¢
p .~
S

PN

PROGRAMA

IRINA MAKHN

2n Batxillerat
IES Princep de Viana
Cursi2017=2018

Tutora: Conchi Zurera



UN PETIT TASTET SOBRE NEUROCIENCIA Treball de Recerca

g 1 Xl 130 0 11 T o< o1 [ o T 5
p 0] N ] {03 1 [ U1 3T 8
BLOC TEORIC 9
3-EL SISTEMA NERVIOS.........oooetrtreceretreesessssessssssssssssssssssssssssssesesnsassssssnsasassnsns 10
4- TIPUS DE CEL-LULES DEL SISTEMA NERVIOS .....coeireeeeerrereeecssesessssssssenans 11
AANEURONES ..ot en e eannen, 11
B.2 GLIA ..o, 13
4.2 1 ASIIOCIS .ceeceieee e 13
4.2.2 MICIOGIES ... 13
4.2.3 OligodendrOCitS.........coeiiiiiiiiiiicee e e e e e e e e aaaaaa 14
4.3 CEL-LULES ENDOTELIALS .......ovieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 14
4.4 ESQUEMA RESUM ..ot 15
5- INTRODUCCIO A LA IMMUNOLOGIA...........oeeecuerreeecesserseesssssssessasssssssssssssssnsans 15
5.1 ANTICOSSOS ...t 16
5.2 TIPUS DE RESPOSTA IMMUNITARIA ..o, 16
5.3 EL CANCER | LA RESPOSTA IMMUNOLOGICA ........coooovoeeeeeeeeeeeeens 17
6- LA IMMUNOFLUORESCENCIA.........cooetereecerstrsesssssssessssssssssssssssssssassssssssssassens 18
7- ELS ENZIMS AL CULTIU .....couetreccseseesescsssssessssssssssssss s ssssssssssssssssassssssssssassssnns 22
T A TFN et 22
72 LPS e, 22
8- EL GLIOBLASTOMAL..........coeteecueunereeecassssssssssssssesssssssssesssassssessssssssssssnsasssssssnsasas 23
9- EL TUBERCULOMA.........ooocucuetreccssssssecssssssssssssssssssasssssssssssssssssesasassssssssasassssnens 24
BLOC PRACTIC 26
10- HIPOTES ...cucueeieiceceteeeecsssssessssssesssssssssssssssssssssssassssssssnssssssssnsnsassessnsassssssssans 27



UN PETIT TASTET SOBRE NEUROCIENCIA Treball de Recerca

I I 28
11.1 EL LABORATORI ...ttt e e e et e e e e e e e e e 28
T1.2 MATERIALS ..ttt e et e e e e e e enne 30

11.2.1 MATERIAL ..ottt e e e e e e neee e e 30
11.2.2 INSTRUMENTS ...t e e 33
11.2.3 MOSTRES ...ttt e et e e e nnneeeeens 34
11.2.4 SUBSTANCIES QUIMIQUES ........cocueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 35
11.2.5 MICROSCOPIS ...t naee e 38
11.2.5.1 MiIiCroSCOPI OPLIC.....ceviiiiiiiiiiieee e 38
11.2.5.2 Microscopi de fluoresCencia.........coooveeeeeiiiiiiieiiiiccee e 39
11.2.5.3 Microscopi confOCal...........uiiiieiiiiieieeieceeee e 39
11.2.5.4 Microscopi INVEIit..........eueeiiie e 40
11.2.5.5 FIJL oo 40

7 ] ] ] 42
12.1 TINCIO AMB TIONINA ...ttt e, 43
12.2 TINCIO AMB ANTICOSSOS (IMMUNOFLUORESCENCIA)..........ccceeeeee. 44
12.3 PREPARACIO DEL CULTIU ..o, 45

13- RESULTATS ... ss s e s me e s a s mn e s mmn e s e mmn e e nnns 47
13.1 TINCIO AMB TIONINA ..ot 47

13.1.1 TeiXit CONIOl (SA) .evvvrieiiiieee e 47
13.1.2 Teixit amb glioblastoma ............ccoiiiiiii e 48
13.1.3 Teixit amb tuberculoma.............cccomiiiii 51
13.2 TINCIO AMB ANTICOSSOS ..ot 52
13.2.1 TeiXit CONIOl (SA) wevvvereiiiieee e 52
13.2.2 Teixit amb glioblastoma ............coooiiiiiiii e 55
13.2.3 CURIU rata ... 56
13.2.4 TEIXIE rA@ .o 57



UN PETIT TASTET SOBRE NEUROCIENCIA Treball de Recerca

13.2.5 Microscopi CONFOCAL ..........uuriiiiiiiiiiiieeeee e 60

13.3 CULTIU CEL-LULES MICROGLIES .........couiiiiiiieieiniieeieieiseeeeee e 63

13.3.1 Grup CONLIOL ... ..o e e e e e e e e eeeaaans 63

13.3.2 Grup tractat amb eNZiM ... 64

14- CONCLUSIONS........oooiirieirrreierrsseesssne s s eeessnesssse e s sme e s smesesnnesssnsessnsesssnesssnnesns 65

15- BIBLIOGRAFIA ........cooieeieeerecressssee s sne s s sess s e s s sss e s snesassnesssnnesssnsesssnessssnesssnnenns 67

g BN e 2 11 = N 74
ANNEXOS 76

I €1 0 3y 77

£/ 0 27 oo [ o 2 82



UN PETIT TASTET SOBRE NEUROCIENCIA Treball de Recerca

1- INTRODUCCIO

Recordo quan vaig comencar primer de Batxillerat, tot era nou i en ment tenia la idea de
com havia de ser el meu TR. Tenia clar que havia de ser de I'ambit de ciéncies i si podia
ser de biologia, perd quin havia de ser el tema concret? Sempre havia pensat que havia
de ser sobre algun tema interessant i que m’agradés perqué siné faria aquest treball

sense ganes, cosa que no volia.

Vaig estar pensant diversos temes que m’interessessin perd no em volia precipitar
escollint-ne un ja que em semblava una decisié molt important. Llavors va ser quan la
nostra professora de biologia, la Silvia Llahi, ens va presentar el programa Argo.

Vaig presentar la sol-licitud als assessoraments del treball de recerca perd no hi va haver
sort. Uns mesos després la vaig presentar a les estades Argo i aqui si que hi va haver
més sort. Unes setmanes després d’haver-la presentat vaig rebre la noticia que m’havien
acceptat a la meva primera opcio: “Immunologia al sistema nervids central”.

La veritat és que el titol de I'estada no em va seduir gaire perd quan vaig llegir les tasques
a desenvolupar vaig tenir clar que aquesta era la millor proposta per al meu treball de
recerca. La idea era aquesta: aprendre tecniques histologiques per a visualitzar les
cél-lules relacionades amb el sistema immune del cervell, distingint la morfologia de les
cél-lules glials i les cél-lules immunes que s’hi troben.

Aix0 esta directament relacionat amb el camp de la neurociéncia (de fet I'estada es duia a
terme a l'Institut de Neurociéncies de la UAB), un tema que sempre m’ha interessat pero
mai havia tingut 'oportunitat d’estudiar. A més, era conscient que aquesta estada m’oferia
la possibilitat de tenir accés a materials i eines que no trobo a l'institut, oferint-me també
aprenentatge sobre el funcionament d’'un laboratori professional.

| tot aixd va ser el que em va portar el 26 de juny del 2017 a I'’Auditori del Rectorat de la

UAB per a la presentacio de les estades Argo.

En aquest treball trobarem una explicacio detallada del que ha consistit la meva estada, la
meva idea és que tothom trobi interessant el tema i pugui seguir pas a pas tot allo
necessari per a fer una observacio d’un teixit, en aquest cas teixit nerviés sa i malalt

(glioblastoma i tuberculoma).
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Tot i que a I'estada no ho vam fer exactament aixi he decidit utilitzar el métode cientific per
a la realitzacié d’aquest treball, crec que d’aquesta manera tot quedara més clar i sera
més facil seguir el fil del treball.

Comencaré explicant quins seran els meus objectius, que coincidiran amb els proposats
pels professors que dirigeixen I'estada. Seguidament faré una explicacio teorica de tot alld
necessari que s’ha de saber abans de comengar a preparar I'observacio. A partir dels
objectius i aquesta informacié elaboraré una hipotesi que pot ser o certa o falsa, tot
dependra dels resultats obtinguts al final. Per comengar amb la part practica enumeraré
tots els materials, aparells i substancies quimiques que son necessaris per a la preparacié
de les mostres a observar. Quan ja tinguem tot el necessari per a la preparaci6 explicaré
pas a pas el procediment per a tractar correctament aquestes mostres i poder veure-les al
microscopi. Quan aixd estigui fet als resultats presentaré les imatges fetes amb el
microscopi i faré una explicacié6 de cada una d’elles, explicant també per qué sén aixi
(discussid). Per acabar, sabent quins han sigut els resultats, a les conclusions comprovaré

si la hipotesi formulada al principi és valida o no.

Per a poder fer una analisi dels resultats de I'experiment realitzava fotografies amb el
microscopi dels teixits. Als llibres de biologia que estic acostumada a veure sempre hi ha
moltes imatges fetes amb microscopi on es poden veure clarament les estructures que en
aquell moment estem estudiant.

Jo sempre havia pensat que el procediment per a obtenir aquestes imatges era més bé
senzill i rapid, pero estava molt equivocada. Com veurem al treball, per a fer una unica
fotografia al microscopi cal molta feina de tractament de mostres al laboratori, cosa que
converteix fer una fotografia al microscopi en una feina de gairebé 4 dies. Per tant és molt
important realitzar un bon treball al laboratori per a poder acabar fent unes fotografies que
siguin utils i on s’observin amb claredat les estructures que vulguem. Dit d’una altra
manera, tot i que I'objectiu final és acabar fent aquestes fotografies mai s’ha d’oblidar tot

el treball que s’ha de fer abans.

Abans d’endinsas-nos en el meu Treball de Recerca vull remarcar quin és exactament el

contingut d’aquest treball.
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Primer faré una comparacioé d’'un teixit control, és a dir un teixit d’'un pacient sa, amb un
teixit amb glioblastoma i un altre amb tuberculoma. El glioblastoma és un tipus de tumor
cerebral altament mortifer i el tuberculoma és la forma en que la tuberculosi (malaltia
infecciosa) es presenta a I'organisme fora dels pulmons. Per a tractar aquests teixits
utilitzaré técniques histoquimiques, métodes que permeten la visualitzacié d’aquests
teixits al microscopi gracies a substancies quimiques.

En segon lloc tornaré a fer una comparacié del teixit control amb un amb glioblastoma. La
diferéncia és que en aquest cas el tractament de les mostres es fara mitjangant técniques
immunohistoquimiques. Es a dir que utilitzaré anticossos units o marcats amb substancies
fluorescents per a poder visualitzar els teixits al microscopi. En aquest punt és on la
immunologia entra en el treball.

Per ultim observaré dos cultius de cél-lules microglies, un tractat amb enzim i l'altre no
(control). Un cultiu és una técnica de laboratori que consisteix en el tractament de
quantitats elevades de cél-lules per a ser estudiades. Les cél-lules microglies sén un tipus
de cel-lules presents al sistema nervidos que s’encarreguen de la seva defensa i son
activades per enzims (per aix0 observaré un cultiu tractat amb enzim). En aquest cas

també utilitzaré les técniques immunohistoquimiques per a la visualitzacié.

La meva intencid és que tothom pugui entendre aquest treball, és per aixd que al final he
afegit un glossari amb totes aquelles paraules que puguin ser de dificil comprensio per a
qui no tingui gaires coneixements sobre biologia o ciéncia en general. Espero que sigui

d’ajuda per a tothom.

Per acabar, desitjo transmetre a tothom I'entusiasme amb el qual he fet el treball i el meu

interés sobre aquest tema.
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2- OBJECTIUS

Abans de comencgar qualsevol experiment o investigacio és necessari marcar uns
objectius. Aix0 és important perque ajuda a tenir clar qué és el que volem investigar i com
ho volem investigar.

