrar una imatge TEM d'un
nanotub de carboni que, en observacio
del seu diametre d'uns 5 nm seria,
probablement, de paret multiple (ja que
n’hi ha de diferents tipus). [vegeu

imatge 2]

Imatge 2. Nanotub de carboni observat en 1976. Font:
https://naukas.com/2014/01/13/el-descubrimiento-de-I

os-nanotubos-de-carbono/

' TEM: tipus especific de microscopi.
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Llavors, coneixent el que ha passat, per qué la comunitat cientifica sembla creure
que el descobriment va ser 'any 1991 i no pas 40 anys abans? Aquesta situacio
s’ha donat principalment a causa de la situacio i de la societat de cada temps. El
1952, les persones eren quasi totalment incapaces de pensar en quelcom de
mesura tan minima com és la mateéria a escala nano, a més, els recursos i la difusio
de la ciéncia no eren els mateixos. En canvi, el 1991, la poblacié ja podia pensar en
la possibilitat de I'existéncia de quelcom que va més enlla dels nostres sentits i de

les nostres capacitats.

1.1.2. Linia del temps

Tot es remunta a I'any 1952, quan Radushkevich i Lukyanovich publiquen un article
a la revista sovietica de quimica i fisica que mostra fibres de carboni de 50
nanometres de diametre. Tot i que suposa un dilema el fet de considerar-ho com a
any de descobriment, de fet, segons el que s’ha establert anteriorment, aquest seria
l'origen del coneixement dels nanotubs de carboni a partir de petits indicis que
afirmaven aquesta existéncia. Tres anys més tard s’aconsegueix observar un

creixement de filaments de carboni tubulars, de 10-200 nm de diametre.

Malgrat aixo, no és fins I'any 1960 que Roger Bacon aconsegueix fer créixer unes
estructures que va denominar bigotis de grafit i utilitza la microscopia per mostrar
que l'estructura consisteix en lamines de grafé enrotllades en cilindres conceéntrics.

[vegeu imatge 3]

Aquesta estructura més que tractar-se de nanotubs de carboni, coincideix amb el
model estructural de les nanofibres. Aquest mateix any Bollmann i Spreadborough
parlen de les propietats de friccid del carboni en vers les lamines rodants de grafe a

la natura. La imatge del microscopi electronic mostra clarament el MWCNT.

" MWCNTs: CNTs de paret multiple, de I'acronim anglés de Multi-walled carbon nanotubes. [vegeu apartat 1.2.2.]
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Imatge 3. Imatge del que Bacon va anomenar bi-

gotis de grafit. Font: https://news.softpedia.com/n

ews/Dark-Energy-Overpowered-by-Carbon-Whisk
ers-79823.shtml#sgal_0

Posteriorment, el 1971, Lieberman va anunciar el creixement de tres filaments
grafitics diferents: tubulars, retorgat i de forma esférica. Cinc anys més tard, el 1976,
Morinobu Endo va informar sobre el creixement de deposicions de vapor quimic
(CVD) de fibres de carboni a escala nanométrica i també va informar sobre el
descobriment de nanofibres de carboni, incloent que algunes estaven formades com
a tubs buits. En els seguients 15 anys (1976-1991) es van dur a terme avengos en la
ciéncia perd no només des del conegut ambit cientific del laboratori siné també pel
que fa a la difusié d’aquests descobriments i a la creaci6 d’altres aspectes en altres

ambits que s’inspiren en el model proposat per la ciéncia.

A més, durant aquest periode de temps s’ha realitzat un dels esdeveniments més
importants en aquest ambit: el descobriment dels ful-lerens. Un ful-leré és un

al-lotrop'™ de carboni la molécula del qual esta formada per atoms de carboni

12 al-lotrop: I'al-lotropia és la capacitat que té un material per existir en diferents condicions fisiques.
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connectats per enllagos simples i dobles per formar una malla tancada o parcialment
tancada, amb anells fusionats de cinc a set atoms. La molécula pot ser una esfera
buida, un ellipsoide, un tub o moltes altres formes i mides. Es tracta d’'una
estructura que permet la seva aplicacié en una gran quantitat d’ambits i situacions,
sobretot, a I'ambit de la medicina on es poden utilitzar per a exterminar el cancer
aplicant un remei que afecta a la zona tumoral unicament sense afectar altres
organs, fet que permet que la cura del cancer no esdevingui perjudicial per a la
persona i que aquesta no pateixi el risc de morir intentant solucionar una possible
amenacga de mort. El procés d’'insercio del medicament a la zona malalta es duu a
terme amb la introducci6 del medicament dintre de la cavitat interful-lerena,
seguidament transportar aquest ful-leré fins la zona afectada i alliberar el

medicament.

D’altra banda, no és fins I'any 1991 que l'investigador japonés Sumio Lijima va
observar accidentalment un nanotub de carboni quan estava observant materials de
carboni mitjangant un microscopi electronic. Lijima va definir I'estructura com a «un
material semblant a una agulla prima». Seguit de la identificacié del material, poc
temps després, Lijima va afirmar que es tractava d’una estructura de grafit. A més,
va ser Lijima qui va anomenar aquest nanomaterial amb el nom de nanotub de
carboni pel fet que esta format per atoms de carboni i, a més, té una estructura
tubular amb un gruix escalat en menys d’uns quants nandometres. En paraules del
propi Lijima: «Els nanotubs de carboni han atret molts investigadors en una amplia
gamma de camps, des del mén academic fins a l'industrial, no només per la seva
singularitat en comparacié amb els materials convencionals, siné també perque son

materials molt prometedors en nanotecnologia, en la tecnologia futura.».

Un any després de l'anterior suposat descobriment, el 1992, ja es comencen a
proposar i a formular prediccions tedriques sobre les propietats electroniques dels
SWCNTs™. Aquest tipus de CNTs ha estat objecte d'estudi del laboratori

d’investigacié naval dels E.E.U.U., de l'lnstitut de tecnologia de Massachusetts i

'3 SWCNTSs: CNTs de paret Unica, de I'acronim anglés de single-walled carbon nanotubes. [vegeu apartat 1.2.1.]

17



d’'una corporacio (anomenada NEC). Tot seguit, 'any 1993, els grups de Donald S.
Bethune de I'IBM (International buisness machine) i de Sumio Lijima de la
corporacido NEC, de forma independent I'un de l'altre, van descobrir els SWCNTs i
van descobrir metodes per produir-los fent servir catalitzadors de metalls de
transicio. Poc després, I'any 1995, els investigadors suissos van ser els primers a
demostrar les propietats d'emissié d'electrons dels nanotubs de carboni. Els
inventors alemanys Till Keesmann i Hubert Grosse-Wilde van predir aquesta

propietat dels nanotubs de carboni a principis d’any en la seva sol-licitud de patent.

A partir de 'any 1997 fins a I'actualitat, s’ha anat provant I'aplicacié dels CNTs en
diferents arees i, també, s’han anat estudiant les propietats d’aquests en funci6 de
les caracteristiques que presenten, tant fisiques com quimiques. Es pot observar
una gran progressio pel que fa als avengos en aquests nanomaterials durant aquest
periode, partint, per exemple, de la demostracio dels primers transistors de nanotub
de carboni d’'un sol electr6 o de la primera suggestid d’utilitzar els CNTs com a
antenes optiques fins a derivar en aspectes com ara el desenvolupament d’'una nova
fibra nanotecnologica en filat humit o la uni6 de CNTs a la bicicleta de fibra de
carboni que Floyd Landis va muntar per guanyar el Tour de Franga I'any 2006.
Expectant l'anterior, podem observar que, malgrat que es tracta d’'un mateix
material, aquest ha estat utilitzat en ambits quasi completament diferents i aixd ens
ajuda a reafirmar la preséncia d’'una gran diversitat de propietats en els CNTs. Fent
referéncia a aquestes propietats, es van estudiar en profunditat aquestes gracies a
fets com ara la primera demostracié que prova que la flexié dels nanotubs de
carboni canvia la seva resisténcia, el primer informe sobre una técnica de separacio
de nanotubs semiconductors i metal-lics o el fet que els MWCNTs van demostrar ser
els oscilladors més coneguts (capagos de convertir el corrent continu en corrent

altern).
Reforgant la idea de diversitat de propietats dels CNTSs, citada anteriorment, va ser

precisament I'any 2006 quan es van utilitzar CNTs com a bastida per a la

regeneracié de nervis danyats. Sense dubte els CNTs de carboni no han estat ni
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sén només un nanomaterial sind un mitja que ha obert les portes a la

nanotecnologia i a la ciéncia (incloent la medicina).

1.2. Tipus de CNTs segons l’estructura

El coneixement de l'estructura d’aquests sistemes de constitucié carbonica™ és
essencial a l'hora de determinar quines soOn les propietats del polimer i,
consequentment, saber quina és la millor aplicacido d’aquest nanomaterial. A més,
evidentment la mida o extensid espaial de la unitat variara en funcio del tipus de
CNT. D’aquesta forma avui dia podem diferenciar entre dos tipus de CNT: SWCNTs
i MWCNTs. A més, s’ha de tenir en compte un factor molt important a I'hora
d’interpretar les aplicacions dels CNTs i és que no es pot parlar de CNTs de manera
generalitzada sin6 que s’ha de saber deduir les utilitats de cada CNT en funci6 de la

seva estructura.

Malgrat que en aquest apartat es descriuen els dos tipus de CNTs, els que realment
ens interessen sén els MWCNTs que, com veurem més endavant, sén els que més
s’ajusten als objectius que ens interessen ja que presenten una amplia compatibilitat
amb la membrana cel-lular de les neurones. De moment, el que ens interessa saber

només és que els CNTs que necessitem son els de paret multiple (MWCNTS).

1.2.1. Nanotubs de carboni d’una sola paret (SWCNTSs)

La majoria de SWCNTSs (I'acronim anglés de single-walled carbon nanotube) tenen
un diametre de prop d'1 nandmetre, i poden ser molts milions de vegades més
llargs. L’estructura es pot considerar com un tub cilindric format per anells de
carboni de 6 membres, com en el grafit. Els tubs cilindrics poden tenir un o tots dos
extrems coberts per un hemisferi d’estructura ful-lerena (una estructura que esdevé
una semiesfera). A més, malgrat que els SWCNTs ja sén un tipus de CNT, dintre

d’'aquest tipus i ha tres subtipus que també poden influir en les capacitats i

14 consititucié carbonica: que esta format de carboni. Fa referéncia a I'estructura que té quelcom formada per carboni.
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propietats dels CNTs. Per tant, diferenciem els SWCNTSs: ziga-zaga, armchair (0

butaca) i quirals.

Per tal d’entendre cada tipus de SWCNT, s’ha de comprendre primer el concepte de
quiralitat’, en referéncia al vector quiral’. Malgrat que no ho sembli, després
d’observar com és cada nanotub, de fet, podem concloure que tots tres SWCNTs
estan formats per una mateixa estructura o plantilla que, com s’ha dit anteriorment,
coincideix amb la del grafe, tot i que aixd no vol dir que la sintesi o formacié dels
nanotubs de carboni s'estableixi a partir d’aquest material ja que es dona per altres

meétodes.

Aquesta plantilla és la que podem observar
en la Imatge 4. Llavors, el vector quiral (n,m)
és qui determina el grau d’inclinacié amb el
qual es realitza I'enrotllament de la plantilla
77 1 per tal de derivar en un o un altre tipus de

' | CNT. [vegeu Imatge 5]

Imatge 4. Plantilla de la estructura de tots els

CNTs. Font: http:/freaktm.com/reticulas-en-p

df-para-imprimir-en-papel/

"®quiralitat: és la propietat que tenen algunes molécules de tenir una molécula que esdevé la imatge que reflectiria la molécula
en un mirall (=imatge especular).

'8 vector quiral: és una mena de ‘fletxa’ (denominacié només orientativa) que senyala la direccié en que s’enrotlla cada plantilla
en funcié del tipus de CNTs a queé es vol donar lloc. [aquesta direccié es manifesta vectorialment]
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Imatge 5. Origen estructural i vectorial dels CNTs.

Font: https.//lidiaconlaquimica.wordpress.com/201

5/09/04/estructura-de-los-nanotubos-de-carbono/

per cada enllag.

Imatge 6. Model de
CNT ‘ziga-zaga’. Font:
https://pubs.rsc.org/en
/content/articlehtml/20
16/sc/cbsc04218f

Per tant, com bé podem
observar en la imatge 5, en el
tipus ziga-zaga, la component
m és igual a 0 i n pot tractar-se
de qualsevol numero. Mentre
que, en el tipus armchair o
butaca, es dona la seguent
igualtat: n=m; en el tipus quiral,
es tracta de qualsevol altra
estructura que no coincideixi

amb les altres dues anteriors.

De fet, com bé diu el seu nom, el primer
tipus defineix un cami en "ziga-zaga" en
una xarxa similar a un grafé com un
cami que gira 60 graus, alternant a

I'esquerra i la dreta, després de passar
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Imatge 8. Model de CNT
‘quiral’. Font: https://pub
s.rsc.org/en/content/artic
lehtml/2016/sc/c5sc0421
8f

També és convencional definir un
cami de "armchair (o butaca)" com
un que fa dos girs a l'esquerra de
60 graus seguits de dos girs a la
dreta cada quatre passos.
Basicament, com s’observa a la

imatge 7.

El tipus quiral és qualsevol
altra estructura que presenti
una manca de simetria. Es a
dir, si dividim el nanotub de la
imatge 8 verticalment, no
obtindriem una  simetria

determinada.