En el cas d'aquest treball els objectius han vingut marcats per investigadors de I'INc
(Institut de Neurociéncies) de la UAB i per tant jo només he hagut de seguir les pautes
necessaries per a aconseguir-los. Per a entendre millor quins sén aquests objectius ens
posarem a la pell d’'un neuropatdleg o una neuropatologa. La seva feina es centra en el
diagnostic de malalties del sistema nervios a través de, per exemple, mostres de teixit
patologic. | aixd és el que farem nosaltres, observar teixits i cultius de cél-lules del sistema

nervids. Es per aixd que els objectius marcats sén els segiients:

* Observaci6 de teixit cerebral sa.

* Observacio de teixit cerebral malalt: glioblastoma (tumor cerebral) i
tuberculoma (malaltia infecciosa).

* |dentificacid de les diferéncies entre els anteriors i la seva explicacio
corresponent.

e Observacié d’un cultiu de cél-lules microglies amb i sense enzims.

* Aprenentatge de técniques histoquimiques i immunohistoquimiques: tincio

amb tionina, tincié amb anticossos i preparacio de cultius.

A aquests objectius m’agradaria afegir uns altres que
em proposo jo mateixa durant la investigacié i estada

a la universitat. Son els seguents:

* Aprenentatge de noves tecniques de

laboratori utilitzant materials i aparells

nous per a mi.

Porta d’entrada a la Facultat de
* Aprenentatge en el camp de la Wwedicina de la UAB, lloc on vaig dur a
. . treme I'estada.
neurociencia. Fotografia feta per l'autora.

e Tenir una experiéncia sobre la vida

universitaria que ajudi en la tria del meu futur.
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Per a poder seguir avangant en el meu treball és necessari tenir uns minims
coneixements teorics sobre el sistema nerviods i el sistema immunitari. En aquest apartat
faré una breu explicacio de tot alld necessari per a poder entendre i fer bé I'observacio de

les mostres i els cultius i poder aixi complir els nostres objectius.

3- EL SISTEMA NERVIOS

Abans de comencgar a endinsar-nos en algunes peculiaritats del sistema nervios
m’agradaria fer abans un petit resum del que cal tenir en compte abans de comengar la
part practica del treball.

El sistema nervids és el conjunt d’drgans i nervis que s’encarreguen de rebre, transmetre
i elaborar una resposta a estimuls captats tant de I'exterior com de [linterior de
'organisme. Normalment es fa una divisié en dos parts del sistema nervios: el sistema

nervios central (SNC) i el sistema nervios periféeric (SNC).

Cerebro
Puente Cerebelo
Bulbo raquideo
dula espi 7 |
Esquema sistema Medula espinal 77 A\

nerviés central amb el
nom dels organs
corresponents.

Fotografia extreta de (2).

Esquema sistema
N‘ nerviés periféeric amb
| alguns nervis marcats.
"’ Fotografia extreta de (4).
(8

.

El SNC inclou els seglents organs: El SNP inclou tots els nervis que

- Encefal (dins del crani). s’extenen des del SNC cap a la resta

- Cervell de l'organisme.
« Cerebel

» Pont

« Bulb raquidi

= Médul-la espinal

10
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4- TIPUS DE CEL-LULES DEL
SISTEMA NERVIOS

A I'nora de fer una observacié d'un teixit conegut al microscopi (en aquest cas teixit
cerebral) és convenient tenir coneixements sobre quines cél-lules el formen. Es per aixd
que ara passaré a parlar sobre els tipus de cel-lules que formen el cervell i que per tant

podem trobar a les nostres mostres.

4.1 NEURONES

Les neurones son les cél-lules més conegudes del cervell i n’hi ha milions d’elles. La

seva funcidé és rebre, analitzar i
elaborar una resposta a un estimul.
Aquesta informacié es transmet entre
els organs mitjancant impulsos
nerviosos, descarregues eléctriques
que travessen la membrana cel-lular
modificant la seva distribucio de
carrega eléctrica.

A diferéncia de la majoria de cél-lules

de l'organisme, les neurones no es

divideixen perdo tenen la peculiaritat

que poden desplacgar-se.

Fotografia feta per I'autora.

Estructura:

1- NUCLI: es troba a la part central del cos

neuronal i, com a totes les cél-lules,

s’encarrega del funcionament de la neurona.

Una peculiaritat d’aquest tipus de nucli és que

. té la cromatina molt dispersa, cosa que indica
lalta quantitat de transcripcions que ha de
Fotografia extreta de (3). realitzar aquest tipus de cél-lula.

11



UN PETIT TASTET SOBRE NEUROCIENCIA Treball de Recerca

2- DENDRITES: sén prolongacions citoplasmatiques del cos neuronal, n’hi ha moltes i la

seva llargada depén de la funcié i del lloc on estigui situada la neurona.

3- COS CEL-LULAR: també anomenat soma o pericarion. Es on es troba el nucli i el
citoplasma de la cél-lula i per tant on es realitzen els processos i es fabriquen les

proteines necessaries per al funcionament de la neurona.

4- CEL-LULA DE SCHWANN: recobreix I'axon de la neurona i actua com a aillant. Cal
aclarir que les cél-lules de Schwann només es troben al sistema nervids periféric, les
cél-lules encarregades de dur a terme aquesta funcio al sistema nerviés central son els

oligodendrocits (més endavant parlaré d’ells).

5- MIELINA: material format per proteines i lipids que recobreix I'axd. Té la funcié d’aillar
la neurona i transmetre els impulsos nerviosos, és fabricada per les cél-lules anteriors
(cél-lules de Schwann i oligodendrocits). Al conjunt de mielina que envolta I'axon se

lanomena beina de mielina.

6- BOTONS TERMINALS: es troben al final de la neurona i s’encarreguen d’unir-se a
altres neurones per a formar la sinapsi. Emmagatzemen en vesicules els

neurotransmissors.

7- NODULS DE RANVIER: espais situats a la beina de mielina encarregats de facilitar el

pas de I'impuls nervids fent-lo anar més rapid i evitant errors.

8- AXON: prolongacié del cos cel-lular recoberta per les beines de mielina que finalitza en

els botons terminals i que s’encarrega de transmetre I'impuls nervios.

Al cos neuronal hi ha uns petits granuls
constituits per un reticle endoplasmatic i

ribosomes lliures envoltant-lo. Aquests granuls

s’anomenen cossos de Nissl (0o també

substancia de Nissl o substancia basdfila) i es

creu que intervenen en la sintesi de proteines.

, S’anomenen aixi en honor al psiquiatre que els
Fotografia extreta de (6).

va descobrir al segle XIX, Franz Nissl. Els

12
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cossos de Nissl son molt importants per a aquest treball ja que gracies a ells podem
observar al microscopi el soma de les neurones. Aixd és perqué la tionina (la substancia

que utilitzarem en la primera tincid) pot tenyir també aquestes estructures.

4.2 GLIA

Les cel-lules glials (també anomenades neuroglia) sén més petites i nombroses que les
neurones. La glia (aixi s'anomena el conjunt de ceél-lules glials) s’encarrega d’aillar,
sostenir, defensar i nodrir les neurones, per tant és molt important per a mantenir-les en
les condicions Optimes per a la seva supervivéncia.

Dins d’aquest grup de ceél-lules podem diferenciar tres tipus:

4.2 1 Astrocits

Els astrocits sén les cél-lules
glials més abundants del sistema
nerviés central. Com indica el
seu nom tenen forma d’estrella
amb nombroses prolongacions.
Alguns d’ells estan en contacte
amb els vasos sanguinis, per
aixd es creu que participen en la
nutricio de les neurones, i
d’altres envolten les membranes

somatiques i dendritiques de les

neurones per a donar suport i

aillar-les.

Fotografia feta per l'autora.

4.2.2 Mlicroglies

Les ceél-lules microglies son les cél-lules del teixit nerviés amb capacitat fagocitaria que

formen part del sistema immunitari del sistema nervidos central. Es mouen entre les
neurones i els altres tipus de cél-lules glials. Normalment el nombre d’aquest tipus de
cél-lules és petit perd quan es produeix una lesié o inflamacio del teixit nerviés proliferen
rapidament i migren cap a aquella zona per a fagocitar restes cel-lulars i productes de

rebuig.
13
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Fotografia feta per l'autora.

4.2.3 Oligodendrocits

Els oligodendrocits sén un tipus de cél-lules
glials que s’encarreguen de recobrir I'axon
formant beines de mielina, que s’encarreguen
d’aillar la neurona i transmetre I'impuls nerviés.
Com he dit abans, els oligodendrocits es

troben Unicament al sistema nervids central, les

cél-lules que s’encarreguen de dur a terme
aquestes funcions al sistema nervids periféric

son les ceél-lules de Schwann. Imatge extreta de (9)

4.3 CEL-LULES ENDOTELIALS

Les cél-lules endotelials recobreixen Sang

transport  transcitosi

[ . transport -~ :
tots els vasos sanguinis i sobre tot difusié  paracellular PTOteINC ?eidr':g:pmr p— fslg;i:;e
i , . — 20 ’.’ ** o per adsorcio e, ®
capil-lars de l'organisme. La peculiaritat . 4

que aquestes ceél-lules presenten al

cervell és que formen la barrera

hematoencefalica (BHE). Aquesta

cel-lula

— - " '_ T
° ® ¢ C —)
O C
) . . ’ ) endotelial
barrera s’encarrega de protegir el cervell i  astrocit
Cervell

també d’aportar els nutrients i I'oxigen

necessari per al correcte funcionament ,
Fotografia extreta de (10).

de les neurones. Com mostra 'esquema,

14
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les cél-lules endotelials estan connectades amb els astrocits, que s’encarreguen de fer

arribar aquestes substancies a les neurones.

4.4 ESQUEMA RESUM

Neurones
a?

/

Astrocits
> Glia < Microglies
\ Oligodendrocits

J Cél-lules endotelials

5- INTRODUCCIO A LA
IMMUNOLOGIA

La immunologia és un camp de la biologia forga extens, és per aixd0 que només em
centraré en explicar un parell de coses necessaries per a entendre la preparacio de les
mostres.

Per definici6 la immunologia és una branca de la biomedicina que estudia els
mecanismes de l'organisme que s’encarreguen de defensar-lo davant la preséncia
d’antigens (per exemple microorganismes o toxines estranyes a l'organisme) que el
podrien danyar. Aquest conjunt de mecanismes s’anomena sistema immunitari, inclou tot

el conjunt de cél-lules, teixits i molécules implicades en els processos d'immunitzacio.

Conceptes importants (vocabulari):

- ANTIGEN: també anomenat immunogen. Es qualsevol substancia capac de

desencadenar una resposta immunitaria per part de I'organisme.

15
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- LIMFOCIT: també anomenat cél-lula immunocompetent. Es un tipus de glébul blanc

amb un nucli gran i arrodonit. Hi ha dos tipus de limfocits: els limfocits B i els limfocits
T.

5.1 ANTICOSSOS

Com veurem més endavant, la part que farem servir de la immunologia per a realitzar

aquest treball sén els anticossos.
Els anticossos son molécules proteiques produides pels limfocits B que estan
destinades a unir-se especificament als antigens. Es troben units a la membrana del

limfocit B o lliures a la sang.
i m Lioc d'uni6
I'antigen

Cadena lleugera (L)

Estructura:

REGIO Fab

REGIO Fc | | ~ecrmeeedpp  Cadena pesant (H)

T b Esquema d’un anticos amb el nom de
les parts més importants.
Imatge anticos extreta de (12).

5.2 TIPUS DE RESPOSTA IMMUNITARIA

TIPUS FORMA D’ADQUISICIO DURADA
Innata o congénita Caracteristiques anatomiques, Permanentment
fisiolbgiques i quimiques innates de
lindividu.
Natural Per una infeccio, on el Llarga o
microorganisme o els seus permanent
productes indueixen la resposta
immunitaria.

16
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TIPUS FORMA D’ADQUISICIO DURADA
Artificial | Per injeccio de vaccins, toxines o Varis anys o
Adquirida altres productes bacterians permanent
atenuats.

Natural | Per transferéncia d’anticossos de la Sis mesos a un
mare al fill a través de la placenta, any
el calostre o la llet.

Artificial Injeccié d’'un sérum que conté Dos o tres
anticossos setmanes o
alguns mesos

Com veurem més endavant, el tipus de resposta immunoldgica que s’estudia en aquest
treball és la adquirida passiva artificial. Com indica la taula, aquesta s’adquireix gracies a
la injeccié d’'un sérum amb anticossos, que és exactament el que aplicarem nosaltres al
teixit.

En el cas dels anticossos que utilitzarem, el tipus d'immunologia és I'adquirida activa
artificial. Aquests anticossos han sigut extrets préviament d’'uns altres organismes als
quals se’ls va injectar alguna toxina o producte bacteria per a que produis els anticossos,

que després van ser extrets de I'organisme.

5.3 EL CANCER | LA RESPOSTA IMMUNOLOGICA

Gracies al sistema immunitari
'organisme és capac¢ de defensar-
se contra microorganismes o
toxines que podrien provocar, per
exemple, alguna malaltia. Tot i
aix0, el nostre sistema immunitari
no és capag¢ de frenar totes les
malalties. En aquesta observacio
volem observar un teixit amb

glioblastoma, una malaltia (el

] . o Els macrofags han identificat una cél-lula cancerosa (la gran
sistema immunitari no pOt aturar. | massa amb pues). En fusionar-se amb la cél-lula cancerosa, els
macrofags (globuls blancs, més petits) injecten toxines que

maten la cél-lula tumoral.
pot fer-ho? Fotografia extreta de (16)

cancer) que precisament el nostre

la meva pregunta és: per qué no
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Els antigens tumorals sén especifics per a cada tipus de cél-lula cancerosa i determinen
la posada en marxa del sistema immunitari, com ara la produccié d’anticossos especifics
o l'activitat dels limfocits T. Tot i aixi, la resposta immune a les cél-lules cancerigenes és,
en molts casos, ineficag.

Els mecanismes pels quals les cél-lules canceroses escapen a l'accido del sistema
immunitari no sén gens clars. Es creu que les cél-lules canceroses tenen capacitat de
modular els seus antigens tumorals de manera que aquestes “desapareixen” de la
superficie de les cél-lules en preséncia d’anticossos sanguinis especifics, amb la qual
cosa no son reconegudes com a estranyes. També s’ha observat que les cél-lules
canceroses tenen una quantitat molt baixa de molécules MHC a la membrana, fet que pot
determinar que els limfocits T citotdxics no aconsegueixin reconeixer-les de manera
adequada ja que la funcio de les molécules MHC és la de reconeixer les substancies que

son propies de I'organisme i les que no ho son.

é6- LA IMMUNOFLUORESCENCIA

La immunofluorescéncia és una técnica que permet detectar amb precisié la preséncia
d’'un antigen en un teixit o en un conjunt de cél-lules aillades. Aquesta metodologia es
basa en la utilitzacié d'anticossos units o marcats amb substancies o marcadors que
poden ser detectats amb un microscopi (quan aquestes substancies estan unides a
I'anticOs es diu que estan conjugats amb I'anticos). Els components conjugats o utilitzats
com a marcadors dels anticossos poder ser substancies fluorescents, particules
electrodenses (ferritina, or col-loidal) o enzims. Les substancies fluorescents es detecten

amb microscopis de fluorescéncia.

Tipus d’anticossos i substancies utilitzades en la immunofluorescéncia:

= Anticos primari: un anticos primari €s aquell que s’'uneix a un antigen determinat, és
a dir que nomeés pot reconeixer un tipus de substancia.

- Anticds secundari: un anticéos secundari €s aquell que s’'uneix a un anticds primari.

Aquesta unié sol produir-se pel fet que aquest anticds esta conjugat amb algun tipus
de marcador, per tant aquesta unié és necessaria perqué permet I'observacié de la

mostra.
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= Fluorocrom (fluordfor): molécules que es caracteritzen per tenir la capacitat d'emetre

llum d’'un determinat espectre quan son excitades a la longitud d'ona apropiada.
Existeix un ampli ventall de fluorocroms que tenen diferents propietats d'excitacio i
emissid i que son utilitzats tant per marcar com per a detectar components i
estructures cel-lulars amb l'ajuda del microscopi de fluorescéncia. La longitud d'ona
d'emissio dels fluorocroms és superior a la d'excitacid. Per exemple: la fluoreceina és
un fluorocrom que s'excita a una longitud d'ona d'uns 450 a nm (color blau) i emet

llum d'uns 530 (llum verda).

Métodes d’immunofluorescéncia:
* Meétode directe: En aquest métode solament s'utilitza un I'anticos (anticos primari)
que reconeix especificament l'antigen. L'anticos primari porta conjugat el marcador

corresponent.

Esquema del meétode directe
d’immunofluorescéncia. L’anticos (blau) porta
conjugat el fluorofor (verd) i s’uneix a Il’antigen

(groc).
Imatge extreta de (23).

IgG+Fluoresceina

« Metode indirecte : En aquest metode s'utilitzen com a minim dos anticossos. Un que és
especific per I'antigen que es vol detectar (anticos primari) i un segon anticos que esta

conjugat amb un marcador (anticés secundari).

Esquema del métode indirecte de la
immunologia. En aquest cas és I’anticos

secundari (vermell) el que porta conjugat el
< > fluorofor (verd). Aquest s’uneix a I’'anticos primari
(blau) que a la vegada s’uneix a I’antigen (groc).

Imatge extreta de (23).

IgGhumana + Anti IgGhumana +Fluoreceina
Anticos Anticos
Primari Secundari
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Com ara veurem, el métode indirecte és la técnica utilitzada al treball per a I'observacio

d’un teixit i també per a I'observacio d’un cultiu.

Procés al teixit:

Les cel-lules que volem observar al teixit son els astrocits i les neurones. Els astrocits
contenen una proteina anomenada GFAP i les neurones una altra anomenada NeuN.
Com estem tractant mostres de pacients humans sobre el teixit aplicarem uns anticossos

especifics 0 anticossos primaris extrets d’altres animals. En el cas del GFAP s'utilitzara

a-GFAP extret de conill i en el cas de la NeuN s’utilitzara a-NeuN extreta de ratoli. A

I'aplicar els dos anticossos sobre el teixit aquests s’uniran a les proteines determinades

com mostra I'esquema.

NeuN T QGFAP 'l  GFAP a-NeuN
A e N o N
TEIXIT -

Fotografies dels anticossos extretes de (26) i (27).

Es evident que al teixit hi ha presents més proteines que les esmentades i moltes d’elles
son inespecifiques, el que podria provocar que els anticossos actuessin sobre aquestes
proteines i no sobre les que volem. Per a evitar aixo tractem el teixit amb sérum de cavall
(Horse Serum), que conté unes globulines que actuen sobre aquestes proteines

inespecifiques de manera que els anticossos especifics no s’hi puguin unir.

Arribat aquest moment s’ha d’aplicar sobre el teixit el que anomenem anticos secundari.

Aquest anticos conté els fluoréfors que permetran fer 'observacio del teixit. Utilitzarem

dos tipus: 'antimouse (s’enganxa a a-NeuN) i 'antirabbit (s’enganxa a a-GFAP).
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Fluorofors

Antirabbit / \' Antimouse
\ A~ Y
- | N

\
AN “a° 2 "

Esquema del funcionament de la immunofluorescéncia. Fixacié de
I’anticos secundari.
Fotografies dels anticossos extretes de (25), (26), (27) i (28).

\

Procés al cultiu:

En el cas del cultiu el procediment és exactament el mateix tot i que amb anticossos
diferents. Recordo que les cél-lules que volem observar son les cél-lules microglies. La
proteina que aquestes contenen és l'lba1 i per aix0 el cultiu s’haura de tractar amb

anticossos diferents.

Durant el procés de tincié es dona el fenomen Fading, que és la pérdua de la
fluorescéncia de la mostra a causa de la llum. Dit d’'una altra manera: la llum, sigui natural
o artificial, desgasta els fluordfors provocant que les mostres no siguin fluorescents i per
tant no puguin observar-se al microscopi. Per a evitar que aixd passi s’ha d’anar amb cura
amb les mostres i procurar tapar-les sempre després d’haver-hi introduit I'anticos
secundari (que és el que conté els fluordfors). Una altra mesura és tractar les mostres
amb productes anti-fading, que fan que la fluorescencia sigui més duradora. També els
fabricants d’aquest tipus d’anticossos s’encarreguen de vendre’ls dins de bosses
preparades per a evitar el contacte de I'anticos amb la llum.
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/- ELS ENZIMS AL CULTIU

Com ja he dit abans, per a I'observacié de les cél-lules microglies utilitzarem un cultiu
tractat amb enzim i un altre sense (control). Aquests enzims (escollits pel professorat de
I'estada) sén dos: IFN i LPS.

7.1 1FEN

IFN és l'abreviatura de interferé. Els
interferons sén unes proteines que
fabriquen determinades cél-lules dels
vertebrats quan sén infectades per algun
microbi, ja sigui un virus o un bacteri.
Gracies a aquestes proteines les
cél-lules del sistema immunitari poden
comunicar-se i activar-se per a destruir
un patogen o tumor.

Aplicant-ho al treball, els interferons

activen les cel-lules microglies de

manera que aquestes comencen a dur a

terme les seves funcions. Quan les

cel-lules microglies s’activen també ho  Estructura molecular de linterferé alfa huma (un tipus
. i d’interfero).

fan les proteines Iba-1, que son les que  rowgrafia extreta de (29)

tenyirem amb els anticossos. Per tant

gracies als interferons podrem observar les cél-lules microglies.

7.2 LPS

LPS és l'abreviatura de lipopolisacarid, biomolécula formada per la unié d’un lipid i un
polisacarid mitjangant enllagos covalents. LPS és el component maijoritari de la paret
cel-lular dels bacteris i al igual que IFN provoquen la resposta immunitaria de I'organisme.
La funcié dels lipopolisacarids en aquest treball sera la mateixa que la dels interferons.
Activaran les cél-lules microglies i a la vegada les proteines Iba-1 per a poder fer

I'observacié del cultiu al microscopi de fluorescéncia.
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Per al tractament dels cultius s’utilitzaran aquestes dues

substancies (IFN i LPS) a la vegada. Tedricament aix0 no hauria

d’influir en els resultats perqué els dos enzims poden actuar a la .
O antigen

vegada i no es desactiven entre ells.

Outer Core

Inner Core

8- EL GLIOBLASTOMA

Abans de centrar-nos en el glioblastoma (un tumor especific) vull parlar dels tumors i del
cancer en un caracter general.

Tots els tipus de cancer (n’hi ha uns 200) es caracteritzen per una divisio i un creixement
descontrolat de les cél-lules, que tenen la capacitat de dividir-se dins I'é6rgan on s’han
originat i, quan el tumor es torna maligne, poden viatjar per la sang i el liquid limfatic fins
a d’altres organs més allunyats i créixer-hi, amb la qual cosa es produeix el que
anomenem metastasi.

Tots els tipus de cancer sén consequéncia
d’alteracions en el material genétic de les
cél-lules, que fan que aquestes perdin la seva
funcié i esdevinguin malignes. Aquestes
alteracions poden ser provocades per agents

externs perjudicials, com ara les radiacions,

els productes quimics (per exemple el tabac),

agents infecciosos, etc., perd també es poden

Fotografia extreta de (32).

produir a causa d’errors durant la replicacio
del material geneétic que no son corregits.