Imatge 7. Model
de CNT ‘armchair’.

Font: https:/pubs.r
sc.org/en/content/

articlehtml/2016/sc
/c5sc04218f
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De tal forma que podem afirmar que el tercer tipus, com bé diu el seu nhom, presenta
la caracteristica de quiralitat ja que no podem sobreposar (quan dividim en dos el

nanotub) una meitat a una altra.

1.2.2. Nanotubs de carboni de multiples parets (MWCNTSs)

Els MWCNTs (I'acronim anglés de “Multi-walled Carbon Nanotubes”) consten de
diverses capes laminades (tubs concéntrics) de grafé. Hi ha dos models que poden

ser utilitzats per descriure les estructures dels nanotubs de parets multiple:

En el model de la nina russa, les lamines de grafit estan disposades en cilindres
concentrics, per exemple, un nanotub d'una sola paret (SWCNT) dins d'un nanotub
de diametre més gran
d'una sola paret. En la
imatge 9, es pot observar
en color gris el SWCNT
major i en color negre el

SWCNT menor.

Imatge 9. Nanotub de carboni de paret mdultiple. Font: http:/www

.cienciacierta.uadec.mx/2017/12/22/aplicaciones-de-nanotubos-d

e-carbono/

En el model de pergami, un sol full de grafit s'enrotlla al voltant de si mateix,
s'assembla a un rotllo de pergami o a un diari enrotllat. En aquest cas, totes les
capes del nanotub de carboni estan formades per un mateix full de grafit. De fet,

com he anomenat anteriorment de passada, els MWCNTSs seran els que ens seran
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utils ja que presentaran propietats que ens interessen, pel que fa al contacte

neuronal.

1.2.3. Propietats dels CNTs

Aquest tipus de CNTs (els MWCNTSs) tenen un determinat caracter quimio-fisic que
confereix al material una gran quantitat d’'usos i una gran disponibilitat d’us en
diverses arees. Les propietats principals que condicionen [l'aplicaci6 d’aquesta
aglomeracié carbonica son les electriques, les mecaniques i les térmiques,

genericament.

1.2.3.1. Propietats eléctriques

Els nanotubs es caracteritzen per presentar una gran complexitat electronica si
tenim en compte les regles quantiques que regeixen la conductivitat eléctrica amb la
mida i la geometria d'aquests. Aquests nanomaterials, en referéncia al caracter
eléctric, poden comportar-se en un ampli marge de comportaments, partint del
caracter semiconductor fins derivar en presentar, en alguns casos,
superconductivitat. Aquest ampli marge de conductivitat depén directament de la
geometria relativa, és a dir, es presenta en funcié del seu diametre, torsio (quiralitat)
i el nombre de capes de la seva composicio. Aixi, per exemple, hi ha nanotubs
rectes (Armchair i ziga-zaga) en qué les disposicions hexagonals, a les parts
extremes del tub, son sempre paral-leles a l'eix de simetria. Aquesta distribucio, en
funcié del diametre, permet que dos tercos dels nanotubs no quirals siguin
conductors i la resta semiconductors. En el cas dels quirals, els hexagons tenen un
cert angle respecte a l'eix del tub, és a dir, la distribucié dels hexagons laterals que
conformen l'estructura presenta, respecte a l'eix central del enrotllament, un caracter
helicoidal. Aquest tipus de conformacié dificulta el pas dels electrons als estats o
bandes de conduccié, de manera que, aproximadament, només un ter¢ dels
nanotubs quirals presenta conduccié apreciable i sempre en funcié de l'angle de

torsio.
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Cal destacar que els nanotubs que es comporten com a superconductors es podrien
utilitzar per a I'estudi d’efectes quantics fonamentals en una dimensio, aixi com per a
la recerca d'aplicacions practiques en la informatica quantica molecular. Aixo és aixi
a causa del fet que poden actuar com a "conductors quantics", és a dir, si es
representa el voltatge, o diferéncia de potencial davant la intensitat de corrent no
s'obté una linia recta, sind esglaonada (amb pendent). D’aquesta forma s’aprecia
clarament que els CNTs tenen un munt d’aplicacions eléctriques. A més, pel que fa
a la capacitat de transport del corrent, se sap que poden arribar a quantitats
d'aproximadament mil milions d’A/cm? (les unitats es poden considerar com a
quelcom referencial; son prescindibles; no es necessiten per comprendre la tesi),
mentre que els cables de coure convencionals es fonen en arribar a densitats de
corrent de I'ordre del mili6 d’A/cm?. Clarament, existeix una amplia diferéncia entre

ambdues capacitats i, per tant, en el rendiment.

Llavors, els MWCNTs son els que més conductivitat tenen, una de les principals
propietats necessaries per actuar en zones on l'activitat eléctrica és alta, com és el

cas del cervell. Pero, per qué tenen tanta conductivitat?

Com hem vist anteriorment en aquest apartat, la conductivitat depén, entre altres
coses, del diametre, del nombre de capes i de la torsié que té un CNT i, com hem
vist anteriorment [vegeu apartat 1.2.2.], els MWCNTs, com bé diu el seu propi nom,
estan formats per diverses capes, tenen un diametre molt ampli que depén
d’aquestes capes en certa manera i no presenten cap mena de quiralitat (no soén
nanotubs quirals). Llavors, esdevenen els nanotubs idonis per a la seva aplicacio en

zones on existeix una necessitat de conductivitat eléctrica.
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1.2.3.2. Propietats mecaniques

Els nanotubs de carboni son els materials més forts i rigids descoberts fins ara en
termes de resisténcia envers la traccié' i el modul elastic. Aquesta forga resulta dels
enllagos covalents formats entre els atoms de carboni individuals. De fet, 'any 2000
un nanotub de carboni de paret multiple (MWCNT) va presentar una forga de traccié
de 63 gigapascals (GPa). Per fer-nos una mica a la idea, aix0 es tradueix a que
aquest CNT presentava I'habilitat de resistir una forga exercida per un pes de 6422
Kg (al nostre planeta aquesta forca es trobaria al voltant dels 63000 Newtons'®).
Clarament, tenint en compte I'anterior, aquesta resisténcia justifica molts dels usos
que es dona als MWCNTSs, com la insercié d’aquests en altres materials que hauran
de suportar forces grans per tal de fer-los més resistents a trencar-se. D'altra banda,
davant d’esforcos de deformacid molt intensos sé6n capagos de deformar-se
notablement i de mantenir-se en un régim elastic. EIl médul de Young (que mesura la
rigidesa d’'un material elastic) oscil-la entre 1.3 i 1.8 terapascals (TPa) tot i que fins

ara només s’han pogut obtenir experimentalment fins als 0.8 TPa.

Per tant, també podem concloure que pel que fa a les propietats mecaniques i
d’elasticitat, els MWCNTs destaquen per sobre dels SWCNTSs (i implicitament també

destaquen per sobre de la resta de materials amb propietats d’aquest tipus).

1.2.3.3. Propietats térmiques

S'espera que tots els nanotubs siguin molt bons conductors térmics al llarg del tub,
mostrant una propietat coneguda amb el nom de "conduccié bal-listica", perd bons
aillants laterals a I'eix del tub. Per exemple, en un metall conductor com el coure, els
electrons que condueixen el corrent son dispersats per la vibracié térmica dels
atoms del metall. Aquesta dispersid redueix la velocitat i I'impuls dels electrons
originant el que anomenem resistivitat perd0 aquest no és el cas dels nanotubs de

carboni ja que en aquests materials els electrons poden anar d’'un extrem fins I'altre

" traccié: condicio en la que es troba un objecte quan esta sotmés a dues forces contraries (=estirat).
'8 Newton: unitat amb qué es mesura la forga.
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del tub sense patir cap dispersié. Aquest tipus de conduccid és el que
apropiadament anomenem conduccié bal-listica. Les mesures mostren que un
SWCNT individual té una conductivitat térmica a una temperatura determinada al
llarg del seu eix d’uns 3500 W-m~ ":K~ ' (en aquest cas, les unitats també s’han de
prendre com a quelcom referencial i no pas essencial; podrien haver estat unitats
arbitraries). La comparem amb el coure, un metall conegut per la seva bona
conductivitat térmica, i aquest transmet 385 W-m~ K = '. Un SWCNT individual té
una conductivitat térmica a temperatura ambient a través del seu eix (en direccid
axial) d’'uns 1,52 W-m~-K™ ', que és igual de térmicament conductor que el sol. Els
conjunts macroscopics de nanotubs com pel-licules o fibres han arribat fins a 1500
W-m~ "-K™ ' fins ara. Les xarxes compostes de nanotubs demostren diferents valors
de conductivitat térmica, des del nivell d'aillament térmic amb la conductivitat térmica

de 0,1 W-m~"-K™ ' fins a valors més alts.

En general, els MWCNTs tenen una conduccio6 térmica similar a la dels SWCNTs

que afavoreix una conduccio bal-listica.

1.2.3.4. Propietats optiques

Els nanotubs de carboni tenen propietats Utils d’absorcid, fotoluminescéncia® i
espectroscopia®® Raman (una tipica técnica d’espectroscopia que determina els
modes de vibracié de les molécules). Els métodes espectroscopics ofereixen la
possibilitat d’establir una caracteritzacid rapida i no destructiva de quantitats
relativament grans de nanotubs de carboni. Hi ha una forta demanda de tal
caracteritzacié des del punt de vista industrial: nombrosos parametres de sintesi de
nanotubs es poden canviar, intencionadament o no, per alterar la qualitat dels
nanotubs. Les espectroscopies d’absorcid optica, fotoluminiscéncia i Raman
permeten una caracteritzacié rapida i fiable d’aquesta “qualitat de nanotub” en

termes de contingut de carboni no tubular. A més, els nanotubs de carboni son

' fotoluminiscéncia: emetre radiacié lluminosa després d’una estimulacié externa, ser fluorescent.
20 espectroscopia: estudi de la interaccié entre la radiacié electromagnética i la matéria, amb una certa emissié o absorcié
d’energia.
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"sistemes unidimensionals" Unics que es poden concebre com a lamines individuals
de grafit enrotllades (0 més precisament de grafe). Aquesta laminacio es pot fer a
diferents angles i curvatures, donant com a resultat diferents propietats de nanotubs,
com hem vist anteriorment [vegeu apartat 1.2.1]. El diametre normalment varia entre
0,4 i 40 nm (és a dir, pot variar poc, fins a 100 vegades), pero la longitud pot variar
fins a 100.000.000.000 vegades, des de 0.14 nm a 55.5 cm.

En general, considerarem que una propietat és optica quan el seu rendiment no
depén del material pel que esta feta I'estructura siné de com es conforma aquesta a
'espai i, per tant, aquesta configuracié espaial, que té cada nanotub de carboni per
separat i independentment dels altres tipus, sera la que determini moltes de les
propietats que adquireix el nanomaterial. Aix0, per exemple, afecta a la conductivitat
eléctrica d’'un CNT, com hem vist a 'apartat corresponent [vegeu apartat 1.2.3.1], en
una relaci6 de proporcionalitat inversa: com més torsid presenta en la seva

estructura un CNT, menys conductivitat eléctrica té.

2. Aplicacions dels CNTs

Els nanotubs de carboni, com a caracteristiques principals, tenen una gran
resistivitat mecanica, baixa densitat, alta conductivitat termica, gran area superficial,
un comportament versatil i una elevada conductivitat electrica, com bé hem
confirmat anteriorment. Totes aquestes propietats que posseeixen aquests materials
els fan candidats ideals per un gran numero d’aplicacions si el seu cost és
suficientment baix (la sintesi de CNTs millora cada any i, en consequéncia, el preu

de venda es redueix un 50% anualment).
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2.1. Electroquimiques

Una de les aplicacions més importants dels CNTs, actualment, és l'aplicacio
electroquimica gracies a la seva gran superficie i a la seva resistivitat. Exemples
d’aquestes aplicacions sén el desenvolupament de supercondensadors?', de
dispositius per l'emmagatzematge d’hidrogen i la fabricacid de xarxes solars.
Aquests nanomaterials, com s’ha pogut apreciar, tenen nombroses aplicacions. Fent
referéncia als supercondensadors (constituits per dos eléctrodes®? de carboni
separats per una membrana permeable d’ions submergits en un electrolit®®), els
SWCNTs tenen la major relacié superficie/volum de qualsevol material de carboni,
de manera que els seus atoms sén els que formen la superficie de l'eléctrode.
Actualment, els supercondensadors sén fabricats amb carbd activat, que és
extremadament pords i amb una gran area superficial. En aquesta classe de carbo
obtingut, els porus sén irregulars en grandaria i forma, reduint, d'aquesta manera,
I'eficiencia. En canvi, els CNTs alineats verticalment en el supercondensador
posseeixen formes molt regulars i una amplada de I'ordre de diversos diametres
atomics alhora que presenten una resisténcia que s’adapta a les condicions, la qual

cosa incrementa la seva densitat d'energia.

Dintre de les aplicacions electroquimiques que poden tenir els CNTs, destaca el fet
d’utilitzar-los per tal demmagatzemar hidrogen. L'hidrogen s'afegeix als nanotubs
per quimiosorcid, ja que els enllagos dels carbonis que formen el nanotub ofereixen
capacitat fins a la seva saturacié incorporant hidrogens. A I'Institut de Ciéncia de
Materials de Barcelona (ICMAB) s'esta treballant sobre aix0. La idea consisteix a
dipositar nanotubs a l'interior d'una cambra a pressio. Es deixa entrar I'hidrogen en

aquesta cambra i passat un temps es deixa sortir de la mateixa. La quantitat de gas

% supercondensador: dispositiu passiu (que no actua amb voluntat) que emmagatzema una densitat d’energia inusualment
alta.