El glioblastoma, com indica el seu nom, és un tumor que neix a les cel-lules glials del
cervell. Normalment es presenta a 'escorca cerebral (a la superficie dels hemisferis) tot i
que hi ha casos puntuals en que es localitza al cerebel. Aquest tipus de tumor representa

el 60% dels tumors cerebrals primaris en adults. Existeixen 4 graus diferents d’aquest
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Resonancia magnética pacient amb glioblastoma.
Fotografia extreta de (33).

Treball de Recerca

tumor, sent el grau IV el que més rapid creix i per tant
el més dificil de tractar.

El glioblastoma és el tumor cerebral més mortifer. El
seu pronostic depén de I'edat del pacient i les seves
condicions de salut. Normalment una edat superior als
60 anys comporta el pitjor pronostic mentre que una
edat inferior als 50 anys comporta una major
supervivencia. | és que I'esperanca de vida d’aquells
pacients que pateixin aquesta malaltia oscil-la entre un

parell de mesos i uns 9 anys després del diagnostic.

9- EL TUBERCULOMA

La tuberculosi (TB en anglés) és una
malaltia infecciosa causada pel bacteri
Mycobacterium tuberculosis. Normalment
aqusts bacteris ataquen els pulmons pero hi
ha casos en que també poden afectar
organs com els ronyons i el cervell.

El tuberculoma és la forma més comu en
que la tuberculosi es presenta fora dels
pulmons. Normalment els bacteris arriben al
cervell a través dels vasos sanguinis
procedents dels pulmons, on solen infectar
I’escorga cerebral provocant-hi una
inflamacio. Es considera el tuberculoma com

una malaltia altament mortifera.

Imatge bacteris Mycobacterium tuberculosis.
Fotografia extreta de (34)

Cal esmentar que el diagnostic d’aquesta malaltia és complicat ja que es pot confondre

amb una altra malaltia cerebral com el glioblastoma. Una de les técniques de diagnostic

que utilitzen els neuropatdlegs per a identificar una malaltia és l'analisi de teixits
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patologics a través d’imatges obtingudes
amb microscopi. ElI problema és que les
imatges d’un teixit amb tuberculoma i un
teixit amb glioblastoma sén gairebé
idéntiques, cosa que va provocar que en
I'antiguitat no sapiguéssin distingir-los.
Actualment també s'utilitzen altres técniques
com el TC per a evitar errors d’aquest tipus.
Aquesta téecnica, abans coneguda com TAC,
consisteix en l'obtencié d’'imatges a partir de

raigs X.

Imatge extreta de (20).
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10- HIPOTESI

Ara que sabem la teoria necessaria per a I'observacié i tenim clars quins sén els objectius
hem de formular una hipotesi per a la nostra investigacio. Aquesta hipotesi pot ser certa o
falsa, la manera de saber-ho és arribar fins al final de I'observacio, on a les conclusions es

reflexionara sobre la seva validesa en funcioé dels resultats obtinguts.

Volem observar un teixit sa i comparar-lo amb un teixit amb glioblastoma i tuberculoma
(que com he dit segons la teoria son forga semblants) i també volem fer el mateix amb un
cultiu de cél-lules microglies amb i sense enzim. Tenint aixd en compte podem formular la

seguent hipotesi, separada en dues parts:

- El teixit malalt (glioblastoma i tuberculoma) tindra moltes més cél-lules que el teixit sa
i també presentara zones necrotiques.
- Pel que fa als cultius, el cultiu no tractat amb enzim tindra menys cél-lules que el

cultiu tractat amb enzim.
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11- MATERIALS

11.1 EL LABORATORI

Com és evident el lloc de treball ideal per a dur a terme una investigacié d’aquest tipus és

un laboratori equipat amb tots els estris, aparells i materials necessaris.

Laboratori on es van dur a
terme totes les técniques per al
tractament de les mostres.
Fotografia feta per I'autora.

Pero al laboratori hi ha unes normes de seguretat i també de neteja que s’han de complir
per a evitar complicacions en la recerca. Aqui presento algunes d’aquestes normes que
els investigadors d’aquest laboratori insistien molt en que s’havien de complir:

NETEJA DEL MATERIAL:

Tot el material que s’utilitzi en la

investigacio ha de ser netejat amb cura. A
més de netejar-lo amb aigua de l'aixeta i
sabo és recomanable mullar-lo amb aigua
destil-lada. Aixd és perqué l'aigua de
l'aixeta conté sals que poden reaccionar
amb les substancies que utilitzem i aixo

pot causar que el nostre experiment surti

malament.

.

[EEER -

Aiguiera del laboratori amb un bidé d'aigua destil-lada
al costat.
Fotografia feta per l'autora.
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RESIDUS:

A I'nora de fer un experiment és normal que quedin restes de substancies o altres
materials que no es puguin tornar a aprofitar i s’hagin de llengar. Al tractar-se d’una brossa
que en alguns casos pot ser perillosa s’ha d’anar amb compte a on es llenga. A tots els

laboratoris hi ha diferents contenidors o pots on es llencen aquestes substancies, que

posteriorment 3 e e
L ;\ | “‘J?f\ 1

seran tractades.
Es important
assegurar-se
de llencar la
brossa al

contenidor

adequat.
Pot per a llengar les puntes de Contenidors del laboratori.
la pipeta. Fotografia feta per I'autora.
Fotografia feta per l'autora.

VESTIMENTA:

La vestimenta al laboratori també és important. Tot i 3
que no és el cas, hi ha productes que poden provocar
danys a la pell | per tant és necessari anar protegit per \
a evitar aquests danys.
Es obligatori portar bata per a entrar al laboratori,
alhora que també és obligatori treure-la per a entrar a
la zona “neta” del laboratori (on es treballa amb
portatils, etc.). La bata és necessaria per a protegir la
pell i també la roba, per a no tacar-se. Bata de laboratori.

Fotografia extreta de (37).

Com he dit abans les substancies que s'’utilitzen al

laboratori poden ser perilloses per a la pell. Es per aixd que
una de les normes necessaries al laboratori és portar
sabates que no deixin visibles els peus. Si un producte
cau de la taula sobre els peus podria provocar alguns

danys.

Sabates amb cordons.
Fotografia extreta de (38).
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uantis: Per a manipular qualsevol producte al laboratori és
imprescindible portar guants. També cal tenir en compte
que portant-los no podem obrir la porta pel pany, ja que
podriem deixar restes d’alguna substancia danyosa per a
una altra persona que toqués aquest pany sense guants.
També és important no tocar-se la cara mentre es porten ja

que podriem contaminar les mostres.

Guants de latex.
Fotografia extreta de (39).

11.2 MATERIALS

A continuacié parlaré de tot alld necessari per a fer 'experiment, ja sigui per la part del

tractament de les mostres com per a la seva observacio final.

11.2.1 MATERIAL

Per a la preparacié de les mostres vam haver d’utilitzar molts materials diferents. Sén els
seguents:

MATERIAL VOLUMETRIC:

= = ~
Proveta (diferents mides). Matras aforat. Matras Erlenmeyer.
Fotografia extreta de (40). Fotogafia extreta de (41). Fotografia feta per l'autora.

Vas de precipitats.
Fotografia feta per I'autora.

30



UN PETIT TASTET SOBRE NEUROCIENCIA Treball de Recerca

Pipeta.

E dorf.
Fotografia extreta de (42). ppenco

Fotografia feta per l'autora.

RECIPIENTS:

Tub de plastic.
Fotografia feta per l'autora.

z Microplaca (diferents mides).
Vas Coplin. Fotografia feta per l'autora.
Fotografia feta per I'autora.

Flascé de vidre
(diferents mides).
Fotografia feta per I'autora.

Flasc6é rentador (aigua
destil-lada).
Fotografia feta per I'autora.

US GENERAL:

Puntes pipeta.

Pinzells. Fotografia feta per

Fotografia feta per I'autora. l'autora.
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Placa de Petri.
Imatge extreta de (43). Parafilm.

Gradeta.
Fotografia feta per I'autora.

Fotografia feta per l'autora.

Comptagotes.
Fotografia feta per I'autora.

Per al muntatge de les mostres:

Portaobjectes. Cobreobjectes.
Fotografia extreta de (44). Fotografia extreta de (45).

Materials de metall:

’ ))
LF
" y
£ ¢ »
Pinces. Paper d’alumini. Imant.
Fotografia feta per l'autora. Fotografia extreta de (46). Fotografia extreta de (47).
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11.2.2 INSTRUMENTS

Juntament amb tot el material anterior, per al tractament i preparacioé de les mostres vam

haver d’utilitzar molts aparells diferents. Son els seguents:

s W Trypgin T reCommende)

ons ~ 7 eus0s0138 \ in - X

VWR#) na s2023-862 g —

tior.
'lof/”" 010cking emns PTMALY antibo. .- ...
pH-metre Cronometre. Termometre.
' Fotografia feta per I'autora. Fotografia extreta de (48).

Fotografia feta per I'autora.

Agitador magnétic. Rotador.

Fotografia extreta de (49). Fotografia feta per I'autora. Contrifuand
entrifugadora.

Fotografia feta per I'autora.

Escalfador.
Fotografia feta per I'autora.
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11.2.3 MOSTRES

Com és evident per a la preparacio de les
mostres necessitem les mostres. Per a la tincio
amb tionina van ser les seglents:
« Teixit escorga cerebral frontal (CONTROL)
- Teixit escorga cerebral frontotemporal
(GLIOBLASTOMA)

« Teixit tuberculoma

Mostres ja tenyides amb la tionina i al
portaobjectes.
Fotografia feta per I'autora.

Per a la tinci6 amb anticossos o
immunofluorescéncia les mostres van ser les
seglents:

+Teixit escorca cerebral frontal (CONTROL)
«Teixit escorca cerebral frontotemporal
(GLIOBLASTOMA)

Mostres a la microplaca durant el seu
tractament.
Fotografia feta per l'autora.

Finalment per al cultiu vam utilitzar cel-lules
microglies cultivades al departament de cultius de
I'INc, restringit per a nosaltres. Algunes d’elles
havien estat tractades amb enzims i d’'altres no
(CONTROL).

Cultiu de cél-lules durant el seu
tractament.
Fotografia feta per l'autora.
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Vull aclarir que les mostres de teixit van ser obtingudes de pacients andonims d’un hospital
de Valéncia i que aquestes van ser tallades a un altre departament de la universitat.
Nosaltres ja les vam rebre tallades i només haviem de tractar-les per a poder veure-les al

microscopi.

11.2.4 SUBSTANCIES QUIMIQUES

Durant la preparacio de les mostres vam haver d’utilitzar moltes substancies per a tractar-

les. De fet, el primer dia al laboratori vam dedicar tota la sessié a preparar aquests

productes, tot i que alguns d’ells (anticossos, buffers, etc.) ja estaven preparats.

Ara explicaré la preparacio il'us d’aquestes substancies:

La preparacio d’aquestes substancies és )
forca senzilla. Al tractar-se de dissolucions
nomes s’han de dissoldre els soluts amb el
dissolvent fins a aconseguir una mescla
homogénia, aquest pas es fa amb
I'agitador magnétic per a anar més rapid.

La quantitat de solut i dissolvent

. o Substancies quimiques que vam preparar per al
necessaria per a cada substancia ve tractament de les mostres.
Fotografia feta per l'autora.

determinada per la seva concentracio, és
a dir que hi ha uns valors establerts (qQue a
continuacidé indicaré). Per a algunes d’aquestes substancies també era necessari ajustar
el pH (que es mesura amb el pH-metre). Si la substancia és massa acida s’afegeix una
base (en el nostre cas NaOH) i si és massa basica s’afegeix un acid (en el nostre cas
HCI).

Vam preparar 500mL d’etanol en 3 concentracions diferents. La taula mostra la quantitat
de solut i dissolvent per a cada una d’elles:

Etanol 70% Etanol 80% Etanol 90%
EtOH (mL) 350 400 450
H20 destil-lada (mL) 150 100 50
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L'etanol serveix per a deshidratar el teixit, cosa que ajuda a que s’adapti millor al liquid de

fixacio (xilol) que manté la tincio.

Per a preparar 800mL de PBS son necessaris 8g de NaCl, 1,44g de Na2HPO4 i 0,24g de
NaH2PO4. S’enrasa amb aigua destil-lada i ha de tenir un pH de 7,4.
El PBS serveix per a mantenir el nivell osmotic del teixit i evitar que aquest es trenqui.

També s'utilitza per a netejar el teixit, com veurem més endavant.

Per a preparar 500mL de TBS es necessiten 3,5g de tris base, 4,5g de NaCl i 2,5mL de
tritd. S’enrasa amb aigua destil-lada i també ha de tenir un pH de 7,4.
El TBS també serveix per a mantenir el nivell osmotic del teixit tot i que és més potent que

el PBS. També serveix per a netejar el teixit perd també amb més intensitat.

Vam preparar 30mL de sérum de cavall en dues concentracions diferents:

= HS10%: es necessiten 3mL de sérum de cavall (ja preparat) i 27mL de TBS.

- HS1%: es necessiten 3mL de sérum de HS10% i 0,3g de NaN3. S’enrasa amb TBS.
Com ja he explicat abans el sérum de cavall serveix per a desactivar proteines

inespecifiques del teixit per a que no s’hi uneixin els anticossos.

Per a preparar 500mL d’acid citric es necessiten 1,05g de citrat. S’enrasa amb aigua
destil-lada i ha de tenir un pH de 6.

L'acid citric (citrat) trenca els enllagos quimics entre les molécules que formen el teixit i
aixo permet I'entrada dels anticossos. A una temperatura meés alta el citrat té més eficacia,

com veurem meés endavant.

Aquestes substancies sén les que més vam utilitzar per al tractament de les mostres pero
n’hi ha d’altres que, tot i que no vam utilitzar tant, també sén molt importants i cal
mencionar. Son les seglents:
« Tionina: colorant que s’uneix al DNA i permet I'observacié dels nuclis cel-lulars i les
vesicules de Nissl (presents al citoplasma de les neurones).
36



UN PETIT TASTET SOBRE NEUROCIENCIA Treball de Recerca

Xilol: liquid de fixacié, permet I'observacié de les mostres amb claredat.

Entellan (medi de muntatge): s’utilitza a I'tltim pas de la preparacié de la mostra i

permet acabar de fixar el teixit col-locant el cobreobjectes.

Anticossos
DAPI: permet la tinci6 del DNA amb

fluorescéncia.

PBS 1X: aquest PBS no es tan corrosiu

per a les cel-lules com l'altre.

Buffers: vam utilitzar 4 buffers diferents. Anticossos als seus Eppendorfs.
o Fotografia feta per I'autora.
- Buffer 1: Permeabilitza la
membrana cel-lular per a que
I'anticos la travessi més rapidament.
- Buffer 2: També permeabilitza la membrana.
- Buffer 3: Bloqueja proteines inespecifiques, com fa el sérum de cavall.

- Buffer 4. Manté el bloqueig i la permeabilitat de la membrana.

Moltes d’aquestes substancies havien de ser conservades a unes condicions de
temperatura baixes. Aquest és el cas dels anticossos, els sérums de cavall o els buffers
entre d’altres. Aixd explica que tant al laboratori com a tot el departament hi hagi moltes

neveres i cambres frigorifiques per a conservar les mostres i les substancies.

Neveres i congeladors del laboratori.
Fotografia feta per I'autora.
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11.2.5 MICROSCOPIS

L'eina essencial per a poder fer una observacié d’un teixit o un cultiu és el microscopi. Hi
ha molts tipus de microscopis i cadascun d’ells permet una observacié diferent. Ara
parlaré dels microscopis que vaig utilitzar per a fer I'observacié al Servei de Microscopia
de I'INc.

El microscopi oOptic és un sistema constituit per
EYEPIECE

dues lents d’augment anomenades ocular i

objectiu que fa servir els fotons de la llum visible . -
.

per a fer observacions. Els rajos lluminosos, que ARR O aEaT
procedeixen d’una font d’il-luminacié, travessen controLs OBIECTIVE
I'aire, incideixen sobre la preparacido i després METAGE "

COARSE

FOCuUS IRIS DIAPHRAGM

tornen a travessar l'aire fins a arribar a la lent

FINE FOCUS ILLUMINATOR

frontal de I'objectiu del microscopi. Aquesta recull
els rajos lluminosos i en projectar-los cap a 'ocular

augmenta la imatge rebuda, que després tornara a

Esquema del microscopi optic amb el
nom de les seves parts.

Fotografia extreta de (50).

ser augmentada.

En aquesta observacié el microscopi Optic ha estat
utilitzat per a fer 'observacié de les mostres tenyides
amb tionina. Gracies a una camera connectada al
microscopi es poden obtenir imatges des de I'ordinador
a través d’'un programa informatic, que més endavant

explicaré.

Microscopi optic del Servei de
microscopia de I'INc.
Fotografia feta per l'autora.
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El microscopi de fluorescéncia és
molt semblant al microscopi optic.
La seva diferéncia és que aquest
permet I'observaciéo de teixits
tenyits amb fluorofors (com és el
cas) ja que pot emetre llum a
diferents frequéncies que
permeten l'observacié de les
estructures tenyides.

El microscopi de fluorescéncia no
permet obtenir imatges

directament, és a dir que no és

possible obtenir una imatge on s’observi el nucli i el citoplasma d’una ceél-lula a la vegada.

Aixd és consequéncia de la diferéncia de frequéncia de la llum, que no excita tots els

fluordfors a la vegada. Tot i aixd és possible obtenir imatges amb totes les estructures a la

vegada gracies a un programa informatic.

El microscopi confocal és el de més qualitat de tots
els que parlaré. Permet obtenir imatges de molta
meés qualitat que els altres microscopis i a més
aquestes permeten moltes més modificacions que
les anteriors. De fet, la utilitzacié d’aquest
microscopi no estava prevista ja que donada la seva
qualitat estava molt sol-licitat pels investigadors.
Un microscopi confocal és capa¢ d'obtenir imatges
tridimensionals d'un objecte com, per exemple, una
cél-lula. S'utilitza un laser com a font lluminosa, i
amb la seva llum es va escombrant la mostra en
tots els punts del volum de l'objecte, pla a pla. Es
van creant moltes imatges bidimensionals que un
ordinador interpreta i, posteriorment, acaba
generant una imatge tridimensional completa.
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Per a entendre-ho millor ho compararé amb un bloc de notes
adhesives. La imatge obtinguda pel microscopi seria el bloc de notes i
totes les seves pagines serien els plans del teixit que a l'ajuntar-se
permeten veure la mostra en 3D. També existeix la possibilitat

d’observar unicament un pla del teixit.

Per a l'observacié d’un cultiu normalment s’utilitza un
microscopi invertit. Aquest microscopi €s molt semblant
al microscopi Optic, la diferéncia és que la seva
estructura esta totalment inverida. En un microscopi
optic convencional la font lluminosa estaria a la part
baixa mentre que a un microscopi invertit es trobaria a la
part alta.

En el nostre cas aquest microscopi també permetia

'observacié de tincions amb fluorescéncia, ja que com

veurem més endavant aixi va ser com vam tenyir el cultiu.

Fiji no és el nom d’un tipus de microscopi siné del programa informatic que vam utilitzar
per a la modificacido de les imatges. Com he comentat abans els microscopis tenien
connectada una camera que permetia obtenir imatges a l'ordinador. Gracies a aquest
programa es podien visualitzar i modificar aquestes imatges.

El Fiji és especialment util per a les imatges de teixits amb fluorescéncia. Com he dit
abans, la llum no permet obtenir imatges on es puguin veure totes les estructures tenyides
a la vegada. Aquest programa permet elaborar composites, una unica imatge on s’observi
un pla fotografiat a diferents frequiéncies de llum i on per tant es puguin observar totes les
estructures. Les imatges mostren un mateix pla de la mostra fotografiat a diferents

frequéncies lluminoses i el seu composite:
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Aquest programa també permet donar color a aquelles imatges que han sigut obtingudes

en banc i negre o també modificar el contrast o la lluminositat.

El Fiji també és el programa encarregat de modificar i processar les imatges obtingudes

amb el microscopi confocal | també ofereix una funcié molt important: permet generar una

escala per a cada imatge en funcié dels augments amb els quals ha estat presa.
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Aquest no és 'unic programa que pot modificar imatges obtingudes per microscopi, hi ha
altres com I'lmagedJ o fins i tot existeix un que s’esta desenvolupant que permet elaborar

videos amb les imatges del microscopi confocal.

12- METODES

Arribats a aquest punt els nostres objectius ja son clars, hem formulat una hipotesi, hem
estudiat tota la teoria necessaria i sabem tot el material necessari per a fer I'experiment.
Abans de poder arribar als resultats definiré alguns termes importants que han d’aparéixer
a qualsevol investigacio cientifica.

« Problema que s’investiga: Quines diferéncies hi ha entre un teixit sa i un altre malalt

(amb glioblatoma i tuberculoma)? | entre un cultiu de cél-lules microglies tractades
amb enzim i un altre no tractat?

. Variable independent; Es aquella que determina I'experimentador. En aquest cas seria

el teixit sa o patologic i el cultiu tractat i no tractat.

 Variable dependent: Sén aquelles que varien en funcid de la variable independent. En

aquest cas serien totes les diferéncies entre els cultius i els teixits (nombre de

cel-lules, forma de les cél-lules, tipus de cel-lules, etc.).
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« Control de I'experiment: El control d’'un experiment és aquell grup que no ha patit cap
modificacio. En el cas del teixit, com ja dit abans, el control seria el teixit sa i en el cas
del cultiu el grup sense tractar.

« Répliques: Tot i que les répliques son molt importants en un experiment, en aquest cas
no en farem. Cal tenir en compte que a I'estar treballant en un laboratori universitari ja
hi ha mostres preparades semblants a les que estudiarem, per tant si hi hagués algun

problema amb alguna d’elles sempre podriem fer servir alguna de la universitat.

Ara que ja sabem tot el necessari per a dur a terme aquesta observacié hem de comencar

el tractament dels teixits per a poder-los estudiar correctament.

Cal aclarir que tots aquests procediments han estat modificats pel professorat de I'estada

tenint en compte que el nombre d’hores de treball al laboratori era limitat.

12.1 TINCIO AMB TIONINA

1.

Posar la mostra sobre un portaobjectes gelatinitzat amb I'ajuda d’una placa de Petri
amb PBS i un pinzell. Es submergeix el
teixit al PBS i amb el pinzell es col-loca
a la part central del porta. Quan aixo
estigui fet també cal retolar els portes
per a evitar confondre els teixits.

Es deixa assecar durant 30 o 40

minuts.

Agafar 7 vasos COp"n i emplenar 2 Els 3 portaobjectes amb les mostres assecant-se.

amb aigua destil-lada, 1 amb tionina, 1~ 7#/0¢ /elaperiauiora

amb etanol 70%, 1 amb etanol 80%, 1
amb etanol 90% i 1 amb etanol 100%.
Submergir la mostra en el vas Coplin
amb aigua durant 1 minut.

Submergir la mostra en la tionina

durant 1 minut.

Tornar a submergir la mostra en aigua

durant 1 minut.

Deshidratar la mostra submergint-la en Els vasos Coplin després d’haver-hi
o . introduit les mostres.
etanol 70% durant 1 minut. Imatge feta per l'autora.

Submergir-la en etanol 80% durant 1 minut.
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9. Submergir-la en etanol 90% durant 1
minut.

10. Submergir-la en etanol 100% durant 1
minut.

11.Dins de la campana extractora de
gasos del laboratori submergir la

mostra en xilol durant 5 minuts. Es fa

Treball de Recerca

dins de la campana perque aquesta Tractament de les mostres dins de la

substancia emet uns gasos perjudicials per a

I'organisme.

campana extractora.
Imatge feta per 'autora.