2 glectrode: element que queda en contacte en un circuit eléctric amb materials no metal-lics.

% glectrolit: substancia que dissocia ions lliures quan es dissol o es fon, produint un medi eléctricament conductor..
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sortint és menor que la que entra. Per tant, es considera que I'hidrogen queda

incorporat al nanotub (de manera similar al que passa amb I'Heli).

Imatge 10. Representacid grafica de multiples capes d’Heli incorporant-se a un nanotub de carboni.

Font: https.//www.icfo.eu/newsroom/news/4352-controlling-superfluid-helium-with-carbon-nanotubes

Treballant sobre aquesta idea, s'ha comprovat la capacitat d'absorcié de I'hidrogen
en diferents estructures de nanotubs. Aixi, un paquet de double-walled carbon
nanotubes (els DWCNTs son CNTs de dues parets) pot absorbir fins al doble del
que fan els SWCNTs. A partir de la comparacio dels plans de grafit dels SWCNTs
(amb extremada puresa, uniformitat i, amb prou feines, traces d'impureses) i dels
DWCNTs (amb un alt ordenament perd amb empaquetament més lleuger) en un
conjunt hexagonal, s'ha trobat que aquests ultims presenten una major estabilitat per
a l'absorci6 d'H,. Aixo es dona a causa del fet que la matriu dels nanotubs presenta
porus als quals poden unir-se les molécules d'H,, i que donada l'accessibilitat
d'aquests i el més profund potencial molecular, consequéncia del solapament dels

potencials moleculars per la doble paret, I'absorcié €s molt major.

Pero, per que ens interessa emmagatzemar molt H, en poc espai?

Avui dia, un dels factors que probablement acabaran amb la vida a la terra és la
contaminacié. Per aix0, per evitar aquesta tragedia, s’han comencat a dissenyar
piles o bateries d’'H,. Perd, com que el volum d’hidrogen en estat gasos és molt

gran, llavors es necessita idear alguna forma d’emmagatzemar aquest hidrogen, que
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posteriorment sera energia, en poc espai. Per aquesta rad, 'emmagatzematge en

DWCNTs és una idea revolucionaria, pel que fa a futures fonts energétiques.

A més, aquesta capacitat d’interactuar pacificament amb una molécula com I'H,
(sense cap repulsid), ens suggereix que probablement passi el mateix si el CNT esta

en contacte amb molécules similars in vivo®.

2.2. Electronica

D’altra banda, si bé els CNTs de carboni tenen nombroses aplicacions és
indiscutible que, com a minim, gran part d’aquestes intervinguin en l'electronica. A
meés, sabent que els avencos electronics es basen basicament en la miniaturitzacio
dels dispositius, és quasi imprescindible 'is de CNTs en la seva fabricacio.
Principalment, els CNTs s’utilitzen com una mena de substituts del Silici. Un dels
dispositius on més s’utilitzen els CNTs (exactament els SWCNTSs) és el transistor. El
procés es basa principalment en la introducci6 de SWCNTs entre dos eléctrodes
(font i drenador) en transistors d’efecte de camp (FET). Aquests CNTs esdevenen
amb el nom de CNTFET i el que es pretén fer amb aquesta elaboracioé és afavorir la
circulacié dels electrons. En general, el que diferencia els transistors elaborats amb
silici i els elaborats amb CNTFETs és que els CNTFETs commuten sense errar i, a
més, no consumeixen tant com els de silici. De cara al futur, els CNTs podrien

repercutir en gran quantitat en la creacio de memories d’accés aleatori (RAM).

2.3. Altres aplicacions industrials

Entre les aplicacions més famoses (en el sentit de globalitzades) dels CNTs, trobem
diferents usos que es dona a aquests nanomaterials que es basen en la combinacid
de CNTs amb altres polimers creant un conjunt on tots dos materials es
complementen i aporten determinades qualitats a I'estructura general. Un dels casos

més destacats on s’ha portat a terme quelcom similar va ser en la creacié de la

% invivo = en organismes vius.
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substancia més fosca coneguda fins a la data, material que s'ha creat a partir de
nanotubs de carboni. El material es va fabricar amb una matriu de nanotubs de
carboni de baixa densitat, disposats de forma vertical. L'index de reflexié del

material és tres vegades menor del que s'havia aconseguit fins ara.

Aquest "bosc" de nanotubs de carboni és molt bo a I'hora d'absorbir la llum
(absorbeix aproximadament el 99,9% de la llum que rep), perd molt dolent per
reflectir-la. El grup d'investigadors nord-americans, pertanyents a I'Institut Politecnic
Rensselaer de Troy, Nova York, que I'ha desenvolupat, asseguren que és el més
semblant que hi ha al cos negre (un cos ideal que absorbeix la llum de totes les
longituds d'ona i des de tots els angles possibles). S'espera que el desenvolupament
d'aquests materials tingui aplicacions als ambits de l'electronica, la invisibilitat a la
zona del visible, i el camp de l'energia solar (principalment en la fabricacié de
plagques solars que tinguin un molt bon rendiment ja que aprofitaran quasi tota la

llum que rebin).

3. Nanotubs en medicina

Els nanotubs de carboni es plantegen com a una promesa revolucionaria a I'ambit
de la ciéncia, perd quan parlem de ciéncia no només fem referéncia al treball en un
laboratori o a l'analisi de dades obtingudes, sind també a l'aplicaci6 d’aquesta
informaci6 en diverses situacions i camps, on els resultats d’aquestes investigacions
sén necessaris. Precisament, la referéncia es dirigeix cap a 'ambit de la medicina
(en tots els seus sentits). Aixd, com bé hem dit anteriorment, només és possible
gracies a les propietats dels CNTs. Malgrat que avui dia sén poques les solucions
meédiques amb CNTs que es poden utilitzar en persones (per no dir que no hi ha
cap), de fet, sdbn moltes les investigacions que ja estan quasi acabades, a més, de la
preséncia d’altres que estan en constant desenvolupament i evolucié i d’aquelles

que sorgiran en un futur molt proxim.
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3.1. Comportament i interaccio bioldogica

Els CNTs han estat estudiats intensament en les ultimes décades a causa de les
seves possibles aplicacions en diversos camps que poden afectar les nostres vides.
Un dels majors valors dels nanomaterials de carboni estara en el desenvolupament
de tractaments biomédics nous i eficagos. Perd cap de les utilitats biologiques dels
CNTs podran ser possibles mai si no es coneix com es comporten aquestes
molécules quan es troben en contacte amb quelcom viu. Basicament, el que s’ha de
veure abans de realitzar cap aplicacio (ja sigui terapéutica o eventual) és: com
reaccionen aquestes estructures nanometriques quan entren a un medi on sén

presents cel-lules.

3.1.1. Toxicitat

Cal entendre I'extensa toxicitat dels CNTs abans de desenvolupar les aplicacions
biomédiques. Els CNTs poden ser toxics per als pulmons, la pell o el cor. La toxicitat
dels CNTs depén de les seves estructures, morfologia, grups funcionals superficials

i dosi.

Com que els CNTs sén molt petits i lleugers, poden arribar a ser volatils i ser
inhalats. Ryman-Rasmussen® va estudiar els CNTs inhalats en ratolins. Va
descobrir que els MWCNTs podrien arribar al teixit subpleural® de ratolins i ser
incrustats a la paret subpleural, aixi com als macrofags? subpleurals després
d’exposar-los a una inhalacié de 30 mg/m?®durant 6 h. Després d’un dia, els agregats
de ceél-lules mononuclears a la superficie pleural van augmentar tant en nombre com
en mida. La fibrosi subpleural es va incrementar després de les dues i sis setmanes

després de l'inhalacié. No obstant aixd, no van trobar aquests efectes en ratolins

% Ryman-Rasmussen: investigador en el departament de toxicologia mediambiental i molecular, a la universitat de I'estat de
Carolina del nord.

26 Teixit subpleural: referit a la pleura. La pleura és una mena de membrana que envolta els pulmons, entre altres organs.
o Macrofag: és una cel-lula amb capacitat immunologica que es troba al teixit conjuntiu. Tenen la funcié d’eliminar o, en
ocasions, envoltar agents estranys per 'organisme.
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quan es va utilitzar una dosi més baixa de CNTs, la qual cosa va suggerir que la

minimitzacioé de la inhalacié de nanotubs durant la manipulacié era prudent.

Es va estudiar la toxicitat pulmonar dels MWCNTSs en ratolins 7 i 90 dies després de
la instil-lacié intratraqueal i es va trobar que els MWCNTSs inhalats van causar pocs
efectes pulmonars, perd van suprimir la funcié immune. La dosi també va tenir un
paper vital. S'han utilitzat tres dosis diferents en els seus experiments, perd només
la dosi d’1 mg/m? presentava la funcié immune suprimida. També es van estudiar els
mecanismes de com els CNTs inhalats van suprimir la funcié immune sistémica en
ratolins i es va trobar que uns determinats enzims?, que van respondre al senyal
dels pulmons, van tenir un paper molt important en la supressio. Aquests ratolins
sense aquests mateixos enzims no es van veure afectats quan es van exposar a la
mateixa dosi de CNT. Les seves troballes suggerien senyals provinents de les
senyals activades pels pulmons a la melsa per suprimir la funcié immune sistéemica

dels ratolins exposats.

Els CNTs també poden augmentar la incidencia d'altres malalties, com ara malalties
de la pell ja que la toxicitat per via cutania pot donar-se després d’exposar, a la pell,
SWCNTs a causa de I'estrés oxidatiu accelerat a la pell. També es va determinar
que l'administracié repetida de CNTs en ratolins masculins pot causar danys
reversibles en els testicles. Van trobar que els CNTs es van acumular en els
testicles i van disminuir el gruix de l'epiteli seminifer després de 15 dies, pero el
dany dels teixits es va reparar als 60 i 90 dies. D’altra banda, també es va avaluar la
resposta dels danys a I'ADN per part dels MWCNTSs en cél-lules mare embrionaries
de ratoli (Embrionary Stem cells o ES cells). Van trobar que els MWCNTSs es van

acumular i van induir apoptosi® en aquestes cél-lules de ratoli.

% enzim: molécula (biocatalitzadora) que té la funcié de sobretot intervenir en reaccions biologiques i accelerar-les.
% apoptosi: és una mena de mort programada o induida. Aquesta programacio es pot trobar ja vigent a ’ADN o la pot induir
alguna molécula (segons ordres de I'organisme).
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La imatge 11 (a la seglent pagina) mostra la captaci6 de MWCNTSs, la diferenciacié
induida i I'apoptosi en cel-lules ES de ratoli i indica que la quantitat de MWCNTs

acumulats a les cél-lules ES creix gradualment a mesura que avanca el temps.

&

Control 2 hores 4 hores 24 hores

Imatge 11. Imatges capturades al microscopi (a 20 augments les quatre primeres de dalt i a 10
augments les quatre restants) de I'apoptosi (mort cel-lular - de color negre) en cél-lules ES de ratoli.
Font: https://sci-hub.tw/10.1021/nl071303v [Article original: “DNA damage Induced by Multiwalled

Carbon Nanotubes in Mouse Embryonic Stem Cells”]

La imatge 12 mostra dues proteines isoformes (sén una versio d'una proteina amb
petites diferéncies d'una altra isoforma® de la mateixa proteina. Es poden produir
diferents formes d'una proteina a partir de diferents gens pero relacionats entre si, o
poden derivar-se del mateix gen per splicing alternatiu®') de la proteina clau de
reparacié de 'ADN afectat en la resposta al tractament amb MWCNTs mitjangant
lanalisi de transferéncia de Western. Van trobar que I'expressi6 d’ambdues
isoformes s’ha elevat pel tractament amb MWCNTs, que suggereix I'aparicio de

danys a I'ADN nuclear i mitocondrial a través d’'una mutacié genica de base de

30 isoforma: és una de les distintes formes que pot tenir una mateixa proteina.

% splicing alternatiu: la idea és que d’un sol tros d’ADN (gen), podem obtenir dues o més proteines diferents.
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guanina (ja que la part afectada és la base® 8-oxoguanina-ADN glicosilasa 1
[OGG1))

Com s’observa en aquesta mateixa imatge, després de I'aplicacié dels MWCNTSs hi
ha més foscor en les “linies”. Aixo significa que s’ha incrementat la sintesi d’aquesta
proteina reparadora (que repara la base OGG1). De tal forma que podem deduir que
els MWCNTs han afectat a ’'ADN de tal forma que I'organisme s’ha vist obligat a

reparar la zona i en abundancia.

B 1 2 3 <1 2 3

T
——— O-Actin —— f-Actn

2 Hores 4 Hores

Imatge 12. Mostra I'expressio de dues isoformes abans i després de la introduccio
de MWCNTSs a l'organisme. Font: https:/sci-hub.tw/10.1021/nl071303v [Article origi-
nal: “DNA damage Induced by Multiwalled Carbon Nanotubes in Mouse Embryonic
Stem Cells”]

3.1.2. Solucio a la toxicitat

La modificaci6 de la superficie es considera una manera eficient de canviar la
toxicitat dels CNTs. Algunes publicacions han informat que la toxicitat dels CNTs es
podria reduir mitjangant la funcionalitzacio®® de la superficie. Per exemple, es va
trobar que els SWCNTs funcionalitzats no tenen cap toxicitat durant 4 mesos. En
una experimentacio, es va veure que els SWCNTs podien persistir dins dels
macrofags del fetge i la melsa sense aparent toxicitat durant 4 mesos. També es
van estudiar les relacions de toxicitat i densitat de funcionalitzacio i es va trobar que

la toxicitat dels CNTs de forma sistematica disminueix augmentant la densitat de

2 hase: '’ADN esta format per una segiiéncia de bases disposades en série. Un error en alguna d’aquestes bases suposa la
sintesi erronia de proteines equivocades. Per aixd, és necessari reparar aquest tipus d’errors.