12.Acabar de muntar la mostra amb Entellan. Amb el comptagotes es posa una mica

d’Entellan sobre el teixit i es col-loca el cobreobjectes a sobre.

13.Deixar assecar fins a 'endema, quan ja es podra portar a observar al microscopi.

12.2 TINCIO AMB ANTICOSSOS (IMMUNOFLUORESCENCIA)

1. Hi ha diferents métodes per a tractar les mostres: el ‘

tractament amb tripsina, el tractament amb citrat i el
tractament amb acetona. En aquest cas ens
decantarem pel tractament amb citrat, que consta dels
seguents passos:

1) Netejar 6 vegades les mostres amb PBS.
Aquesta neteja (que es repetira moltes
vegades) es fa agafant el PBS amb un
comptagotes i introduint-lo als forats de la
microplaca on estiguin els teixits. Aquesta
microplaca es deixara a I'agitador 5 minuts.

2) Submergir les mostres en citrat (préviament
escalfat fins a 60°C) durant 20 minuts.

3) Tornar a netejar les mostres amb PBS.

2. Incubar les mostres durant 45 minuts en sérum de
cavall del 10% (HS10%)
3. Netejar les mostres amb TBS.

4. Preparar una dissolucié de 1000uL amb 2uL de a-

Procés de neteja de les mostres
amb PBS. Concretament en
aquesta imatge introduccié del
PBS amb el comptagotes a la
microplaca.

Imatge feta per 'autora.
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9.

GFAP (rabbit) i 1uL de a-NeuN (mouse) diluits en sérum de cavall de I'1% (HS1%).

Repartir la dissolucio entre les dues mostres (500ul a cada una) i deixar incubar fins a

'endema a I'agitador.

Netejar 3 vegades les mostres amb TBS.

Preparar una altra dissolucié de 1000uL amb 2uL d’antirabbit i 1uL d’antimouse diluits
en sérum de cavall de I'% (HS1%). Repartir la dissolucié entre les dues mostres

(500uL a cada una) i deixar incubar 2 hores a 'agitador.

Netejar les mostres 3 vegades amb PBS.

Preparar una dissoluciéo amb 1uL de DAPI en 1mL de PBS. Repartir-la entre les dues

mostres i incubar-les a I'agitador durant 15 minuts.

Netejar les mostres 3 vegades amb PBS.

10.Col-locar les mostres sobre un porta no gelatinitzat (préviament retolat) i cobrir-les amb

el cobreobjectes.

12.3 PREPARACIO DEL CULTIU

1.

Netejar amb PBS 1X cada grup de cél-lules

introduint 500uL a cada forat de la

microplaca. Aquestes ceél-lules es troben
enganxades a un petit cristall circular
transparent que cal tractar amb molta cura
per a evitar que es desenganxin.

Introduir 450uL. de Buffer 1 a cada forat i

deixar reposar exactament 7 minuts. Parafilm amb gotes de la dissolucio del Buffer 4.

Netejar amb PBS 1X. Imatge feta per l'autora.

Introduir 450uL. de Buffer 2 a cada forat i

deixar reposar 15 minuts.

Introduir 450 uL. de Buffer 3 a cada forat i deixar reposar 1 hora.

Preparar una dissolucié de 500uL de Buffer 4 amb 1uL de a-IBA1. Pipetejar 12ul per

cada grup de cél-lules i deixar-ho sobre el parafiim. Treure amb molta cura els cristalls
de la microplaca i posar-los sobre cada gota de dissolucié. Deixar reposar fins a

'endema.
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7. Tornar a posar els cristalls a la microplaca
(introduir préviament el PBS 1X a cada
forat).

8. Netejar 3 vegades amb PBS 1X.

9. Preparar una dissoluci6 de 1000uL de
Buffer 4 amb 1ulL d’Alexa 488 (anticos

secundari). Pipetejar 12uL per cada grup

de cél-lules i deixar-ho sobre el parafilm. collocacio dels cristalls als portes, préviament

. retolats.
Treure amb molta cura els cristalls de la  ,.i0c et per raviora,

microplaca i posar-los sobre cada gota de
dissolucid. Deixar el parafilm en un lloc on no toqui la llum durant 1 hora.

10. Netejar 3 vegades amb PBS 1X evitant el contacte amb la llum.

11. Preparar una dissolucié de 15uL de DAPI
en 15000uL de PBS 1X. Pipetejar 500uL

per cada grup de cél-lules. Deixar reposar
15 minuts.
12.Netejar 3 vegades amb PBS 1X.
13.Col-locar tots els cristalls tractats de la
mateixa manera sobre el mateix porta i

retolar-lo. Deixar assecar 2 hores.

Introduccio dels cristalls del parafilm a la
microplaca.
Imatge feta per I'autora.
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13- RESULTATS

Després de preparar les mostres per a lI'observacio finalment les podem observar al
microscopi. A continuacio faré una explicacio (i discussio) de les imatges obtingudes a les

sessions de microscopia.

13.1 TINCIO AMB TIONINA

Per comengar observarem les imatges dels teixits tenyits amb tionina. Aquest tipus de

tincio sol observar-se amb el microscopi Optic, com és el cas, per tant totes les fotografies

seguents han estat preses amb una camera connectada al microscopi optic.

13.1.1 Teixit control (sa)

Comencem l'observacié analitzant el teixit control a diferents augments i distingint les

diferents estructures que el formen.

En aquesta primera imatge podem
observar en un color més fosc els nuclis
de les cel-lules (en aquest cas
neurones). En un color més clar també
podem observar el seu citoplasma i si
ens fixem en alguna delles podem
diferenciar la forma tipica de les

neurones.

O.mm

I Citoplasmes i Nuclis cel-lulars
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A l'observar el teixit a més augments
podem arribar a diferenciar alguns
capil-lars com aquest. Les seves parets
estan recobertes de cel-lules
endotelials (que so6n allargades) i per
tant podem veure com els nuclis son
meés allargats que els de les neurones

que observem al costat.
0.34 um

4 . Y . . H . .
| Nuclis cel-lules endotelials I Capil-lar

Finalment quan observem el teixit als
maxims augments que permet el
microscopi podem veure més clarament
tot el que he comentat abans. Els nuclis
de les cél-lules endotelials sén molt
més allargats que els de les neurones.
Si ens fixem en la neurona del centre
de la part superior (d’'un color més fosc

que les altres) podem veure la forma

tipica de les neurones amb el seu axon

i les dendrites.

{ Nuclis cél-lules LCapiI'Iar LNeurona
endotelials

13.1.2 Teixit amb glioblastoma

Ara que sabem com és el teixit sa passem a observar el teixit amb glioblastoma.
Compararem a diversos augments les imatges dels dos teixits per a observar-ne les

diferéncies.
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| Altes concentracions de cél-lules

é Necrosi en palissada

i Necrosi en palissada

Treball de Recerca

Només observant la primera imatge ja
veiem clarament que el numero de
cél-lules del teixit amb glioblastoma és
molt més gran que el del teixit control.
Aix0 es deu a que el cancer es una
malaltia que provoca que les cél-lules
comencin a dividir-se amb una

freqiéncia molt alta.

Augmentant la mateixa zona del teixit
podem observar que hi ha zones on no
hi ha gairebé cél-lules, cosa que
contrasta amb el seu voltant. Aixo es
tracta d’'una necrosi (mort cel-lular) en
palissada, una caracteristica del
glioblastoma multiforme que fa que les

cél-lules fugin de la zona en quiestio.

Augmentant encara més la mateixa
zona de teixit podem trobar més zones
necrotiques en palissades com
aquesta, on s’observa que es crea un
espai arrodonit on no hi ha gairebé cap
cél-lula mentre que al seu voltant hi ha

una acumulacio.
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A continuacié passem a observar una altra zona del teixit on encara es pot veure millor

quines son les consequéncies del glioblastoma i de la necrosi en palissada sobre les
cél-lules del cervell.

Aqui podem observar una altra zona
necrotica. Tota la zona marré que
I’envolta és sang procedent d’un
capil-lar que s’ha trencat a causa de
acumulaciéo de cél-lules. Aquestes
comencen a apretar-se tant que
provoquen que les parets dels capil-lars
es trenquin expulsant tota la sang que

contenien.

I Sang

Augmentant la zona tornem a trobar els
espais sense ceél-lules provocats per la
necrosi i les acumulacions al voltant.
Per una banda hi ha massa cél-lules en
poc espai mentre que per I'altra no n’hi
ha cap. Aixd fa que es trenquin els
capil-lars i que el pacient amb

glioblastoma es trobi en un estat greu
de salut.

| Sang
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a Possible capil-lar

13.1.3 Teixit amb tuberculoma

Per acabar I'observacié dels teixits tenyits amb tionina passem a observar el teixit amb

tuberculoma.

Treball de Recerca

Per acabar trobem zones necrotiques
com aquestes també envoltades de
sang. Tot i que no ho sabem segur, per
la forma podriem dir que la imatge
mostra un capil-lar. Com que el tumor ha
trencat tots els altres i necessita energia
per a continuar creixent necessita formar
nous capil-lars. Aixd es produeix gracies

als factors de creixement vascular

| Cél-lules del sistema immunitari

(proteines del tumor).

A diferéncia del teixit amb glioblastoma
aquest teixit no presenta zones
necrotiques com les abans observades,
és per aixd0 que només vaig agafar una
imatge d’aquest teixit.

Podem observar que el nombre de
cél-lules és molt superior al del teixit
control. També podem veure que
aquestes ceél-lules presenten una forma
diferent a les de les neurones vistes
anteriorment. Aix0 es deu a que la
tuberculosi és produida per un bacteri i
les cél-lules de I'organisme encarregades
de combatre’l sén les del sistema

immunitari (limfocits).
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13.2 TINCIO AMB ANTICOSSOS

A continuacié observarem les fotografies dels teixits tenyits amb anticossos

(immunofluorescéncia). En aquest cas les fotografies han sigut preses amb el microscopi
de fluorescencia. Com ja he explicat abans, aquesta tincié no permet obtenir directament
imatges on es puguin veure totes les estructures del teixit i per tant haurem de fer
composites amb el Fiji per a poder obtenir-les.

Per desgracia hi ha hagut un error en la
tincio. En vermell s’haurien de poder
veure les neurones perd0 com mostra la
imatge aixd no és possible. Aquest error
pot haver estat produit per la manca de
temps (com he dit abans el procediment
estava modificat per la limitacié d’horari).
També és possible que l'anticos no
estigués en bon estat ja que una
investigadora que va utilitzar el mateix

tampoc va poder fer la seva observacio.

Per tant en els composites només

podrem observar astrocits i nuclis.

13.2.1 Teixit control (sa)

Com hem fet a I'apartat anterior, comengarem I'observacié amb el teixit control. Per a

cada part del teixit faré un composite i també indicaré a partir de quines imatges I'he fet.
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| canillar ]

Capil-lar

! Nuclis cel-lules endotelials

| Ramificacions astrocits
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Aquesta imatge mostra un capil-lar envoltat d’astrocits. En blau podem tornar a
comprovar que les parets del capil-lar estan recobertes de cél-lules endotelials ja que
podem veure el seus nuclis allargats. En verd veiem les ramificacions dels astrocits. Per

tant podem confirmar aue els capil-lars cerebrals estan envoltats d’astrocits.

A més augments ja podem distingir la forma caracteristica dels astrocits i les seves
ramificacions. També podem veure que el nucli de I'astrocit es veu tenyit de blau pel
DAPI. A la part superior dreta de la imatge trobem una zona on no hi ha cap cel-lula.
Veient que esta envoltada d’astrocits suposarem que és un vas sanguini, tot i que tambe
podria ser una bombolla d’aire. Els altres nuclis tenyits poden ser més astrocits que no

han pogut ser fotografiats o neurones que no han pogut ser tenyides.
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| Possible vas sanguini
' o bombolla

" Astrocit

Astrocit

Nucli astrocit
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En aquest ultim composite del teixit control tornem a observar un astrocit i el seu nucli.
En aquest cas podem veure amb més claredat el gran nombre de ramificacions que
aquest té i com s’ajunten a les parets del capil-lar per a obtenir 'energia necessaria. Si la
tincié de les neurones hagués funcionat potser hauriem pogut observar com aquestes
ramificacions acabaven ajuntant-se a una neurona. D’aquesta manera també hauriem
pogut confirmar el que deia la teoria sobre els astrocits com a font d’energia per a les

neurones.