33 funcionalitzacio: fet d’adaptar la superficie d’'un material a la funcié necessitada.
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funcionalitzaci6. A més, amb el pas dels anys, s’ha aconseguit arribar a la conclusio
que la funcionalitzacié quimica evita la toxicitat de millor forma que com ho fan els
tensioactius®.

El mecanisme del canvi de toxicitat induit per la funcionalitzacié superficial és molt
complicat i depén dels meétodes funcionalitzats, la densitat de funcionalitzaci6 i
diferents grups funcionals. En termes generals, la funcionalitzacié superficial
augmenta la dispersio dels CNTs. La funcionalitzacié quimica pot, fins i tot, escurgar
la longitud dels CNTs i trencar la seva estructura grafitica, la qual cosa fa que els
CNTs siguin molt més degradables que els propis CNTs primitius. La modificacié de
la superficie també pot induir abundants grups biocompatibles als CNTs, la qual

cosa redueix la toxicitat.

3.2. CNTs en sistemes terapéutics

Altres possibles usos que poden tenir els CNTs son els que van lligats a diferents
tipus de terapies. S’han fet grans esfor¢cos per curar malalties, especialment els
cancers. Normalment, la reseccio® radical del tumor en la seva primera etapa és
I'inica manera d’abordar el cancer. No obstant aix0, els avengos en nanotecnologia
i biotecnologia han permés l'aparicio d’'una altra forma de tractar les malalties.
Recentment, els CNTs han estat desenvolupats per part de molts grups amb la

finalitat d’intervenir en terapies per a diverses malalties.

3.2.1. Terapia farmacologica

Un grup d’investigadors, entre els quals es troba Arghavan Kavosi*®, va introduir
doxorubicina (DOX), la medicacié quimico-terapica utilitzada en I'extermini del
cancer, dintre de SWCNTs per tractar un cancer in vivo. L’experiment va consistir en

tractar setmanalment uns ratolins (en mateixes condicions sanitaries, d’alimentacio,

% tensioactiu: substancia que influeix en la superficies d’una altra de tal forma que es crea una tensié superficial (com ara el
que succeeix amb l'oli i 'aigua immiscibles).

* reseccié: operacié quirirgica que consisteix a llevar o retirar una part més o menys extensa d’un organ.

% pertany al departament de biologia cel-lular i molecular de la facultat de ciéncies i tecnologia de la universitat Islamic Azad de
Tehran, Iran.
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etc.) amb DOX lliure, uns amb doxil (una forma de doxorubicina encapsulada,
recoberta de polietilenglicol) i uns altres amb SWCNT-DOX a diferents ratolins que
portaven el mateix tipus de tumor. El volum relatiu dels ratolins que es van tractar
amb SWCNT-DOX ha disminuit molt més que els tractats amb DOX lliure, fet que
mostra que el SWCNT-DOX va tenir una alta inhibicid, molt més eficient, del
creixement del tumor que la DOX lliure. A més, el pes dels ratolins tractats amb
SWCNT-DOX era molt millor i, per tant, es pot establir que el tractament amb
SWCNT-DOX és molt menys toxic que el tractament amb DOX lliure o doxil (malgrat

que la doxil redueix més el tumor que els SWCNT-DOX).
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Imatge 13. Mostra de la baixa toxicitat del SWCNT-DOX en comparaciéo amb el DOX lliure i el doxil.
Font: https./arxiv.org/ftp/arxiv/papers/0910/0910.0567.pdf [Article original: “Supramolecular Stacking

of Doxorubicin on Carbon Nanotubes for in vivo Cancer Therapy’]
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A més d’aquest tipus de terapia, on els SWCNTs presenten un paper prometedor i
bastant eficag, com s’ha observat anteriorment, hi ha altres tipus de terapies on
també es podria presentar un gran rendiment per part d’aquests excel-lents
nanomaterials, com ara la terapia fotoacustica, la terapia fototérmica i la terapia

fotodinamica, perd aquestes no ens venen al cas.

4. Funcionalitzacio dels CNTs

La funcionalitzacié és un del passos fonamentals que cal realitzar abans d’estudiar
'accié d’'un nanomaterial (com el CNT) sobre algun tipus de funcié o activitat. El
principal problema amb la majoria dels métodes sintétics populars és que es
produeixen mostres que donen lloc a una barreja de nanotubs de diversos diametres
i quiralitats o torsions que normalment esta contaminada amb impureses
metal-liques i amorfes. Aixi, els protocols de processament quimic post-sintesi que
purifiquen els nanotubs, que també poden separar nanotubs individuals segons el
diametre i la quiralitat aprofitant les seves reactivitats diferencials, sén sovint les
uniques vies viables cap a la manipulacié racional i previsible de les propietats

electroniques i mecaniques favorables d’aquests materials.

La funcionalitzacié d’aquest material consisteix basicament en el fet d’afegir a
aquests nanotubs molécules diferents que condicionen la seva aplicacié en diferents
situacions, depenent de I's que es vulgui donar a aquests. Hi ha diferents tipus de
funcionalitzacions per als SWCNTs (i per als CNTs, en general) que es poden

observar en la imatge 14 (a la seguent imatge):
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Imatge 14. Representacio estructural dels diferents tipus de funciona-

litzacio dels SWCNTSs. Font: https://www.intechopen.com/books/carbo

n-nanotubes-polymer-nanocomposites/functionalization-of-carbon-nan

otubes

A) Funcionalitzaci6 del grup de defectes.

B) Funcionalitzaci6 covalent de paret lateral.

C) Funcionalitzacioé no covalent exohedra amb tensioactius.
D) Funcionalitzacié no covalent exohedra amb polimers.

E) Funcionalitzacié endohedra amb, per exemple, ful-luerens C60.

4.1. Funcionalitzacidé covalent

Els taps finals dels nanotubs acostumen a estar compostos per hemisferis molt
corbats, semblants a mig ful-leré (semiesfera), que sén molt reactius en comparacio
amb les parets laterals. La funcionalitzacié quimica es basa en l'enllag covalent dels
grups funcionals en referéncia a la forma de carboni de CNTs. Es pot realitzar als

caps finals dels nanotubs o als laterals que presenten molts defectes.
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A la imatge del costat es poden a

preciar alguns dels defectes més tipics que

presenten els nanotubs de carboni després de la seva sintesi:

Imatge 15. Nanotub de carboni amb defectes
després de la seva sintesi. Font: https:/www.

intechopen.com/books/carbon-nanotubes-pol

ymer-nanocomposites/functionalization-of-car

bon-nanotubes

El procés de funcionalitzacié es pot

A) Els anells de cinc o set membres del
marc de carboni, en lloc de I'anell normal de

sis membres, condueixen a una flexié al tub.
B) Defectes hibriditzats (R=H i OH)

C) Entramat de carboni danyat per
condicions oxidatives, que deixa un forat folrat

de grups -COOH.

D) Final obert del SWCNT, acabat en
grups -COOH.

realitzar per reaccié amb algunes molécules

d’alta reactivitat quimica. En el primer enfocament, la fluoritzacio® de CNTs s'ha

popularitzat per a la investigacio inicial de la funcionalitzacié covalent perquée

¥fluoritzacié: en referéncia al fltior, element de la taula periddica. [F]
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s'espera que els laterals dels CNTs siguin inerts. Un altre metode és la
funcionalitzacié defectuosa dels CNTs. Aquests defectes intrinsecs es
complementen amb danys oxidatius al marc del nanotub per acids forts que deixen
forats funcionalitzats amb grups funcionals oxigenats. En particular, el tractament
dels CNTs amb acids forts com HNO,, H,SO, o una barreja d’aquests, o amb
oxidants forts com KMnO,, I'oz6 o el plasma reactiu tendeixen a obrir aquests tubs i
a generar posteriorment grups funcionals oxigenats com I'acid carboxilic, grups
alcoholics i ésters, que serveixen per lligar molts tipus diferents de fragments
quimics als extrems i als llocs de defecte d'aquests tubs. En general, els CNTs
funcionalitzats amb els métodes covalents suposen un bon avantatge i és que
adquireixen una gran solubilitat en diversos dissolvents organics, pel fet que els

CNTs tenen molts grups funcionals, com ara grups polars*® o no polars.

El que diferencia la funcionalitzacié covalent de la no covalent [vegeu apartat 4.2.]
€s que, en la primera, els enllacos entre els CNTs i les molecules funcionalitzants
sén més dificils de trencar que les atraccions o contactes que hi ha en la no

covalent.

4.2. Funcionalitzacido no covalent

L’avantatge de la funcionalitzaci6 no covalent és que no destrueix el sistema
conjugat de les parets laterals del CNT i, per tant, no modifica les propietats
estructurals finals del material. La funcionalitzaci6 no covalent és un metode
alternatiu per ajustar les propietats interficials dels nanotubs. Els CNTs sén
funcionalitzats de forma no covalent mitjangant compostos aromatics, tensioactius i
polimers, utilitzant en la seva majoria interaccions hidrofobiques. En aquests
plantejaments, les modificacions no covalents dels CNTs poden fer molt per
preservar les seves propietats desitjades, alhora que milloren les seves solubilitats

notablement.

*®polaritat: separacié de la carrega eléctrica en una molécula
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5. Aspectes neuronals

Quan parlem de neurones no ens referim a un tipus qualsevol de cél-lula al cos, a
una simple unitat que conforma el nostre organisme, sind que les neurones son
totes les ceél-lules del cos i al mateix temps cap. Sempre al llarg de la nostra vida
académica ja sigui com a alumnes o com a professors hem parlat i ens han donat
resposta a questions referents al funcionament de cada tipus cel-lular, a com treballa
cada cel-lula del sistema digestiu, del respiratori, del circulatori, etc. Perdo sempre,
malgrat que ens diuen que les neurones sén les que transmeten els senyals
necessaris per tal que cada minima estructura del cos funcioni, es tracta de forma
igual a aquest tipus cel-lular. Per entendre la importancia que té el sistema nervios al
cos, només s’ha dobservar una persona en estat vegetatiu a causa de danys
cerebrals o similars, simplement fent malbé un sol organ (el cervell), tot el cos ha
quedat disfuncional. Ara s’entén perqué una persona pot viure sense ulls, sense un

ronyo i, fins i tot, sense mig pulmo i no pas sense cervell.

5.1. Estructura i composicié d’una cél-lula

Les neurones estan altament especialitzades en el processament i la transmissio de
senyals cel-lulars. A causa de la diversitat de funcions realitzades en diferents parts
del sistema nervids, hi ha una gran varietat de cél-lules diferenciades segons la seva
forma, la mida i les propietats electroquimiques. Per exemple, el soma (cos) d'una

neurona pot variar de 4 a 100 micrometres de diametre.

Una neurona es troba constituida principalment per un soma (on s’inclou el nucli, la
mida del qual varia entre els 3-18 micrometres de diametre). El soma és on es
produeix la gran majoria de proteines. A més, ramificades des del soma, trobem les

dendrites (extensions que tenen la funcié de comunicar una neurona amb les altres).

43



5.1.1. Membrana

Com totes les cel-lules animals, el cos cel-lular de totes les neurones esta tancat per
una membrana plasmatica, una bicapa de molécules lipidiques amb molts tipus

d’estructures proteiques incrustades en la mateixa.

Una bicapa lipidica és un potent aillant eléctric, pero en les neurones, moltes de les
estructures proteiques incrustades a la membrana son actives eléctricament.
Aquests inclouen canals idnics que permeten que els ions amb carrega eléctrica
flueixin a través de la membrana. La majoria dels canals idnics només soén
permeables per a tipus especifics d’ions. Alguns canals idnics estan tensats per
tensid, el que significa que es poden canviar entre estats oberts i tancats alterant la
diferencia de voltatge a través de la membrana. Uns altres tenen rebuig quimic, el
que significa que es poden canviar entre estats oberts i tancats per interaccions amb
productes quimics que es difonen a través del fluid extracel-lular. Els materials idnics
inclouen sodi, potassi, clorur i calci. Les interaccions entre els canals ionics i les
bombes d’ions produeixen una diferéncia de tensié entre la membrana, tipicament
una mica menys d’1/10 d’'un volt a la linia base. Aquest voltatge té dues funcions: en
primer lloc, proporciona una font d’alimentacié per a un assortiment de maquinaria
de proteina depenent de la tensid incrustada a la membrana; en segon lloc,
proporciona una base per a la transmissio del senyal eléctric entre diferents parts de
la membrana. Aix0, entre altres coses permet transmetre corrent eléctric per la
neurona, de tal forma que indirectament també s’afavoreix la quantitat de sinapsis

que tenen lloc per neurona.

5.1.2. Histologia i estructura interna

El cos cellular d’'una neurona esta recolzat per una complexa malla de proteines
estructurals anomenades neurofilaments, que juntament amb els neurotubuls

(microtubuls neuronals) s’'uneixen en neurofibril-les més grans.
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Imatge 16. Estructura dels neurofilaments. Font:
https.//innp.bmj.com/content/innp/90/8/870/F1.lar

ge.jpg

Curiosament, aquests neurofilaments que intervenen a mantenir [I'estabilitat
estructural de la neurona s’assemblen bastant als CNTs i aixd, com veurem més
endavant, afectara pel que fa al punt essencial de la ‘regeneracid’ de les neurones,
en un sentit orientat més a la productivitat pel que fa a les sinapsis. Algunes
neurones també contenen granuls de pigment, com ara la neuromelanina (un
pigment de color negre marré6 que és producte de la sintesi de catecolamines) i
lipofuscina (un pigment marré6 groguenc), que s'acumulen amb l'edat. Altres
proteines estructurals importants per a la funcié neuronal sén l'actina i la tubulina
dels microtubuls. L’actina es troba principalment a la punta dels axons i les dendrites
durant el desenvolupament neuronal. Alla, la dinamica d'actina es pot modular
mitjancant una interacci6 amb microtubul. Hi ha diferents caracteristiques
estructurals internes entre axons i dendrites. Els axons tipics gairebé mai contenen
ribosomes, excepte alguns segments inicials. Les dendrites contenen reticle
endoplasmatic granular o ribosomes, en quantitats que disminueixen a mesura que

augmenta la distancia del cos cel-lular. Una altra part que cal conéixer de les
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neurones son les beines de mielina que envolten 'axd de les neurones. A la imatge

16, la mielina es troba representada en color blau.

5.2. Connectivitat

Les neurones es comuniquen entre si mitjangant les sinapsis, on el terminal de I'ax6
d’'una cél-lula contacta amb la dendrita, el soma o, menys frequentment, I'axé de la
seguent neurona. La neurona té una maquinaria cel-lular que li permet generar
descarregues subites i breus (potencials d’accio), utilitzant aquestes descarregues
com a resposta a diferents estimuls eléctrics. Quan una neurona posa en marxa el
seu potencial d’accid, transmet aquesta senyal a altres neurones veines o

postsinaptiques, a través de I'anteriorment anomenat contacte quimic (sinapsi).

Les neurones com les cel-lules de Purkinje del cerebel poden tenir més de 1000
branques dendritiques, connectant-se amb desenes de milers d’altres cél-lules;
altres neurones, com les neurones magnocel-lulars del nucli supraoptic®, tenen
nomeés una o dues dendrites, cadascuna de les quals rep milers de sinapsis. Les
sinapsis poden ser excitadores o inhibidores, respectivament, augmentant o
disminuint l'activitat en la neurona diana, respectivament. Algunes neurones també
es comuniquen mitjangant sinapsis eléctriques, que sén unions directes i eléctriques

conductores entre cél-lules.

39 nucli suproptic: zona situada a I'hipotalem.
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Quan un potencial d’accié arriba al
terminal de I'axd, obre canals de calci
amb tensio, permetent que els ions
de calci entrin al terminal. El calci fa
que les vesicules sinaptiques plenes
de molécules de neurotransmissors
es fusionin amb la membrana,
alliberant el seu contingut a la zona

sinaptica.

Imatge 17. Propagacio del senyal per I'axoé fins a la zona

sinaptica. Font: https://www.researchgate.net/figure/A-sig

nal-propagating-down-an-axon-to-the-cell-body-and-dend
rites-of-the-next-cell_fig1 283208422

Els neurotransmissors es difonen a través de la fenda sinaptica i activen els
receptors de la neurona postsinaptica. Un alt calci citosolic en el terminal de I'axd
desencadena la presa de calci mitocondrial que, al seu torn, activa el metabolisme
de I'energia mitocondrial per produir ATP per donar suport a la neurotransmissio

continua.

L'escorga cerebral es caracteritza per una alta densitat de connexions sinaptiques
entre les neurones del circuit local. Si aquesta connectivitat és bastant forta i densa,
I'activacio transitoria del circuit pot portar a un estat en qué les neurones de la xarxa
es retroalimentin continuament i portin a un estat d'activitat persistent sostingut

autonomament pel circuit. Aquesta activitat persistent que es manté en el circuit
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local de l'escorga prefrontal causa de la seva densa connectivitat pot ser per tant el

substrat neural de la memoria de treball a nivell de circuit.

5.3. Desordres neuronals

La majoria de desordres neuronals greus que avui dia es coneixen s’originen o bé
per una desmielinitzaci6 o bé per una degeneracié axonal. Algunes d'aquestes
malalties que s’ocasionen com a consequéncia dels anteriors fenomens, sén per

exemple I'Alzheimer i el Parkinson.

5.3.1. Desmielinitzacio

La desmielinitzacio és I'acte de desmielinitzar o la perdua de la beina de mielina que
ailla els nervis [vegeu apartat 5.1.2.]. Quan la mielina es degrada, la conduccié de
senyals al llarg del nervi pot veure’s deteriorada o perduda, i el nervi s’asseca ja que
la beina de mielina permet una propagacié més rapida del potencial d’accio fent que
aquest salti abans d’arribar a cada beina. Per fer-nos a la idea, la majoria sabem
que les conduccions de corrent eléctric s’han d’aillar, perqué de manera contraria es
poden produir cortocircuits, doncs de manera molt similar reacciona el nostre
sistema nervids pero per altres raons quan no hi ha mielina. Aixd condueix a certs
trastorns neurodegeneratius com [I'esclerosi multiple i la polineuropatia
desmielinitzant inflamatodria cronica. Les causes de la desmielinitzacié poden ser
diverses. Per exemple, en el cas de l'esclerosi multiple, malgrat que la causa
concreta de la malaltia és desconeix, se sap que, a causa de factors ambientals, la
persona que es troba en un estat de certa predisposicidé genética es veu afectada
per una resposta immune abnormal, on aquest sistema immune detecta com a
estranya una proteina en la persona, fet que aniquila la mielina de les neurones del

pacient.
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5.3.2. Degeneraci6 axonal

Les lesions axonals inicialment condueixen a una degeneracio axonal aguda, que és
una separacioé rapida dels extrems proximals i distals en els 30 minuts posteriors a la
lesio. La degeneracidé segueix amb la inflamacié de l'axolemma (la membrana
cel-lular que envolta un axo). La desintegracio granular del citoesquelet axonal i dels
organuls interiors es produeix després de la degradacié de I'axolemma. Els primers
canvis inclouen acumulaciéo de mitocondris a les regions paranodals al lloc de la
lesid. El reticle endoplasmatic es degrada i els mitocondris s’inflen i finalment es
desintegren. La desintegracié depén de la proteina de la ubiquitina i la calpaina
(causada per I'afluéncia d’'ions de calci), cosa que suggereix que la degeneracio
axonal és un procés actiu que produeix una fragmentacido completa. El procés té,
aproximadament, 24 hores al sistema nerviés periferic i més al sistema nervios
central. Es desconeixen encara les vies de senyalitzacidé que condueixen a la

degeneracio de I'axolemma.

6. Regeneracié neuronal amb CNTs

Després d’haver vist i cercat sobre aspectes tant neuronals com referents al
nanomaterial en questio, podré parlar a continuacié del fonament del treball. Com he
dit al principi d’aquest projecte, segons el treball realitzat pel grup d’investigadors, on
destaquen Maurizio Prato i Laura Ballerini, s’ha observat que, després d’haver fet
cultius de neurones en un substrat de nanotubs de carboni, el comportament de les
neurones canviava notablement, pel que fa al nombre de sinapsis que es duen a
terme i la manera en que es desenvolupa el creixement d’aquest tipus cel-lular. A
continuacio, exposaré els aspectes rellevants que tenen a veure amb aquesta

reacci6é peculiar de les neurones.
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6.1. Enginyeria de teixits

La regeneracié de neurones després de lesions cerebrals a portat a investigar la
restauracié d'una connexié complexa entre les neurones per a les vies del senyal
cerebral. Com que els CNTs sén electricament conductors i posseeixen un diametre
inferior a 100 nm i una relacié d’aspecte (algada i diametre) propera a la de les fibres
nervioses, son candidats potencials per al rebrot o la remodelacié de neurones.
Primerament, s’ha estat investigant el creixement de neurones en MWCNTs
modificats amb 4-hidroxynonenal (4-HNE) dipositats sobre cobertes recobertes de
polietilé amina. Es va comprovar que les neurones hipocampals*® de rata
embrionaria sén capaces de connectar-se a la superficie del nanotub i la preséncia
de 4-HNE afavoreix el creixement de neurites i a la ramificacié de neurites en
comparaci®6 amb els nanotubs no modificats que només admeten el
desembarcament. Els CNTs obren aixi la possibilitat d’incorporar una o més
molécules bioactives a la seva superficie per desenvolupar una xarxa de neurones

regulada en matrius seleccionades.

A més, durant els ultims anys, es va mostrar la possibilitat d'utilitzar MWCNTs com a
dispositius potencials per millorar la transferéncia del senyal neuronal. Aquests
MWCNTs van ser funcionalitzats amb grups pirrollidona tant en puntes com en els
laterals per millorar la solubilitat. Els nanotubs funcionalitzats es van dissoldre en
dimetilformamida i es van dipositar a la superficie del vidre. Després de I'evaporacio
del dissolvent, els MWCNTs es van disfuncionar posant el vidre en un forna 350 ° C
sota atmosfera de nitrogen durant 15 min. Amb aquest procediment s'obté una capa
estable de nanotubs purificats no funcionalitzats. Després, les neurones
hipocampals s’inoculen i creixen a la superficie del vidre i es controla I'aparicié de
corrents post-sinaptics espontanis (PSC). Es va trobar que la xarxa neuronal
cultivada es distribueix de manera discontinua en pel-licules de nanotubs dispersos i

els substrats de CNTs augmenten l'activitat sinaptica espontania i el tret de

“> hipocamp: és una estructura del cervell dels vertebrats que t& un rol important en la consolidacié de la memoria a curti a
llarg termini.
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neurones hipocampals; tot i que no es va produir cap canvi significatiu en el

potencial d'accié d'aquestes cél-lules neuronals.

6.2. Regeneracio nerviosa periférica y central

Primerament, cal destacar que les seguents son dos tipus de regeneracio natural, és

a dir, no es duu a terme de manera artificial sind que és el propi organisme, el nostre

propi cos, qui les realitza.

Imatge 18. Representacio grafica del
SNC i SNP. Font: https://www.psicoac

tiva.com/blog/sistema-nervioso-somat

ico-sns-anatomia-funcion/

Tot sequit, cal fer una petita explicacio
basica del que son el sistema nerviés
central (SNC) i el periféeric (SNP). El
sistema nervios central fa referéncia a
les diferents parts o segments que
componenen l'encéfal i també a la
meédul-la ossia. El que principalment
diferencia el SNC del SNP és que el
SNP es troba estés més enlla de la
barrera hematoencefalica i, a més, no

es troba proteqgit per ossos.
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La neuroregeneracio del sistema nerviés periféric (PNS) es produeix fins a un nivell
important. Posteriorment a una lesié axonal, les neurones perifériques activen una
varietat de vies de senyalitzacié que activen gens pro-creixement, donant lloc a la
reforma d'un con de creixement funcional i regeneracid. El creixement d’aquests
axons també es regeix per factors quimiotactics segregats per les cél-lules de
Schwann*'. La lesi6 al sistema nervios periféric provoca immediatament la migracié
de fagocits, cél-lules de Schwann i macrofags al lloc de la lesié per tal d’eliminar les
deixalles com el teixit danyat que és inhibidor de la regeneraci6. Quan es trenca un
axo nervios, I'extrem unit encara al cos cel-lular s’anomena segell proximal, mentre
que l'altre extrem s’anomena segment distal. Després de la lesio, I'extrem proximal
s’infla i experimenta alguna degeneracié retrograda, perd un cop esborrades les
deixalles, comenca a brotar axons i es pot detectar la preséncia de cons de
creixement. Les taxes de creixement de I'axd huma poden arribar a 2 mm / dia en
nervis petits i 5 mm / dia en nervis grans. El segment distal, perd, experimenta una
degeneracio a les hores posteriors a la lesio; els axons i la mielina es degeneren,

pero I'endoneuri*? es manté.

A diferéncia de les lesions del sistema nervids periféric, existeix una limitacié per les
influencies inhibidores de I'entorn glial i extracel-lular i, per tant, la lesié al sistema

nervids central no va seguida d’una regeneracio extensiva.

D’altra banda, una degeneracio més lenta del segment distal que la que es produeix
en el sistema nervios periferic també contribueix al medi inhibidor, ja que la mielina
inhibidora i les restes axonals no s’eliminen tan rapidament. Tots aquests factors
contribueixen a la formacié del que es coneix com a cicatriu glial, que els axons no
poden créixer. El segment proximal intenta regenerar-se després de lesions, pero el
seu creixement és obstaculitzat pel medi ambient. Es important tenir en compte que
s'ha demostrat que els axons del sistema nervidos central creixen en entorns

permissius; per tant, el principal problema per a la regeneracio axonal del sistema

“ cél-lules de Schwann: sén céllules que envolten I'axé (la prolongacié) d’una neurona.
2 endoneuri: revestiment que envolta els nervis.
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nervids central és creuar o eliminar el lloc de lesié inhibidora. Un altre problema és
que la morfologia i les propietats funcionals de les neurones del sistema nervios
central son altament complexes, per aixd una neurona funcionalment idéntica no es

pot substituir per una altra.