13.2.2 Teixit amb glioblastoma
Ara que ja hem observat el teixit control passem a observar el teixit amb glioblastoma. En

teoria esperem observar unes diferéncies molt semblants a les observades als teixits

tenyits amb tionina.

| Alta concentracio

d’astrocits i de
ramificacions
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20X
Només amb un composite del teixit ja podem veure que les diferéncies son molt grans.

Com vam observar amb la tinci6 de tionina el nombre de cél-lules del teixit amb
glioblastoma és molt més gran que el del teixit sa. A diferéncia de l'altre glioblastoma
observat, en aquest podem veure clarament que es tracta d’'un astrocitoma. Aquest tipus
de tumor té la peculiaritat de que les cél-lules que es divideixen amb molta frequéncia

son els astrocits.

0.34 pm

En aquestes dues imatges podem veure millor la diferéncia. La imatge de I'esquerra és
del teixit control mentre que la de la dreta és la del glioblastoma. En aquesta podem

observar clarament com la quantitat de cél-lules és molt major que en I'altra.

13.2.3 Cultiu rata
Per a poder acabar d’arrodonir la nostra observacié el professor ens va oferir la possibilitat

d’observar neurones d’un cultiu de rata. Aquestes havien estat tenyides amb I'anticos que

detecta la proteina MAP2. D’aquesta manera també vam poder obtenir les fotografies que

ens faltaven.
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0.34 pym

Gracies a I'observacioé d’aquest cultiu podem comprovar que no totes les neurones tenen
la mateixa forma. Totes presenten moltes ramificacions procedents del seu cos neuronal
i son de mides diferents. Fins i tot en la primera imatge (20X) podem veure com algunes

d’elles s’uneixen gracies a aquestes ramificacions.

La neurona de la imatge de sota m’ha sorprés molt. Primer per la seva mida, que és molt
més gran que per exemple el de les neurones de la segona imatge, perd sobretot per la

seva forma. | és que sembla molt més un espermatozoide que una neurona.

13.2.4 Teixit rata

Ja que els teixits cerebrals no oferien la possibilitat de crear composites (ja que la tincié
de les neurones no va funcionar i no vam poder fer composites amb el color vermell), el
professor ens va proposar observar un teixit de rata on si era possible fer els composites

amb els tres colors a la vegada. Sén els seguents:
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“revaon]

Astrocit

| Vas sanguini

Aquest composite és una mica diferent als anteriors. En els altres haviem tenyit amb
anticossos els astrocits i les neurones i amb DAPI els nuclis. En aquest cas el DAPI
segueix tenyint els nuclis perd ara en verd observem vasos sanguinis tenyits amb
col-lagen IV i en vermell astrocits, que també han estat tenyits amb anticossos. Gracies
a aquest composite podem veure com les ramificacions dels astrocits s’uneixen als
vasos i formen una xarxa de cel-lules al seu voltant. Amb la tincié del DAPI tambée
podem tornar a observar com el nucli de les cel-lules endotelials és molt més allargat
que el de les neurones o els astrocits, degut a la forma també allargada d’aquestes que
han de recobrir les parets dels vasos. Per desgracia en aquesta zona del teixit ha quedat

una bombolla a la part central inferior, tot i que no dificulta 'observacio.

58



UN PETIT TASTET SOBRE NEUROCIENCIA Treball de Recerca

E Capil-lar

LAstrécit

En aquest segon composite a més augments ja podem distingir millor la forma
caracteristica dels astrocits, cosa que a I'anterior era més dificil donat el seu tamany
(més petit que el de les neurones). Abans també observavem que en aquella part del
teixit hi havia un vas sanguini molt més gruixut i per tant amb més volum de sang que els
capil-lars que trobem en aquesta part del teixit. Aquesta és segurament la causa de que
en aquest composite la preséncia d’astrocits sigui més baixa que a I'anterior. Aquestes
cél-lules s’encarreguen d’aportar energia a les neurones i per tant és logic que es
concentrin en les zones on és més probable captar aquesta energia. Si es concentressin
al voltant d’'un capil-lar petit no aconseguirien I'energia necessaria, fet que seria

perjudicial per al funcionament del cervell i 'organisme en general.
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13.2.5 Microscopi confocal
Per acabar d’arrodonir la jornada al servei de microscopia vam tenir la sort de poder

utilitzar el microscopi confocal. Gracies a aixd vam poder obtenir les seglents imatges de

teixit de rata, de molta més qualitat que les anteriors.

Xarxa de
ramificacions
astrocitaries

| Vas que transporta
liauid cefaloraauidi
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Aquest composite representa la superposicid de les tres imatges d’'un mateix pla del

teixit. Aqui observem una part del cervell que encara no haviem vist, vasos que
transporten liquid cefaloraquidi. Aquest liquid omple totes les cavitats buides de I'encéfal
i s’encarrega de protegir, nodrir els organs i eliminar-ne substancies. Gracies a vasos
com els que s’observen en aquesta imatge el liquid cefaloraquidi s’infiltra al cervell. Com
porta substancies necessaries per al funcionament de les neurones els astrocits es
troben units a les seves parets. Gracies a la qualitat de la imatge podem observar de
forma més clara que abans la llarga xarxa que formen els astrocits per al transport

d’aquestes substancies fins a les neurones.

¥ s

.

0.34 m 3 .’

Aquest altre composite mostra la mateixa part de teixit que I'anterior. Com podem veure
la quantitat de nuclis, vasos i astrocits és molt més gran que abans, aix0 és perqué
aquesta imatge mostra tots els plans del teixit fotografiats. Ara podem veure tots els
vasos i el recorregut que fan a través del teixit, cosa que és impossible amb un

microscopi de fluoresceéncia normal com el d’abans.
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Una de les altres eines que ofereix el microscopi és la possibilitat d’augmentar les
imatges del teixit sense modificar els augments. Si aquest teixit hagués estat fotografiat
amb el microscopi optic, per a poder observar el capil-lar de la imatge haguéssim hagut
de fer servir més augments. En aquest microscopi, en canvi, aixd0 no és necessari
perqué pot fer-se mitjangant un programa informatic. Aixd és util per a detectar

anomalies en un teixit que poden derivar en alguna malaltia.
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13.3 CULTIU CEL-LULES MICROGLIES

Per acabar amb I'observacio falta encara veure al microscopi el cultiu de cél-lules

microglies que haviem tenyit. Recordo que haviem deixat algunes sense cap tipus de
tractament (control) mentre que altres havien estat tractades amb enzims. Per falta de
temps, ja que aquesta observacio es va dur a terme I'Ultim dia de I'estada, el numero de
fotografies és limitat perd suficient per a comprovar la validesa de la hipotesi. En aquest
cas les fotografies han estat preses amb el microscopi invertit utilitzant la funcié de

microscopi de fluorescéncia.

13.3.1 Grup control

Com ja hem fet amb els altres teixits, comencgarem I'observacio pel grup control, és a dir el

grup que no ha estat tractat amb enzim.

Cel-lules microglies de
i forma arrodonida

En aquest composite observem com la forma de les cél-lules microglies és arrodonida i
que la major part del seu citoplasma esta ocupada pel nucli. Pero el que realment estem
observant en aquestes imatges és la tinci6 amb anticossos que actuen sobre la proteina
Iba1. Quan aquesta proteina es troba inactiva, és a dir que no és necessari que les
cél-lules facin la seva funcid, es concentra al nucli i per aixd quan les tenyim sembla que

siguin de forma arrodonida.
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Per tant només observant el grup control no podem assegurar quina és la forma de les
cél-lules microglies, només podem assegurar que si no son estimulades per alguna
substancia no s’activen i no duen a terme la seva funcié. | que quan aixd passa la

proteina Iba1 es concentra al nucli cel-lular.

13.3.2 Grup tractat amb enzim
Per acabar I'observacio passem a analitzar el grup tractat amb enzim per a comparar les

diferencies amb el grup control.

. Cel-lules microglies de
forma allargada

Com podem observar en aquest composite la forma de les cél-lules microglies ja no és
la mateixa que abans. Ara el nucli ocupa una posici6 més o menys centrada al
citoplasma, que presenta una forma més allargada ja que les proteines s’hi han
traslladat des del nucli. El cas de les cél-lules microglies és semblant al de les neurones
abans observades, no totes tenen ni la mateixa forma ni la mateixa mida. Si abans
haviem afirmat que sense cap estimulacié les cél-lules no s’activaven ara podem afirmar
que aquesta estimulacid, que en aquest cas és un enzim, provoca la seva activacio i la

preséncia de la proteina Iba1 al seu citoplasma.
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14- CONCLUSIONS
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Ara que ja hem fet I'observacié de les mostres ja podem comprovar si la hipotesi inicial

era certa.
Recordo quina era aquesta hipotesi:

que el teixit sa i també presentara zones necrotiques.

cél-lules que el cultiu tractat amb enzim.

El teixit malalt (glioblastoma i tuberculoma) tindra moltes més cél-lules

Pel que fa als cultius, el cultiu no tractat amb enzim tindra menys

La dividim en dues parts: la hipotesi sobre els teixits (sa i patologic) i la hipotesi sobre els

cultius (amb enzim i sense enzim).

Pel que fa als teixits hem pogut comprovar que aquesta
hipotesi era certa. Al teixit control podiem observar totes les
neurones i fins i tot alguns vasos sanguinis amb les cél-lules
endotelials. Al teixit amb glioblastoma hem vist una cosa
totalment diferent, el nombre de ceél-lules era molt més gran i
aixd provocava la presencia de zones necrotiques, on les
cél-lules marxaven de la zona. En aquest teixit tampoc hem
pogut observar vasos sanguinis perqué la majoria estaven
trencats (hem observat la sang que portaven), tot i que hem
pogut veure algun creat pel propi tumor per a poder seguir
amb el seu creixement. Al teixit amb tuberculoma ens hem
trobat una situacio semblant a la del glioblastoma, el nombre
de ceél-lules era més gran que al teixit control perd no
presentava zones necrotiques. Tot i aixd encara no descarto
que en uns altres teixits d’altres pacients infectats si que hi

hagi zones necrotiques degudes a l'alta quantitat de cél-lules

Teixit glioblastoma

Teixit control

a la mateixa zona del teixit (cal destacar que teniem un niumero de mostres limitades). La

diferéncia entre el glioblastoma i el tuberculoma és que les cél-lules del primer sén

cél-lules glials que a causa d’'una modificacio es divideixen andmalament mentre que les

del segon son cél-lules del sistema immunitari com per exemple limfocits o macrofags que

combaten el bacteri de la tuberculosi.
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Per tant la hipotesi sobre el teixit era valida i el teixit patologic té moltes més cél-lules que

el teixit sa. L'afirmacié que diu que el teixit patologic presenta zones necroétiques no és tan

valida ja que només un dels teixits patologics (el glioblastoma) en presenta.

Pel que fa als cultius la hipdtesi no era certa, de fet
estava mal plantejada. En comptes d’haver preguntat per
la quantitat de cel-lules hauria sigut millor preguntar-se
pel nombre de cél-lules actives. Al tractar-se d’un cultiu el
nombre de cél-lules no variara amb o sense tractament,
el que canviara soOn les caracteristiques d’aquestes
cél-lules. Al cultiu sense tractament hem observat que les
cél-lules no estaven actives i per tant la proteina Iba1 es
concentrava al nucli, de manera que semblava que les
cél-lules microglies siguessin arrodonides. En canvi, al
cultiu amb tractament les cél-lules si que estaven actives
i aquesta proteina es trobava al citoplasma, de manera
que s’observava una forma més allargada.