6.3. Aplicacié dels CNTs en regeneracio i estimulacié nerviosa

Les neurones es troben exposades continuament a senyals que provenen del medi
extracel-lular, on s’inclouen també indicis fisics genuins (com ara ones mecaniques
o topografiques) a una nanoescala. S6n moltes les estratégies que s’han intentat
portar a terme per tal de decorar les bio-interficies amb caracteristiques de tipus
nanometric i la incorporacié de nanomaterials s’ha tornat una de les més
prometedores. Segons l'estudi que va realitzar el grup d’investigadors on s’inclou a
Prato i a Ballerini el 2018, s’ha pogut comprovar que els CNTs afecten positivament
en el creixement dels axons de les neurones (d’aqui la idea de regeneracié amb
aquests nanomaterials) i en la millora en la construccié de connexions sinaptiques
de les neurones. Parant l'atencid a la precisio, el medi extracel-lular, quan
artificialment és reconstruit amb MWCNTSs, indueix una sinaptogénesi®® en les

neurones cultivades.

La majoria dels estudis actuals sobre l'estabilitat de la membrana biologica en
resposta a nanomaterials es centren en la influéncia de la funcionalitzacié o en la
forma i mida dels materials en els mecanismes. En aquest marc, s'ha demostrat que
les membranes neuronals es recuperen, fins i tot, quan es donen perforacions
transitories o deformades per agulles (nano) o altres sistemes de lliurament
intracel-lulars (nano). Els SWCNTSs solubles en aigua que es van empeltar amb una
deficiéncia de poli-etilenglicol (un tipus de funcionalitzacio), quan s’afegeixen al medi
de cultiu, presumiblement afecten I'endocitosi (introduccié de les vesicules que
s’arriben d’'una neurona en una altra) de les vesicules alliberades al lloc pre-sinaptic.

No obstant aixd, manca informacié més especifica sobre |'estabilitat de la membrana

3 sinaptogénesi: generacié de sinapsis (estructures mitjangant les quals es comuniquen les neurones)
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neuronal quan s'interconnecta cronicament amb substrats de creixement. Les
membranes cel-lulars estan exposades directament als MWCNTs perd no hi ha
informes sobre els efectes que exerceixen les interficies amb MWCNTs sobre
I'equilibri de la membrana neuronal. Estudis recents van orientar la interaccié entre
membranes lipoides** i MWCNTs en suspensid. Les simulacions moleculars van
mostrar que es van observar canvis significatius en I'estructura de les molécules de
lipids individuals i en el seu embalatge bidimensional quan es van absorbir

MWCNTs a les membranes cel-lulars i posteriorment van perforar la bicapa lipidica.

L’estudi de Prato i companyia va consistir essencialment en els seglents
procediments. Aqui, mitjangcant electrofisiologia unicel-lular i microscopia
d'immunofluorescéncia, van fer un seguiment de la dinamica de la transmissio
excitatoria mediada pel receptor del glutamat*® en les neurones hipocampals
cultivades connectades a MWCNTs. Principalment, es van adrecgar especificament a
si els MWCNTs, un cop connectats a neurones, van influir en la transmissio

sinaptica modulant I'estructura i la dinamica de la membrana lipidica.

El projecte es va centrar en
glicids MEDI EXTERN

particular en el colesterol, un
lipid representat en gran part a
les membranes neuronals
conegudes per regular
alliberament de  vesicules
presinaptiques.

COLESTEROL | \rERIOR DE

LA CEL-LULA

proteina

fosfolipids

Imatge 19. Colesterol a la membrana cel-lular. Font: https:/w

ww.enciclopedia.cat/ec-gec-0153684.xml

“ lipoides: fa referéncia als lipids.
4 glutamat: molécula clau en el metabolisme cel-lular.
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Per a una primera avaluacio general, es van utilitzar membranes lipidiques artificials
que, en connectar-se a MWCNTSs, van ser més estables, pel que fa als controls, a
un agent d’esgotament del colesterol, és a dir, a una ciclodextrina®. D’altra banda,
en les neurones cultivades, les interficies de MWCNTs no van alterar la distribucié
de colesterol de la membrana ni van impedir el seu posterior esgotament per
ciclodextrina. Inesperadament, mitjangant [Ieliminaci6 del colesterol, van
desemmascarar la capacitat que tenen els MWCNTs de donar forma a poblacions

de vesicules presinaptiques (les vesicules que passen d’una neurona a una altra).

7. Solucié de l'adequacié dels nanotubs de carboni a les

neurones

Ara que ja hem parlat dels CNTs per un costat i de les neurones per un altre, com
podem relacionar els CNTs amb la possible regeneracié que poden tenir aquests en

les neurones? Quines son les propietats dels CNTs rellevants que els confereixen

aquesta capacitat regenerativa?

Vaina de Mielina
(de la célula de

Cono Axonico Schwann)

s
S~ Microfilamento

Microtibulo

Axon

Dendritas

Imatge 20. Representacio grafica dels microfilaments que conformen I'interior de les

neurones. Font: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/1/1c/Comple

te_neuron cell diagram es.svg/1024px-Complete _neuron cell diagram es.svq.png

“8 ciclodextrina: amb estructura similar a la glucosa.
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Es peculiar que els microfilaments de les neurones que tenen la funcié de conferir-li
I'estructura que té la neurona i que també intervenen en la seva extensio i, per tant,
en el seu creixement s'assemblin tant als MWCNTSs. [vegeu imatge 20] Es molt
probable que la interaccié entre MWCNTSs i neurones es vegi afavorida a causa

d’aquesta similitud estructural.

Pel que fa a les propietats necessaries per dur a terme la correcta compatibilitat
neuronal, sabem que les neurones es troben en una zona on hi ha una gran activitat
eléctrica. Aquesta activitat eléctrica i els canvis de potencial al llarg de les neurones
son els que fan que es pugui transmetre correctament el missatge d’una neurona a
una altra. Perd en ocasions aquesta transmissié es veu interrompuda per la
degradacio de, per exemple, les aglomeracions de mielina que es troben en els
axons (que obliga a la neurona a accelerar la transmissio del potencial eléctric).
Aquesta degeneracié pot derivar en moltes malalties degeneratives, com ara
I'esclerosi multiple, on es va perdent gradualment la mobilitat. No obstant aixo, si hi
hagués al medi neuronal nanotubs de carboni aquesta degeneracié probablement
es compensaria mitjangant l'alta conductivitat eléctrica que tenen els nanotubs de
carboni (una conductivitat molt més alta que la del coure). A més, gracies a la
conductivitat bal-listica dels MWCNTs, la propagacio d’aquest potencial seria
immediata i, per tant, la reaccié a fendmens com ara el dolor seria molt més
immediata que la que hi hauria si no hi hagués nanotubs de carboni. Una altra
propietat que beneficia la regeneracié neuronal és l'alta flexibilitat dels MWCNTSs,
que no forgaria les neurones fisicament (evitant la seva mort). Perd, podriem també
pensar que si tenen una gran flexibilitat, la fragilitat també ho sera. De fet, no és aixi
ja que com he dit en els anteriors apartats, els MWCNTs i, en general, tots els CNTs

tenen una gran resistivitat mecanica.

Com a resultat d’aixd, podem pensar en la possibilitat d’aplicar CNTs (exactament
MWCNTSs) a les neurones de rosegadors i, posteriorment, a neurones humanes in
vitro (al laboratori) i, si la resposta és I'esperada, potser seria possible plantejar-nos

un futur on els MWCNTSs siguin un metode de terapia més.
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8. Conclusio

En perspectiva del que he cercat i exposat, anteriorment, puc determinar que els
nanotubs de carboni (CNTs), gracies a les propietats extraordinaries que presenten,
que fins i tot suposen una millora respecte d’altres materials que coneixem a I'ambit
quotidia, esdevenen perfectes per a interactuar amb les neurones ja que es troben
en una zona d’alta activitat eléctrica. Pero, alhora, I'aplicacié de nanotubs de carboni
a les neurones humanes esdevé una decisié precipitada ja que hem de tenir en
compte molts aspectes com ara la toxicitat dels nanotubs que, com hem dit abans,
presenta un paper letal en rates quan aquests sén inhalats o mantenen contacte

amb determinats organs.

Malgrat aquests perills, aixd no significa que s’hagi d’abandonar els nanotubs de
carboni per a I'aplicacié neuronal o bioldgica en general, siné que s’ha de fomentar
la investigacié dels nanotubs de carboni per a aquesta aplicacié en especific. Per
aquesta rad, he dut a terme també una part experimental per al meu treball de

recerca.
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PART PRACTICA

Es veritat que ja s’ha parlat en profunditat dels CNTs per separat, de les neurones
per separat i també, finalment, de la relaci® que mantenen pel que fa al
comportament de les neurones quan es troben en contacte amb els CNTs. Pero,
realment podemafirmar quelcom que es troba en dubte amb una simple explicacié
tedrica? Malgrat que I'estudi tedric de la realitat pot ser molt profitds, un problema no
ha de dependre exculsivament d’aquest. La majoria d’estudis cientifics, per no dir
tots, tenen com a objectiu la possible aplicacié del que s’esta estudiant en la vida
practica, per tant, és indispensable la comprovacié de la funcionalitat dels objectes

d’estudi per mitja de I'experimentacio.

La part experimental del meu treball de recerca t¢ com a objectiu comprovar la
relacié entre substrat i comportament cel-lular, utilitzant fibroblasts de rata com a
model cel-lular i acid polilactic com a substrat. Aquest treball practic em servira com
a modelitzacié experimental davant la impossiblitat de treballar amb neurones i
nanotubs de carboni. Tal i com he explicat en la introduccié del treball, la part
experimental I'he dut a terme al Parc Cientific de Barcelona (PCB) amb la tutoria

d’Adrian Lépez Canosa.

1. Formulacié del problema

Al final d’aquesta practica espero poder respondre la seguent pregunta: Quin canvi
experimentara el citoesquelet dels fibroblasts si els exposem a una bastida

biomimética alliberadora de lactat disposada com a una estructura lineal?

2. Hipotesi

Potser, si exposem els fibroblasts a una bastida de fibres d’acid polilactic alineades
(una mateixa direccid), podrem observar que el citoesquelet dels fibroblasts s’adapta

a aquestes estructures de tal forma que s’aprecia una prolongacio en aquest.
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3. Objectiu i enfocament

En la realitzacioé de la part experimental m'he proposat els seguents objectius:

- Fabricar una bastida d’acid polilactic adaptable al creixement cel-lular

mitjancant la técnica d’electrospinning.

- Caracteritzar morfoldogicament la bastida d’acid polilactic per determinar la

seva adequacio al creixement cel.lular.

- Realitzar un cultiu de fibroblasts de rata, caracteritzar morfoldgicament les

cél-lules i fer un marcatge per fluorescéncia.

- Avaluar la interaccié entre el tipus de substrat (vidre o acid polilactic) i

comportament cel-lular dels fibroblasts.

4. Justificacio del treball

Aquest projecte s’ha dut a terme principalment amb el proposit de constatar com la
tecnologia i la biologia poden ser potencialment revolucionaries si s’associen,
originant el que avui dia anomenem biotecnologia. Amb aquest treball es mostra
clarament com tot el que coneixem, tots els aspectes que conformen la nostra
realitat mantenen relacions que, malgrat que a nosaltres ens sembla estrany, son
molt proximes. Avui dia sentim com una mena d’obligacié constant per classificar el
que ens envolta, pero, de fet, no hauria d’haver-hi cap ja que el coneixement és una
unitat on tot es relaciona, una classificacié dels aspectes suposa una individualitat
mutua entre els temes i, en consequéncia, comencem a creure que res esta
relacionat amb res, que cada aspecte és unic i diferent de I'altre; i aixd principalment
afecta a I'hora d’establir quina és la resposta a moltes questions, que per si soles no
tenen sentit perd que si es relacionen presenten una unica resposta comuna, la

veritat.
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5. Marc teoric

5.1. Obtencié de lacid poli-lactic

L’acid poli-lactic o també conegut amb el nom de PLA és un poliéster termoplastic*’
que s’ha estudiat durant més de quaranta anys a I'ambit cientific i industrial, ja que
presenta bones propietats d’enginyeria. La seva caracteristica més interessant és la
biodegradabilitat i que prové de recursos naturals. Malgrat aixo, el polimer presenta
una seérie de deficiencies com una temperatura de transicié vitria*® baixa i una
resisténcia térmica dolenta que ha limitat I'us del biopolimer en algunes aplicacions.
Malgrat aixd, ofereix també una gran disponibilitat i compatibilitat en altres

aplicacions o usos.

5.2. Técnica d’electrospinning

Al llarg de l'experimentacio utilitzarem diferents procediments i técniques per tal
d’arribar a obtenir els resultats desitjats. Una de les técniques utilitzades és la de
I'electrospinning. La técnica d'electrospinning, ha estat ampliament estudiada durant
els ultims anys gracies a la possibilitat de crear fibres en escala micro i nanométrica
per a una gran varietat d'aplicacions biomédiques, aquesta técnica aporta als
elements desenvolupats diverses caracteristiques com: amplia superficie per unitat
d'area, porositat i una série de propietats mecaniques, esdevenint atractiva a nivell
biotecnoldgic. Basicament, el que fa aquesta técnica és que a partir d’'una solucio
d'un polimer pot fabricar nanofibres/bastides. L’estructura de Ila maquina
d’electrospinning esta formada per una bomba injectora on es troba col-locada la
solucioé polimérica, una font d’alt voltatge i un col-lector, on s’acaben dipositant els
fils polimeérics. El tipus de fibres a les quals pot donar lloc poden ser de dos tipus

depenent de l'estructura que tenen. Es pot donar lloc a fibres amb una estructura

47 termoplastic: qualitat d’alguns materials com I'acid poli-lactic en vers la qual aquest polimer és rigid a temperatura ambient i
mal-leable a altes temperatures.