Per tant una hipotesi correcta sobre els cultius hagués
estat la seguent i no la formulada anteriorment: potser el

cultiu sense enzims (control) no té les cél-lules actives

mentre que el cultiu amb enzim si que les té.

Cultiu control

Cultiu amb enzim

Els objectius inicials donats pels
professors de I'estada s’han pogut
complir, amb I’excepcié abans
comentada de la tinci6 amb anticossos
de les neurones que per alguna rad
‘incontrolable” no va sortir bé. Els
objectius marcats per mi també els he
pogut complir, he aprés molt tant
tedricament com practicament

d’aquesta experiéncia i sense cap dubte

la tornaria a repetir. A més també m’ha ajudat molt a aclarir el meu futur i m’ha fet plantejar

algunes idees que fins ara no m’havia plantejat mai.
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16- AGRAIMENTS

Per finalitzar aquest treball m’agradaria agrair a totes aquelles persones que m’han ajudat

a realitzar-lo.

Per comencgar m’agradaria fer una

mencid especial al Programa Argo. El PROGRAMA

Programa Arg6, emmarcat dins de

I'Institut de Ciéncies de I'Educacio, té

com a objectiu donar suport a tots :
Logo Programa ARGO.

aquells alumnes que fan la transicié de la secundaria  Fotografia extreta de (56).
a la universitat. Aquest programa organitza diverses
activitats, tallers i també ofereix suport als alumnes de
Batxillerat per a fer el seu Treball de Recerca. Jo vaig

o
tenir la sort de ser una d’aquestes alumnes i vaig ser ' c L

seleccionada per a participar en les Estades Argo. Institut de Ciéncies de I’Educacio

Com ja he comentat anteriorment, vaig fer la meva

Logo ICE.
estada a l'Institut de Neurociéncies de la UAB (INc) Fofografia extreta de (55).

ubicat a la facultat de Medicina, on vaig treballar amb
el grup de recerca encapcgalat per l'investigador

>
/\ Carlos Barcia. Al mateix laboratori també hi

/
\ ¢
/—7:‘(’ INC treballaven alumnes de master o doctorat com la
&

Institut de Paola, I'Elena i la Meritxell que també em van ajudar
\\ 5 Neurociencies durant I'estada. Tots ells es van encarregar d’ajudar-
Il:"gg);rl;‘;a extreta de (54). me en les tasques de laboratori en les quals m’he
basat per a fer aquest
treball. Gracies a les seves explicacions tan clares i al seu U " B
gran entusiasme vaig poder veure com és treballar en un
laboratori universitari. H H
Universitat

A més d’aquest treball al laboratori durant el Programa Argd <
també vaig assistir a xerrades sobre la universitat que em AUtonoma

van semblar molt interessants i utils. De fet gracies a de Barcelona

elles he pogut conéixer una mica més la UAB, on tot i  Logo UAB.

. . , . . Fotografia extreta de (53).
haver-hi estat uns quants cops mai m’havia plantejat ¢ 59
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estudiar.

També vull fer un especial agraiment a la meva companya d’estada Irina Gallardo. Ella em
va acompanyar durant totes les setmanes i vam realitzar juntes totes les tasques de
laboratori, per tant totes les fotografies que he inclos en aquest treball van ser preses per
les dues. Amb ella vaig realitzar una presentacio a I'auditori del Rectorat davant de tots els
alumnes que participaven al programa, cosa que em va servir per a acabar de tenir clar

com havia de ser el meu treball de recerca i la posterior exposicio.

Jo acompanyada dels
meus professors durant
I’estada i la meva
companya Irina.

Fotografia feta per I'autora.

En segon lloc, també vull fer un especial agraiment a les meves professores Silvia Llahi i
Conchi Zurera. Gracies a la Silvia vaig poder apuntar-me al Programa ARGO i fer I'estada
durant I'estiu. La Conchi ha estat la meva tutora i sempre que la he necessitat o he tingut
dubtes sobre el meu treball ha estat a la meva disposici6. Ella m’ha ajudat a orientar el
treball i a millorar la meva redaccié. Sense cap de les dues no hauria estat possible fer el

meu treball de recerca, per la qual cosa estic molt agraida.
Per ultim, també agraeixo profundament 'ajuda i el suport rebut per part dels meus pares,

el meu germa i els meus companys i amics. Sense el seu suport i interés hauria estat

dificil fer el treball. Moltes gracies també a ells.
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17- GLOSSARI

Com ja vaig exposar a la introduccio, la meva intencié és que tothom pugui entendre el
meu treball, fins i tot aquells que no tinguin gaires coneixements sobre biologia o ciéncia
en general. Es per aixd que per acabar el treball he decidit fer un petit glossari amb totes
aquelles paraules que poden ser dificils d’entendre. Espero que serveixi d’ajuda per a

entendre millor el treball.
Calostre: Secrecio produida per les glandules mamaries abans i després del part, que
conté grans quantitats d'immunoglobulines, principalment IgA, i és una font d'immunitat

passiva per al nado.

Capacitat fagocitaria: Per a definir la capacitat fagocitaria primer cal

definir la fagocitosi. Fagocitosi: Procés pel qual un fagocit
engloba i digereix material com ara bacteris i altres
géermens, cossos estranys o deixalles metaboliques.
Per tant la capacitat fagocitaria és la propietat que

tenen les cél-lules que poden dur a terme la fagocitosi.

Esquema de la fagocitosi.
Fotografia extreta de (57).

Citoplasma: Constituent fonamental de la cél-lula, delimitat per : % _
la membrana plasmatica i la membrana nuclear, on van ;1;—%
inclosos tots els restants elements cel-lulars (organuls). o

Esquema d’una cél-lula eucariota amb el
citoplasma marcat.
Fotografia extreta de (58).

Cromatina: forma en la que es presenta el DNA al nucli
cel-lular. Quan la cromatina es compacta forma els
cromosomes.
Fotografia del nucli cel-lular feta amb un microscopi electronic. La
cromatina és la massa granulosa de color gris fosc que hi ha delimitada per §

I’embolcall nuclear.
Fotografia extreta de (59).
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Estimul: Factor, intern o extern, capa¢ de produir una resposta funcional o conductual en

un receptor, un teixit, un érgan o un organisme sencer.

Punxar-se és un exemple
d’estimul que produeix una
f resposta que fa apartar el dit.
Sl Fotografia extreta de (60).

Frequéncia lluminosa: Nombre d’oscil-lacions que fa una ona lluminosa per unitat de

temps.

M La llum es propaga a través d’ones. Cada

color té una freqiiéncia diferent i per aixo el
nostre ull pot diferenciar-los.

/\/\/\/\/\/ Fotografia extreta de (61).

Globul blanc: Cél-lula sanguinia de la série blanca dels vertebrats, que intervé en

diferents processos de resposta immunitaria. També se’l pot anomenar leucocit.

Fotografia d’un leucocit (en groc) envoltat de
globuls vermells (en vermell) feta amb el
microcopi electronic.

Fotografia extreta de (62).

Globulines: Proteina globular insoluble o només lleugerament soluble en aigua que es

troba en el plasma sanguini (part liquida de la sang).

Hemisferis cerebrals: Cadascuna de les dues parts laterals del cervell que estan

recobertes per I'escorga cerebral.
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Impuls nerviés: Senyal eléctric que es propaga per un axé com a resposta de la neurona

a un estimul despolaritzador.

wnaddptrtsttrtresr+s . X
despolarizacion \J_.. I o T o 8 se inicia el impulso
nervioso

+ 4+ 4=ttt t+++4+
, el impulso nervioso
Gbcied bl M | es conducido

| alolargo del axon

repolarizacion_

Lipid: Substancia organica que es caracteritza perqué és insoluble, o0 molt poc soluble, en
aigua, i és soluble en dissolvents organics no polars. Els greixos, les ceres, els esterols o
algunes vitamines son alguns exemples de lipids. Les principals funcions dels lipids son
I'emmagatzematge d'energia, ser components estructurals de la membrana cel-lular i

també son importants senyalitzadors moleculars.

Longitud d’ona: En la propagaci6 d’'un moviment

) ] o o Longitud
ondulatori (com és el cas de la llum), distancia minima d'ona
entre dos punts que es troben en el mateix estat de

variacio.

Neurotransmissor: Substancia quimica que té per funcié transmetre l'impuls nervidés a

través de la sinapsi neuronal (intercanvi de senyals nervioses entre dues neurones).

Proteina: Compost organic fet d’aminoacids (molécula que conté el grup funcional amino
-NH3) units mitjangant enllagos peptidics. Les proteines, també anomenades polipeptids,
tenen diverses funcions com per exemple la immunologica, que la duen a terme els

anticossos.

Replicacio: Procés que permet al DNA duplicar-se.
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Reticle endoplasmatic: Organul cel-lular tipic de Reticle Reticle

endoplasmatic endoplasmatic

les ceél-lules eucariotes format per una xarxa de
membranes aplanades interconnectades. Intervé
en la sintesi de proteines (el reticle endoplasmatic

rugoés) i comunica el nucli amb laparell de Golgi (un

altre OrganUI CeHUIar)' Esquema del reticle endoplasmatic unit

a la membrana nuclear.
Fotografia extreta de (66).

Ribosoma: Organul cel-lular que té per funcié la sintesi de proteines i es troba
abundantment en totes les cél-lules vives. Es caracteritza per la seva forma arrodonida i la

seva mida petita.

Sérum: Solucié que conté anticossos protectors especifics, obtinguts a partir d’'una

persona o d’un animal que ha adquirit immunitat.

Sinapsi: Regié de comunicacié i transmissio Synaptic ol i

vesicle
d'impulsos nerviosos entre I'axé d'una neurona i les Neurotransritter  Axon
Voltage- transporter terminal

dendrites d'una altra neurona, o entre les %%

channel

o3 4\
%)
Postsynaptic

ax .. Receptor Synaptic
muscul. . . density < a °/ } cleft
Esquema de la sinapsi. S
Fotografia extreta de (67).

Sintesi de proteines: Procés mitjangcant el qual es formen les proteines a partir

terminacions nervioses d'una neurona motora i el

d’aminoacids. Es duu a terme als ribosomes.

TC (Tomografia Computada): Técnica radiologica
d'imatgeria molecular basada en la informacio
obtinguda a partir d'una font de raigs X que efectua una
rotacid al voltant del pacient i envia emissions
successives a un detector. Abans es coneixia com a
TAC.

TC del crani d’un pacient amb un
hematoma.
Fotografia extreta de (68).
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Toxina: Substancia d'origen bioldgic que actua nocivament sobre els organismes vius.

Transcripcid: Procés pel qual la informacio
genetica codificada en una cadena de DNA és Bilisasiee st

copiada en una cadena d'RNA missatger owI><{[[ID>[»

5 e
DNA antisense
strand

mitjancant la seqiéncia de nucleotids que la
componen. Es el primer pas de la sintesi de

proteines.

Trité: Compost quimic que s'utilitza com a detergent durant els processos de tincid

donada la seva propietat per a dissoldre la bruticia.

Tris: Substancia quimica que s’utilitza en la preparaci6 de dissolucions per a igualar el pH

de la mescla amb el pH fisiologic.

Vacci: Preparat terapéutic que pot contenir microorganismes morts o vius atenuats i que

s'administra per a potenciar una resposta immunitaria especifica concreta.
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18- VALORACIO

A la presentacio que la meva companya Irina i jo vam fer al Rectorat de la UAB per a
concloure la nostra Estada vam incloure aquest mapa de paraules. Representa tots
aquells sentiments, adjectius i noms que nosaltres vam relacionar amb la nostra
experiéncia, i en el meu cas també en la realitzacié d’aquest treball. Es per aixd que trobo
interessant concloure de la mateixa manera aquest treball, expressant tot alld que

relaciono amb la seva realitzacio.

AT AN Y"DICI‘-‘A

oo <SINICI
“SFUTUR /
&y INVESTIGACIO
%Q?‘EXPERIENGIA
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