48 temperatura de transicié vitria: és la temperatura a la qual un polimer deixa de ser rigid i comenga a estovar-se. [la del PLA
és baixa]

60



random (aleatoria) o alineada. La diferencia entre un tipus i un altre depén

exclusivament de la forma d’electrospinning que s’ha utilitzat.

— La seguent faula mostra clarament la diferéncia entre els dos tipus:

Xeringa
Solucid
polimérica

METODOLOGIA
Spinneret
PER FABRICAR
O DISSERNYAR
FIBRES
RANDOM
(aleatories) _Il
Alt valtatge Fibres

Imatge 21. Procés de fabricacio de les fibores RANDOM.

Font: http://polybiolab.ippt.pan.pl/images/electrospinning.jpg

MICROSCOPIA
-RANDOM-

10um

Imatge 22. Fibres RANDOM observades al microscopi a 2000
augments. Font: http.//sites.ieee.org/qold/files/2015/11/ivo-wit

hmag-image16_e.jpg
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I ot B g 1 Cornd
ool lector
METODOLOGIA Fant dfslt vortetge
FIBRES
ALINEADES )
Imatge 23. Procés de fabricacié de fibres alineades. Font:
https://encrypted-tbn0.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcSO
mzNPFu_z-igAXa1eFhtOjgcJRzv4hOycFmYd3xHry7NTxElgng
MICROSCOPIA ( | | |
-ALINEACIO- J
Aligned Mimetix
Imatge 24. Fibres alineades observades al microscopi a 500
augments. Font: https://www.electrospinning.co.uk/wp-content
/ uploads/2018/07/Aligned-fibres-964x1024.jpg

Es pot observar, per mitja de les dues primeres imatges, que, quan es realitza la
técnica d’electrospinning on el col-lector és una superficie plana i simple, el resultat
al microscopi €s que les nanofibres del polimer presenten una estructura aleatoria i

desordenada mentre que, en les dues altres imatges, s’observa com, utilitzant un
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corr6 col-lector, s’obtenen bastides amb una estructura lineal on les fibres presenten

una alineacié molt ben aconseguida.

5.3. Marcatge fluorescent

La immunofluorescéncia és un conjunt de técniques on s’utilitzen anticossos per
detectar i localitzar els antigens especifics en les cél-lules i els teixits. La
immunofluorescéncia consisteix en quatre passos essencials (si algun dels passos
es duu a terme erroniament o no es realitza, es pot conduir a resultats poc relatius i

logics):

*Fixacio: és un procés que intenta preservar la localitzacio, la composicio i
I'estructura del material biologic (cél-lules) a analitzar, preservant el maxim
possible la situacid6 que s’hauria desenvolupat in vivo*. Existeixen
diferents maneres i formes de realitzar la fixacié (aixd dependra del tipus
de microscopia que es vagi a utilitzar i de I'estructura subcel-lular que es
vol detectar). En el nostre cas volem detectar I'actina (proteina globular
molt abundant al citoesquelet de les cél-lules) i, per tant, utilitzarem el
paraformaldehid. Es una substancia molt utilitzada en estudis de
immunofluorescéncia (com aquest) i penetra més rapidament dintre de les

cél-lules en comparacié amb altres processos.

*Permeabilitzacio: procés que produeix uns porus en les membranes de

les cél-lules de tal forma que es permet I'entrada dels anticossos a la
cél-lula (ja que l'actina és una proteina que es troba a linterior de les

cél-lules, al citoesquelet). Nosaltres utilitzarem el Triton-X-100, NP40.

*Bloqueig: la seva funcié és la d’evitar interaccions inespecifiques dels

anticossos amb el material bioldgic a analitzar, de tal forma que es

“in vivo: = en un organisme viu.
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redueix la marcacié inespecifica. Nosaltres utilitarem I'Albumina bovina

seérica.

*Immunodeteccid: és quan els anticossos ja han reconegut els antigens i

es produeix la immunofluorescencia.

6. Metodologia aplicada

La metodologia utilitzada esta basada en el procediment atent dels passos que
s’han d'utilitzar per aconseguir una conclusi® que respongui els objectius
proposats. Tot aspecte que sigui necessari per a concloure el treball (normes,
pautes, etc) formara part del métode o procediment aplicat en I'experimentacié. Amb
'abséncia de qualsevol aspecte del treball o la seva incorrecta efectuacié donaria

lloc a possibles efectes negatius a I’hora de conéixer els resultats de I'experiment.

7. Materials (rellevants)

EQUIP D’ELECTROSPINNING

Imatge 25. Equipacio d’electrospinning utilitzat durant I'estanca al PCB. Font: propia.
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AGENT D’ENTRECREUAMENT - component del plastic

Imatge 26. Agent d’entrecreua-

ment. Font: http://m.sanjichem.

com/crosslinking-agent/

POLIDIMETILSILOXA (PDMS) - component del plastic

Imatge 27. Polidimetilsiloxa (PDMS) [component

del plastic]. Font: https.//www.alibaba.com/produ
ct-detail/CAS-9016-00-6-Dimethylpolysiloxane-PD
MS_60701421309.html
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HOSTIA DE SILICI

Imatge 28. Hostia de Silici. Font: propia

CAPSULA DE BUIDAT

FORN

Imatge 30. Forn de laboratori. Font: propia
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TRIPSINA

Imatge 31. Tripsina®. Font: propia

PBS (tamp¢ fosfat sali)

Imatges 32. PBS (tampo fosfat sali). Font: propia

CAMBRA ESTERILITZADA

Imatge 33. Cambra esterilitzada. Font: propia

50 tripsina: enzim que trenca proteines i que, per tant, s’utilitza per trencar les unions entre les cél-lules en un cultiu d’aquestes.
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MAJOR CONSTITUENT DEL MEDI DE CULTIU (Advanced DMEM)

Imatge 34. Medi de cultiu. Font: propia

FBS (sérum bovi fetal)

B r 5
NS5 1

=iis
T

Imatge 35. Sérum bovi fetal. Font: propia
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PARAFORMALDEHID (per matar les cél-lules)

R -

Imatge 36. Paraformaldehid. Font: propia

Cambra de Neubauer (comptador manual de cél-lules)

Imatge 37. Cambra de Neubauer. Font: propia

MINICENTRIFUGADORA

Imatge 38. Minicentrifugadora. Font: propia
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CENTRIFUGADORA

Imatge 39. Centrifugadora. Font: propia

8. Procediment pas a pas

8.1. Muntatge de I’experiéncia

Al llarg d’aquesta part del projecte es procedira a realitzar tots aquells procediments
que ens permetran observar, finalment, si el citoesquelet dels fibroblasts
interacciona d’alguna forma amb el polimer. A continuacié s’exposaran tres

practiques o procediments al laboratori del PCB:

-Sintesi_de la scaffold o bastida a partir del polimer: el que es fara és

sintetitzar la base o substrat que actuara com a biomaterial. Aquesta superficie

es construira amb I'acid poli-lactic® que és la solucié polimérica.

-Fabricacio del plastic: és probablement el procediment més simple i senzill.

Consisteix a crear una barreja amb polidimetilsiloxa (pdms) i l'agent
d’entrecreuament que posteriorment es dipositara en els motlles de les hosties

de silici.

" acid poli-lactic: d’ara endavant I'anomenarem PLA.
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-Marcatge fluorescent dels fibroblasts: és el procediment més llarg i potser

més complex. Primerament, s’hauran de cultivar les cél-lules amb una
renovacio del medi constant i una vegada ja hagin crescut les cél-lules es duu
a terme una série de processos a través dels quals es podra realitzar el
marcatge amb faloidina-Alexa 488 i amb DAPI. La faloidina-Alexa 488 és una
sonda d’actina filamentosa, és a dir, detecta I'actina i manifesta la seva
preséncia de forma fluorescent. L’actina és una proteina globular que forma els
microfilaments (un dels components del citoesquelet cel-lular). D’aquesta
manera quan s’apliqui aquest marcatge fluorescent, al microscopi esperarem
poder observar com és la disposicio espaial del citoesquelet dels fibroblasts en
funcié de l'estructura del substrat. D’altra banda, el DAPI és un marcador
fluorescent que s’uneix fortament a regions enriquides amb grans quantitats
d’adenina i timina. Com que l'adenina i la timina son bases nitrogenades molt
abundants en ’ADN, llavors quan s’aplica el DAPI a una cél-lula, no és dificil
d’entendre que la part que es trobara marcada és el nucli (lloc on es troba
I’ADN de les cél-lules).

8.2. Execucio de I’experiéncia

8.2.1. Sintesi de la scaffold

Durant aquesta part de I'experiéncia el que vam fer va ser sintetitzar per mitja
de la técnica de I'electrospinning (una técnica on es poden sintetitzar bastides
-superficie on es disposaran les cél-lules posteriorment- a partir d’'una solucio
polimérica que en aquest cas és I'acid polilactic). El que vam fer abans de
posar en funcionament I'equip d’electrospinning va ser tallar una lamina de
paper d’alumini amb una mesura una mica major a la d’'un full de paper DIN A4
(21 x 32 cm).
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Imatge 40. Lamina amb 3 portaobjectes.

Font: propia

A continuacio, a sobre d’aquesta
lamina vam enganxar 3 cobreobjectes
amb una separacié igual entre ells.
Aquests cobreobjectes els vam
disposar en série entre ells.
L’estructura final que es va obtenir es
la que s’observa en la imatge del
costat. Es van enganxar amb cinta
per poder desenganxar els
portaobjectes posteriorment, despreés
d’haver realitzat la técnica de
I'electrospinning. L’objectiu és que la
bastida, els filaments polimérics, es
dipositin de forma lineal sobre els els

tres cobreobjectes.

Tot seguit d’haver realitzat I'anterior, el que vam fer és embolcallar el rotor de

I'equip d’electrospinning (una mena de corrd) amb la lamina d’alumini procurant

no trencar els cobreobjectes (que son molt fragils). A la seguent imatge es

troba marcat el rotor de I'equip en vermell:
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Imatge 41. Senyalitzacié del recol-lector cilindric a I'equip d’electrospinning. Font: propia

Una vegada ja fixada la lamina vam accionar I'equip d’electrospinning i el
cilindre va comencgar a recol-lectar els filaments. Aquests filaments arribaven
fins al cilindre a causa d’'una diferéncia de carrega que es crea al voltant del la
gota que surt de la xeringa i que fa que aquesta es vagi allargant cada vegada
més fins formar un fil. Es important que 'equip estigui embolcallat minimament
amb poliestiré expandit ja que funciona com aillant. També evita que el fil
produit es vegi afectat per la maquina que permet el funcionament del rotor. El
fil que anava des de la xeringa amb la solucié polimeérica fins al cilindre es

podia apreciar a simple vista.

A la imatge 42, s’observa la
xeringa plena amb la soluci6

polimeérica.

Imatge 42. Xeringa plena amb solucié polimérica. Font: propia
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El voltatge al qual es sotmet el conjunt és de 18 kw i el fluix de la bomba (que
te adherida la xeringa amb la solucié polimérica) és de 0.5ml/h. El fet de fer
girar el cilindre i no simplement dipositar fils a sobre de la lamina es fa per
evitar que els filament no surtin alineats. Després de deixar 'equip actiu durant
uns quants minuts el vam aturar. Tot seguit vam obtenir el que es veu a la

seguent imatge del microscopi:

Imatge 43. Observacio de les fibres d’acid polilactic al microscopi.
Font: propia [Augments: 20x] [Microscopi de fluorescencia Leica
DM IL LED]

Es pot apreciar I'alineacié que tenen els filaments dipositats. La gran majoria
de filaments tenen la mateixa direccié. Tot seguit d’haver efectuat amb éxit la
tecnica de I'electrospinning vam haver de desenganxar els cobreobjectes de la
lamina d’alumini, i per evitar que el procés afecti als filaments dipositats vam

dissoldre les vores de cada cobreobjectes.
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8.2.2. Fabricacio del plastic

La fabricacié del plastic consisteix en crear una mena de massa gelatinosa
(similar a la silicona) que servira per crear uns chips (que sera el lloc on
dipositarem les cél-lules), a partir de les hosties de silici préviament
dissenyades i fabricades. Aquests chips arriben a ser una mena de cambra on
les céllules es col-loquen. Per a la fabricacié del plastic hem de crear una
barreja formada per polidimetilsiloxa (pdms) i un agent d’entrecreuament. La
proporcié és la seguent: per cada 10 grams de pdms s’ha de posar 1 gram
d’agent d’entrecreuament. Com que necesitarem 37 g de pdms llavors
dipositarem 3.7 g d’agent d’entrecreuament. Una vegada feta la barreja i ben

homogeneitzada, la buidem a I'hostia de silici:

Imatge 44. Hosties de silici plenes amb el plastic.

Font: propia

Malgrat que no s’aprecia a la imatge, després d’haver buidat el contingut dintre
les hosties de silici, hi van quedar un munt de bombolles submergides dintre de
la massa i, per tant, per poder desfer-nos d’elles s’ha hagut de sotmetre el

conjunt a un buidatge total, és a dir, vam haver d’introduir I'hdstia a una
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capsula o cambra de buit, on s’extreu tot gas que es trobi dintre. Aixd es pot

apreciar a la seguent imatge:

Imatge 45. Hostia de silici amb el contingut ficada a la

cambra de buidat. Font: propia

Una vegada que ja havien
desaparegut les bombolles, vam
introduit el conjunt en un forn a 65
°C durant 8 hores (overnight) per

tal de solidificar la massa:

Imatge 46. Hostia de silici amb el seu contingut

ficats al forn del laboratori. Font: propia
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Com a seguent pas vam procedir al tall de la massa ja solidificada, segons la
forma del chip que pertoca. Com a resultat final hem obtingut el seguent chip,

format per 4 reservoris on dipositarem diferents substancies:

Imatge 47. Chip. Font: propia

Per al desenvolupament de la practica utilitzarem dos chips®® com el que
s’observa a la imatge superior: un s’enganxara a la bastida de les fibres
alineades (PLA) que vam fer en el procés d’electrospinning i l'altre chip
s’engaxara a un vidre pla, és a dir, sense fibres alineades. En tots dos el que
es fara és realitzar un marcatge del citoesquelet amb faloidina-Alexa 488 que,
com s’ha dit abans, detecta 'actina, proteina abundant al citoesquelet de les
cél-lules, i es manifesta de forma fluorescent; i un marcatge del nucli dels
fibroblasts amb DAPI que es un marcador que s’uneix, com s’ha anomenat
anteriorment, a regions enriquides amb adenina i timina (TADN). [vegeu apartat

8.1. de la part practica]

52 Chips: el terme correcte i adequat seria sistema microfisiologic o MPS, no obstant aixo, des d’aquest mateix instant ens
limitarem a anomenar-los chips.
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8.2.3. Marcatge fluorescent de les cél-lules

Al llarg d’aquesta part de la practica vam procedir a realitzar el marcatge del
fibroblasts, és a dir, tenim com a objectiu introduir la immunofluorescéncia en
aquestes cel-lules perqué posteriorment en el microscopi puguem veure com
varia l'estructura interna de la ceél-lula (citoesquelet) en funcié de I'estructura

que tingui el substrat (RANDOM o alineat).

Primerament, el que vam fer va ser un cultiu de cél-lules, precisant una mica
meés, es tractava de fibroblasts de pell de rata. Aquestes cél-lules les vam
cultivar en un flask de 75 ml de capacitat. Tot seguit, vam afegir 10 ml de medi
de cultiu que t¢ com a components en proporcié: 88% Advanced DMEM, 10%
FBS, 1% L-glutamina, 1% estreptomicina. El medi s’ha de canviar cada 2-3

dies.

Imatge 48. Cultiu de cél-lules en el medi. Font: propia

Seguit de I'anterior, vam ftripsinitzar les cél-lules. Aixd el que comporta és al
desenganxament de les cél-lules del substrat. Per dur a terme aquest procés
de tripsinitzacioé primer s’aspira el medi de cultiu, es neteja amb PBS la zona i

s’introdueixen 5 ml de tripsina. Es deixa al voltant de 5 min dintre de
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'incubador a 37 °C i es comprova al microscopi que s’hagin desenganxat totes

(queden amb una forma esférica quan es troben en suspensio).

Imatge 49. Cél-lules adherides al flask, abans de la suspensié. Font: propia.

[Augments: 20x]

Tot el contingut de cél-lules en suspensio en tripsina es traspasa a un tub
falcon de 15 ml i s’afegeix la quantitat equivalent de FBS per inhibir I'efecte de

la tripsina.

En el nostre
cas, hem afeqit
5 ml de FBS.
Posteriorment,
centrifuguem el
tub Falcon a
300 G durant 5

min.

Imatge 50. Centrifugacié del Falcon amb cel-lules en suspensié en tripsi-

naien FBS. Font: propia.
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A la imatge de la centrifugacié de dalt, apareixen dos Falcon perqué a I'hora de
centrifugar s’ha de posar un Falcon amb la mateixa quantitat de substancia al

lloc oposat del Falcon d'interes, en cas contrari el procés es veuria afectat.

El procés fa que les cél-lules quedin aglomerades al fons del Falcon, formant el
que es coneix com a “pellet”. El liquid que queda per sobre del pellet
s’anomena sobrenedant. El que fem, a continuacié, és aspirar el sobrenedant
deixant unicament el pellet i, tot seguit, tornem a suspendre el pellet amb 1 ml

de medi de cultiu.

Imatge 51. Procés de resuspensio del pellet. Font: propia.

A continuacié, vam portar a terme el comptatge cel-lular. Per fer-ho, vam
agafar 10 microlitres de la suspensio i els vam introduir en la cambra de
Neubauer (aquest dispositiu ens permet realitzar un recompte de cél-lules

aproximat).
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Imatge 52. Introduccié de 10 uL de la resuspensié a la cambra de Neubauer. Font: propia.

Després, vam portar el dispositiu al microscopi per realitzar el recompte. Es
tracta de quatre quadrants. En aquests quadrants, es troba una quantitat de
cél-lules determinada, per tant, haurem de realitzar el recompte de les cél-lules
de cada quadrant, sumar les quatre quantitats entre elles i dividir-les entre
quatre (fer la mitjana). Una vegada obtinguda la mitjana, es multiplica aquesta
per 10.000 i pel volum de la resuspensié. Els calculs realitzats sén els

seguents:

CEL-LULES AL QUADRANT 1: 34
CEL-LULES AL QUADRANT 2: 49
CEL-LULES AL QUADRANT 3: 32
CEL-LULES AL QUADRANT 4: 23

Mitjana del nombre de cél-lules = 344 49:32 23 _ 34,5

34.5 x 10.000 x 1 ml (volum de la resuspensio) = 345.000 cél-lules/ml

D’aquesta forma obtenim la concentracié de cél-lules en un mililitre.



Tot seguit de trobar la concentracio, el que fem és separar en 2 Eppendorfs de
0.5 ml la quantitat equivalent a 150.000 cél-lules. Aixd és fer simplement un

factor de conversio:

1 ml
345000 cel-lules

150.000 cel-lules x =0,435 ml

Imatge 53. Eppendorf buit. Font: propia.

Una vegada introduits els 0,435 ml en els dos Eppendorfs, centrifuguem una

altra vegada a 300 G i durant 5 min.

82



é
G
A Cpy g
=

i %
= Oz g B

Imatge 54. Centrifugacio dels dos Eppendorfs. Font: propia.

Després d’acabar la centrifugacio, extraiem el sobrenedant i resuspenem una

altra vegada els pellets amb 10 microlitres en aquesta ocasié.

Imatge 55. Dos chips. Font: propia.

Posteriorment, injectem les cél-lules als dos chips, fiquem els chips a la placa
de petri i els deixem a I'incubador durant aproximadament 1 hora per permetre

que les cél-lules s’enganxin al substrat.
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A continuacio, introduim 100 microlitres de medi de cultiu a cada reservori®?

dels chips.

Imatge 56. Introducci6 del medi de cultiu a cada reservori del chip. Font: propia.

Com a ultim pas, vam realitzar la tincié per tal d’'observar la morfologia cel-lular.
Per fer-ho vam realitzar una solucié de DAPI i faloidina-Alexa 488 en PBS-gly.
Les proporcions en qué el vam fer van ser d’1:1000 i d’1:150 respectivament
en 500 microlitres, és a dir, 0,5 microlitres de DAPI i 3,33 microlitres de

faloidina.

El procés de tincid va constar dels seguents passos:

1. Vam netejar amb PBS estéril normal durant 10 min.

2. Després es fixen les cél-lules amb Paraformaldehid (PFA al 4%) durant
15 min.

3. A continuacio, netegem amb PBS-gly durant 5 min.

4. Tot seguit, vam permeabilitzar la membrana cel-lular amb PBS-gly +
Triton-X-100 al 0,1 % durant 10 min.

5. Tornem a netejar amb PBS-gly durant 5 min

53 reservori: els reservoris son els forats grans que tenen els chips. Hi ha quatre reservoris en aquest cas.
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6. Seguit de l'anterior, vam afegir la solucié DAPI/faloidina i la vam deixar
durant 2 hores a temperatura ambient®*
7. Passat aquest temps, vam realitzar la neteja amb PBS-gly durant 10

min.

ATENCIO: durant tot el procés de tincié, el canvi de substancia al chip sempre

s’ha fet buidant els reservoris de cada chip i emplenant-los amb la nova

substancia d’interés.

9. Interpretacié i aplicacio dels resultats

9.1. Taula de resultats

CHIP IMATGE OBSERVADA AL MICROSCOPI
(tipus d’estructura (apreciacio visual de la immunofluorescéncia i dels citoesquelets
0 marcatge) 0, en I'tlitim cas, del nucli)

CITOESQUELET
DELS
FIBROBLASTS
EN SUBSTRAT
DE VIDRE PLA
AMB
MARCATGE DE
FALOIDINA

(color verd)

Imatge 57. Citoesquelet dels fibroblasts en fibores RANDOM amb mar-
catge observat al microsopi. Font: propia. [Augments: 20x] [Microscopi
de fluorescencia Leica DM IL LED]

% La placa de petri que conté els dos chips ha d’estar coberta per paper d’alumini per protegir les cél-lules de la llum exterior.
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CITOESQUELET
DELS
FIBROBLASTS
EN FIBRES
ALINEADES
AMB
MARCATGE DE
FALOIDINA

(color verd)

Imatge 58. Citoesquelet dels fibroblasts en fibres alineades amb marcatge
observat al microsopi. Font: propia. [Augments: 20x] [Microscopi de
fluorescencia Leica DM IL LED]

NUCLI DELS
FIBROBLASTS
AMB EL
MARCATGE
DAPI

(color blau)

Imatge 59. Nuclis dels fibroblasts amb marcatge DAPI observats al
microscopi. Font: propia. [Augments: 20x] [Microscopi de fluorescencia
Leica DM IL LED]

86



9.2. Esquematitzacio dels resultats

CHIP IMATGE OBSERVADA AL MICROSCOPI
(tipus d’estructura o (apreciacid visual de la immunofluorescéncia i dels citoesquelets
marcatge) 0, a I'tltim cas, del nucli)

CITOESQUELET DELS
FIBROBLASTS EN
SUBSTRAT DE VIDRE
PLA AMB MARCATGE
DE FALOIDINA
(estructura marcada en

vermell)

Imatge 60. Apreciacio visual de I'aleatorietat. Font: propia. [Augments:
20x] [Microscopi de fluorescéncia Leica DM IL LED]

CITOESQUELET DELS
FIBROBLASTS EN
FIBRES ALINEADES
AMB MARCATGE DE
FALOIDINA
(estructura marcada en

vermell)

Imatge 61. Apreciaci6 de l'alineacio. Font: propia. [Augments: 20x]

[Microscopi de fluorescencia Leica DM IL LED]
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9.3. Justificacio dels resultats

Els resultats obtinguts a partir de la microscopia del marcatge dels fibroblasts
mostren diferents estructures en el citoesquelet d’aquestes cél-lules en funcié de
'estructura del polimer. En el primer cas, en el cas de la imatge dels citoesquelets
dels fibroblasts disposats en una bastida feta amb fibores RANDOM, (no hi ha fibres,
perd també considerariem estructura random les fibres dipositades sobre el vidre
sense I'us del cilindre o rotor de la maquina d’electrospinning) el que es pot observar
és que les ceél-lules no conformen una estructura lineal o regular ja que no troben
cap suport estructural sobre el qual disposar-se fet que fa que, quan es veuen els
seus citoesquelets, ens adonem que no segueix cap patrd. En canvi, en el cas de la
segona situacid/imatge, observem que es tracta de citoesquelets disposats sobre
fibres alineades, fet que afavoreix una conformacio espaial lineal de les cél-lules que
es manifesta a través del marcatge de l'actina del citoesquelet. Les diferéncies sén
molt clares entre ambdues imatges ja que en la segona situacio, a diferéncia de la
primera, es presenta una estructura lineal (= una estructura logica pel que fa a les

intencions i els objectius).

10. Conclusio

En definitiva, amb I'observacié de la idoneitat del polimer acid polilactic per a la
formacido de bastides que mantenen contacte amb els fibroblasts anteriorment
anomenats, podem concloure que la interaccio polimer-cel-lula és optima. A més, a
partir d’aquest aspecte podem confirmar el correcte comportament d’entitats

biologiques (cel-lules) davant d’estructures artificials (polimers).

Després de la realizacio del treball practic, he arribat a les seguents conclusions:

- La bastida d'acid polilactic dissenyada permet la interacci6 amb els

fibroblasts de rata que es verifica amb I'observacié dels citoesquelets.
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- El biomaterial utilitzat presenta biocompatibilitat amb les cél-lules i aquestes

poden adherir-se i sobreviure.

- El tipus de suport condiciona I'activitat cel-lular, en aquest cas, mesurada a

partir de l'alineacié del citoesquelet.

89



Conclusions finals

Amb els resultats exitosos que s’han obtingut de I'experiment de la part practica,
realment considero que no seria perdre el temps el fet d’investigar i invertir (temps i
diners) en la recerca de novetats actualitzades referents a 'aplicacié dels nanotubs

de carboni per a la construccié de suports que fomentin la regeneracié neuronal.

A més, al llarg del treball de recerca he anat assolint els objectius que m’he plantejat
al principi: coneixer les propietats rellevants dels CNTs per a les neurones, aprendre
meétodes i técniques noves referents a I'enginyeria de teixits, conéixer la interaccio
substrat-cél-lula i valorar la importancia de la biocompatibilitat condicionada per la

toxicitat.

En afeqit, el meu treball de recerca m’ha permés veure que la combinacié de
biologia i tecnologia (una combinacié que, en ocasions, sembla impossible) no és
tan fragil com sembla. A més, he pogut observar que materials o elements
completament diferents (neurones i nanotubs de carboni) poden arribar a treballar

segons un objectiu, un proposit comu: la coexisténcia.
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